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OzZET

INSAN BUYUME HORMONU SALGILATMA SINYAL DIZISININ Tetrahymena
thermophila TARAFINDAN REKOMBINANT PROTEIN URETIMINDE KULLANIMI

Serkan DERELI
ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitlist, Mayis 2017

Danisman: Dog. Dr. Muhittin ARSLANYOLU

Tetrahymena thermophila okaryotik, silli ve tek hicreli bir organizma olup, kisa
boélunme slresi ve kolay kulturizasyona sahip bir model organizmadir. Organizmanin
rekombinant kapasitesi, insan DNazl enzimi ile insan alkalin fosfataz proteinlerinin
rekombinant Uretim calismalari ile tanimlanmistir. GlinUmuzde ila¢ sektoériinde ihtiyag
duyulan terapétik proteinlerden biri olan ve buyume bozuklugu olan bireylerin
tedavisinde kullanilan insan biyime hormonunun dretimi maya, E. coli ve insan kiicre
kiltdrinde gergeklestiriimektedir. Daha énce bu proteinin Uretiminde kullaniimamis T.
thermophila’nin insan buyime hormonunun E.R sinyal dizisini taniyarak isleyebilecegi
ve rekombinant proteini disariya salgilayarak Uretebilecedi calismanin hipotezini
olusturmaktadir. Bu amag dogrultusunda, E.R sinyal dizisi ile birlikte hGH geni dizisinin
kodonlari organizmaya uyumlu hale getirilerek sentetik olarak Urettirilmistir. Olusturulan
hGH Uretim gen kasetleri, 45 kopyali genom entegrasyonunu saglayan pNeo4 ve 10.000
kopyali ekstrakromozomal dairesel pIGF vektorlerine klonlanarak, biyolistik silah ile
konjugatif/vejetatif T. thermophila hucrelerine transforme edilmigtir.  Pozitif
transformantlar i1s1 soku veya CdCl, ile indiklendikten sonra hicre igi ve hicre digi
ortamdan saflastirilan proteinlerin iki bagimsiz SDS-PAGE ve Western Blot analizi,
hicre igi ve hicre digi ortamda yaklasik 23 kDa’lik sinyali kesilmig bir proteinin varligini
gostermistir. Sonug olarak; T. thermophila’nin insan hGH’nin E.R. sinyal dizi bdlgesini
taniyip kullandiktan sonra kesip uzaklastirdigi ve rekombinant proteini hicre digina

salgilayabildigi gordimustar.

Anahtar Soézciikler: insan Biiyiime Hormonu, Sinyal Peptid, Rekombinant Uretim,

Tetrahymena thermophila



ABSTRACT

USE OF HUMAN GROWTH HORMONE SECRETORY SIGNAL SEQUENCE IN
RECOMBINANT PROTEIN PRODUCTION BY Tetrahymena thermophila

Serkan DERELI
Department of Advanced Technologies
Anadolu University, Graduate School of Science, May 2017

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU

Tetrahymena thermophila is a eukaryotic, ciliated, single-celled model organism
with short division time and easy cultivation features. The recombinant capacity of the
organism demonstrated by recombinant production studies of human DNasel and
human alkaline phosphatase proteins. The production of human growth hormone, which
is one of the therapeutic proteins needed in the pharmaceutical sector and used to treat
individuals with the growth disorder, is carried out in yeast, E. coli, and the human cell
culture. It is hypothesized that T. thermophila, which is not used to produce this protein
before, can recognize the E.R signal sequence of human growth hormone and secrete
the recombinant protein outside of the cell. For this purpose, the codon sequence of the
hGH gene with hGH E.R signal sequence was adapted to the organism and produced
synthetically. The generated hGH gene cassettes were cloned into pNeo4 vectors
providing genome integration over 45 copies and extrachromosomal pIGF circular
vectors containing origin  with 10.000 copy number, were transformed into
conjugative/vegetative T. thermophila cells by biolistic particle gun. After inducing
positive transformants by heat shock or CdCI2, two independent SDS-PAGE and
Western Blot analyses of purified proteins from the cells showed recombinant protein
has approximately 23 kDa molecular mass and the signal sequence was processed. As
a result; it is understood that T. thermophila recognizes human hGH E.R signal
sequence, uses the signal sequence, cuts it away and secretes the recombinant protein

outside the cell.

Keywords: Human Growth Hormone, Signal Peptide, Recombinant Production,

Tetrahymena thermophila,
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1. GIRIiS

Model organizma olan Tetrahymena thermophila, ortalama 50 pym x 20 pm
boyutlara sahip 18-40°C gibi ¢ok genis bir sicaklik araliginda tatli sularda yasayan
Okaryotik bir organizmadir [1]. Basit ve ucuz kultlrizasyonu, 2-4 saat sureli kisa bélinme
zamanli, tamamlanmis makrogekirdek DNA dizi bilgisi ile transkriptom bilgisi ginimuizde
T. thermophila’y biyolojik ve biyoteknolojik arastirmalarda yaygin kullanilan bir model
organizmaya donustirmustir [2-4]. Tetrahymena’nin sitoplazmasinda metabolik
(somatik) gorevleri Ustlenmis bir makrogekirdek ile eseysel Ureme esnasinda kalitimsal
materyali saglama goérevine sahip bir de mikrogekirdek bulunmaktadir. Makrogekirdek
10.000 kopya sayisina ulasan rDNA ile 45 kopya sayili somatik sentromersiz mini
kromozomlardan olusurken, mikrogekirdek telomer ve sentromerli 2n=10 adet tek
kopyali kromozomlardan meydana gelmektedir [5]. Bilim dinyasinda ilk defa, T.
thermophila kullanilarak telomer [6, 7], telomeraz, [8] ribozimler [9], dinein motor
proteinleri [10] ve histon asetiltransferazin transkripsiyondaki rolinin kesfi [11]

gerceklestirilerek organizmanin énemi ortaya ¢gikmistir.

T. thermophila’nin rekombinant proteinlerin Gretiminde konakgi olarak
kullanilabilecegi, 1999 vyilinda silli bir parazit olan Ichthyophthirius multifiliis
organizmasinin i-antijen proteini ile 2002 yilinda filogenetik olarak yakin turlerinden biri
olan Malarya paraziti Plasmodium falciparum’ un sirkumsporozoit (CS) proteinlerinin
uretimi yoluyla ilk defa gosterilmistir [12-14]. Bu organizmada, farkli rekombinant
proteinlerin Uretiminin gerceklestiriimesi, insan proteinlerinin de Tetrahymena’ da
uretilebilecegdi fikrini olusturmus ve 2006 yilinda ilk kez bir insan proteini olan DNazl
enzimi T. thermophila PLA1 (Fosfolipaz Al) hiucre digi salgilama sinyal dizisi ile aktif
formda Uretilerek, hicre disina salgilatiimasi gergeklestiriimistir [15]. 2011 yilinda ise,
insan alkalin fosfataz enzimi rDNA orijinli bir vektdr olan pH4T2 kullanilarak Tetrahymena
’da rekombinant uretilmistir [16]. Bu iretim sirasinda Insan alkalin fosfataz enziminin
sinyal dizisi, T. thermophila tarafindan taninmis ve transle edilmekte olan protein
endoplazmik retikuluma yonlendirilip translasyonu gerceklestirilerek sinyal peptidi
kesilmis ve proteine ait GPl c¢apa dizisi ile rekombinant protein hiicre ylzeyine
glikolizasyonlu yapida lokalize edilmistir. Bu calismalar, T. thermophila’nin insan
proteinine ait sinyal dizilerini taniyip igleyebilme ve olgun proteini hucre disina
sentezleyebilme kapasitesini ilk defa ortaya koymustur. T. thermophila’nin hicre iginde

ve diginda protein kesimleri yapabilen birgok proteaz/peptidaz enzim bulundurmasi [17],



organizmanin farkli insan proteinlerine ait sinyal dizilerini taniyip isleme 6zelligine de

sahip oldugunu gostermektedir.

Rekombinant Uretim konakgisi olan T. thermophila ‘da Uretime aday olabilecek
bircok insan proteini literatirde bulunmakta olup dne ¢ikan gruplardan birisi buyime
hormonu gibi Gyelere sahip peptid hormon terapétikleridir. 1930 yilinda kesfedilmis insan
buyime hormonu (hGH, Somatropin) 17. Kromozomunun 24.2 pozisyonunda yer
almaktadir [19, 20]. Yapisal olarak tek zincirli bir 191 aminoasitten olugan polipeptid
molekili olup 22 kDa molekiler agiriga sahiptir. insanda hipofizin bezinin 6n lobunda
Somatrop adi verilen hiicrelerden salgilanmaktadir [21, 22]. insan bilyliime hormonunun
gorevleri; vicutta somatik blyUmeyi, hicrelerin blyUmesini ile uzamasini, eseysel
Ozelliklerin kontrolini, IGF-1'in Uretimini, nitrojen alimini ve bagisiklik sisteminin
uyarilmasini, sodyum alimini, yag yikimini, aminoasit sentezinin artisini, kaslara
aminoasit tasinmasini saglama ve kemik-kan metabolizmasi ile deri elastikligi gibi
olaylarin diizenlenmesi olarak siralanmaktadir [20, 23]. Bliyiime hormonu, belirtilen bu
etkileri direk yolla biylime hormonu reseptoérlerine baglanarak veya dolayli yolla insilin
benzeri bluyuime faktoéri-1 (IGF-1) gibi molekiller ile etkileserek gerceklestirmektedir
[22]. OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) veri tabanina gére insanda 25 adet
kalitsal buyume hormonu kaynakli hastalik bulunmakta olup 6zellikle TiplA, TiplB,
Kowarski Sendromu gibi hastaliklarda disardan blyime hormonu takviyesi alinmasi
gerekmektedir. Ayrica, gelisim bozuklugu olan gocuklarda gelisim dizenleyicisi, Turner
Sendromu ve bdbrek yetmezIligi yagayan kKigilerde destekleyici ve AIDS hastalarinda ise
direng arttirici olarak disaridan rekombinant biylime hormonu takviyesi yapilmaktadir
[23-25].

insan bliyiime hormonuna ait protein dizisi Uniprot veri tabaninda P01241.1
protein erisim numarasi ile bulunmaktadir. Protein toplamda 217 aminoasitten olusmakta
olup 3 boyutlu yapisinda 4 adet heliks katlanma bdlgesi yer almaktadir [26]. Bir adet hGH
molekullu ise 2 adet buyume hormonu reseptor molekuline ayni anda baglanmaktadir.
Bir salgi proteini olan bu hormonun aktif yapisinin olusturulmasi ve reseptorine
baglanabilmesi igin hdcre igerisinde post-translasyonel modifikasyonlarinin
gerceklestiriimesi  gerekmektedir.  Ozellikle,  glikolizasyon, fosforilasyon ve
deaminidasyona ugramig varyantlarin insanda dolasima katildigi ve bu
modifikasyonlarin proteinin etkilesimini saglamasi i¢in gerekli oldugu bildiriimistir [27].
Bu modifikasyonlar icerisinde N-terminalde meydana gelen glikolizasyonun, proteinin
kararli halde kalmasini saglayarak, dolasimdaki yari émrini dogrudan etkiledigi

bildirilmistir [28, 29]. Post-translasyonel modifikasyonlarin saglanabilmesi i¢in proteinin



hicre igerisinde E. R’lere yodnlendiriimesi gerekmektedir. Bundan dolayi proteinin
aminoasit dizisinde ilk 26 aminoasitlik kismi (dizi:
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSA) endoplazmik retikuluma 6zgu sinyal dizisi olup
protein E. R’a yénlendirildikten sonra Ala-X-Ala motifi Gzerinden sinyal peptidaz-1 enzim
kompleksi ile taninarak kesilip uzaklastiriimaktadir [30]. Geriye kalan 191 aminoasitlik
dizi, tek zincirli biyime hormonu proteinini meydana getirmektedir [31]. Buylime
hormonunun molekiler yapisinda katlanmayi saglayan 2 disiilfit bagi, Cys-53 ile Cys-
165 ve Cys-182 ile Cys-189 pozisyonundaki sistein aminoasitleri arasinda
olusturulmaktadir (Sekil 1.1) [33]. Bu iki disulfit bagindan ézellikle C-terminaldeki disulfit
baginin olugturulamadigr durumda molekulun kararhlidi ve reseptére baglanma ilgisinin

azaldig bildirilmistir [32].

Sekil 1.1. insan Biiyiime Hormonu Molekiiler Yapisi [21]

Blylme hormonun dretiminde kullanilan bakteriyel Gretim konakgilarinin disulfit
bagi olusturamama ile glikolizasyonu gergeklestirememe sorunu bulunmakta olup maya
ekspresyon sistemlerinin ise disulfit badi olusturabilmelerine karsilik, asiri-glikolizasyon
yapmalarindan dolayr rekombinant protein Uretimi agisindan problemler ortaya
cikmaktadir. T. thermophila bu iki tek hucreli organizmaya goére disulfit baglarini
olusturabilme ve insanda gorulen glikolizasyon profillerine yakin bir glikolizasyon catali
eklemesiyle, insan proteinlerinin rekombinant Gretimi icin avantajli bir konumdadir [15,

32]. Bunlara ilave olarak, T. thermophila’nin insana ait proteinlerin E.R yénlendirme



sinyal dizilerini taniyabilme-islemeyebilme olasiidi, olgun proteini hicre digina
salgilayabilme kapasitesi [16], hlcre icinde ve disinda protein kesimleri yapabilen
proteaz/peptidaz enzimlerine sahip olmasi [17], T. thermophila’nin rekombinant insan

proteinlerinin Gretimi igin uygun bir konakgi oldugunu gostermektedir.

Belirtilen literatur bilgisinden yola ¢ikarak, bu tez g¢alismasinin hipotezini T.
thermophila’nin insan bayime hormonunun (hGH) translasyonu esnasinda E.R sinyal
dizisini taniyip translasyon kompleksini E.R. a yonlendirebilecedi ve proteinin

translasyonu sonrasi proteini hiicre disina salgilayabilecegi olusturmaktadir.

1.1. Amag

Tez calismasinin amaci, Tetrahymena thermophila’nin protein Uretme ve
salgilatma sisteminin insan terapdtik proteini olan buyime hormonunun (Somatropin,
hGH) E.R sinyal peptid dizisini tanimasi, E.R.” a ydnlendirilmesi ile rekombinant protein
Uretimi sonrasi disari salgilanma kapasitesinin arastiriimasidir. Bu amaca ulasiimasi
durumunda T. thermophila’nin terapétik protein Uretim kapasitesi insan blyume

hormonu agisindan tanimlanmis olunacaktir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Calismada Kullanilan Irklar ve Kiiltiirizasyon Asamalari

Rekombinant protein tretim deneyleri icin, Cornell Universitesi Tetrahymena Stok
merkezinden temin edilen CU428 (Vejetatif transformasyon ve protein Uretim
calismalarinda) ve CU427 (CU427 x CU428 irklarinin gaprazlamasiyla konjugatif
transformasyon ve protein Uretim calismalarinda) kodlu irklar kullaniimistir. Kultdr
islemleri, antibiyotik takviyesi yapilmis modifiye NEFF s ve SPP besiyerlerinde
yogunluga gore 24-48 saat sure ile 30 °C sicaklikta calkalamali flask/petri kullanilarak
gerceklestirilmistir (60-80 x 10* ml/hiicre, stok kiltiirin canlilik durumuna gére gece boyu

inkiibasyon sonrasi yeterli saylya ulagiimaktadir) (EK-1) [1].

Rekombinant Uretim icin gerekli gen ekspresyon kaseti ve DNA vektorlerinin
klonlama asamalarinda; E. coli XL1-Blue ve E. coli DH5a klonlama konakgilari
kullanilmistir. Her iki kompetent irkta transformasyon isi soku yontemi (EK-2) ile
gercgeklestirilmig ve kulturizasyon islemleri maksimum 12-16 saat sure ile 37 °C sicaklikta
LB Broth besiyerinde calkalamali olarak yapilmistir (EK-3). Transformasyon sonrasi

transformant segilimi 1X Ampisilinli LB Agar tabaklarinda gergeklestirilmistir.

2.2. Biiyiime Hormonu Rekombinant Uretim Dizisi Tasarimi ve Vektorlerin

Olusturulmasi

2.2.1. Sentetik hGH dizisinin tasarimi ve kodon uyumu

Galismanin amag¢ kisminda belirtilen hipotezleri sinamak ve hedef proteinin
rekombinant Gretimini T. thermophila’ da gergeklestirebilmek icin ilk asama olarak insan
Buyume hormonunu kodlayan DNA dizisinin (Erisim numarasi: CAA23779.1, Uniprot:
P01241) T. thermophila kodon kullanim sozlugune adaptasyonu gerceklestirilmigtir. T.
thermophila’nin genom yapisinin A-T zengini dizilerden olusmasi, G-C zengini insan
dizilerine gore stop kodonu olarak TGA'yi tercih etmesi ve kodon kullanim tablosunda
translasyon acgisindan nadir kodonlar igcermesi sebebiyle insana ait hGH DNA dizisi
Uzerinde optimizasyon gergeklestirimesi gerekmektedir [34, 35]. Buna gore, T.

thermophila kodon kullanim tablosundan yararlanilarak ayni aminoasidi kodlayan
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kodonlar icinde ylksek kullanim frekansina sahip kodonlar belirlenmis, frekansi benzer
olup tRNA kopya sayisi farkli olan kodonlarda ise ylksek kopya sayisina sahip kodonlar
secilerek DNA dizisinde degisiklikler gerceklestiriimistir [34]. Kodon optimizasyonu
yapilan hGH gen dizisine ek olarak farkli ¢galismalarda kullaniimak Utzere N-terminal
10xHistidin takisi (30 bg), Enterokinaz kesim bdlgesi (15 bg, Light Chain Enterokinase
tanima dizisi Asp-Asp-Asp-Asp-Lys i¢in T. thermophila uyumlu kodon optimize dizi:
GACGACGACGACAAA), 2xXTGA stop kodonu ve klonlamada kullanilacak Mscl ve Fsel
restriksiyon kesim bolgeleri dahil edilerek dizi sentetik olarak urettirilmistir (ShineGene
Biyoteknoloji, Cin).

2.2.2. hGH rekombinant iuiretim DNA dizisinin olusturulmasi

Calismada kullanilacak pNeo4 [37] ve plGF-1 [52] vektorlerine klonlanacak
rekombinant  dizilerin  olusturulabilmesi icin  sentetik dizide  mutasyonlar
gerceklestirilmistir. ik asamada pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT vektériine klonlanan
sentetik dizide (EK-6) yer alan ve galismada 6ngorulen hipotezin sinanmasini (hGH E.R
dizisinin taninmasini ve islenmesini) zorlastirabilecegi disunuldiginden, N-terminal
10X Histidin takisi, Enterokinaz kesim bolgesi ve vektérden gelen PLA sinyal dizisinin
¢ikarildiktan sonra afinitik takinin hGH geninin C-terminalinde pozisyonlandiriimasina
ihtiyag duyulmustur. Bu yolla, N-terminal yapilarinin sinyal dizisinin taninmasi ve
islenmesinde yaratabilecedi problemlerin ve sinyal islenmesi sonrasi N-terminal 10X
Histidin takisinin kaybedilme ve N-terminal afinite takisi ile ilgili olasi problemlerinin
onlne gecilmesi hedeflenmistir [36]. Belirtilen mutasyonlari gerceklestirebilmek icin Ek-
7 ve Ek-36’ da yer alan primer ciftleri kullanilarak 10xHistidin, Enterokinaz ve PLA1 dizisi
cikariimigs ve RGH6xHistidin geri primeri yardimi ile 6xHistidin C-terminal takisi
eklenerek insan buyume hormonu rekombinant protein tretim DNA dizisi elde edilmistir
(EK-8, 9 ve 10).

2.2.3. Genom entegrasyon vektorlerinin yapilandiriimasi

Ortlisen primer ciftleri ile tekrar yapilandirilan hGH rekombinant tretim dizisi, Mscl
ve Fsel restriksiyon bolgeleri kullanilarak T. thermophila pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT
genom entegrasyonu vektoériine klonlanmistir (EK-35). pNeo4-Hsp70.2-MTT vektori

literatlirde bilinen pNeo4 vektériu tzerine farkli elementlerin dahil edildigi bir varyantidir
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(Sekil 2.1). pNeo4 vektorl, dogal yapisinda, Tetrahymena thermophila’ da antibiyotik
baskisi yoluyla fenotipik secilim saglayabilme ve pozitif transformant elde etmeye imkan
veren ve T. thermophila’nin hayatta kalmasini ¢ok gugcli olarak engelleyen antibiyotik
olan Paramomisin’ i pargalayan enzimi kodlayan kodon optimize Neomisind geni
icermektedir [37]. Neomisin4 geninin transkripsiyon kontrolli ise agir metal toksisitesi ile
indiklenebilen T. thermophila MTT1 (Metalotionin-1) geninin  promotoru ile
saglanmaktadir [38]. Vektorin diger kisimlari pBluescript omurgasini icermekte olup E.
coli transformasyonunda gerekli Ampisilin diren¢ kaseti ve E. coli replikasyon orijini yer

almaktadir.

Calismada kullanilan pNeo4 vektord, laboratuvar calismalari kapsaminda
sonradan eklenmis diziler icermekte olup bu vektér modifiye pNeo4 vektori olarak
adlandiriimaktadir. Vektore sonradan eklenmis yapilardan ilki T. thermophila HSP70.2
(Heat Shock-Isi Soku) geni promotorudur. Bu promotor, T. thermophila stres gen
grubuna ait 70 kDa'lik Hsp70.2 geninin (TTHERM: 00125640) promotoru olup 38 °C’ de
(T. thermophila’ da stres meydana getiren sicaklik derecesi) I1s1 soku sartlarinda
ekspresyon seviyesi, benzer promotorlar arasinda (Hsp70 Il, Ill, IV, V) en yuksek oldugu
gOrulmus ve 1si soku yolu ile protein Uretiminde kullanilabilirligi GFP (Yesil Floresan
Proteini) proteini Uretimiyle literatirde sinanmis bir promotordur [39-40]. Promotorun
DNA dizisi, promotoru literatlire kazandiran arastirmacilardan temin edilmis olup, dizi
icerisinde 820 bazlik dogal DNA promotor dizisine ek olarak ATG kodonu ile baglayan
Hsp70.2 geninin 5" bdlgesinden 36 bazlik kisim yer almaktadir (EK-33). Isi soku
genlerinin stres bagimli genler oldugu g6z énine alinarak belirtilen parganin hipotetik
olarak IRES (internal Ribozom Entry Site — Ribozom i¢ Bélgesine Yénlendirme Dizisi)
dizisi olarak goérev aldigi dusunulmektedir [47-51]. ATG igeren bu pargcanin
transkripsiyon acisindan agik okuma bdlgesi (ORF) olusturmasi sebebiyle, ATG den
sonra gelen 33 nukleotidlik dizinin (Translasyon dizisi: MSGKQKAEGIGI) translasyona

katilacagdi dusunulerek promotor dizisinde degisiklik yapilmistir. Buna goére, promotorun
belirtilen 36 bazlik ATG’li parganin ¢ikarildigi formu olusturularak Hsp70.2(minus)/ (-)
promotoru olarak adlandiriimistir. Dogal 820+36 bazlik promotor dizisi ise Hsp70.2(plus)/
(+) seklinde isimlendiriimis ve her iki promotor ayri ayri pNeo4 vektorlerine
laboratuvarimizca entegre edilmistir. Promotor bolgesinin ardindan, vektor Uzerinde
farkli rekombinant proteinlerin hiicre disi salgilanma kapasitesini olusturabilmek igin T.
thermophila Fosfolipaz-l enzimi E.R sinyal peptid dizisi (24 aminoasitlik Sinyal + 12
aminoasitlik Spacer dizi) (Erisim No: AJ508393) yer almaktadir (EK-34). PLAL dizisi,
literatiirde insan DNaz-Il enziminin T. thermophila’ da rekombinant tretimi deneylerinde

rekombinant proteinin hlcre digina salgilanmasini saglayan E.R sinyal dizisidir [15].
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PLA1 dizisi genom entegrasyon sisteminde dogrudan kullaniimayacagi icin klonlama
sirasinda vektoérden cikariimis olup ayni dizi konjugatif pIGF vektor sisteminde kontrol
grubu E.R sinyal dizisi olarak kullaniimistir. PLA1 sinyal dizisini takiben vektorin ¢oklu
klonlama bolgesini olusturan Mscl, SexAl ve Fsel restriksiyon kesim bdlgeleri yer
almaktadir. Rekombinant sistemde transkripsiyonel terminasyonu saglamak igin pNeo4
vektorindeki Neomisin direng kasetinde de bulunan BTU2 terminasyon dizisi ise

vektorin klonlama bdlgesinin 3’ ucuna yerlestiriimis durumdadir (Sekil 2.1).

N
>
Fsel & - -)-
SexAl§'f pNeo4 Hsp:iO( )-MTT
Mscl % 8
(=
%
AN
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X
Xho/|\ BTu2 Neo 1€

Sekil 2.1. Modifiye pNeo4-MTT-Hsp70.2 Genom Entegrasyon Vektérii. Hsp70.2(minus) promotoru, PLAL
sinyal Dizisi, klonlama bélgesi ve BTUZ2 terminasyonu igermektedir.

Lineer formdaki pNeo4 vektdrinin T. thermophila’ ya biyolistik silah yontemi ile
transformasyonunda, rekombinant kasetin entegre olacagi genom bdlgesi olarak makro
cekirdekte 45 kopya halinde yer alan MTT1 gen bdlgesi segilmistir [38]. Belirtilen MTT1
lokusunun 5" ve 3' UTR (Translasyona katilmayan bdlge) kisimlarinda rekombinant kaset
ve genomik bdlge arasinda benzerligi saglayarak homolog rekombinasyonla genom
entegrasyonu gerceklestirebilmek icin, MTT1 geninin 5’ promotor dizisi ve 3" MTT1
Transkripsiyon Terminasyon boélgesinin (UTR) yaklagik 1000’ er bazlik pargalarinin
vektor Uzerinde yer almasi gerekmektedir [37, 38] (Sekil 2.2).



MTT1 GENOMIK BOLGESI (~3,5 kb)
§' ———— MTT1 Promotor [5') = MTT1Geni  MTT1 Terminasyon (3') ——— ¥

GENOM ENTEGRASYON KASET YAPISI

5 ——| MTT1 Promotor (5') | Neod BTU2 —- hGH Rekombinant Kaset = BTU2 ~ MTT1 Terminasyon (3') —— ¥
(879bg)  (795bg) (332bg) (332 bg) (332bg) (1006 bg)

Sekil 2.2. MTT1 Genomik DNA Lokusunda Homolog Rekombinasyon Yoluyla Genom Entegrasyonunun
Saglanmasi

Belirtilen homoloji kollar igin, 5 UTR kismi olarak MTT1 promotor boélgesi secilmis
olup promotor pNeo4 vektorinin Neo4 kasetinde 768 bazlik MTT1 promotoru seklinde
yer almaktadir (768 bazlik dizi homoloji icin yeterli gelmektedir). 3" bolgesi icin, MTT1
geninin terminasyon dizisine ait 1000 bazlik dizi, 3" UTR homoloji kolu olarak

laboratuvarimizca vektér omurgasina yerlestirilip teyit edilmigtir.

Modifiye pNeo4-MTT—Hsp70.2(minus/plus) vektorlerinin olusturulmasi
asamasinda, vektorin dogal yapisi Uzerinde bulunmayan MTT1 3' terminasyon
(homoloji) dizisi, Hsp70.2(-) promotor dizisi, PLAL dizisi, goklu klonlama bdlgesi ve BTU2
terminasyon dizilerinin eklenmesi ve teyit asamalari, laboratuvarimiz Doktora égrencileri
A. Fulya USTUNTANIR DEDE ve Murat KAYA tarafindan gergeklestirilmistir.
Hsp70.2(minus) promotorundan g¢ikarilan IRES dizisinin promotora geri eklenerek
pNeo4-MTT-Hsp70.2(+) vektoriinin olusturulma asamalari Doktora Ogrencisi Nurcin
Kigukoglu tarafindan tamamlanmigtir. Her iki vektdér, MTT1 lokusunda gergeklesen
homolog rekombinasyonla rekombinant kasetin  makrogekirdek genomuna
entegrasyonunu saglamak Uzere dogrusal formda T. thermophila biyolistik

transformasyonunda kullaniimistir.

6xHistidin takisi iceren rekombinant Uretim dizisi pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT
vektorine Xhol/Fsel enzimleri ile, pNeo4-Hsp70.2(plus)-MTT vektorine Mscl Fsel
restriksiyon enzim bédlgeleri ile yonlendiriimis klonlama yoluyla yerlestirilmistir.
Transforme edilen genom entegrasyon vektorlerindeki antibiyotik direng kaseti
(Neomisin4) uzerinden fenotipik segilim (Fenotipic Assorment) yoluyla T. thermophila
makro gekirdeginde yer alan 45 kopya MTT1 lokusunun rekombinant hGH ifade kasetiyle
yer degistirmesi saglanmigtir [41-43].



2.2.4. Konjugatif rekombinant tiretim sistemi i¢in rekombinant dizilerin

yapilandirilmasi

Vejetatif transformasyona alternatif olarak, yiksek kopya sayili vektdr sistemi
Uzerinden hGH rekombinant Uretiminin sinanmasi amaciyla T. thermophila konjugatif
vektor sistemi (pIGF-1 vektdril) ¢alismaya dahil edilmistir. T. thermophila’ da konjugatif
uretim icin yaygin olarak rDNA orjinli vektérler kullaniimaktadir. Bu vektorlerin kullanildigi
transformasyon asamasi T. thermophila’nin stres biyolojisine 6zgl ortaya c¢ikan ve 2
farkh hicre tipi arasinda gerceklesen konjugasyon evresinin yeni MAC olusum zaman
diliminde (7.5’ inci saatten itibaren) biyolistik silah veya elektroporasyon yontemi ile
gerceklestiriimektedir [44]. Bu biyolojiye 6zgu olarak vektdr Uzerindeki rDNA orijini
yaklasik 10.000 kopyaya ulagsmakta ve rekombinant proteinin genom entegrasyon
sistemine gore daha gugcli dretimi mimkidn olmaktadir [52]. Bu galisma temelinde 45
kopyali sisteme alternatif olarak rDNA orjinli vektor olan pIGF vektéri tercih edilmistir.
Bu vektor Uzerindeki T. thermophila 17s rDNA geni hicrelere dogal yolla Paramomisin
direnci kazandiran bir mutasyona sahiptir [45]. Normal sartlarda Paramomisin’ e
dayaniksiz olan CU427 & CU428 gibi T. thermophila irklari, transformasyon sonrasi
vektor Uzerindeki mutasyonlu orijin yardimiyla antibiyotige dayanikli hale gelmekte ve
Paramomisin baskisinda pozitif transformantlarin secilimi saglanmaktadir [37]. Vektor
Uzerinde rekombinant Uretim icin induklenebilir promotor olarak MTT promotoru
bulunmakta ve pNeo4 vektdriindeki Neomisin direng kasetinde oldugu gibi Kadmiyum
gibi agir metaller ile indiklenebilmektedir. Vektdrde goklu klonlama bdlgesinde Pmel ve

Apal restriksiyon kesim dizileri yer almaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. pIGF Vektériiniin Yapisi ve Klonlama Bélgeleri. MTT1 promotoru 6niinde Pmel/Apal klonlama
bélgesi yer almaktadir.
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rDNA orjinli pIGF-1 vektorlerine Pmel/Apal klonlamasi ile yerlestirilecek
rekombinant diziler igin; rekombinant hGH Uretim dizisinin Hsp70.2 promotoru
olmaksizin pIGF’ ye ait MTT1 promotorunun énline yerlestiriimesi igin FSinyal-Pmel ve
RHGH-Apal primerleri (EK-36) yardimiyla Pmel-Apal restriksiyon dizileri eklenmis ve ER
Sinyal-HGH-6xHistidin dizisi klonlamaya hazir hale getirilmigtir. Alternatif olarak, hGH
E.R sinyal dizisi yerine PLALl dizisi kullanabilmek icgin, FpIGF-PLAL1, RHGH-Apal
primerleri ve ortliisen primer ¢ifti RPLA1+hGH ile FPLA1+hGH (EK-36) yardimiyla hGH
sinyal dizisi ¢ikariimis ve yerine PLA1 dizisi eklenerek ayni Pmel-Apal restriksiyon
bdlgeleri iceren PLA1-hGH-6xHistidin dizisi olusturulmustur (EK-12). Elde edilen her iki
rekombinant Uretim dizisinin Pmel-Apal klonlamasi ile pIGF-1 vektoérlerine ligasyonlari
tamamlanarak pIGF-ERSinyal-hGH ve pIGF-PLA-hGH vektorleri olusturulmus ve

konjugatif transformasyona hazir hale getirilmistir.

2.3. Rekombinant Vektorlerin T. thermophila Hiicrelerine Transformasyonu ve

Pozitif Transformantlarin Segilimi

insan biyiime hormonu E.R Sinyal-HGH-6xHistidin dizisini iceren pNeo4-
Hsp70.2(minus ve plus)-hGH-MTT genom entegrasyonu vektorleri, vejetatif evredeki
CuU428 hicrelerine toplam 2ug olacak sekilde biyolistik silah kullanilarak transforme
edilmistir (EK-16). Transformasyon sonrasi, toplam transformant hicre grubuna (Bulk),
1/10 dilusyon uygulanmistir. Elde edilen her bir transformant grubu 1’ er gun ara ile taze
besiyerine aktarilarak 100-300-600 ve 1000 ug/ml’ ye ulasacak sekilde Paramomisin
antibiyotigi ile baskilanmis ve pozitif transformantlarin secilimi saglanmistir. Pozitif
transformantlarin Paramomisin baskisina dayanabilmesi icin gerekli olan Neomisin
geninin ifadesi icin, pNeo4 vektori Uzerindeki MTT promotoru 1 pg/ml final

konsantrasyonda CdCl; ile indUklenmistir.

hGH E.R Sinyal-HGH-6xHistidin / PLA1-HGH-6xHistidin kasetlerini iceren rDNA
orjinli konjugatif pIGF vektorlerinin transformasyonu CU427 — CU428 irklarinin birlikte
konjugasyona basladigi zamanin ilk 7.5 ‘inci saatinden itibaren konjugatif
transformasyon protokoll esas alinarak biyolistik silah yardimi ile gerceklestirilmis ve her
bir konjugatif vektdrden toplam 2 pg aktariimistir (EK-17) [44, 46]. Elde edilen
transformantlardan tek hiicre grubu secilmeksizin tim hucreler (Bulk) 300 pg/ml’ ye
kadar Paramomisin antibiyotik baskisinda tutulmus ve 4.ginin sonunda canli kalan

hicreler pozitif transformant olarak belirlenmistir.  Vejetatif ve  konjugatif
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transformasyonlardan sonra antibiyotik stresinde hayatta kalan gruplar protein
deneylerinde kullaniimak Utzere cam tup besiyeri ortamina alinarak 200 pg/ml sabit
Paramomisin baskisinda periyodik olarak pasajlanarak canli sekilde muhafaza edilmis

ve hucrelerden sivi nitrojen stogu yapilmigtir [1].

2.4. Transformant Hiicrelerin indiiklenme Asamalan

Vejetatif hucrelere transforme edilen pNeo4 vektorlerindeki Hsp70.2
promotorlarinin  (plus/minus) indliklenmesi icin hicreler Hsp70.2 promotorunun
ekspresyon seviyesinin maksimuma ulastigi 38 °C’ de tutularak 1si sokuna maruz
birakilmistir.  Isi  sokunu saglayabilmek igin normal inkibasyon sicakhgindaki
transformant hicreler santrifijlendikten sonra 38 °C’ de isitilmig besiyeri lizerlerine ilave
edilerek calkalamasiz olarak inklibe edilmis ve Hsp70.2 promotorunun indiklenmesi
saglanmistir (EK-18). indiikleme zamani ve érnek alma deneye bagl olarak 0, 3, 6 ve
12 saat surelerinde gerceklestiriimisti. Hsp70.2(minus ve plus) promotorlu
transformantlarda IRES bagimliigini minimize etmek igin ayni is1 soku ile indikleme
asamasindan sonra hicreler normal inkibasyon sicakligina alinip 6 saat sureyle
calkalamali olarak inkibasyona devam edilmis ve hiicre takibi ve o6rnek alimi
gercgeklestirilmistir [40] (EK-19).

Rekombinant hGH Uretim dizilerini iceren plGF vektorlerinde yer alan MTT1
promotorunun indiklenmesi icin hiicre besiyeri ortamina 2 pg/ml final konsantrasyonda
CdCl, (Kadmiyum Klorur) eklenmis ve deneye bagli olarak 6, 12, 24 ve 48 saat slreyle
indiikleme gergeklestirilmistir (EK-20). indiklemeyi takiben RNA, DNA ve Protein
calismalarinda kullanilmak Uzere her bir indiklenmis transformant hicre grubundan

deneysel saatlere karsilik (6, 12, 24 ve 48 saat) hiicre érnekleri toplanmistir.

2.5. Transformant Hiicrelerde Genomik DNA Analizleri

insan blyime hormonu Uretim dizili vektérlerin transforme edildigi her bir
transformant grubunda transformasyonun basarili olup olmadigini teyit etmek, hGH
rekombinant dizi iceren pNeo4 vektorlerinin genom entegrasyonunu sinamak ve pIGF
rDNA orjinli halkasal vektdrlerin hiicre icerisinde var olup olmadigini kontrol etmek igin,

transformant hucrelerde toplam genomik DNA Uzerinden PZR analizleri
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gerceklestirilmistir. inkiibasyonu yapilan her bir transformant hiicre grubundan (200 pl
inokulasyon / 50 ml, 200 ug Paramomisin ile birlikte gece boyu inkibasyon) 2’ ser ml
hiicre alinarak Genomik DNA izolasyon Kiti (Wizard A1120 kit, Promega) kullanilarak
toplam genomik DNA izolasyonu gerceklestiriimistir (EK-21). Elde edilen genomik DNA
havuzu Uzerinden spesifik primerler (pNeo4’li transformantlarda FNeomisin/
RGHkontrol, pIGF’li Transformantlarda ise klonlama primerleri olan FGHsinyal-Pmel ve
RHGH-Apal ile FPLA-pIGF ile RHGH-Apal) kullanilarak ile rekombinant DNA’nin

transformant hiicrelerdeki varligi PZR temelli kontrol edilmistir (EK-36).

2.6. Indiiklenmis Transformantlarda cDNA Analizleri

Secilimi tamamlanmis transformant hicrelerde hedef proteinin Uretiimesi igin
gerceklestirilen indikleme asamasina bagli olarak, promotor kontroliindeki rekombinant
kaset Uzerinden hedef rekombinant proteine ait mRNA'nin ifadesini PZR temelli
sinayabilmek igin, rekombinant pNeo4 ve pIGF vektorlerini igeren indiklenmis
transformantlar ve transforme edilmemis negatif kontrol hiicrelerinden (CU427 & CU428)
ticari RNA izolasyon kiti (Macherey Nagel — 740955) yardimiyla toplam RNA izole
edilmistir (EK-22). Elde edilen bu toplam RNA havuzundan dT18 primerleri ve ticari
Reverse Transkriptaz enzimi yardimiyla cDNA havuzu olusturulmus (RevertAid cDNA
Kit- K1621) (EK-23) ve bu cDNA havuzu Uzerinden spesifik gen primerleri (EK-36)
kullanilarak PZR temelli mRNA analizleri ile indiklemeye bagh transkripsiyonel ifade

kontrol edilmistir.

2.7. Pozitif Transformantlarda Protein Analizleri

Rekombinant dizileri igeren pNeo4 ve pIGF vektorleriyle transforme edilmis pozitif
transformant T. thermophila hicre gruplarinda hedef proteinin rekombinant Uretimine
dair protein seviyesinde analiz yapabilmek ic¢in indiklenmis ve DNA/RNA analizleri
tamamlanan hicrelerden SDS-PAGE ve Western Blot analizleri gergeklestiriimigtir.
Genom entegrasyon sistemli pNeo4 vektorlerini iceren ve is1 soku ile indiklenen
transformantlada indikleme igslemi boyunca her bir hiicre grubundan indiklemeye
saatine goére esit miktarda hicre peleti ve 15 ml olacak sekilde dis ortam besiyeri

toplanmistir. Elde edilen hicrelerden T100B izolasyon tamponu kullanilarak toplam
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¢6zUunur proteinler elde edilmistir (EK-24). Elde edilen ¢ézinir proteinlerin bir kismina
2x SDS boyas! eklendikten sonra 10 dakika kaynatimis ve ylklemeye hazir hale
getirilmistir. Geri kalan toplam ¢oéztnur protein 6rneklerine Ni-NTA boncuklari (EK-25)
veya hazir Ni-NTA kolon sistemi kullanilarak native sartlarda afinitik saflastirma islemleri
uygulanmistir (EK-26). T100B tamponu ile protein izolasyonunda ¢ézinmeyen pelet
ornekleri 2x SDS ylkleme boyasi ile muamele edilerek kaynatildiktan sonra aliquat
edilmis, 15 ml dis ortam 6rnekleri ise 10 kDa blyuklik sinirina sahip ultrafiltrasyon tipleri
(Millipore 10 kDa Ultrafiltasyon Tupu- UFC901024) ile konsantre edildikten sonra (EK-
27), 2x SDS yukleme boyasi ile karistirilip 95 derecede 10 dakika inkibe edilmig ve elde

edilen tim 6rnekler SDS-PAGE ve Western Blot analizlerinde kullaniimistir

rDNA orjinli pIGF vektorlerini iceren pozitif transformantlarda CdCl, indiklemesi
sonrasi her bir deney saati icin (12, 24 ve 48 saat) toplanan hicreler 30.000 hticre / 10pl
2x SDS yukleme boyasi olacak sekilde ¢ozuldukten sonra tum ornekler 10 dakika sureyle
95°C’ de kaynatiimis ve hicre igi toplam proteinleri temsil etmek Uzere protein
analizlerinde kullaniimistir. Dis ortam 6rnekleri EK-27’ deki protokol takip edile edilerek

15 ml Gzerinden konsantre edilmis ve analizlerde kullanilimigtir.

Proteinlerin ayrimi i¢in Bisakrilamid orani %5 ve 12 (v/v) olan Tris-Glisin jelleri
kullaniimig olup tim o&rnekler farkli deneysel kompozisyonlar halinde SDS-PAGE
jellerine esit hacimde yiUklenerek her bir deney icin 2 es SDS-PAGE jeli kosturulmustur.
Yurutme islemi SDS-PAGE yuritme tamponu igeren Biorad Mini Protean cihazinda 40V
(paketleme) / 80V (ayirma) sabit voltaj yukul altinda gergeklestiriimistir (EK-28). Yuritme
sonrasl, her grup icin jelin biri Comassie Blue solusyonu ile 1 saat boyanarak

go6rintilenmis, digeri ise blotlama asamasina alinmistir.

Orneklerin Western Blot analizleri i¢in, SDS-PAGE kosturmasindan sonra
boyanmamig jeller transfer tamponu ile dengelemeye birakildiktan sonra Blotter cihazi
uzerinde Whatman kagitlari, etanol ile aktive edilmis PVDF membran (Millipore PSQ
0,45 um) ve jel kompozisyonunda 2+2 sandvi¢ metoduyla Semi-Dry blotlamaya hazir
hale getirilmigtir. Transfer iglemi 25V, 0,2 Amper akim ile 35 dakika olarak
tamamlanmistir. Transfer sonrasi membranlar deney planina gére gece boyu +4 °C’ de
veya 1 saat slre ile oda sicakhdinda %5 (w/v) yagsiz sut tozu (CST-Nonfat Dry
Milk #9999 ve 9%0,1 Tween-20 (AppliChem, A4974) iceren TBS-T tamponu ile
bloklamaya alinmistir (EK-29). Bloklama sonrasi deneye bagli olarak gece boyu (+4 °C)
veya 1 saat (oda sicakhgi) olacak sekilde 1:200 ve 1:1000 oraninda anti-hGH (GH-1/2
Antikoru, Santa Cruz-36787, Rabbit Poliklonal) veya 1:3000 oraninda Anti-Histidin
(Thermo MA1-21315, Anti-Histidin, Mouse Monoklonal) birincil antikoru ile inklibasyon
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yapilmis ve yikama sonrasi 1 saat slreyle ikincil antikor (birincil antikora bagl olarak:
1:10.000, Genescript A0O0098 Goat Anti-Rabbit HRP Conjugated — 1:10.000 veya
Genescript A00160 Goat Anti-Mouse HRP Conjugated) ile muamele edilmistir. Her bir
inkiibasyon arasi membranlar %0,1 v/iv Tween 20 iceren TBS-T tamponu ile 5 er kez
yikanmistir. Son asamada membranlar TMB soliisyonu (Sigma-T0565) ile 15 dakika
sureyle inkube edilerek goruntulenmistir (EK-29).
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3. BULGULAR

3.1. hGH Dizisinin Protein Uretimi igin T. thermophila’ ya Kodon Uyumu

insan blylime hormonunun T. thermophila’ da rekombinant tretimi icin hGH DNA
dizisinin T. thermophila kodon kullanim s6zligline gére uyumu gerceklestiriimis ve dizide
nikleotid dizeyinde degisiklikler tamamlanmistir (EK-30). Buna gére, ilgili genin E. R
sinyaliyle birlikte 651 nukleotidlik DNA dizisi icerisindeki toplam 217 kodondan 149’ unda
degisiklik gerceklestiriimis olup (kodon degisiklik oran: %68) bu kodonlarin 143 tanesi
1.nlkleotid, 4 tanesi 2.nukleotid, 43 tanesi ise 3.nikleotid degisikligi icermektedir (Sekil
3.1). Kodon optimizasyonu yapilan dizinin agik okuma gergevesi ile hGH proteininin agik
okuma cgergeveleri dikey hizalama ile kargilastirilmis olup her iki dizi arasinda aminoasit
dizisi yoninden %100 uyum oldugu gorilmis ve mutasyon gerceklesmedidi teyit
edilmistir (EK-31).
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Sekil 3.1. Blyime Hormonunun Protein Kodlayici DNA Dizisinin T. thermophila Kodon Sézliigiine Gére
Optimize Edilmesi. 1.Sira: hGH kodonlarina karsilik gelen aminoasitler. 2.Sira: CAA23779 insan
biiyiime hormonu geni niikleotid dizisi. 3.Sira (Alti Cizili): Insan bilyiime hormonu geninin T.
thermophila’ ya uyumlu kodon dizisi. Kirmizi olan niikleotidler uyum igin dedgisiklik yapilan

kodonlardir.

3.2. Kodon Uyumlu hGH Dizisinin Transformasyonda Kullanilacak Vektorlere

Klonlanmasi

Biyoinformatik olarak kodon uyumu yapilan hGH gen dizisi ile birlikte ayrica diziye
eklenen (farkl bir projede kullanim i¢in) N-terminal 10xHistidin takisi (30 b¢), Enterokinaz
kesim bélgesi (15 bg, Light Chain Enterokinase kesim dizisi Asp-Asp-Asp-Asp-Lys igin
T. thermophila uyumlu kodon optimize DNA dizisi: GACGACGACGACAAA), 2xTGA stop
kodonu ve klonlamada kullanilacak Mscl ve Fsel restriksiyon kesim bdlgeleri birlikte
sentetik olarak drettirilmis (EK-34) ve pUC57 vektoru icerisinde temin edilmistir. Elde
edilen sentetik dizinin toplam uzunlugu 716 baz cifti olup sentetik dizi (hGH1 olarak
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adlandiniimistir) (Sekil 3.3-A) ve biyoinformatik dizinin dikey hizalama kontroll yapiimis
ve sentetik rekombinant DNA dizisinin tasarlandigi gibi dogru sirada oldugu teyit
edilmistir (EK-32).

hGH1 dizisi, Gzerinde yer aldigi pUC57 vektérinden Mscl-Fsel enzimleri ile kesilip
alinmis (Sekil 3.2-A) ve yine ayni enzimlerle dogrusal hale getirilmis genom entegrasyon
vektoru olan pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT’ ye ligasyon ile yerlestirildikten sonra E. coli
XL1-Blue hucrelerine transformasyonu  gercgeklestiriimisti. E. coli  pozitif
transformantindan saflagtirilan rekombinant vektérin Mscl-Fsel restriksiyon ciftli kesim
analizi sonucuna gore, pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH1-MTT vektorinin 716 bazlik
sentetik diziyi icerdigi teyit edilmistir (Sekil 3.2-B).

A. B.
M 1 2 M 1 2
bp bp -
L — =
| —
SR ey
1000 — _— 716 bp
700 — —s ¢ --:
500 — - e
———
716 bp
— 831= ams Gmp —
- 564—

Sekil 3.2. hGH1 Sentetik Uretim DNA Pargasinin Teyidi ve pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT Genom
Entegrasyon Vektdriine Klonlanmasi. A. pUC57-hGH Vektérii Mscl-Fsel Kesimi ile Sentetik
Dizinin Kontrolii. 1: Mscl-Fsel ile elde edilen 716 b¢lik hGH1 pargasi. 2: Kontrol pUC57
(kesilmemis). M: Generuler 1kb plus (SM1331). Ok: Beklenen (iriin-760 b¢. B. pNeo4-
Hsp70.2(minus)-hGH1-MTT Vektdrinin PZR Teyidi. 1: pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH1-MTT
vektériinden dretilen 716 b¢lik hGH1 dizisi. 2: Pozitif kontrol pUC57 vektériinden diretilen 716
belik dizi. Ok: Beklenen driin-716 b¢. M: EcoRI-Hindlll Plus (SM0191). %1 Agaroz jel, 80V-40
dk.

Vektore klonlanan sentetik hGH1 protein kodlayici dizi bdlgesinin N-terminaline
yerlegtiriimig elementlerin (Histidin, Enterokinaz ve PLA1 sinyal dizisi), tezin hipotezinin
sinanmasina engel tegkil ettiginden bu elementler ortusen primer PZR yontemi ile
cikariimig ve hGH E.R sinyal dizisi ile geri kalan protein kodlayici hGH dizisinin
birlestiriimesi tamamlanmistir (Sekil 3.3). Ayrica, Uretilen bu nativ formdaki hGH geninin
C-terminal bolgesine primer kullanilarak PZR ile 6xHistidin takisi eklenmigtir. Boylece,
Hsp70.2 promotoru dahil toplam 1528 bazlik rekombinant Hsp70.2(minus)-E. R Sinyal-
hGH-6xHistidin dizisi basari ile olugturulmustur (Sekil 3.3-F) (EK-7, 8, 9 ve 10) (EK-34).
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Sekil 3.3. Kodon Optimize Sentetik Dizi Modifikasyonlari ve Rekombinant hGH Dizisinin Elde Edilmesi. A.
Sentetik dizinin yapisi. B. Sentetik dizinin pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT vektériine klonlanmasi.
C. Vektér lzerine entegre olan dizinin gésterimi D. Sentetik diziden N-Terminal
10xHistidin/Enterokinaz (1.asama) ve PLA1 (2.asama) dizilerinin ¢ikariimasi. E. Dizinin C-
terminal takisinin 6xHistidin ile degistirilmesi F. Olusturulan rekombinant insan bdydme hormonu
liretim dizisi.

N-terminal 6xHistidin takisi eklenen dizi (Sekil 3.4-A), Xhol-Fsel ydnlendirilmis

klonlamasiyla pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT vektorine eklendikten sonra elde edilen

pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT vektérinin restriksiyon kesim profili ile dogru
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parcalardan olustugu teyit edilmis (Sekil 3.4-B) ve bu vektdér NGS yontemi ile dizi
analizine alinarak rekombinant kaset dizisinin dogru diziden olustugu gorilmustir (EK-
37). Vektorun dizi analizi sonucunda biyoinformatiksel dizide olmayan toplam 8 adet
nokta mutasyonu belirlenmis olup bu mutasyonlarin vektorin iskeleti Uzerinde
rekombinant diziden farkli yerlerde olmasindan dolay! transformasyon agisindan bir
problem yaratmayacagi anlasiimistir. Vektérin Kpnl enzimi ile dogrusal hale geldigi
agaroz jelde ayrica teyit edilmis (Sekil 3.4-C) ve genom entegrasyonu igin gerekli

dogrusal vektor yapisi elde edilmistir.

M 1 1 2 3 M M 1 .
bp bp P
o 7.5 Kb . —-10000
e S — -7000
T 4812 _4973/5184 W
oo, N - 473
s 1508 bp 202 T 3530 e
1500 - —— 2O 0P — j—
— 1520, ou — 1584 —
[ s 1028, - 1375 ——
—_ | —
S S - 947 m—

Sekil 3.4. Rekombinant hGH (E.R Sinyalli) Uretim Dizisinin Olusturulmasi ve pNeo4-MTT Vektériine
Klonlanmasi. A. 1: 6xHistidin iceren rekombinant (retim dizisi saflastirma (riinii (1528 bg). M:
Generuler 1kb plus (SM1331). B. izole edilen plazmit vektériin restriksiyon parmak izi kontrolti.
1: Xhol/Fsel kesimi, (1521 bg). 2: Hindlll kesimi (1028/6866 bg). 3: Sacl kesimi (3082/4812 bg).
M: EcoRI-Hindlll Plus (SM0191). C. Kpnl ile dogrusal hale getirilmis pNeo4-Hsp70.2(minus)-
hGH-MTT-6xHistidin vektériiniin agaroz jeldeki gériintiisi. 1: Dogrusal vektér (7,5 kb). M:
Generuler 1kb plus (SM1331). %1 Agaroz jel, 80V-40 dk.

Rekombinant dizili diger genom entegrasyon vektori olan pNeo4-Hsp70.2(plus)-
hGH-MTT'yi olugturmak igin, ayni hGH rekombinant dretim dizisi (Sekil 3.3-F), Mscl ve
Fsel restriksiyon bolgelerinden kesilerek pNeo4-Hsp70.2(plus)-MTT vektorune ayni
restriksiyon kesim bolgeleri Gzerinden klonlanmistir. Belirtilen Hsp70.2(plus) promotorlu
pNeo4 vektorunin yeni nesil sekanslama (N.G.S) dizi analizi ile promotora geri eklenmis
36 bazlik ATG’li hipotetik IRES dizisinin varligi ve ¢oklu klonlama bélgesinin Mscl-SeXAl-
Fsel dizilerinden olugtugu teyit edilmigtir (EK-38). Elde edilen pNeo4-Hsp70.2(plus)-
hGH-MTT rekombinant vektorunun restriksiyon kesim profili analizine gore rekombinant
vektorin dogru pargalardan olustugu teyit edilmis (Sekil 3.5-A), Kpnl kesimi ile dogrusal
hale gelebildigi ve transformasyonda kullanilabilecegi goriulmustar (Sekil 3.5-B).
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Belirtilen klonlama asamalari ile rekombinant hGH Uretim dizisini iceren her iki
pNeod4 vektori (Hsp70.2 minus/plus promotorlu genom entegrasyon sistemi)

transformasyonda kullaniimak Gzere bagariyla olusturulmustur (Sekil 3.7) (EK-11).

A. 1 o M B. |, M
B !
- .- | oo —21226
- 5 el —5148
10625 e 947 m
691bp — 831
— ——

— 564

Sekil 3.5. Rekombinant pNeo4-Hsp70.2(plus)-hGH-MTT Vektériiniin Kontrolii. A. pNeo4-Hsp70.2(plus)-
hGH- MTT Vektdriiniin Restriksiyon Profil Analizi. 1: Mscl/Fsel kesimi (691 bg). 2: Hindlll kesimi
(1064 bg). M: EcoRI-Hindlll Plus (SM0191) B: Kpnl Enzimi lle Lineer Edilen Vektériin Agaroz
Jelde Kontrolii. 1: Dogrusal vektér (7,5 kb). M: EcoRI-Hindlll Plus (SM0191). %1 Agaroz jel, 80V-
40 dk.

5" ucunda dogal hGH E.R yénlendirme sinyali bulunduran hGH dizisi ile kontrol
olarak kullanilacak hGH’nin 5" ucu dogal hGH E.R ydnlendirme sinyali kesilmis ve yerine
PLA1 E.R y6nlendirme sinyali yerlestirilmis iki farkli hGH tasariminin, rDNA orjinli pIGF
vektor sistemine klonlamasi, Pmel ve Apal restriksiyon bdolgeleri vasitasiyla
gercgeklestirilmistir (EK-12) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. insan Biiyiime Hormonunun E.R. Sinyal Dizisinin Test Vektérleri. 1-2: Genom entegrasyon pNeo4
vektorleri ve icerdikleri diziler, 3-4: Konjugatif pIGF vektérleri ve icerdikleri rekombinant diziler.

Buna goére, pNeo4 vektoru Uzerindeki rekombinant Uretim dizisi Gzerinden
FSinyal-Pmel ve RHGH-Apal primerleri ile hGH E.R sinyal dizili 735 bg¢’lik parga PZR ile
Uretilmis ve agaroz jelde blyUklugu teyit edilmistir (Sekil 3.6-A) Kontrol grubu olarak
kullanilacak hGH E.R sinyal dizisinin gikarilip yerine PLA1 dizisi eklenecek dizi versiyonu
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icin de, ortisen primerler kullanilarak mutasyon asamalari tamamlanmis ve 690 baz cifti
blaylkliginde PLAL1 dizili hGH Uuretim parcasi Uretilerek her iki parganin dogru
blylklikte oldugu goériulmistir (Sekil 3.7-A). Uretilen bu iki ayri dizi, Apal ve Pmel
klonlamasi ile pIGF-1 vektoérlerine klonlandiktan sonra elde edilen rekombinant dizili
konjugatif vektorlerin Apal ve Pmel ile Notl ve Apal enzimleri kullanilarak restriksiyon
parmak izi analizleri gerceklestiriimistir. PLA1 sinyalli hGH dizisini iceren plGF-PLA1-
hGH vektorinin 1300 baz cifti ve 725 baz cifti (insert) baylkligundeki 2 parcayi dogru
blyUklikte saldigi gorulmastir (Sekil 3.7-B). Yine, hGH E.R ydnlendirme sinyalli hGH
dizisi iceren plGF-Sinyal-hGH konjugatif vektérinin 725 bazlik (insert) ve 1300 bazlik
her iki parcayl dogru sekilde saldigi gériimus ve rekombinant dizileri iceren konjugatif

vektorlerin dogru parcgalardan olustugu teyit edilmistir (Sekil 3.7-C).

A. B. C.
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Sekil 3.7. pIGF Vektérlerine Klonlanacak Pargalarin Olugturulmasi ve Teyidi. A. Rekombinant Uretim igin
Gerekli E.R Sinyal-hGH ve PLA1-hGH Dizilerinin Olusturulmasi. 1: 690 bg¢lik Sinyal-hGH dizisi.
2: 725 belik PLA1-hGH dizisi. M: Generuler 1kb plus (SM1331) B. Rekombinant pIGF
Vektdbrierinin Restriksiyon Profil Analizi. 1: pIGF-PLA1-hGH vektériiniin ApallPmel kesiminin 690
belik insert driind. 2: plGF-PLA1-hGH vektériiniin Notl/Apal kesim kontroliinden 1300 b¢’lik parga
salinmasi. M: Generuler 1kb plus (SM1331). C. 1: pIGF-Sinyal-hGH vektériiniin Apal/Pmel kesimi
ile salinan 725 bg¢lik insert diriini. 2: plGF-Sinyal-hGH vektériiniin Notl/Apal kesim kontroliinden
1300 be¢'lik parca salinmasi. M: Generuler 1kb plus (SM1331). %1 Agaroz jel, 80V-40 dk.

CGalismanin rekombinant kisminda gergeklestirilen tim klonlama iglemleri sonrasi
ortaya c¢ikan rekombinant vektorler ve icerdikleri hGH Uretim dizisi yapilari ise Tablo

3.1'de 6zetlenmisgtir.
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Tablo 3.1. Biiyiime Hormonu hGH'in T. thermophila ‘da Rekombinant Uretimi ve Hipotezin Sinanmasi
icin Olusturulan Diziler ve Vektérler

Vejetatif Transformasyon | Kopya Sayisi : o
Promotor Rekombinant Dizi
Vektorleri (Bek.)
pNeo4-Hsp70.2(Minus)- Hsp70.2 _
1 45 _ hGH E.R Sinyal +
hGH-MTT (Minus)
hGH Gen + 6x
pNeo4-Hsp70.2(Plus)- Hsp70.2 o
2 45 Histidin + 2xTGA
hGH-MTT (Plus)
Konjugatif Kopya Sayisi Rekombinant Kaset
Promotor o
Transformasyon Vektorleri (Bek). Dizisi
hGH E.R Sinyal +
-3 pIGF- Sinyal — hGH ~10.000 MTT1 hGH Gen+ 6x
Histidin + 2xTGA
PLA1 Sinyal + hGH
4 pIGF — PLA1 — hGH ~10.000 MTT1 Gen + 6x Histidin +
2XTGA

3.3. T.thermophila Vejetatif ve Konjugatif Transformasyon Bulgular

Calismada ilk olarak T. thermophila CU428 irkina pNeo4 genom entegrasyon
vektorleri (1. ve 2. vektor) (Tablo 3.1) ayri ayr vejetatif biyolistik transformasyon
protokoli takip edilerek transforme edilmistir (EK-16). Buna go6re, pNeo4-
Hsp70.2(Minus)-hGH-MTT transformasyon hicrelerinin 1/10 dilisyonundan B10, B11,
D1, H1 ve H3 kodlu 5 farkh koloni elde edilmis ve rekombinant protein Uretim analizi icin
B10 ve H3 kodlu klonlar (B10 ve H3 kodlu olarak sivi azotta dondurularak stoklanmigtir)
kullaniimigtir. Plus dizisi igeren Hsp70.2 promotorlu pNeo4-Hsp70.2(Minus)-hGH-MTT
vektorinun transformasyonundan sonra 1/10 dilisyon uygulanan transformantlardan 2
adet koloni elde edilmis olup calismada D olarak kodlanan transformant kolonisi
kullaniimigtir. Tum genom entegrasyonlu transformant kolonilerinin 1000 pg/ml
Paramomisin baskisina dayanabildigi gorulmis ve hicrelerin canliliklarinin normal

oldugu gbézlenmistir.

Rekombinant dretim dizilerini iceren rDNA pIGF vektorlerinin (3. ve 4. vektor)
(Tablo 3.1) konjugatif transformasyonla transforme edildigi CU427 & CU428

24



konjugasyon hicrelerinden elde edilen transformantlardan, tek hicre izolasyonu
yapilmaksizin 300 upg/ml Paramomisin baskisina dayanan toplam hicreler (Bulk)
toplanmis ve her iki transformant grubu hicrelerinin 300 pg/ml Paramomisin baskisinda

canli ve hucre morfolojilerinin saglikh olduklari gézlenmistir.

3.4. Transformantlarda Genomik DNA Analizleri

Vejetatif ve konjugatif transformasyon sonrasi antibiyotik baskisi ile secilimi
tamamlanmis klonlardan izole edilen genomik DNA’larda gergeklestirilen PZR analizleri
ile rekombinant kasetlerin genomdaki varligi ve konjugatif vektorlerin huicredeki
stabilizasyon durumlari kontrol edilmistir. pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT vektoru
iceren B10/H3 klonlarindan izole edilen genomik DNA’larin, FNeomisin
(5’ ATGATTGAACAAGATGGTTTACAC?3) ve RGHKontrol (5
GAAACCGCAAGAACCTTCAACAGZ3) primerleri (Sekil 3.8-A) ile PZR analizine gore,
her iki klonun rekombinant kasete ait 2700 bg¢’lik parcalar Uretebildikleri gérulmustir
(Sekil 3.8-D ve E). Ayni primer cifti ile (Sekil 3.8-A) analiz edilen pNeo4-Hsp70.2(plus)-
hGH-MTT vektorli D klonunun, yine genomik DNA Gzerinden rekombinant kasete ait
2700 bg’lik pargayi Uretebildigi teyit edilmistir (Sekil 3.8-F). Ekstrakromozomal pIGF
vektorlerini iceren E.R Sinyal-hGH-ve PLA1-hGH klonlarindan elde edilen genomik
DNA’larinin gen spesifik primerler FPLA-pIGF ve RHGH-Apal (Sekil 3.8-B) ile Fsinyal-
Pmel ve RHGH-Apal (Sekil 3.8-C) (EK-36) ciftleri ile PZR analizlerine gore, vektorde yer
alan 695 bg ve 700 b¢'lik pargalar Uretilebilmis ve vektérlerde yer alan her iki sinyal dizili
(hGH E.R Sinyal dizili kaset ve PLA1 sinyal dizili kaset) bdlgelerin genomdaki varhgi
ispatlanmigtir (Sekil 3.8-G).
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A . FNeomisin ~2700 bg RGHKontrol
——

MTT1 Terminasyon (3} -3

B. rammona, st C. rrunper, riame _monss
7
5 —hGH ER Sinyal 3 5—  PLAL -’?
pIGF-E.R Sinyal-hGH pIGF-PLA1-hGH
D. 1 KM 2 3 "1 23 MK
l bp i bp
B g — 3530 i pa—
2700 bp — 4000
= - O —2027  ZT00DR, - - 3000
- - 2000
pNeod-Hsp70-2(minus)-hGH / B10 pNeod-Hsp70-2(minus)-hGH / H3
F. 1 2 3 MK G. 1 2M 3 4
. bp bp
“ 4000 pd
27005P,  guy . — 3000 N
— 2000 713 bp
fanizzc) e —700
695 bp —_
El
I
pNeo4-Hsp70-2(plus)-hGH / D pIGF-(E.R Sinyal / PLA1)-hGH

Sekil 3.8. Transformantlarin Genom Entegrasyon ve Ekstrakromozomal Vektér Varliginin Genomik DNA
Kullanilarak PZR Analizleri. A. Kimerik Primer Cifti FNeomisin — RGHkontrol ve Cogalttiklar Dizi
Bélgesi (2700 bg). B. FSinyal-Pmel ve RHGH-Apal Primerlerinin Dizide Codalttigi Bélge (695 bg).
C. FPLA-pIGF ve RHGH-Apal Primerlerinin Dizide Cogdalttigi Bblge (713 bg). D. pNeo4-
Hsp70.2(minus)-hGH B10 Transformant Hiicrelerinin Genomik DNA Analizi. 1: B10 klonu 2700
be¢’lik genomik DNA (iriinii K: Pozitif kontrol (vektér) 2: CU428 negatif kontrol (transforme
edilmemis kontrol). 3: Kalipsiz negatif kontrol. M: EcoRI-Hindlll Plus (SM0191.) E. pNeo4-
Hsp70.2(minus)-hGH H3 Transformant Klonunda Genomik DNA Analizi. 1: H3 genomik DNA
2700 b¢’lik genomik DNA (iriinii, 2: CU428 Transforme edilmemis negatif kontrol. 3: Kalipsiz
negatif kontrol. K: Pozitif kontrol (vektér). M: Generuler 1kb plus (SM1331). F. pNeo4-
Hsp70.2(plus)-hGH/D Klonunda Genomik DNA Kontroli. 1: D Klonu 2700 bglik genomik DNA
triind. 2: CU428 transforme edilmemis negatif kontrol. 3: Kalipsiz negatif kontrol. K: Pozitif kontrol
(vektdér). M: Generuler 1kb plus (SM1331). G. plGF-Sinyal-Hgh ve pIGF-PLA1-hGH Vekitériii
Transformantlarda Genomik DNA Analizi. 1: PLA1-hGH-pIGF transformantlarinin 713 bg¢lik
genomik DNA (iriini, 2: CU428 negatif kontrol 3: CU428 negatif kontrol. 4: hGHSinyal-hGH-pIGF
transformantlarinin 695 b¢lik genomik DNA diriind. M: Generuler 1kb plus (SM1331). %1 Agaroz
jel, 80V-40 dk.
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3.5. indiiklenen Transformantlarda RNA Seviyesinde Gen ifade Analizleri

Calismada olusturulan rekombinant tGretim vektoérlerinin transformasyonu sonucu
elde edilen ve genomik DNA analizleri tamamlanmis tim transformantlarda indiklemeye
bagl olarak hedef proteini kodlayan mRNA’nin Uretilip Uretilmedigi gen spesifik primer
ciftleri ile PZR temelli analiz edilmistir. Buna gore, pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT
B10 ve H3 klonlarinin 3 saatlik 1s1 soku ile indiklenmesinden elde edilen RNA’larin cDNA
PZR bulgularina goére, her iki klonun 38 °C is1 soku indiklemesi yoluyla rekombinant
kaset Gzerinden mRNA Urettigi gértlmektedir (Sekil 3.9-A ve B). B10 klonu icin, kasette
yer alan E.R Sinyal ve PLAL dizisine spesifik iki primer ciftinden (FGHSinyal ve
RGHKontrol) beklenen 651 b¢’lik gen parcasi PZR ile Uretildiginden hGH geninden
mRNA Uretiminin gerceklestigi gorulmustar (Sekil 3.9-A). H3 klonunda 3 saatlik Isi
sokuyla indikleme gergeklestiriimis, FHGH ve RGHKontrol primerleri ile cDNA
kullanilarak yapilan PZR sonucu hGH kasetine ait 589 bazlik parca Uretilmis, yani H3
klonunun da rekombinant kaset Uzerinden mRNA ifadesine sahip oldugu gérulmustir
(Sekil 3.9-B). pNeo4-Hsp70.2(plus)-hGH-MTT vektorunin transforme edildigi D
klonunda ise, 38 °C’de 3 saatlik indikleme ile elde edilen hiicrelerinim cDNA havuzu
PZR analizinde, FGHsinyal ve RGH6xHistidin primerleri kullanilarak 740 bazlik beklenen
DNA parcasini Uretebildiginden mRNA ifadesinin oldugu goérulmuastir (Sekil 3.9-C). D
klonunun cDNA tabanh PZR reaksiyonuna RNA kalibi ile kurulmus kontrol reaksiyonu
da dahil edilmis ve bu érneklerde herhangi bir bant elde edilmediginden érneklerde

genomik DNA kontaminasyonunun olmadigi teyit edilmistir (Sekil 3.9-C).

rDNA orjinli pIGF vektorlerinin klonlandidi Tetrahymena hicrelerinde, 48 saatlik
MTT1 promotorunun indiklemesi sonrasi transformantlardan elde edilen cDNA’larda
FPLA-pIGF ve RHGH-Apal ile Fsinyal-Pmel ve RHGH-Apal primer ciftleri ile PZR
analizleri gerceklestiriimis ve hGH E.R sinyal kasetli deney grubuna ait 695 bazlik kaset
parcasi dogru buyulklikte Uretilebildiginden mRNA ifadesinin gerceklesiyor oldugu
anlasiimistir (Sekil 3.9-D). Fakat, PLAL sinyali iceren transformant grubunda, 713 bazlik
beklenen par¢gadan daha klgtik bir PZR trlnu (yaklasik 500 bg) elde edildigi gortlmustir
(Sekil 3.9-E). Elde edilen bu bulgu, PLA1 igeren kontrol grubu transformantlarda RNA
ifadesi agisindan veya cDNA sentez reaksiyonu acgisindan bir problem olabilecedini

isaret etmektedir.
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Sekil 3.9. Transformant Hiicre Gruplarinda Promotor Indiiksiyona Bagli mRNA ifadesinin cDNA-PZR ile
Analizi A. Transformant B10 klonunda FGHSinyal ve RGHKontrol primerleri ile PZR temelli cDNA
analizi. 1: Kalipsiz negatif kontrol. 2: Transforme edilmemis negatif kontrol. 3: B10 deney
grubunda 672 bglik cDNA dirdini. M: EcoRI -Hindlll Plus (SM0191). K: Pozitif kontrol (vektér). B.
H3 Klonunda FHGH ve RGHKontrol Primerleri ile cDNA PZR Kontrolii. 1: H3 deney grubunda
589 bglik cDNA 2: Kalipsiz negatif kontrol. 3: CU428 transforme edilmemis negatif cDNA kontrol
K: Pozitif kontrol (vektér). M: Generuler 1kb plus (SM1331). C. pNeo4-Hsp70.2(plus)-hGH-
MTT/D klonunda FGHsinyal ve RGH6xHistidin Primerleri ile cDNA Analizi. 1: Indiiklenmemisg
deney grubu RNA. 2: deney grubu 3 saat 38 °C’ de indiiklenmis RNA. 3: deney grubu 30 derece
3 saat recovery RNA. 4: deney grubu indiiklenmemis cDNA. 5: deney grubu 3 saat 38 derece
indiiklenmis cDNA. 6: Deney grubu 30 derece — 3 saat recovery cDNA 740 b¢’lik driin. 7: Kalipsiz
negatif kontrol. 8: Transforme edilmemis CU428 negatif kontrol cDNA. K: Pozitif kontrol (20ng
Vektér). M: Generuler 1kb plus (SM1331). D. PLA1-hGH-pIGF transformantlarinda FpIGF-PLA1
/ RHGH-Apal primerleri ile cDNA Analizleri 1: Deney grubu 48 saat indiikleme cDNA, 2: Deney
grubu RNA 48 saat indiikleme RNA. 3: Reaksiyon kalipsiz kontrol 4: CU427-CU428 transforme
edilmemis cDNA. 5: 713 b¢lik pozitif Kontrol (vektér) triind. M: Generuler 1kb plus (SM1331). E.
E.R Sinyal-hGH-pIGF Transformantlarinda FSinyal-Pmel ve RHGH-Apal Primerleriyle
Gergeklegtirilen cDNA PZR Bulgulari. 1: Deney grubu 48 saat indiiklemis cDNA - 695 b¢'lik diriin.
2: Deney grubu 48 saat indiiklenmis - RNA, 3: Reaksiyon kalipsiz kontrol 4: CU427-CU428
transforme edilmemis negatif cDNA kontrol. 5: Pozitif Kontrol (Vektér) 695 b¢'lik (riin. M:
Generuler 1kb plus (SM1331). %1 Agaroz jel, 80V- 40 dk.
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3.6. indiiklenen Transformantlarda Protein Seviyesinde Gen ifade Analizleri

3.6.1. T. thermophila CU428 pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT / B10 kodlu

klonunun protein ifade analizi bulgulari

Genom entegrasyon vektori olan pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT vektérinin
T. thermophila CU428 vejetatif hiicrelerine transformasyonu sonucu elde edilen B10
transformantindan protein 6rnekleri elde edilerek SDS-PAGE ve Western Blot analizleri
tamamlanmistir. Bu deneyde, 3 saatlik 1s1 soku indiiklemesi sonrasi 26 x 10° hiicreden
T100B protein izolasyon tamponu ile elde edilen ¢ézlinlr toplam protein érnekleri Ni-
NTA afinitik saflastirma protokoll ile protein saflastirmasina alinmistir (EK-25). Elde
edilen ¢ézundr toplam proteine ait stipernatant ve pelet érneklerinin nikel afinite boncuk
saflastirma islemi esnasinda alinan Yikama-Wash (W1, W2) ve Elisyon (E1, E2)
fraksiyonlarinin negatif kontrol olmaksizin SDS-PAGE jelinde analizi Sekil 3.11'de
gorulmektedir. Bu analizde c¢6zunur toplam protein ve Ni-NTA o6rneklerinin jel
goérintistinden gorilecegi Uzere protein izolasyonun Kkaliteli oldugu goérilmektedir.
Ancak hedef buyiklikte rekombinant protein bandini temsil edebilecek 22 kDa civarinda
“belirgin” bir bantlagsma tespit edilememigtir (Sekil 3.10-A). Ayni drneklerin Anti-hGH
birincil antikoru ile 1 saatlik inklibasyonu ile yapilan Western Blot analizine gére pozitif
kontroliin 22 kDa seviyesine denk gelen bir bantlasma gérilmezken, ¢ézinir protein
elisyon-2 drneklerinde pozitif kontrolin dimer formu (44 kDa) buyuklugine yakin 1 adet
zayif bant gérilmistir (Sekil 3.10-B). Orneklerin kontrolii icin gergeklestirilen Western
Blot analizinde 6zellikle yikama ve elisyon orneklerinde rekombinant protein agisindan
potansiyel bantlarin olmasi nedeniyle protein havuzunun Ni-NTA afinitik saflastirmasi ile

zenginlestiriimesi gerektigi anlasiimistir.
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Sekil 3.10. T. thermophila CU428 pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT/B10 klonundan SDS-PAGE ve
Western Blot Analizi. A. Ni-NTA ile Afinitik Olarak Saflastiriimis Orneklerin SDS-PAGE Jel
Gériintiisii. B. Ni-NTA ile Afinitik Olarak Saflastirilimis Orneklerin Anti-hGH Antikoru ile Western
Blot Analizi. 1: Céziinir toplam protein (supernatant). 2: Pelet flow through. (F.T) 3: Pelet
yikama (W). 4: Pelet eliisyon-1. 5: Céziinlir toplam protein (Stpernatant) flow through (F.T). 6:
Coziintr toplam protein yikama (W). 7: Céziiniir toplam protein eliisyon-1. 8: Cézliiniir toplam
protein eliisyon-2. M: Precision Plus Prestained (Thermo -26619). K: hGH Pozitif Kontrol (rhGH-
H5916). Western Asamasi: 1.cil Antikor: GH-1/2 Antikoru (Santa Cruz-36787), Rabbit
Polyclonal 1:200, 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon, 2.cil Antikor: 1:10000 (Genescript
A00098) HRP Konjuge Anti-Rabbit ,1 saat oda sicakliginda inkiibasyon, Goériintiileme: TMB
Substrati ile 15 dk.

Ayni transformant hucre grubu, tekrar kiltire edilip 3 saat 1sI goku ile
induklendikten sonra yine T100B tamponuyla protein izolasyonu gerceklestiriimis ve elde
edilen toplam ¢dzlnlr protein drnekleri (3 ml), NGC kromatografi cihazinda yer alan
Nikel afinite kolonuna (BioRad Nuvia- 7800811) yuklenerek saflastirma sonrasi NGC
Quest yazilimi ile fraksiyon analizi yapilmistir (EK-26). Rekombinant proteindeki
6xHistidin afinite takisini hedeflemek Uzere uygulanan Nikel afinite kolon saflagtirmasi

ile absorbansa dayali elde edilen piklere ait grafik Sekil 3.11’de yer almaktadir.
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Sekil 3.11. T. thermophila CU428 pNeo4-HSP70.2(minus)-hGH-MTT / B10 Toplam Protein Orneklerinin
Afinite Kolon Kromatografisi ile Saflastirimasindan Elde Edilen Kromatogram Verisi

Grafige ait pik/fraksiyon entegrasyon tablosuna gére, 0-11 arasi fraksiyonlar,
kolona ornek yiklendikten sonra gergeklestirilien yikama islemi sonrasi kolona
baglanmayan &rneklere aittir (EK-39). Grafikte ilk 3 fraksiyona denk gelen
absorbanslarda hafif bir pik ylkselmesi elde edilmis (280 ve 255 nm dalga boylari i¢in)
fakat daha sonra pikler bazal seviyeye yaklasarak elisyon asamasina kadar sabit bir
profil géstermistir. Bu durum ilk 2 fraksiyonda yogun olmak lzere toplamda yaklasik 4
fraksiyonda kolona tutunamamis proteinlerin kolondan ¢iktigini isaret etmektedir. 12
numarali fraksiyondan itibaren kolona verilen elisyon tamponunun etkisi ile ayni dalga
boylarinda kolona tutunan proteinlerin kolondan ¢iktigini isaret eden piklerin olusumu
goOrulmustur. Bu pikler 6zellikle 16-20 arasi fraksiyonlarda kuvvetli g6zikmis ve daha
sonra elisyon asamasi sonuna kadar sabit kalarak elusyon sonlanmigtir. Buna gore
elisyon agsamasinda kolona baglanmig bir veya birden fazla protein érneginin, eliisyon
tamponundaki yuksek konsantrasyonlu imidazol etkisi ile kolon materyaline olan afinitesi
bozuldugundan tamponla birlikte kolondan c¢iktigi ve pik olusturdugu anlagiimaktadir
(Sekil 3.11). Kolon elisyonunun basladigi 16 nolu fraksiyondan itibaren 30 nolu
fraksiyona kadar érnekler ve 4.ylkama fraksiyonu birlikte SDS-PAGE jeline yuklenerek
analiz edilmig ve ozellikle elusyon Orneklerinde belirgin protein bantlar elde edilmistir
(Sekil 3.12-A). Ayni fraksiyonlarin Anti-hGH antikoru ile Western Blot analizi
gerceklestirildiginde yesil ve kirmizi oklar ile gdsterilen 3 adet antikor bandi tespit
edilmistir (Sekil 3.12-B). Bu bantlardan yesil oklar ile gdsterilen 2 zayif bant, negatif
kontrolde olmayip toplam protein (Sekil 3.12-B, 2.kuyu) ile 17 nolu elisyon fraksiyonunda
(Sekil 3.112B, 5.kuyu) bulunmakta olup beklenen 22 kDa civari buyuklige sahiptir.
Calismanin hipotezine goére sinyal dizisi islenip kesilen biylime hormonu yaklasik 23

kDa (Histidin takisi ile birlikte) blyUklige sahip olacagi icin bu bantlarin rekombinant
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proteini temsil edebilecegi diusltnilmektedir. Bu bantlardan farkh olarak, kirmizi ok ile
isaretlenmis zayif bant ise 4.yikama fraksiyonunda (Sekil 3.12-B, 3.kuyu) 25 kDa marker
bandiyla es seviyede olup hipotez agisindan sinyali islenmemis 27 kDa rekombinant
protein buyulkligine denk gelmektedir (Sinyal + hGH + His = 25,77 kDa). Elde edilen
bu 3 farkli protein bandi, biyuklik acisindan hipotezi sinayacak rekombinant proteinin
Uretildigine dair potansiyel bantlar olarak degerlendirilmigtir.

22 kDa
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Sekil 3.12. Kolon Kromatografisinden Elde Edilen Fraksiyonlarin SDS-PAGE ve Western Blot Analizi. A.
SDS-PAGE Analizi. 1: Negatif Kontrol CU428 Coéziiniir Toplam Protein. 2: Deney Grubu
Coziintir Toplam Protein. 3: 4 nolu yikama fraksiyonu. 4: Eliisyon 16. 5: Eliisyon 17. 6: Eliisyon
18. 7: Eltisyon 19. 8: Eliisyon 20. K: Pozitif Kontrol 2,4 ug (rhGH- H5916). M: Precision Plus
Prestained (Thermo -26619). Ornekler 1:1 hacimde yiikleme tamponu ile 10’ar dakika
kaynatilarak 20 pl egit hacimde yidklenmigti. ~ Boyama: 1 saat Comassie Blue. Jel
Konsantrasyonu: %5-%12. B. Kolon Kromatografisinden Elde Edilen Fraksiyonlarin Western
Blot Analizi. Bloklama: %5 Siittozu ile Gece Boyu, 1.cil Antikor: GH-1/2 Antikoru, (Santa Cruz-
36787, Rabbit Polyclonal 1:200, 1 saat inkiibasyon, 2.cil Antikor: 1:10000 (Genescript AO0098)
HRP Konjuge Anti-Rabbit ,1 saat inkiibasyon, Gériintiileme: TMB Substrati ile 15 dk.

NGC saflagtirmasi ile elde edilen ellisyon bantlarinin daha konsantre halde jelde
analiz edilebilmesi i¢in afinite kromatografisinin elisyon asamasindan gelen 16-34 arasi
tim fraksiyonlar birlestirilerek ultrafiltrasyon (Amicon Ultra-15 10 kDa Cutoff) kolonuna
yiiklenmis ve 10 kDa (izeri tim proteinler konsantre edilmistir (Toplam Ornek Hacmi: 15
ml, Konsantre Ornek Hacmi: 200 ul, Oran: 75 kat) (EK-28). Pozitif kontrol olarak
kullanilan HumanKine rhGH (Sigma-H5916) rekombinant insan biylime hormonu
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blayUkligli SDS jelinde 22 kDa'dir. SDS-PAGE’de 22 kDa'dan buyuk ve olasilikla
multimerik protein yapisini temsil eden bantlarinin da gérilmesinden dolay! bunlarin
yapisini bozmak ve disulfit baglarini kirarak, tek protein bandi elde edebilmek igin bu
kontrol proteinine 100mM DTT eklenerek 50 °C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra
ornek hacminin 1/50 kadar iyodoasetamid c¢ozeltisi ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmis ve 4 saat sureyle 95 °C’de kaynatma islemine alinmistir. Elde edilen tim drnekler
pozitif ve negatif kontrollerle birlikte tekrar SDS jelinde kosturulduktan sonra Anti-hGH
birincil antikoru kullanilarak Western Blot yontemi ile analiz edilmigtir. SDS-PAGE (Sekil
3.13-A) ve Western Blot (Sekil 3.13-B) verilerine gére, ¢ézlnur proteinlerin konsantre
elisyonunda mor ok ile isaretlenmis 25-35 kDa arasinda hipotez agisindan hGH’nin
sinyalinin iglenmemis 27 kDa’lk hedef proteini buyukligl civarinda bir protein
gorulmektedir (Teorik olarak beklenen islenmemis hGH’nin blydkliga: Sinyal + hGH +
His = 25,77 kDa). Membranda elde edilen diger antikor bantlari ise hipotez agisindan
anlamli buyukliklere sahip olmadiklarindan degerlendiriimeye alinmamistir. Negatif
kontrol grubunda yaklasik 40 kDa olarak gbzlemlenmis protein bandi deney grubunda

da bulundugundan ayni sekilde degerlendirmeye alinmamistir.
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Sekil 3.13. T. thermophila B10 Klonunun Toplam Céziiniir Proteinlerinin Ni-NTA ile Afinitik Saflastirilan ve
Konsantre Edilen Eliisyonlarinin SDS-PAGE ve Western Blot Analizi. A. Konsantre Edilmig
Toplam Eliisyon Orneklerinin SDS PAGE Gériintiisii. 1: Negatif Kontrol CU428 Céziiniir
Toplam Protein (T.P). 2: Deney Grubu B10 Toplam Céziiniir Protein. 3. B10 Konsantre
Eliisyonlar (16-30). 4. DTT Eklenmis Konsantre Ellisyonlar K. Pozitif Kontrol 1 pg (rhGH-
H5916). M: Precision Plus Prestained (Thermo -26619). Ornekler 1:1 hacimde yiikleme
tamponu ile karigtirilarak 5’er dakika kaynatilarak 20 ul egit hacimde ytiklenmistir. Yiiriitme:
80V. Boyama: 1 saat Comassie Blue. Jel Kon: %5-%12. B. Konsantre Edilmis Toplam Eliisyon
Orneklerinin Western Blot Membran Gériintiisii. Bloklama: %5 Siittozu ile Gece Boyu, 1.cil
Antikor: GH-1/2 Antikoru, (Santa Cruz-3678), Rabbit Polyclonal 1:200, 1 saat inkiibasyon, 2.cil
Antikor: 1:10000 (Genescript A00098) HRP Konjuge Anti-Rabbit ,1 saat inkiibasyon,
Goriinttileme: TMB Substrati ile 15 dk.
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3.6.2. T. thermophila CU428 pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT / H3 kodlu

klonunun protein ifade analizi bulgulari

Hsp70.2(minus) promotorlu rekombinant E.R sinyalli hGH dizisi iceren pNeo4
genom entegrasyon vektorindn transforme edildigi diger transformant grubu olan T.
thermophila H3 klonunda daha 6nce elde edilen genomik DNa ve cDNA bulgularinin
pozitif olmasina ragmen protein analizleri igin gerceklestirilen SDS-PAGE ve anti-hGH
antikoru ile gerceklestiriken Western Blot analizinde, hipotez agisindan anlamli bir bant

belirlenememistir (EK-40).

3.6.3. T. thermophila CU428 pNeo4-Hsp70.2(plus)-hGH-MTT / D kodlu klonunun

protein ifade analizi bulgular

Hsp70.2(plus) promotoru kontroliinde E.R sinyalli hGH dizisi iceren ve yine pNeo4
genom entegrasyon sisteminden elde edilen transformant grubu -D klonu- hiicrelerinde
gercgeklestirilen SDS-PAGE analizinde hedef bir bant belirlenenmis anti-hGH antikoru ile
gerceklestiriken Western Blot analizlerinde, membranlar Uzerinde pozitif kontrol harici
herhangi bir bandin yer almadigi anlasiimig ve transformant grubundan da hipotez

acisindan anlaml bir veri elde edilememistir (EK-40).

3.6.4. Ekstrakromozomal pIGF vektorli T. thermophila konjugatif

transformantlarinda protein ifade analizi

Ekstrakromozomal vektor yaklagsimi, bir onceki 45 kopyali genom entegrasyon
yonteminden farkl olarak, halkasal vektor Gzerinde yaklasik 10.000 kopyaya cikabilen
orjin ile CdCl; ile induklenebilir MTT1 promotoruna sahiptir. Ekstrakromozomal vektor
sistemi ile buyume hormonunun T. thermophila ‘da rekombinant Gretimi i¢in hazirlanan
hGH E.R Sinyalli ve PLA1 (kontrol salgilatma) dizili, iki ayri pIGF-E. R Sinyal-HGH-
6xHistidin ve pIGF-PLA1-HGH-6xHistidin vektord klonlama asamalari ile Gretilmis (EK-
12) ve konjugatif htcrelere biyolistik transformasyonla transforme edilmigtir.
Transformasyon sonucu elde edilen “Bulk (toplam transformant havuzu)’
transformantlarda SDS PAGE ve Western Blot analizleri tamamlanmistir. ilk asamada

kontrol grubu PLA1 sinyalli vektéri iceren transformant hiicrelerin 12, 24 ve 48 saat slre
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ile 2 pg/ml CdCI; ile indiklenmesinden toplanan hiicrelerde protein analizleri
gerceklestiriimis olup indiklemeden sonraki 12. ve 24. saatlik hlcrelerden “hlicre ici
toplam protein” ve konsantre dis ortam protein érnekleri SDS ylkleme tamponu ile
kaynatilarak, jele yuklenmistir. SDS-PAGE jeline yuklenen toplam protein ve 12. ve 24,
saatlik dis ortam 6rneklerinde beklenen hedef rekombinant hGH buyukligu (sinyal dizisi
kesilmis ve 6X Histidin takisi iceren) olan 23 kDa’ ya es blyuklikte olan hem 12. (Sekil
3.14-A, kuyu 7) ve hem de 24. saat (Sekil 3.14-A, kuyu 8) dis ortam 6rneklerinde protein
bandi (mavi ok) goéralmis (Sekil 3.14-A, kuyu 7), ayni bantlar Anti-hGH antikoru ile
yapilan Western Blot analizinde de elde edilmistir (Sekil 3.14-B, kuyu 7 ve 8). Vektor
icermeyen negatif kontrol 6rneklerinin 12. ve 24. saatlik dig ortam yuklemelerinde
yaklasik 23 kDa'lik bu protein bulunmamaktadir (Sekil 3.14-A ve B, kuyu 5 ve 6).
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Sekil 3.14. T. thermophila pIGF-PLA1-HGH-6xHistidin Vektérlii Transformantlarda CdClz Indiiksiyonu
Sonrasi Protein Uretim Analizi. A. Protein Orneklerinin SDS-PAGE Analizi. B. Protein
Orneklerinin Western Blot Analizi. 1. Negatif Kontrol CU428 12 saat indiiklenmig Toplam Protein
(T.P). 2: Negatif Kontrol CU428 24 saat indiiklenmig T.P. 3: Deney Grubu 24 saat indiiklenmis
T.P. 4: Deney grubu 48 saat Indiiklenmis T.P. 5: Negatif kontrol 12 saat indiiklenmis dis ortam
(Dis O.). 6: Negatif Kontrol 24 saat indiiklenmig Dis O. 7: Deney Grubu 12 saat indiiklenmig Dis
O., 8: Deney Grubu 24 saat indiiklenmis Dis O. M: Blue EIf Prestained Marker (PS-105). K:
Pozitif Kontrol (Humatrope Bliyiime Hormonu, 1 ug. Bloklama: 1 saat oda sicakligi, %5 Siit
Tozu. 11.cil Antikor: GH-1/2 Antikoru, (Santa Cruz-3678), Rabbit Polyclonal 1:1000 Gece Boyu
+4 derecede. 2.cil antikor 1:10.000, 1 saat oda sicakligi. Goriintileme: TMB ile 15 dk.

Arastirmanin “hipotezini” sinanmasinda kullanilan T. thermophila transformant
grubu pIGF-E.R Sinyal-hGH-6xHistidin vektérini tasimakta olup 2 pg/ml CdCl; ile
indUklemesi sonrasi 24. ve 48. saatlerde elde edilen hlicrelerden hiicre ici toplam protein
ve dis ortam proteinlerinin konsantre érnekleri, SDS-PAGE ve Western Blot ile analiz
edilmistir. Sekil 3.15-A'nin 5 ve 6 no’lu kuyularinda, 24. ve 48. saatlerin dis ortam
orneklerinde 23 kDa buyukliglinde (sinyalsiz salgilatilan rekombinant hGH’nin beklenen

blyUkliginde) bir protein bandi tespit edilmistir (sari ok). Vektorsliz negatif kontrol
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hlcrelerinin 24. saatine ait dis ortam protein ylklemesinde SDS-PAGE ve anti-hGH
antikoru ile yapilan Western Blot analizinde bu buyiklikte bir bant bulunmamaktadir
(Sekil 3.15-A ve B, kuyu 4). Anti-hGH antikoru ile dis ortamda olusan 23 kDa'lik bantlar
24. saat dis ortamda daha fazla iken 48. saat 6rneklerinde miktar olarak azalmaktadir.
PLAZ'li ve hGH Sinyal dizili bu iki deney grubunun proteinlerinin birincil anti-Histidin
antikoru ile Western Blot analizine gore ise (EK-42), sadece PLA'lI deney grubunda 23
kDa'lik bir protein, zayif olarak toplam protein 6érnegi icinde saptanmistir (EK-42, Turuncu
ok). Elde edilen bantlarin MS-MALDI-TOF analizleri ile kesin olarak teyit edilmemesine
karsilik hem PLA1 sinyal dizisinin hem de hGH’nin kendi sinyal dizisinin iglenmesiyle ilgili
Western Blot analiz bulgulari; hipoteze gére dis ortamda beklendigi gibi 23 kDa'lik

protein bandinin elde edilmesi, hipotezin kabul edilebilecegini ortaya koymaktadir.

A. B.
1 2 3 45 6 MK, 1 23 45 6MK
0 L
-100 -
- Ey
-55 ps —55
-35 " s

-35

-25
-25

P | 22kDa

-15
=15

NK 24s 48s NK 24s 48s NK 24s 48s NK 24s 48s
24s 24s 24s 24s

TP Dis (Kon.) T.P Dis (Kon.)

Sekil 3.15. T. thermophila pIGF-ERSinyal-HGH-6xHistidin Vektériii Transformantlarda CdCl- indiiksiyonu
Sonrasi Protein Uretim Analizi. A. Protein Orneklerinin SDS-PAGE Analizi B. Protein
Orneklerinin Western Blot Analizi 1. Negatif Kont CU428 24 saat indiiklenmis ¢6ziiniir toplam
protein. 2: Deney grubu 24 saat indiklenmig toplam protein. 3: Deney Grubu 48 saat
indtiklenmis toplam protein. 4: Negatif kontrol 24 saat indiiklenmis dig ortam (k). 5: Deney Grubu
24 saat indiiklenmis dis ortam (k). 6: Deney grubu 48 saat indiiklenmis dig ortam (k). M: Blue
Elf Prestained Marker PS-105. K: Pozitif Kontrol (Humatrope Biiyiime Hormonu, 1 ug).
Bloklama: 1 saat oda sicakligi, %5 Stit Tozu. 1.cil Antikor: GH-1/2 Antikoru (Santa Cruz-3678),
Rabbit Polyclonal 1:1000 Gece Boyu +4 derecede. 2.cil antikor: 1:10000 (Genescript A00098)
HRP Konjuge Anti-Rabbit 7:70.000, 1 saat oda sicakligi. Gériintileme: TMB ile 15 dk.
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4. TARTISMA

2006 yilinda, Tetrahymena thermophila’nin Fosfolipaz A1 enziminin PLAL sinyal
dizisi ilk kez bir insan proteini olan DNazl enziminin N-terminal ucuna takilarak, bu
enzimin hicre disina salgilatiimasi saglanmistir [15] (Sekil 4.1). 2011 yilinda ise insan
alkalin fosfataz enziminin E.R. sinyal dizisinin T. thermophila tarafindan kullanilabilecegi,
yani transle edilmekte olan proteinin endoplazmik retikuluma yonlendirilip orada
translasyonu gerceklestirilebilecegi, E.R. sinyal peptidi kesilebilecegi ve proteine ait GPI
¢apa dizisini yine Tetrahymenanin kullanmasiyla, rekombinant proteinin hiicre ylizeyine

glikolizasyonlu yapida lokalize edilebilecegi bildirilmistir [16].
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Sekil 4.1. T. thermophila’ da Sinyal Dizisi isleme Kapasitesine Dair Literatiirdeki Calismalar. A. insan DNaz!
Enziminin T. thermophila PLA1 Sinyal Dizisi Kullanilarak Hiicre Disina Salgilanmasi [15]. 3 farkli
baz ¢ifti uzunlugunda PLA1 Sinyal dizisi kullanilarak her 3 tasarimli sinyal dizili rekombinant
proteinin hiicre digi ortama salgilandigi bildirilmistir. Bu ¢alismada 3 nolu kuyuda sinanmig
SPPLA36 dizisi kullanilimigtir. B. insan Alkali Fosfataz Proteinin E.R Yénlendirme ve GPI Capa
Sinyal Dizisi ile T. thermophila hiicre yiizeyine lokalizasyonun gdsteriimesi. GPI ¢apasi eklenen
ve sinyal dizisi (zerinden hiicre disina salgilandiktan sonra ylizeye lokalize olan rekombinant
proteine ait Western Blot analizi [16].

insan  blylme hormonunun 26 aminoasitik sinyal peptid dizisi
(MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSA) ile T. thermophila FosfolipazAl proteinine ait
36 aminoasitlk  sinyal peptid ve spacer dizisinin birlikte
(MNKTLILALVVVLALTATTLVAFHNHSHNIRVDQDP T-coffee programi kullanilarak
korunmusluk analizi gerceklestirildiginde, her iki sinyal dizisi arasinda ortalama bir
korunmuslugun oldugu fakat, Treonin (T) (Polar) ve Lésin (L) (izolésin olarak da temsil
edilmekte), Alanin (A) (Hidrofobik) aminoasitleri agisindan benzer bir organizasyonun
oldugu gorulmektedir. PLA1 sinyal dizisinin T. thermophila tarafindan taninip

islenebilmesi va her iki sinyal dizisi agisindan hidrofobik aminoasit gruplarinin benzer

38



organizasyona sahip olmasi, hGH E.R sinyalinin de organizma tarafindan taninip

islenenilecegine dair 6ngoruleri guglendirmektedir (Sekil 4.2).

BAD AVG GOOD

*

PLAL1|1-36| : 26
hGH|1-26 | : 31
cons : 29
PLAL1|1-36] 1l MN---KT-LILALVVVLALTATTLVAFHNHSHNIRVDQDP 36
hGH|1-26| 1l MATGSRTSLLLAF-GLLCL---PWLQEGSA---------- 26
cons 1 = . N . B T . 40

Sekil 4.2. T. thermophila PLA1 Sinyali (22 A.A Sinyal + 14 A.A Spacer) ve Insan Biiyiime Hormonu Proteini
Sinyal Dizisi (26 A.A) Arasinda Korunmusluk Analizi.

Buradan yola ¢ikarak, insan Bliyime Hormon (hGH) proteininin N-ucunda yer alan
E.R. yonlendirme sinyal dizisinin T. thermophila tarafindan taninarak kesilmesi ile E.R.
icinde isleme (modifikasyonu) ve proteinin dig ortama salgilama kapasitesinin
tanimlanmasi, bu tez ¢alismasinin amacini olusturmaktadir. Tezin hipotezi kapsaminda
T. thermophila’nin degdisik vektorler ile transformasyonuyla elde edilen transgenik
klonlarda yapilan genomik DNA, mRNA ve protein (hicre i¢i ve digi) arastirma
bulgularina gére; hGH’nin E.R. sinyal dizisi kesilmis rekombinant protein buyukltigu olan
23 kDa'lik urlne ait proteinin, dis ortama az da olsa salgiladigi Western Blot ile
gOsterilmistir (Sekil 3.15). Calismada kullanilan Hsp70.2(minus) (literatirde ilk defa
grubumuz tarafindan kullaniimistir) ve Hsp70.2(plus) promotorlarinin, 38°C 1si soku ile
indiklenmeleri sonrasi transkripsiyon ile mRNA uretimini gergeklestigi, PZR analizleri ile
gOsterilmistir (Sekil 3.9). Konjugatif pIGF vektorlu transformantlarda ise, deney grubu
olan hGH-ER sinyalli transformant grubunda hedef proteine ait mMRNA verisi acisindan
her bir transformant grubunun indikleme saatine ait hicrelerden gergeklestiriien PZR
analizlerinde pozitif sonu¢ elde edilebilmistir. Fakat PLA1 iceren klonlarda RNA verisi
acisindan elde edilen urin bandinin beklenen banttan daha kiguk oldugu anlasilmigtir
(Sekil 3.10). PLA1 sinyalli transformant grubunda cDNA agisindan bdyle bir sonucun
elde edilmesinin cDNA sentez reaksiyonundan kaynaklanan problemden kaynaklandigi
dusunulmektedir. Biyolojik agidan ise, PLAL sinyal dizisinin daha 6nce T. thermophila
‘da rekombinant protein Uretiminde test edildigi ve organizma agisindan rekombinant
Uretimde bir problem yaratmadidi bilindiginden sinyal dizisi agisindan bir problem

olmadigi dusunulmektedir [15].

Biyolistik transformasyon asamalari ile elde edilen tim transformantlarda

tamamlanan rekombinant protein analizlerine gore, ilk asamada genom entegrasyonlu
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pNeo4 vektorllu (45 kopyali sistem) B10 transformant grubundan elde edilen hcre igi
¢6zunur toplam protein 6rnekleri ve bu 6rneklerin nikel afinite kolonu saflastirmasina sit
eliisyonlarda toplam 4 adet aday protein bandi elde edilmistir (Sekil 3.12-B ve Sekil 3.13-
B). Bu 4 bantlardan 3 tanesi elisyon érneklerinde elde edilmis olup buyuklik olarak hem
sinyalin islendigi (hGH + His = 23 kDa) hem de islenmedigi (Sinyal + hGH + His = 25,77
kDa) durumdaki rekombinant protein teorik protein buylkligine yakindir. Bu 4 farkl
bant, rekombinant proteinin Uretildigi durumda henlz sinyalin islenmedigi veya
islendikten sonra hendiz hiicre digina salgilanmadigini isaret etse de bu grupta dis ortam
analizleri gergeklestiriimedigi ve Anti-Histidin antikoru ile ilave protein analizi yapiimadigi
icin elde edilen bantlarin kesin olarak hedef proteine ait oldugu ¢ikarimi yapilamamis ve

hipotez agisindan anlamli veri elde edilememistir.

Genom entegrasyon deney grubunda disUk protein Uretimi veya yoklugunun,
genom entegrasyon sisteminin 45 kopyaya dayanmasindan kaynaklandigi
dusunulmektedir. Duslk kopya sisteminin bu kisitlayici Gretim durumu, 10.000 kopya
sistemli ekstrakromozomal pIGF vektor sistemi ile asilabilmektedir. Kontrol olarak
hGH’nin PLA1 sinyalli (hGH’nin kendi sinyal dizisi yerine) ve hGH’ye ait E.R sinyal dizili
kasetler Uzerinden ekstrakromozomal vektorlt Uretim sistemi calismaya entegre
edilmistir. Bunun amaci, kasetin yer aldigi vektérin kopya sayisinin kisitlayici rolt ve
HSP70.2 (minus ve plus) promotorununda ribozom tarafindan kullanilabilir mMRNA kopya
sayisinin kisitlayici faktér oldugunun disundlerek bu kisitlarin ortadan kaldiriimasini
saglamaktir. Belirtilen bu nedenlerle; 10.000 kopyal orjin ve CdCI2 ile induklenebilir
MTT1 promotoru iceren dairesel pIGF vektor sistemi kullaniimistir pIGF vektdrinden
gerceklestirilen PLA1’li veya hGH sinyalli protein Uretim bulgularina gore, her iki grupta
da yaklagik 23 kDa’lik sinyal dizisi kesilmis buyume hormonu proteini buyuklugtne yakin
protein bandi digs ortam &rneklerinde belirlenmistir (Sekil 3.14, 3.15). Ayni protein
orneklerinin anti-Histidin antikoru ile analizi sonucu hicre i¢i ortamindan saflastirilan
toplam proteinler iginde 23 kDa’lik bir proteinin varligi belirlendiginden (EK-42), T.
sonucuna varilmistir. Literatirde T. thermophila’da Uretilen insan proteinlerinin
biyoreaktor sartlarinda Uretildigi ve yuksek optimizasyona gerektirdigi goz onune
alindiginda [15], bu ¢alismada elde edilen verilerin guglendirilebilmesi icin biyoreaktor
optimum kogullari ile rekombinant protein uretiminin tekrarlanmasi ve protein
calismalarindaki saflastirma adimlarinin iyilestiriimesi adimlari (gift afinitik taki veya
antikor kullanilarak saflastirma) galismanin sonraki asamalarina dair 6neriler olarak

ortaya ¢ikmistir.
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5. SONUG

Tez kapsaminda T. thermophila’nin hGH’nin sinyal dizisini kullanabilecedi hipotezi
sinanarak, ekstrakromozomal vektdrla transformantlarin protein havuzuna ait dis ortam
orneklerinde 23 kDa'lik sinyali kesilmig bir proteinin varligi iki bagimsiz deneysel tasarim
ile gOsterilmistir. Sonu¢ olarak; T. thermophila’nin hGH’nin sinyal dizisini kesip
rekombinant proteini hiicre disi ortama salgilayabilecedi anlasilmistir. Daha sonraki
¢alismalar icin; hedef protein afinitik saflastiriimasi ile daha ylksek saflikta elde edilmesi
saglanarak proteinin MALDI-TOF MS ile kimliklendiriimesi ve Edman Degredasyonu
analizi ile hGH’nin T. thermophila tarafindan islenen N-terminal ucunun aminoasit
dizisinin ortaya c¢ikariimasi ve organizmanin kesim kapasitesi hGH sinyali igin

tanimlanmasi saglanmalidir.
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EKLER

EK-1. Restriksiyon Endoniikleaz Kesim Reaksiyonlari

Calismada klonlama ve restriksiyon kesim profili analizlerini ve klonlama
deneylerini gergeklestirebilmek icin DNA parcalarinin ve vektérlerinin ilgili restriksiyon
enzimleri ile kesim reaksiyonlari gerceklestirimektedir. Tavsiye edilen Unite enzim
miktari kesilecek DNA’nin mikrogramina gére hesaplanmakta olup bu calismadaki
reaksiyonlarda 1 ug DNA icin 1 Unite (1 ul) enzim kullaniimistir. Her bir reaksiyon icin

optimize edilen kesim protokoll su sekildedir:

Kesim $art|ar:|

inaktiv.

« Enzim: 1 pL

« Buffer: 2 pL

+ Kaynak: 1 pl (250ng)
+ dH,0O: 17yl

Hald
Sekil EK-1.1. Restriksiyon Endoniikleaz Kesim Reaksiyonu Sartlar

Ciftli kesim reaksiyonlarindaki enzim miktarlar i¢in Uretici firmanin tavsiye ettigi
oranlarda enzim/DNA oranlari kullaniimaktadir. Kesim reaksiyonu sartlari ise aynidir.
Enzim inhibisyonu igin, 80 derecede tim restriksiyon enzimleri inhibe olduklarindan bu
sicaklik tercih edilmektedir.

EK-2. Ligasyon Reaksiyonu Sartlari

Calismada uretilen rekombinant DNA kasetlerinin vektorlere yerlestirilebilmesi igin
kaset ve vektdor DNA’lari ayni restriksiyon enzimleri ile kesilerek klonlamaya hazir hale
getiriimektedir. Restriksiyon kesimi tamamlanan insert ve vektérin birlestirmesi icin de
ligasyon reaksiyonu gerceklestiriimektedir. Reaksiyonda gerekli olan DNA hesabi
vektor/insert blyUkligl ve ligasyon oranini igceren bir forml ile hesaplanmakta olup
pNeo4 vektorleri icin 3:1, pIGF vektorleri icin 6:1 orani kullaniimistir. Deneysel olarak

takip edilen ligasyon reaksiyonu su sekildedir:
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Ligasyon Sartlari: 80°C

insert: 1uL
Vektor: 1uL
T4 Ligaz Buffer: 2uL
T4 Ligaz: 1yl (NEB)
dH,0: 5l 16 saat 10°C

Hold

. & e s e

Sekil EK-2.1. Ligasyon Reaksiyonu Sartlari (NEB T4 DNA Ligaz Igin)

EK-3. TAQ Polimeraz Koloni PCR Protokoli

Bu ¢alismada koloni PCR ve teyit deneylerinde TAQ DNA Polimeraz enzimi tercih
edilmistir. Thermo Scientific EP0402 TAQ Polimeraz enzimi icin énerilen protokol su

sekildedir:
TAQ Polimeraz Koloni PCR
950Ci950C
« TAQ Buffer: 1,25 pl 3 dk.i1 dk.
«dNTP: 1,04l 7200i72°C
* MgCl2: 1,25 ul 1000 be: 5 dk.
* FPrimer: 1,25 ul fdk.
* RPrimer: 4 25 0
» Kalip: 1,0 ul Tm?C
« Enzim: 0,15 pl(TAQ) 45 sn. 100
+ dH,0: 4,35 pl Hold
30X.

Sekil EK-3.1. TAQ Polimeraz PCR Reaksiyonu

EK-4. PrimeSTAR Enzimi igin PCR Sartlar

Calismada rekombinant Uretim igin gergeklestirilen tim DNA ¢alismalari ve PCR
asamalarinda PrimeSTAR HF (Takara, RO10A) polimeraz enzimi kullaniimigtir. Bu
enzimin hatali baz ekleme aktivitesi dlisuk oldugundan dolayi DNA dizisindeki mutasyon

olasiliklari en aza inmektedir. Bu enzim igin 6nerilen PCR asamalari su sekildedir:
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Primestar PCR Reaksiyonu
98°C:98°C
1dk.{10sn.

+ PS Buffer: 5,0 pl

+ dNTP: 2,0 ul

* FPrimer: 2 5 pl

* RPrimer: 25 ul

« Kalip: 1,0 ul

* Enzim: 0,2 pl (PrimeStar)
* dH,0: 11,8 pl

720¢i720C

1000 b i 5 dk.
idk.

e s n s i Hold

Sekil EK-4.1. PrimeSTAR Polimeraz Enzimi igcin PCR Sartlari

EK-5. Ortiigen PCR Reaksiyonu ile Pargalarin Birlestirilmesi (Primestar HF)

Calismada ihtiya¢g duyulan insan blyime hormonu rekombinant Uretim dizisinin
olusturulmasi igcin sentetik olarak Uretilen kasette 6rtisen primerler kullanilarak PCR
temelli mutasyonlar gergeklestirilmistir. Ortlisen primer ciftleri ile Uretilen parcalarin
Primestar Polimeraz enzimi kullanilarak PCR reaksiyonunda birlestirilebilmesi i¢in su

reaksiyon takip edilmigtir:

PCR Birlestirme Reaksiyonu _+ Dig Primerler
(PrimeStar) :

98°C:98°C i o8'c
+ PS Buffer: 5,0 pl H
+ dNTP: 2,0 pl
« FPrimer: 25
* RPrimer: 2 5

72°C
5d

» Kalip: 1,0l

+ Kalp: 1,04l " 15 on

*Enzim: 0,2 pl (PrimeStar) 15sn. ' 10°C
7. 35X, ¢

Sekil EK-5.1. Ortiisen DNA Pargalarinin PCR Reaksiyonu ile Birlestirilmesi (Primestar)

Buna goére ilk 7 déngu primersiz olarak 49 derece sicaklikta gergeklestirilerek
ortlsen parcgalarin birbiri ile baglanmasi saglanmaktadir. 7 déngl sonunda reaksiyona
ileri ve geri dis primer ciftleri eklenerek PCR normal sekilde tamamlanir. Reaksiyonda
kullanilan kalip miktari Grdnlerin jeldeki miktarina gore belirlenerek esit olarak reaksiyona

alinmaktadir.
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EK-6. Sentetik Dizili pUC57 Vektdriiniin Transformasyonu ve insert

Saflastiriimasi

pUC57 vektorl Gzerinde temin edilen sentetik dizinin saflastiriimasi igin, vektor E.
coli XL1-Blue klonlama konakgisina is1 soku transformasyonu (EK-14) ile transforme
edilmis ve bu hicrelerden 10 ml LB besiyerine ekim yapilarak plazmit izolasyonu Kkiti ile
(Thermo Sci. Kat No: 0562) plazmit saflastirilmistir. Elde edilen plazmitin (puC57-hGH)
200 ng’1 3 saat sure ile 37°C’de Mscl-Fsel restriksiyon enzimleriyle ciftli kesime alinarak
insert varligi kontrol edilmistir (Sekil EK-6.1).

M 1 2

bp

b

5 -—
| —

1000 — _— 760 bp
700 — _— .

500 — W

e —
- —

-

Sekil EK-6.1. pUC57-hGH vektérii Mscl-Fsel Kesimi. M: Generuler 1kb plus SM1331. 1: Mscl-Fsel Kesim
Uriini. 2: Kontrol — pUC57 (Kesilmemis). Ok: Beklenen (riin (760 bg.). %1 Agaroz Jeli, 80V-
40 dk.

Vektorin 760 bg’lik sentetik diziyi icerdigi teyit edildikten sonra bu parganin pNeo4
— Hsp70.2(minus) — MTT vektdriine klonlanmasi i¢in toplam 1ug vektor Gzerinden tekrar
Mscl-Fsel kesim reaksiyonu kurulmus ve vektérden salinan kaset jelden saflastirma kiti
(Thermo Scientific, Kat No:0691) ile saflastiriimistir. Es zamanli olarak, Hsp70 promotor
ve 3" terminasyon kisimlari daha dnceden entegre edilen pNeo4-Hsp70-II(minus)-MTT
genom entegrasyon vektori Mscl — Fsel kesimi ile lineer hale getirildikten sonra vektor
jelden saflastirma kiti yardimi ile saflastinimigtir. Elde edilen insertin 21 ng’1 ve lineer
pNeo4 vektorinin 50 ng’t birlikte T4 DNA Ligaz enzimi yardimiyla 65°C’de ligasyon
reaksiyonuna alinmistir. Elde edilen ligasyon Urunlerinin tamami E. coli XL1-Blue
kompetent hicrelerine 1s1 soku protokoli (EK-14) transforme edilmis ve elde edilen
transformantlar ~ biyime  hormonu  dizisi icin  tasarlanmig  FhGHKaset
(5'TGGCCAATGGCTACTGGTTCTAGAACTTC3) ve RhGHKaset
(5°GGCCGGCCTCATCAGAAACCGC 3') primerleri kullanilarak koloni PCR ydntemi ile
analiz edilmistir. Elde edilen sonuca gore pozitif transformantlardan 5.ci kuyuya ait koloni

(Sekil EK-6.2-A) segilerek hiicrelerden plazmit izolasyonu gergeklestiriimis ve sentetik
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diziyi iceren pNeo4-Hsp70(minus)-hGH(sentetik)-MTT vektori elde edilmistir. Bu
vektorden 30 ng kalip kullanilarak ayni primer (FGHkaset — RGHkaset) ve ayni reaksiyon
sartlarinda PCR kontroll yapilmis ve kasetin vektdrdeki varligi teyit edilmistir (Sekil EK-
6.2-B).

A. B.
M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 1 2
" - ‘ g
— -~ i
831— -— Zeove |
831 — 716 bp
s o «——

Sekil EK-6.2. A: Pozitif E. coli Transformantlarinin Koloni PCR Analizi. Ok: Beklenen kaset biiy(ikliigii-760
b¢) B: pNeo4- Hsp70(minus)- hGH-MTT vektérii ve pUC19 vektériiniin PCR Teyidi. (M: EcoRI
-Hindlll. 1: Tt-hGH-pNeo4 vektérii. 2: Pozitif Kontrol (pUC57). Ok: Beklenen Uriin (716 bg).
%21 Agaroz Jeli, 80V- 40 dk.

EK-7. pNeo4-Hsp70(minus)-MTT vektériine Klonlanan Sentetik Dizi Uzerinden

Rekombinant Uretim Kasetinin Olusturulmasi

Calismada ortaya koyulan hipotezi sinamak icin sentetik dizi Gzerindeki N-terminal
6xHistidin, Enterokinaz ve PLAL dizilerinin kasetten ¢ikariimasi ve C-terminal 6xHistidin
takisinin  eklenmesi asamalari ortisen primerler kullanilarak PCR temelli
gercgeklestirilmistir (EK-5). Bu amagla, FHsp70-Xhol, RHGHSinyal, FHGH, RGHstrep ve
RGHe6xHistidin (ilk agsamada kullaniimasi diisiinilen afinite takisi Streptag-Il igin RGH-
Strep primeri kullanilmig, fakat en son asamada bu taki RGH6xHistidin primeri
kullanilarak 6xHistidin olarak revize edilmigtir), FGHSinyal, RHsp70 ortusen primer
ciftleri tasarlanmistir (Tablo EK-7.1) (Sekil EK-7.1).
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Tablo EK-7.1: hGH Rekombinant Uretim Kaseti Olugturmak igin Gerekli Ortiisen Mutasyon Primerleri
(Primerlerin Ortiisen Dizileri Farkli Renkte Gdsterilmistir).

Primer Dizi ™m
FHSP70-Xhol |5 CTCGAGTAAATTAAGTGCAAGCAAATCTTA 3 60
RHGH:Sinyal |5 AGGAATAGTAGGGAAAGCAGAACCTTCTTGTAACC 3' 62
FHGH 5 ACAAGAAGGTTCTGCTTTCCCTACTATTCCTTTATCTA 3’ 60
5

RHGHSstrep GCCGGCCTCATCATTTTTCGAATTGAGGGTGAGACCAGAAA 58
CCGCAAGAACCTTCAAZ

RHSP70 5 GTAGCCATTGGCCATTTTGTAAACTTTTTTAATTATTTGTTT 62
3

FGHSinyal 5 AAAAAGTTTACAAAATGGCCAATGGCTACTGGTTC 3 62

Bu primerlerin kaset ve vektor Uzerinde oturdugu kisimlar su sekildedir:

FHsp70-Xhol FHGH
—

|----q
RN R siyol IOPATIAORE] o NGHEEM  [erua]
i == RGHstrep
| | RGHsinyal
|
1037bp 630 bp
FHsp70-Xhol FGHsinyal

# '""#

2. mg* E.R Sinyal INGHIBERN Streptagll |

h samam h
RHsp70 RGHstrep
FHsp70-Xhol
—
3. TES[08N E-RSinyal IRGHEER Str%gll |
_
RGH6xHistidin
Xhol Mscl Fsel

CESEN ERsinyal BRGHIBSAN 6xHistidin |

insan Bilylime Hormonu Rekombinant Uretim Kaseti

Sekil EK-7.1. Ortiisen Primerlerin Sematik Gésterimi ve Rekombinant hGH Uretim Kaseti PCR Asamalari
1. N-terminal 10xHistidin ve Enterokinaz dizilerinin ¢ikarilmasi 2. PLAL dizisinin ¢ikariimasi 3.
Streptag-/l takisinin 6xHistidin ile degistiriimesi.
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EK-8. Sentetik Diziden N-terminal 10xHistidin ve Enterokinaz Dizilerinin

Cikarilmasi

pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH(sentetik)-MTT vektorinden 20 ng kalip kullanilarak
ilk iki parca Fsp70-Xhol ve RHGHSInyal (1.p: 1037 bg.) ile FHGH ve RGHstrep (2.p: 630
bc.) primer ciftleri yardimiyla Uretilmistir (Sekil EK-8.1-A). FHGH ve RHGHSiInyal
primerleri Gzerindeki ortisen 30 bazlik kisim kullanilarak, bu iki parca dis primerler
(FHsp70-Xhol ve RGHstrep) ile PCR birlestirme reaksiyonuna alinmistir. Buna gére ilk
7 dongu dis primersiz olmak Uzere 35 dongli PCR reaksiyonu gerceklestiriimis ve
birlesen Urin agaroz jelde kontrol edilmistir (Sekil EK-8.1-B). Beklenen 1626 b¢'lik Grin
daha sonra kit yardimi ile jelden saflastiriimistir Sonraki agsamada, birlestiriimis par¢anin
pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT vektdriine ligasyonu igin vektdér ve insert Xhol-Fsel
enzimleri ile 37°C’de 16 saat ¢ift restriksiyon kesim reaksiyonuna alinmig ve her iki kesim
artnleri jelden saflastiriimigtir. Ligasyon reaksiyonu 40 ng insert ve 50 ng vektor
kullanilarak T4 DNA Ligaz enzimi yardimiyla 16°C’de 16 saat sureyle gerceklestirilmistir.
Elde edilen ligasyon Urindnin tamami E. coli XL1-Blue kompetent hicrelerine
transforme edilmis ve elde edilen koloniler FHsp70-Xhol ve RGHstrep primer ¢ifti ile PZR
taramasina alinmistir (Sekil EK-8.1-C). Koloni PCR sonuglarina gore beklenen 1636
b¢'lik kaseti iceren 2. koloni pozitif klon olarak secilmis ve bu klondan kit yardimi ile
plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen vektordeki kaset halen PLA1 dizisi igerirken
Histidin-Enterokinaz dizisi c¢ikarildigi ve Streptag-ll takisi eklendigi icin pNeo4-
Hsp70.2(minus)-PLAL-hGH-MTT vektori olarak adlandiriimistir. Elde edilen vektor,
tzerindeki Hindlll ve EcoRI restriksiyon endonikleaz kesim bolgeleri kullanilarak kesim
profil analizine alinmig ve vektdrin pargalarinin dogru oldugu teyit edilmistir (Sekil EK-
8.1-D).
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M 1 2
bp
]
Je——
ggq_ — 4037 bp
- 57 bp -
o4 - &

bp —-—
i
1904 s 1636 bp
1584— Bt  Bums «

M 1 2
" emel
1o 6864 bp
3530 = 3346 bp
2027 - | — 1673 bp
1584 — p— -
1375- - D e
1479/1504 bp
947 - 1136 bp

Sekil EK-8.1. Ortiisen Primer PCR’lari ile N-terminal 6xHistidin, Enterokinaz Dizilerinin Cikariimasi. A:
Ortiisen Pargalar 1 -2'nin Uretimi (Beklenen: 1037 bg¢ ve 657 bg) B: 1 ve 2 Pargalarinin
Birlegtirme Reaksiyonu Uriinii (Ok: Beklenen (iriin 1636 bg) C: Ek 8. N-terminal 6xHistidin,
Enterokinaz Dizileri ¢ikarilmis kaseti iceren pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT vektériiniin E. coli
hiicrelerinde Koloni PCR kontrolii (Beklenen 1636 bg) D: izole edilen pNeo4-Hsp70.2(minus)-
PLA1-hGH-MTT vektériintin restriksiyon parmak izi kontrolii. 1: EcoRI (3346 bg, 1673bg, 1504
beg, 1479 bg), 2: Hindlll (6864 n¢, 1136 bg). Her bir reaksiyonda 200 ng vektér kesimi
gercgeklestirilmigtir. M: EcoRI -Hindlll Plus (SM0191). %1 Agaroz Jeli, 80V- 40 dk.
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EK-9. hGH E.R Sinyal Dizisinin 5’ Ucunda Yer Alan PLA1 Dizisinin Cikarilmasi:

Bir 6nceki klonlama asamasinda elde edilen PLA1 dizili pNeo4 vektori kalip olarak
kullanilmak Uzere, kaset Uzerindeki PLAL1 dizisinin c¢ikarilarak 5 ucunda sadece hGH
E.R Sinyal dizisinin bulunmasi icin FHsp70-Xho v4 RHsp70 ile FGHsinyal ve RGHSstrep
primerleri ile 3. (844 bg) ve 4. (713 bg) ortisen pargalar Uretilmis ve parcalar jelden
saflastirilarak  birlestirme reaksiyonuna alinmistir. Buna gére 27ng pNeo4-
Hsp70.2(minus)-PLAL-hGH-MTT vektoru kalip olarak kullaniimak Gzere: FHsp70-Xhol
ile RHsp70 ve FGHsinyal ile RGHstrep primer ciftleri yardimiyla 15 b¢ uzunlugunda
ortisen kismi Uzerlerinde bulunduran iki parga uretilmistir (Sekil EK-9.1-A). Buna gore
jelde buyudklikleri tutarli olan bu iki par¢canin birlestirmesi igin, bu parcgalar kalip olarak
kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmustur. Beklenen birlestirme Grind 1528 bg
uzunlugunda olup reaksiyonda ilk 7 déngu dis primersiz, sonraki 29 déngu FHsp70-Xhol
ve RGHstrep primerleri eklenerek gergeklestiriimigtir (EK-5). Elde edilen reaksiyon tranu
jelden saflastirildiktan sonra 1528 bg¢'lik insert jelde gorintulenerek teyit edilmigtir (Sekil
EK-9.1-B). Saflastirma sonrasi elde edilen birlestirme Grinunden, ligasyon icin kesim
reaksiyonu kurulmustur. Yapilan ligasyon hesabina gére 50ng vektore karsilik 38 ng
insert gerekmektedir. Bu amagla, vektoriin ve insertin Mscl-Fsel ¢iftli kesim reaksiyonu
37°C’de 16 saat ve 65°C’de 20 dakika inaktivasyon ile tamamlanmistir. Elde edilen uglari
kesik insert Urinunun tamami jele yuklenerek saflastiriimigtir. Ligasyon igin daha énce
lineer hale getirdigimiz pNeo4 vektorinden 50ng alinarak 38 ng insert ile birlikte
reaksiyona eklenmistir. Ligasyon reaksiyonu 16°C olarak ayni ligasyon reaksiyonu
kurulmustur. Elde edilen ligasyon Urdnlerinin tamami E. coli XL1-Blue kompetent
hicrelerine transforme edilmis ve elde edilen klonlarda FHsp70-Xhol ve RGHstrep
primerleri kullanilarak koloni PCR taramasi gergeklestiriimis ve pozitif olan 6.koloniden
plazmit izole edilerek N-terminal 10x Histidin, Enterokinaz ve PLA1 dizisi ¢ikariimis, C-
terminalde ise Streptagll saflastirma takisi iceren pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT
(PLAL ‘siz) vektorlu elde edilmistir Sekil EK-9.1-C). Elde edilen vektdrtn restriksiyon
kesim profili analizi gerceklestiriimis ve elde edilen sonuca gére biyoinformatik olarak
beklenen buyuklikler ile Xhol-Fsel, EcoRl, Hindlll ve Sacl enzimleri ile kesilen vektorin
olusturdugu drin buydkllkleri karsilastirilarak vektérin dogru parcgalari icerdigi
gorilmastuar (Sekil EK-9.1-D).
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Sekil EK-9.1. hGH E.R Sinyal Dizisinin Oniinde Yer Alan PLAL Dizisinin Cikarilmasi A: Mutasyon Igin
Gerekli Pargalarin Uretilmesi 1. Kuyu: 3. parca (844 bg) 2: 4. parca (713 bg) B: Birlestirme
Uriiniiniin agaroz jelde kontrolii (1528 bg) C: Olusturulan pNeo4-Hsp7.20(minus) — hGH
(PLA1 ‘siz)- MTT vektériiniin Koloni PCR Kontrolii (FHsp70-Xhol ve RGHstrep primerleri ile)
D: Kaseti Igeren Vektériin Restriksiyon Profil Analizi. 1: Sacl (451 b¢2,3082 bg), 2: Hindlll
(6866 bg,1028 bg), 3: EcoRI (3346 bg,1673 bg,1479 bc-1396 bg), 4: Xhol-Fsel (1528b¢ +
Vektér). M: EcoRlI -Hindlll Plus (SM0191). %1 Agaroz Jeli, 80V- 40 dk.
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EK-10. N-terminal Modifikasyonlari Tamamlanmig Kasete C-Terminal 6xHistidin

Takisinin Yerlesgtiriimesi

N-terminal parcalari c¢ikariimis kasette yer alan ve rekombinant kaset Uretimi
sirasinda eklenmis Streptag-ll dizisi, afinitik saflastirmaya imkan veren takiyi
olusturmaktadir. 8 aminoasitten olusan taki Streptavidin ‘e dogal afinite gosterdigi igin
afinitik protein saflastirmalarinda kullanilmaktadir. ilk etapta Uretilmesi planlanan
rekombinant proteinin saflastiriimasi icin bu takinin kullaniimasi planlanmis ve bazi 6n
deneyler bu taki Gzerinden gergeklestiriimis, fakat saflastirma ve Western Blot agisindan
bazi sikintilar gorilmustir. Bunlarin igerisinde Anti-Strep Antikoru (Novagen 72590-3
Monoklonal) ile yapilan Western Blot denemelerinde ylksek nonspesifik bant elde
edilmesi ve saflagtirma kiti icin gerekli Streptavidin ‘in maliyetinin ylksek olmasindan
dolayi belirtilen takinin son agamada PCR reaksiyonu ile 6xHistidin takisiyla degistiriime

ihtiyaci duyulmustur. Bu amagla geri primer E.R Sinyal- hGH Gen + 6x His + TGATGA

+ SEXAI + Fsel yapisini olusturacak sekilde tasarlanmistir. Primerin dizisi su sekildedir:

5’AAGGCCGGCCACCTGGTTCATCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAAACCGCAAGA
ACCTTCAACAAA 3' (RGH6xHistidin)

Mevcut kaset Uzerinde belirtilen degisikligi yapabilmek igin Streptag-1l takisini
bulunduran pNeo4-HGH-PLAL1 siz vektéri kalip olarak kullaniimistir. PLAL ‘siz vektdrin
Hindlll-Xhol/Fsel enzimleri ile kesim profilinin beklenen profile uygunluk goésterdigi
goérilmis ve vektdrdeki kaset Gzerinden PCR reaksiyonuna gegilmistir. Buna goére
HSP70.2(minus) promotorundan FHsp70-Xhol ileri primeri ile belirtilen geri primer birlikte
PCR reaksiyonda kullanilarak 1528 bg¢ uzunlugunda ve C-terminal 6xHistidin takisi ve
buna ek 2xTGA stop kodonu, SexAl ve Fsel restriksiyon enzim tanima bdlgeleri iceren
yeni parga uretilmistir (Sekil EK-10.1-A). Elde edilen insert agaroz jelde teyit edilerek
dogru blyuklikte parganin elde edildigi teyit edilerek ($ekil EK-10.1-B) Grin pNeo4-
Hsp70.2(minus)-Sinyal-hnGH-MTT genom entegrasyon vektorini olugturmak Uzere
Xhol-Fsel klonlamasi ile pNeo4 vektorine yerlestiriimistir. Klonlama igin, kaset ve vektor
uzerinde yer alan Xhol/Fsel restriksiyon enzimleri ile kesilerek yapiskan hale getirilmistir.
Yapilan hesaba gore 50 ng kesik vektore karsilik 38 ng insert kullanilarak T4 DNA ligaz
enzimi ile ligasyon gergeklestiriimigtir. Elde edilen vektorin tamami XL1-Blue kompetent
hucrelerine aktarildiktan sonra hucreler Ampisilinli tabakta gelismeye birakilmigtir. Elde
edilen master tabak kolonileri FHsp70-Xhol ve RGH6xHistidin primer cifti kullanilarak
PCR ile taranmistir (Sekil EK-10.1-C). Sonraki agsamada, pozitif koloniler arasindan

secilen 5. ve 9. kolonilerden LB besiyerine ekim yapilarak ticari kit yardimiyla plazmit
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izolasyonu gerceklestiriimis ve elde edilen plazmitlerin 200 ng’'i Xhol-Fsel (Beklenen,
1521), Hindlll (Beklenen: 1028, 6866), Sacl (Beklenen: 3082) enzimleri ile gece boyu
kesim kontroline alinmis ve Urunlerin tamami %1’lik Agaroz jele yuklenmigtir jel
gorintistne gore her iki vektorin kesim profillerinin beklenen profile uygunluk gosterdigi
goérilmustir (Sekil EK-10.1-D). 5 numarali klondan izole edilen vektor biyolistik
transformasyonda kullaniimak tGzere Kpnl enzimi ile kesim reaksiyonuna alinarak PCR

saflastirmasina alinmis ve konsantre edilip muhafaza edilmistir (Sekil EK-10.1-E).
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N-terminal Modifikasyonlari Tamamlanmig Kasete C-Terminal 6xHistidin Takisinin
Yerlegtirilmesi A: FHsp70-Xhol / RGH6xHistidin Primerleri lle 6xHistidin Takisinin
Yerlestirimesi (Beklenen: 1528 bg) B: 6xhistidin igeren Rekombinant Uretim Kaseti
Saflagtirma Uriinii. C: 6xhistidin takili Rekombinant Kaseti igeren pneo4 Vektdriiniin
Transformasyonu Sonras/ Koloni PCR Kontrolii (Beklenen 1528 bg) D: Elde edilen 5 ve
11 numarali vektérierin restriksiyon parmak izi kontrolii (1/4: Xhol/Fsel (1521b¢’lik parga
salmakta), 2/5: Hindlll (1028/6866 bg), 3/6: Sacl (3082/4812 bg) E: Kpnl ile Lineer hale
getirilmis pNeo4-Hsp70.2(minus)-Sinyal-hGH-MTT vektoériiniin jelde kontrolii. Vektoriin
lineer bliydkligd: 7,5 kb. M: EcoRI -Hindlll Plus (SM0191) ve Generuler 1kb plus-SM1331.
%1 Agaroz Jeli, 80V- 40 dk.
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EK-11. hGH Rekombinant Uretim Kasetinin pNeo4--Hsp70.2(plus)-MTT Genom

Entegrasyonu Vektoriine Yerlestirilmesi

Rekombinant Kasetin diger genom entegrasyonu vektéri olan pNeo4-
Hsp70.2(plus)-MTT vektérine klonlanarak pNeo4-Hsp70.2(plus)-hGH- MTT vektorinin
olusturulmasi icin Mscl-Fsel enzimleri ile kesilen 6xHistidin takili rekombinant Gretim
kasetinin ayni enzimler ile lineer hale getiriimis pNeo4-Hsp70.2(plus)-MTT vektori ile
birlestiriimistir. Vektor Mscl-Fsel ile kesilmis halde lineer formda temin edildigi icin insert
saflastirmasi sonrasi vektorle ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Buna gére 50ng vektore
karsilik 14,5 ng insert ligasyona alinmis ve ligasyon urlnlerinin tamami XL1-Blue
hucrelerine transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi gergeklestirilen koloni PCR
analizine gbére 10 numarali koloni pozitif olarak belirlenerek plazmit izolasyonu
gerceklestiriimis ve elde edilen vektor restriksiyon profili kontroliine alinmistir (Sekil EK-
11.1-A). Mscl-Fsel, Hindlll enzimleri ile kontrol edilen vektorin dogru parcalari saldigi
teyit edilmistir (EK-11.1-B). Her iki pNeo4 vektérinin T. thermophila’ da biyolistik silah
transformasyonu ile genom entegrasyonunu saglanmasi igin vektér 3° MTT bdlgesinin
ucunda yer alan Kpnl enzimi ile lineer hale getirilmis ve her bir vektérden toplamda 2ug

DNA alinarak biyolistik silah transformasyonuna hazir hale getirilmistir (EK-11.1-C).
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Sekil EK-11.1. pNeo4-Hsp70(plus)-MTT Vektdriine 6xhistidin Takili Rekombinant Kasetin Klonlanmasi. A:
Transforme edilen vektérin koloni PCR Kontrolii (FGHSinyal ve RGHKontrol primerleri,
Beklenen: 672 bg) B: izole edilen pNeo4-Hsp70.2(plus)-hGH-MTT Vektériiniin Restriksiyon
Profil Analizi 1: Mscl ve Fsel Kesimi (691 bg), 2: Hindlll (1064 bg), her bir reaksiyonda 200ng
vektér kesilmistir. C: 1. Kpnl Enzimi lle Lineer Edilen Vektdriin Agaroz Jelde Kontrolii.
(Lineer vektdriin bliyiikligl yaklasik 7,5 kb dir) M: EcoRI -Hindlll Plus (SM0191). %1 Agaroz
Jeli, 80V- 40 dk.

EK-12. hGH E.R Sinyal ve PLAL1 iceren Rekombinant Kasetlerin Olusturulmasi ve
rDNA orijinli pIGF Vektorlerine Yerlestiriimesi

5 kisminda E.R ydnlendirme dizisi olarak dodal hGH E.R sinyali ve PLA1 dizisi
tasiyan insan bilylime hormonu protein kasetlerini rekombinant olarak rDNA orjinli pIGF
vektor sistemiyle kullanabilmek icin, hGH rekombinant Gretim kasetinin uglarina pIGF
vektorine uygun restriksiyon enzimlerinin PCR reaksiyonu ile eklenmesi gereklidir. Bu
amagla ilk olarak rekombinant Uretim kaseti Uzerinden FSinyal-Pmel, RHGH-Apal ve
kasetteki insan E.R sinyalinin PLA1 dizisi ile degistirimesi ileri primer FpIGF-PLA1,
ortusen primer ¢ifti FPLA1+HGH ve RPLA1+hGH primerleri tasarlanmigtir (Sekil EK-
12.1).
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20 kb.

Sekil EK-12.1. pIGF Vektérierine Klonlanan hGH ER Sinyal ve PLAL Dizili Kasetlerin Olusturulmasi ve
Vektérde Klonlandigi Kisimlar. Kasetlerin klonlanmasi icin 5’ ileri primerlere Pmel, 3’ geri
primerlere Apal eklenmistir.

Buna gobre, ilk olarak pNeo4-Hsp70.2(plus)-hGH-MTT vektorindeki kaset
restriksiyon dizileri eklenerek ilk asama insert Uretilmistir (Sekil EK-12.2-A). Diger
tasarim olarak hedef proteinin disari salgilatimasinin hedeflendigi ve hGH E.R sinyal
dizisinin cikarilip PLALl dizisi eklenecek kaset icin ortlisen primerler kullanilarak

mutasyon gerceklestiriimigtir.

Tablo EK-12.1. pIGF Vektdrlerine Klonlanacak Rekombinant Kasetlerin Olugsturulmasinda Kullanilan Primer
Ciftleri

Fsinyal-Pmel | 55CACGTTTAAACATGGCTACTGGTTCTAGAACTTCZ
FpIGF-PLA1 | 5CACGTTTAAACATGAACAAGACTCTCATCTTAGC?
FPLA1+hGH | 55GACTAAGACCCCTTCCCTACTATTCC3

RPLA1+hGH | 5GGAATAGTAGGGAAGGGGTCTTAGTCAACTCTGATGYS
RHGH-Apal | 5GTGGGGCCCTCATCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAAACCGC

Buna gore Tablo 6.2'deki 6rtlisen primerler (kalin font) yardimi ile PLA1 ve hGH
gen dizisi pargalari ayri ayri Uretilip jelden saflastirildiktan sonra dis primerler (FpIGF-
PLA1 ve RHGH-Apal) ile birlestirme reaksiyonuna alinmistir (Sekil EK-12.2-B). Uretilen
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parcalar agaroz jelden saflastirildiktan sonra kontrol edilmis ve pIGF vektorlerine
klonlayabilmek icin bos pIGF vektért ile birlikte Pmel-Apal enzimleri kullanilarak
kesilmistir (kesik pIGF vektorl laboratuvar envanterinden temin edilmistir). Elde edilen
kesim Urlnleri jelden saflastirildiktan sonra hGH Sinyal ve PLAL dizili her iki kaset ayri
ayri plGF vektérine ligasyon reaksiyonu ile yerlestirilmistir. Buna goére her iki insertin 20
ng’t 50ng kesik pIGF vektorl ile 16 saat ligasyon reaksiyonuna alinmistir. Ligasyon
sonrasi her iki vektére ait ligasyon Urlnlerinin tamami ayri ayri Dh5a kompetent
hicrelerine 1s1 soku ile transforme edilmis ve elde edilen koloniler dis primerler
kullanilarak (hGH-Sinyal i¢in: FSinyal-Pmel ve RHGH-Apal, PLAL icin: FpIGF-PLA1 ve
RHGH-Apal) PCR reaksiyonlari ile kontrol edilmistir (Sekil EK-12.2-C ve D). Koloni PCR
sonucuna gore pozitif PLA1-6 ve Sinyal-12 numarall klonlardan Plazmit izolasyonu
gergeklestirilerek pIGF-PLA1-hGH ve pIGF-Sinyal-hGH vektérleri elde edilmistir. izole
edilen bu iki vektdr Pmel/Apal restriksiyon kesim analizine alinarak dogru buytklUkte
insert icerip icermedikleri tekrar teyit edilmistir (Sekil EK-12.2-E). Teyit edilen her iki
vektor 2 pg olacak sekilde halkasal formda konsantre edilerek konjugatif biyolistik

transformasyonda kullaniimistir.
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Sekil EK-12.2. pIGF Vektérlerine Klonlanacak Kaset ve Vektérlerin Olugturulmasi ve Vektérlerin Teyidi. A:
Rekombinant Uretim igin Gerekli hGH-Sinyal ve PLA1 Kasetlerinin Olusturulmasi, 1: Sinyal-
HGH insert (695 bg), 2: PLA1 pargasi (Ortiigsen, 133 bg), 3: hGH pargasi (értiisen, 618 bg.)
B: Saflastirilan Insertlerin Jel Kontrolii. 1: Sinyal-hGH Kaseti, 2: PLA1-hGH kaseti
(Birlegtirme Uriinii). C: pIGF-PLA1-hGH klonlarinin koloni PCR Analizi (FpIGF-PLAL ve
RHGH-Apal Primerleril). D: pIGF-Sinyal-hGH Klonlarinin Koloni PCR Analizi (FSinyal-Pmel
ve RHGH-Apal). E: pIGF-PLA1-hGH (6.koloni) ve pIGF-Sinyal-hGH (12.koloni) vektérierinin
Apal ile Pmel ¢ift kesim kontrolii (PLA1 igeren kaset: 905 bg, hGH E.R Sinyalli kaset: 725
bg. M: Generuler 1kb plus-SM1331. %1 Agaroz Jeli, 80V- 40 dk.
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EK-13. T. thermophila Biyolojisi ve Kiiltiirizasyon iglemleri

Transformasyon ve protein calismalarinda kullanilan T. thermophila irklari
deneysel asamalar g6z 6nine alinarak farkli metotlarla kiltirize edilebilmektedir.
Genellikle 10 ml hacimde Modifiye NEFF besiyeri (Tablo 6.3) iceren cam tliplerde uzun
sureli muhafaza edilen stok hicrelerden 15, 20, 50 ve Usti hacimlerde SPP veya NEFF
besiyeri iceren Flask veya Steril petrilere ekim yapilmaktadir. Flask ile kilttrizasyon icin
besiyeri hacminin en az 5 kati hacimde olacak sekilde temiz, asidik veya deterjan
Ozellikte kimyasal kalintisi icermeyen flasklar kullanilmasi 6nerilmektedir. SPP ve NEFF
besiyerlerinin Proteaz-Pepton ve Glikoz miktarlari farklh oldugundan dolayi hicre
bélinmesi Uzerinde farkh etkiler yaptigi literatiirde belirtilmistir [1]. Buna gore SPP
besiyerinin hicrelerin daha hizli bélinmeye sevk etmesi nedeni transformasyondan
sonra boélinmeyi ve fenotipik secilimi hizlandirmasi igin hiicre blyltmesinde SPP
besiyerinde kullaniimaktadir [1]. Protein Uretimi ve diger deneysel agsamalar igin bélinme
suresini uzatmak ve hucrelerin plato fazinda daha dayanikli olmasini saglamak igin
NEFF besiyeri tercih edilmektedir. Ayrica, NEFF besiyerinin Proteaz-Pepton iceriginin
daha duslk olmasinin protein ¢alismalarinda dis ortam Orneklerinde pepton kaynakh
artefakt olusumunu azaltmasi nedeni ile NEFF besiyeri tercih edilmektedir. Her iki
besiyeri de ortak olarak Yeast Extract ve FeCl; icermektedir. Tim kultlrizasyon
islemlerinde genellikle cam tip stogundan yaklasik 100-200 ul huicre flask veya petrilere
inokule edilerek deneysel agsamalara bagl olarak 24-48 saat sureyle 30 derece sicaklikta
inkibasyon gergeklestiriimektedir. Hicrelerin oksijen ihtiyaci fazla oldugu igin Flask
bayUtmelerinde ortalama 100-120 rpm de@erlerinde sabit c¢alkalama islemi
uygulanmaktadir. Tum kadlturizasyon iglemlerinde besiyeri ortami Pen-Strep ve
Amfoterisin antibiyotikleri ile takviye edilmektedir (Tablo 6.4). Hucreler uzun sureli
muhafaza edilmek istendiginde sivi azot dondurma protokoll takip edilerek dondurma
islemi gercgeklestirimektedir. Dondurulan hucreler deneylerde kullaniimak Uzere
uyandirma protokolu ile uyandirilip 10 ml’lik Modifiye NEFF besiyeri iceren cam tiplerde

2 haftada bir tazelenmek Uzere stok kdltur olarak muhafaza edilebilmektedir [1].
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Tablo EK-13.1. T. thermophila Kiiltiirizasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Modifiye NEFF Besiyeri SPP Besiyeri

Proteaz — Pepton %0.25 %2,0
Yeast Extract %0.25 %0,1
Fecls %0,5 %0,2
Glikoz 33.3uM 33.0 uM

Besiyeri maddeleri eklendikten sonra dH»O ile final hacme tamamlanan

besiyerleri otoklavlanarak steril edilir ve oda sicakliinda muhafaza edilir.

Tablo EK-13.2. T. thermophila Kiiltiirizasyonunda ve Transformant Segiminde Kullanilan Antibiyotikler

Antibiyotik (Stok) 1 mligin | 5 mligin
Pen — Strep (10.000 Unite Penisilin — 10 mg 5 ul 25 ul
Streptomisin)
Amfoterisin B (250 ug/ml) 5ul 25 ul

Pozitif Transformant Seciliminde:
(50.000 pg /ml Stok)

Paramomisin (100 ug /ml) 2 ul 10 ul
Paramomisin (300 ug /ml) 6 ul 30 ul
Paramomisin (600 ug /ml) 12 ul 60 ul
Paramomisin (1000 ug /ml) 20 ul 100 pl

EK-14. E. coli Transformasyon Protokolii

a) Hazirlik: Deneyden 6nce su banyosu 42 derece sicakliga getirilir, deney tupleri uygun

sekilde isimlendirilir, hlicrelerin inklibasyonu igin steril LB besiyeri hazir tutulur ve baska

bir inktbator 37 derece sicaklikta hazir tutulur.

b) Protokol: Kompetent hicreler -86’dan ¢ikarilip hemen buza alinir. Buzda 5 dakika

boyunca bekletilen hlcrelere steril ortamda ligasyon urunlerinin tamami aktarilir ve

hiicreler tekrar 30 dakika boyunca buzda bekletilir. Stre sonunda hucreler 2 dakika

boyunca 42 derecede tutulduktan hemen sonra 3 dakika sire ile buzda bekletilerek isi
soku uygulanir. Sok sonrasi hiicrelere 500 ul LB Broth eklenerek 37° C'de 100-120

rom’de ve 30-40 dakika siire ile galkalamali inkiibasyon uygulanir. inkiibasyon sonunda

hicreler 8000 rpm — 3 dakika boyunca santrifiij edilir ve santriflj sonrasi sipernatant,
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tipte 100 ul kalacak sekilde uzaklastirilir. Hiicre peleti tiipte kalan stpernatant ile ¢ozultr
ve oda sicakligindaki antibiyotikli LB Agar tabagina yayilir. Tabaklar 5 dakika

dinlendirildikten 37 derecede gece boyu inkibe edilir.

EK-15. E. coli Hiicrelerinin inkiibasyon islemleri

Klonlama iglemlerinde kullanilan E. coli suslarini kilttrize etmek icin sivi LB Broth
besiyeri ve kati LB Agar besiyerleri kullaniimaktadir. LB Broth besiyeri transformasyon
ve plazmit izolasyonu gibi islemlerde gerekli hlicre sayisina ulasmak icin tercih
edilmektedir. Besiyeri icerisinde Tripton, NaCl ve Yeast Extract bulunmakta ve distile su
ile final hacme getirilen besiyeri otoklavlanarak steril edilmektedir (Tablo 6.5). Ekim
islemleri steril ortamda 0Oze ile gerceklestirimekte ve transforme edilen rekombinant
vektorl iceren transformant hlcrelerde Ampisilin direnci tGzerinden vektorin stabilize
olmasini ve pozitif transformantlarin secilebilmesini saglamak icin, besiyeri icerisine
1:1000 oraninda Ampisilin antibiyotigi eklenmektedir. Yliksek kopya sayili plazmitler icin
genellikle 5 mI'lik gece boyu kultur yeterli oldugu igin genellikle 5 ve 10 mI’lik kiltir ekimi
yapilmaktadir. inkiibasyon maksimum 16 saat siire ile 37 derece sicaklikta calkalamali

olarak gergeklestiriimektedir.

Tablo EK-15.1. LB Broth Besiyeri Igerigi

Kimyasal 500 ml igin:
Tripton 5,0 0r
Yeast Extract 250r
NaCl 25qgr

Transformasyonu gerceklestiriien kompetent hiicrelerde koloni PCR analizi ile
pozitif klon tarayabilmek icin hucreler ayni oranda Ampisilin iceren LB Agar tabaklarina
steril ortamda ekilmekte ve secilen koloniler yine antibiyotik iceren master tabaga
tasinmaktadir. Kolon taramasi master tabaktaki kolonilerden koloni PCR reaksiyonu

yardimiyla gergeklegtiriimektedir.
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EK-16. T. thermophila Vejetatif Biyolistik Silah Transformasyon Protokolii &

Asamalan

DNA’nIn Lineer Hale Getirilmesi

e Her bir transformasyon asamasi i¢in aktarilacak vektérden yaklasik 1-4 ug
kullanilir.

e Genom entegrasyonu igin vektor restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilerek
jelden veya reaksiyon tipinden saflastirilir

o Elde edilen plazmit 2 ug/ul konsantrasyonunda olacak sekilde dH-O ile ¢ozulur.
Altin Partikullerinin Vektor DNA’si ile Birlegtirilmesi

Transforme edilecek vektérin transforme edilebilmesi igin altin ile kaplanmasi

gerekmektedir. Bu iglem igin sirasiyla:

o 4L (4-12 ug) lineer DNA
e 40puL 2.5 M CaCl;
e 16 pL Spermidin

Eklenerek tlpte karigtirilir. Her eklemenin ardindan ~3 saniye vortekslenir. Tum

bilesenler eklendikten sonra, 4°C’de 10 dakika g¢alkalanir.
DNA/altin karigiminin atesleme igin hazirlanmasi:

1. Partiklller, 4 santigrat derecede 10.000 6 saniye santrif(ij edilerek ¢okturdltr ce
supernatant pipetlenerek uzaklastirilir.

2. Altin partikilleri %70’lik 100 uL etanol ile yikanir, hafif spinlenerek sipernatant
uzaklastirilir.
%2100’ltk 100 uL etanol ile yikanir, spin attirilir ve siipernatant uzaklastirihr.

4. 40 uL %100’luk etanol iginde pipetlenerek ¢ozulur.
Her atista bu partikdllerin 10 pl'si makro tutucu Uzerine eklenerek

kullaniimaktadir.
Hiicrelerin Hazirhgi

1. Her bir transformasyon icin 50 ml SPP’de hicre buyutulmelidir.
2. Hucre yogunlugu 2.10° hiicre/ml oldugunda hticreler aglik tamponuyla yikanarak,
50 ml tamponda ac¢hgda alinir.

3. Hducreler az 6 saat agliga alinarak transformasyona hazir hale getirilir.
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4.

2.10° hiicre/ml yogunlugundaki, 50 ml ag hiicreler (veya konjugatif), konik dipli
bir tipte 1100 g’de 3 dakika santrifiij edilerek toplanir
Slpernatant uzaklastirilir ve 500 yl 10 mM Tris-HCI igerisinde ¢ozulur.

6. 4 adet dairesel “Whatmann 50 filtre k&gidi1 4 petri tabaginin (100 mm) her birine

yerlestirilir ve 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) ile nemlendirilir.

7. Hucreler filtre kagidinin ortasindan baglanarak %4’luk kismina kadar yayilir.
Atesleme:
1. Cihazin i¢ yuzeyi %70’lik alkolle temizlenir.

izopropanol igerisinde bir tane 900 PSI rupture disk islatilir.

Rupture disk retining cap icine yerlestirilir ve bu da partikil bombardiman
aparatina monte edilir.

Macrocarrier tutucuya once stopping screen, ardindan da DNA kapl partikulleri
iceren makrotaslyici (asagi bakacak sekilde) yerlestirilir ve kilitteme halkasiyla
saglamlastirilarak tablaya (mikrotasiyici atesleme birimi) monte edilir.

icinde hiicrelerin bulundugu bir 100 mm petri tabagi, kapagdi acik sekilde en alt
seviyeye yerlesgtirilir.

Helyum tankinda 1100 psi basing ayarlanir.

Cihazin Vac tusuna basilir ve 26.5-27 Hg'ye kadar vakum c¢ekilir gekilmez Vac
tusu Hold’a (alt kademe) alinir ve vakum vanasi kapatilir.

Fire tusuna basili tutulup atis gercgeklestirildikten sonrasi fire tusu birakilir.
Hucreleri kurumaktan korumak igin Gzerlerine 1 ml 30 °C 10 mM Tris-HCI eklenir

ve diger ateslemeler bitirilinceye kadar 30 °C’de inklbasyona birakilir.

Secilim:

Transforme edilen a¢ hicreler eger makronukleer transformasyon iginse, hiicreler

hizli bir sekilde 1X SPP biylime besiyerine aktarilir. 5-7 saat toparlanma silrecinin

ardindan 80 pg/ml konsantrasyonuna kadar Paramomisin baskisi kurulabilir ve 1ug/mi

CdCl, indUklemesi yapilir

EK-17. T. thermophila Konjugatif Biyolistik Silah Transformasyon Protokolii ve

Transformant Segilimi

Calismada kullanilan ve yiksek kopya sayili rDNA vektoérlerinden biri olan pIGF

vektorlerinin organizmaya transforme edilebilmesi icin tip olarak fakli cinsiyette 2
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hicrenin aclik stresine maruz birakilarak konjugasyona baslamalari ve bu sirecin 7,5-
8’inci saatlerine denk gelen zaman diliminde yeni MAC’In olustugu evrede
transformasyonun gercgeklestiriimesi sarttir. Bu amagla iki farkli tip (6rnegin CU427 ve
Cu428 irklar) T. thermophila htcreleri 50 ml SPP besiyerine ekildikten sonra yeterli
hiicre yogunluguna ulasmalari saglanir. inkiibasyon siresinde besiyerine Amfoterisin
antibiyotigi koyulmayarak sadece Pen-Strep ile desteklenir. Hicrelerin gelismesinden
sonra her iki hicre ayri ayri 50 ml 10mM Tris-HCI a¢lik tamponunda ¢ozilerek en az 1
gun olacak sekilde ¢alkalamali olarak inkiibasyona devam edilir. Hiicrelerin mikroskobik
kontrolii yapildiktan sonra her iki hiicreden 5 x 10° sayida hiicre peletlenerek esit
hacimde steril aglik tamponu ile ¢dzUllr ve toplam hacmin en az 5 kati olacak sekilde
flask icerisinde birlestirilir ve hiicreler ¢alkalamasiz olarak inkiibe edilerek konjugasyona
girmeleri saglanir. 4. saatten itibaren birlestirilen hicrelerin mikroskobik takibi yapilarak
%80 konjugatif ¢ift oranina ulasip ulagsmadiklari teyit edilir. E§er konjugasyon orani ¢ok
disukse transformasyona devam edilmez. Yeterli konjugatif cift elde edildiginde,
hicrelerin MAC olusum durumu Hoechst boyamasi ile kontrol edilir. 7.5 saatte olan eski
MAC’In  kayboldugu zaman dilimi yakalandidinda, vejetatif transformasyon
protokoliindeki adimlar aynen takip edilerek transformasyon gerceklestirimektedir.

Transformasyonda kullanilan vektér miktari ise 2-4 ug olacak sekilde ayarlanmaktadir.

Transformasyon sonrasi hicreler taze besiyerine aktarilarak inkibasyona devam
edilir. ilk antibiyotik baskisi konjugasyonun bittigi 13-14’lincli saate ulasildikran sonra
100 pg/ml Paramomisin antibiyotiginin eklenmesi ile kurulur. Daha sonraki glnlerde
hicreler taze besiyerine aktarilarak 300-600 pg/ml Paramomisin konsantrasyonuna
ulasilir ve bu evrede canli kalan hicreler pozitif transformant olarak belirlenerek

stoklanir.

EK-18. Hsp70.2 Promotoru Isi Soku indiikleme Protokolii

a) Indlkleme igin kullanilacak sicakliga (38 derece) uygun cihaz hazir hale
getirilerek gerekli miktarda SPP besiyerinin bu ortamda 38 derecede Isitiimasi
saglanir.

b) Sayimi yapilan kalttrler 50’lik falkon tlplere aktarilir. Swing Rotor tercihli olarak
uygun rcfte (1200-1300, 3 dk.) ¢oktlruldikten sonra, eger dis ortam deneyleri

yapilacak ise supernatant saklanir, geriye kalan peletlerin tzerine kilttrle ayni
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hacimde sicak besiyeri aktarildiktan sonra lGzerlerine gerekli antibiyotik takviyesi
yapilarak hicreler ¢ézulir (steril ortamda yapilmasi 6nemlidir).

c) indikleme zamana bagl olarak yapilacaksa, hiicreler steril erlenlere veya bir
onceki kultlr erlenine aktarildiktan sonra calkalamali veya c¢alkalamasiz olarak
belirtilen sicaklkta indiklenir.

d) istenilen calismada ihtiya¢c duyulan miktarda hiicreler steril sartlarda pipetle
transfer edildikten sonra tekrar santriflijlenerek tercihen 1 veya 2 kez aclik
tamponu (10 mM Tris) ile yikanir. Bu hicrelerden istenirse sayim igin érnek
alindiktan sonra tekrar bir peletleme igslemi sonrasi hicreler -86’da muhafaza

edilmelidir.

indilkkleme Asamasinda Ornek Toplama: Hsp70.2 promotorunun indiiklemesi
asamasinda protein ve DNA analizleri icin O.saat (indikleme oOncesi), 3.saat, 6.saat,
12.saat ve 24.saat (indukleme sonrasi) hucre drnekleri toplanmigtir (Genomik DNA ve

RNA icin: 2ml, Protein igin: 5-10 ml (hlicre yogunluguna gore)).

EK-19. Hsp70.2 Isi Soku indiiklemesi Sonrasi Hiicrelerde Normal inkiibasyon

Asamasi (Recovery — Isi Sokunun Sonlandiriimasi)

Hsp70.2 promotorlu kaset iceren transformantlarda 38 derece is1 sokunu takiben
translasyonun devami ve is1 gsokunun sonlandiriimasi igin bir normal inkiibasyon —
recovery asamasl uygulanmaktadir. Buna gore, 1si soku ile indiklenen hucreler steril
flasklara aktarildiktan sonra hicreler 30 derecede 120 rpm calkalamali olarak normal
inkiibasyon ortamina alinarak deneye goére 3, 6, veya 12 saat sire ile inkiibasyona

devam edilir.

EK-20. pIGF Vektorlerini igeren Pozitif Transformantlarda MTT1 Promotorunun

indiiklenmesi ve Hiicre Orneklerini Toplanmasi

Ekstrakromozomal pIGF vektorlerinin transforme edildigi hicrelerde vektorlerde
yer alan MTT1 promotorunun indiklenmesi sonrasi RNA ve protein analizleri igin drnek

alinmasi gereklidir. Bu amacla, MTT1 promotorunun indiiklemesi icin hlcre buytltme
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protokolline goére ekimi yapilan (calisma icin 15 ml petride buydtilen transformant
hicreler kullaniimistir) transformantlarin besiyeri ortamina finalde 2 ug/ml olacak sekilde
CdCl; soltsyonu (filtre edilmis — steril) eklemesi yapildiktan sonra hicrelerden 6, 12, 24
ve 48 saatlere ait 6rnek alinmistir. RNA icin hiicre yogunlugu goézle takip edilerek 2’ser
ml érnek alinmis olup, protein érneklerinde her bir grubun hicre sayisi thoma lami ile
sayllarak 3x10°8 hiicreye denk gelecek sekilde hicreler santrifiijlendikten sonra pelet 1ml

2X SDS boyasi ile ¢ozilerek kaynatiimis ve -20’de muhafaza edilmisgtir.

EK-21. Genomik DNA izolasyonu

Transformasyon sonrasi elde edilen hiicrelerde PCR analizi gerceklestirebilmek
igin ticari kit ile genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Buna gore izolasyonlarda
Wizard A1120 kit (Promega) kullaniimis olup protokol olarak bitki hiicrelerine uygulanan
protokol sirasi takip edilmistir. Her bir izolasyon icin logaritmik fazdan yaklasik 1,5 ml
hlcre yeterli gelmekte olup, izolasyonun en son asamasi olan rehidrasyon islemi +4

derecede gece boyu gergeklestirilmistir.

EK-22. Toplam RNA izolasyonu

indiklenen transformant hiicrelerden toplam RNA izolasyonu igin ticari kit
kullaniimistir (MN- Nucleospin 740955.10). Buna goére her bir deney grubundan RNA

izolasyonu icin toplanan pelet ornekleri kit protokolliindeki kultlir_hicreleri ve doku

ornekleri icin dnerilen izolasyon protokolu takip edilmistir. Protokol icerisinde kolonda

DNaz uygulamasi bulunmaktadir. Kolon bench saflastirmasina dayanan protokolin en
son asamasinda RNA ornekleri RNaz icermeyen su ile eluge edildikten sonra
spektrofotometrik olarak oOlcllerek miktar tayini yapiimis ve drnekler -86’da muhafaza

edilmistir.
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EK-23. T. thermophila ’da Toplam RNA Orneklerinden Ticari Kit Yardimiyla cDNA

Havuzu Olusturulmasi

Calismada toplam RNA izolasyonu ile elde edilen toplam RNA 6rneklerinden ticari
kit yardimi ile cDNA havuzu olusturulmustur (Thermo RevertAid cDNA-K1621). Buna
g6re her bir RNA 6érneginden Toplam 2000 ng kullanilarak asagidaki akis takip edilmigtir:

+ Toplam RNA : 2 pl (2000 ng)
+dH,0: 9l
+dt18: 1l

+ 5% Reaksiyon Tamponu: 4 pl
=+ 70°C -5 dk. = + Riboniikleaz inhibitér: 1 |l —— 379°C -5 dk.
+10 mM dNTP: 2 pl l

+ Reverse Transkriptaz,
Enzim: 1pl

42 °C - 60 dk.
70°C -10 dk.

Sekil EK-24.1. cDNA Sentez Reaksiyonu

Elde edilen cDNA &rnekleri 1/10 dilige edilerek PCR reaksiyonlarinda kalip

olarak kullaniimistir. Ana cDNA stogu ise -20'de muhafaza edilmistir.

EK-24. T. thermophila Hiicrelerinden T100B Tamponu ile Protein izolasyonu

Genom entegrasyon vektorlerinin transforme edildigi B10, H3 ve D1 klonlarinda
native sartlarda protein izolasyonunu gergeklestirebilmek icin T100B ile izolasyon tercih
edilmistir. Buna gore, her bir deney grubu i¢in 1100 g’de 4 dakika boyunca swing rotor
kullanilarak santriflijle hicre érnegi toplanmistir. Elde edilen peletler 1’er kez aclik
tamponu 10mM Tris (pH 6.7) ile yikanarak tekrar santrifiljlenmis ve hilcrelerden
supernatant uzaklagtirilarak protein izolasyonuna hazir hale getirilmistir. 25 milyon hticre

icin 3 ml tampon kullanilacak sekilde T100B tamponu uygulanmistir (Tablo Ek-24.1).

Tablo EK-24.1. T100B Protein izolasyon Tampon Igerigi (1ml igin)

5M NacCl 30 pl
100mM Tris-HCI 250 pl
Triton X-100 10 ul
100 mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl fliioride) 20 pl
5X Proteaz inhibitér Kokteyli (Roche — 04693159001) 200 pl
Distile su 490 ul
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Triton-X100’Un kopuk olusturmasi ve PMSF’in suda ¢cabuk bozulmasi nedeni ile
tampona en son PMSF eklemesi yapiimaktadir. Elde edilen tampon +4 derecede
muhafaza edilmekte ve izolasyondan 6nce taze hazirlanmaktadir. Hicrelere tampon
hesabina goére aktarilan T100B sonrasi buzda 15 dakika silre ile inkibasyon
uygulanmakta ve ara ara pipetleme ile homojenizasyon saglanmaktadir. Elde edilen
homojenat sogutmali santriflijde +4 derece sicaklikta 14.000 rpm’de 10 dakika slreyle
santrifujlenmekte ve elde edilen stipernatant érnekleri toplanmaktadir. Bu sipernatant
grubu ¢ézindr toplam proteini temsil etmekte olup, tlpte kalan pelet kisim ¢ozunur
olmayan proteinler ve yapilari icermektedir. Her iki 6rnek de aliquat edildikten sonra 2X
SDS yukleme boyasi ile karistirilip analizlerde kullaniimistir. Calisma kapsaminda
supernatant érneklerine ayni zamanda T100 tamponu ile karistirilarak Ni-NTA afinitik
saflastirma da uygulanmigtir. 2X SDS yukleme tamponu ile karistirilip kaynatilan

proteinler -20 derecede, aliquat edilen native proteinler -86’da muhafaza edilmektedir.

EK-25. Toplam Protein Orneklerinde Bench Ni-NTA Afinitik Saflagtirma Protokolii

pNeo4 vektorlu pozitif transformantlardan T100B izolasyonu ile elde edilen toplam
protein (sUpernatant ve pelet) o6rneklerindeki 6xHisttidin takisi iceren proteinleri
saflastirabilmek icin Ni-NTA (nikel kapl agaroz boncuklari) saflastirmasi uygulanmigtir.
Buna gére T100B’den elde edilen protein gruplari dondurulmaksizin hemen Ni-NTA
boncuklari ile muamele edilmistir. Saflastirma icin kullanilan boncuklar ticari kite ait olup
(Qiagen-30210) ilgili protokolde 4ml lizata (proteine) 1 ml %50 slurry boncuk
kullaniimasini énermektedir. Her bir érnek icin hesaplanan miktarda alinan %50 slurry
Ni-NTA boncuklari 13.000 rpm 1 dakika sure ile santrifijlenerek alkolden uzaklastirilir.
Kalan boncuklarin Gzerine protein drnekleri eklendikten sonra +4 derece sicaklikta 1 saat
veya gece boyu hafif calkalamali inkiibasyon gerceklestirilir (Bu calismada aksi
belirtimedikge 1 saat sire ile inkiibasyon uygulanmistir). inkiibasyon asamasindan
sonra boncuklara tutunan proteinlerin yikama ve elusyonu asagidaki tamponlar

kullanilarak gercgeklestirilir:

i Yikama Tamponu (1I1t) | Elisyon Tamponu (11t)
K I
imyasallar (pH: 8.0) e
50 mM NaH2PO4
(mW 137.99 g/mol) 2 elile) 6.90 gr
300 mM NaCl
(mW 58.44 g/mol) 17.54 gr 17.54 gr
imidazol (mW 68.08 g/mol) 1.36 g (20mM) 17.00 gr {250 mM)
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Uygulamadan énce tamponlarin sicakliginin +4 derece olarak ayarlanmasi ve pH
degerlerine dikkat edilmesi gerekmektedir. Buna goére, Ni-NTA boncuklari ile inkiibe
edilen ornekler ilk asamada gravite kolonlarina aktarilarak baglanmayan proteinlerin
uzaklasmasi saglanir (Flow through- FT). Kalan boncuklar 2 kez 4 ml yilkama tamponu
ile yikanir ve gravite ile kolondan uzaklastiriimasi saglanarak toplanir (Wash- Yikama
Ornekleri /zayif tutulan proteinler- W). Yikamalarin sonunda bagli proteinlerin eliie
edilerek kolondan ayrilmasi i¢in 4 kez 0,5 ml elisyon tamponu ile muamele edilir ve elde
edilen her bir elisyon 6rnegdi saklanarak afinitik saflastirma tamamlanir. Alternatif olarak
elisyon asamasi betamerkaptoethanol iceren 2X SDS yukleme boyasi ile boncuklarin

muamele edilmesi yoluyla da gerceklestirilebilmektedir.

EK-26. Ni-NTA Hazir Kolon Sistemi ile Afinitik Protein Saflastiriimasi (Biorad
Nuvia & NGC Sistemi)

Rekombinant proteine eklenmis olan 6xHistidin takisini hedef alan Nikel afinite
kolonu yardimi ile hedef rekombinant protein yapilarinin yiksek saflikta saflastiriimasi
icin Biorad Nuvia Nikel Afinite Kolonu (5ml) NGC kromatografi cihazi ile birlikte
kullaniimistir. Bu sistem bench saflastirmaya gére pik analizi imkani verdiginden elde
edilecek ellsyonlarda toplanacak saf protein havuzu ile analizlerinin daha tutarl
gerceklestiriimesi saglanabilmektedir. Bunun amagla, cam tlp stogunda canli olarak
muhafaza edilen Hsp70-HGH kasetini iceren B10 pozitif klonundan 50 ml SPP besiyerine
ekim yapilmis ve Ek-1'de yer alan hicre blyltme protokoliine gére bayutiimustir. Elde
edilen kultariin tamami Ek-19’de yer alan is1 soku indikleme protokoliine gére 3 saat
sure ile indUklendikten sonra kultirde bulunan hicrelerin tamami santrifUjlenmis ve
(yaklasik 28 x 108 hlicre-50ml) T100B protokolline gore protein izolasyonu uygulanmistir.
Saflastirma igleminin yikama asamasi 50 mM Fosfat tamponu ile yapilmig, elisyon ise
500 mM imidazol igeren 50 mM fosfat tamponu kullanilarak tamamlanmis ve kolondan
cikan oOrnekler 1ml/fraksiyon olacak sekilde ayri tiplere toplanmis ve saklanmistir.
Saflastirma igin NGC cihazinda takip edilen ve kolon prosedurine gore 6nerilen program

su sekildedir:
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ChromLab™ Method Report-  IMAC HGH

Created: 2/26/2016 2:16 PM Fluidic Scher

Last Modified: 2/26/2016 2:16 PM Pump Head:

Project: Examples/Serkan IMAC
Technique: Affinity

Method Notes:

Fraction Collection

Control Flow Rater

pH Monitoring:

NGC Quest Plus
F10

me:

Yes
No

Rack Type: F1(12-13 mm x 100 mm tubes) Start Tube: Al
Collection Pattern:  Serpentine Fraction Size: 1.0ml
Buffer Selection
Inlet A: Buffer A
Inlet B: Buffer B
Columns
Position Name Volume Max Pre Column Max Delta Column Default Flow Max Flow Rate
Pressure Pressure Rate
N/A Nuvia IMAC Ni-Charged, 5 ml 4.99 ml 44 psi 44 psi 7 ml/min 20 ml/min
UV Detector
Wavelengths: 215 nm, 255 nm, 280 nm, 495 nm
Gradient Graph
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Sekil EK-26.1. Ni-NTA Kolon Kromatografisi Saflastirma Protokolli

EK-27. Dig Ortam Besiyeri Orneklerinin Toplanmasi ve Konsantre Edilmesi

Asamalan

Dis ortam protein &rneklerinin konsantrasyon asamalari Amicon 10 kDa
ultrafiltrasyon tupleri kullanilarak gergeklestirilmistir (Amicon Ultra 10K — 10,000
MWCO). Bu sistemde 10 kDa ve Uzeri proteinleri filire Gzerinde tutularak santrifiij etkisi
ile sivinin uzaklastirimasi saglanmakta ve érnek hacmi 200-250 pl hacme konsantre
edilmektedir. Deneyde her bir dig ortam igin filtre kapasitesi olan 15 ml 6rnegdin tamami
kullanilarak konsantrasyon gercgeklestiriimis ve tim santriflj asamalari Swing Rotor
kullanilarak +4 derecede sogutmali santrifijde gerceklestirilerek 45 dakika slre ile
uygulanmistir. Deneyde aksi belirtimedikgce her bir dis ortam &6rnegi icin 5X PIC
soliusyonundan 1X final hacim olacak sekilde Proteaz inhibitdér kokteyl sollisyonu

eklenerek konsantrasyon agsamasindaki olasi proteaz aktivitesi en aza indirilmistir (PIC:

Roche — 000000004693159001).
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EK-28. Glisin-SDS PAGE Protokolii

Calismada kullanilan SDS jelleri icin %12 Ayirma ve %5 Paketleme

konsantrasyonu iceren Glisin SDS jelleri hazirlanmistir. Buna goére kullanilan tablo su

sekildedir:
. dH20 Akrilamid / Bis Jel Tamponu %10 w/v SDS
Yuzde
(ml) (ml) (ml) (ml)
5% 5.7 1.7 2.5 0.1
12 % 3.4 4.0 2.5 0.1

Ayirma Jel Tamponu: 1,5 M Tris HCI — pH 8.8
Paketleme Jel tamponu: 0.5 M Tris-HCI| — pH 6.8

Ornek yukleme asamasinda, érneklere, rnek hacmiyle esit miktarda 2X Laemmli
boyas! (beta-mercaptoethanol igeren) eklendikten sonra 10 dakika 95 °C’de kaynatma
uygulanmaktadir. YlUritme asamasi paketleme jeli icin sabit 40V, ayirma jeli igin 80V
olarak uygulanmaktadir. Orneklerin yiriitme islemi tamamlandiktan sonra protein jelleri
1 saat Comassie Blue boyasi (Page Blue- Kat N0:24620) ile boyamaya alinir. Boyama

sonrasi jeller dH-0 ile yikandiktan sonra destain edilerek goruntilenmektedir.

EK-29. Western Blot Protokolii ve Tamponlari

Western Blot icin Transfer Asamasi:

e Transfer asamasi igin Comassie boyamasi yapilmamis jeller distile su ile
yikanarak tampon ve SDS’den uzaklastirilir. Yikanan jel taze hazirlanmis Towbin
tamponu icerisine alinarak 30 dakika muamele edilir.

e Buesnada jelin sisme pay! hesaplanarak transferde kullanilacak PVDF membran
kesilir Bu galismada tim transfer islemleri Millipore PSQ 0,45 um membran ile
gerceklestiriimistir. Membran protokolline gore jel boyutunda kesilen membran
15 saniye %100 metanol ile aktive edildikten sonra 15 dakika Towbin

tamponunda inkibe edilir.
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o Bekleme siresinde 4 adet Whatman kagidi membran ile ayni boyutta kesilir.
Towbin tamponu ile islatilan kagitlar transfer cihazinda 6énce 2 adet alt kisma
koyulduktan sonra (rulo ile hava kabarcigi alinir) Gzerine membran yerlestirilir ve
membran (zerine transfer edilecek jel hizalanir. Ust kisim 2 adet 1slak Whatman
ile kapatilir ve tim asamalarda hava kabarcigi giderilerek sandvig olusturulur.

e Transfer islemi Biorad Turbo Blotter manuel program ile 25V, 0,2A, 35 dakika
sure ile volt sabit olarak gerceklestirilir.

e Transfer sonunda membran ve jel ayrilarak transfer edilen jel Comassie boyama

ile boyanarak transfer kalitesi kontrol edilebilir.
Bloklama Asamasi:

e Membran bloklamasi igin %0,1 25 mlI TBS-T + igerisine 5 %’ yagsiz sit tozu (v/w)
ilave edilerek oda sicakhdinda 1 saat veya gece boyu +4 derecede hafif

calkalamali bloklama yapllir.
1.cil Antikor Uygulamasi:

e Bloklama sonrasi %0,1 500 ml TBS-T solisyonu (Tween- 20) ile membran
Toplam 5 kez 5’er dakika sure ile galkalamali olarak yikanir.

e Yikama sonrasi: 20 ml TBST + %0,1 iceren tampona 1.cil antikor eklenerek 1
saat oda sicakhiginda veya gece boyu +4 derecede hafif galkalamali olarak

inkUibe edilir.
2.cil antikor uygulamasi:

e 1.cil antikor inklibasyonu sonrasi membrandan baglanmayan antikorlar %0,1
TBS-T tamponu ile 5 ‘er kez 5 dakika stre ile yikanarak uzaklastirilir.
e Yikama sonrasi membran yine %0,1 TBS-T igerisine ikincil antikor eklenerek 1

saat oda sicakliginda inkibe edilir.
Goriintileme:

e 2.cil antikor uygulanan membran 2 kez TBS-T, 3 kez TBS tamponu ile
yikandiktan sonra o©nceden oda sicakligina getirilmis TMB solusyonu ile
muamele edilir. 15 dakikalik inkubasyon suresinin ardindan membran distile su

ile yikanip fotograflanir.

Western Blot i¢in gerekli olan tamponlarin igerikleri su sekildedir:
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Towbin (Transfer Tamponu): 200 ml icin — Tris: 0,303 gr, Glisin: 2,880 gr, Metanol: 40ml,
DH20: 160 ml

10X — TBS: 1lticin: 60,6 gr Tris, 87,6 gr NaCl

1X — TBST: 1/10 diluge edilen TBS tamponu igerisine %0,1 v/v Tween 20 eklenir.

EK-30. Sentetik Urettirilen hGH Kaset Dizisi

>pTtGH716_Sentetik

GGTTACARGARGEITCTGETCACCACCACCACCACCACCACCACCACCAC B CORUGREGAEAR

ITTCCCTACTATTCCTTTATCTAGATTATTCGACAACGCTATGTTAAGAGCTCACAGATTACAC

CAATTAGCTTTCGACACTTACCAAGAATTCGAAGAAGCTTACATTCCTAAAGAACAAAAATACT

CTTTCTTACAAAACCCTCAAACTTCTTTATGCTTCTCTGAATCTATTCCTACTCCTTCTAACAG

AGAAGAAACTCAACAAAAATCTAACTTAGAATTATTAAGAATTTCTTTATTATTAATTCAATCT

TGGTTAGAACCTGTTCAATTCTTAAGATCTGTTTTCGCTAACTCTTTAGTTTACGGTGCTTCTG

ACTCTAACGTTTACGACTTATTAAAAGACTTAGAAGAAGGTATTCAAACTTTAATGGGTAGATT

AGAAGACGGTTCTCCTAGAACTGGTCAAATTTTCAAACAAACTTACTCTAAATTCGACACTAAC

TCTCACAACGACGACGCTTTATTAAAAAACTACGGTTTATTATACTGCTTCAGAAAAGACATGG

ACAAAGTTGAAACTTTCTTAAGAATTGTTCAATGCAGATCTGTTGAAGGTTCTTGCGGTTTC.

Ui c). (elelelelelelele)

i8I - hEH E:R'Sinyal — 10xHistidin — EffefoKinazIKesimIBoIges| —Biiyiime Hormonu
Gen Dizisi (Kodon Optimize) — EXISIOpIGIGA) — Fsel

EK-31. Kodon Optimize Biyiime Hormonu Translasyon Dizisinin Protein ile
Dikey Hizalama Kontrolii

sp|P01241 | MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSAFPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEA
Codon Opt Transl. MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSAFPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEA

Kok ok ok kkkkkkkkkhkkk kA kkkkkhkk kX Kk kkokkkkk k& Kk okokkkk k& kK kkokkkxx*kkk*
sp|P01241 | YIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPTPSNREETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLR
Codon Opt Transl. YIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLR

Kokokkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkhkkk kK kkokkkkk k& Kk kokkkkk k&K kkkkkxxxkkkk
sp|P01241 | SVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKEFDTNSHNDD
Codon Opt Transl. SVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKEDTNSHNDD

Ak hhkhkh A hhkhkhhkhh Ak hkhhkdkrhhkhkhhkhhrhkrhhkrhkhkhkhdkhkhkrhkkhkhhkrhkxhkhkkxkkxk*k
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splP01241|

ALLKNYGLLYCEFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

Codon Opt Transl. ALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

khkhkhkkhkhkhkhhkkhhkhAkhrkhhkhkkhhhhrkhkhkhkkhhkhhkrkhhkkhkxkx

EK-32. pUC19 Vektorii igerisinde Temin Edilen Sentetik Dizinin Dizi Analizi

Bilgisi ve Kaset Dizisinin Kargilastiriimasi

CLUSTAL 0O(1.2.4)

hGH Sentetik
HGH KasetDizi

hGH Sentetik
HGH KasetDizi

hGH Sentetik
HGH KasetDizi

hGH Sentetik

HGH KasetDizi

hGH_Sentetik

HGH KasetDizi

hGH Sentetik

HGH KasetDizi

hGH Sentetik
HGH KasetDizi

hGH Sentetik
HGH KasetDizi

hGH Sentetik
HGH KasetDizi

hGH Sentetik

HGH KasetDizi

hGH_ Sentetik

HGH KasetDizi

hGH Sentetik

multiple sequence alignment

TCAGCTTGCATGCAGGCCTCTGCAGTCGACGGGCCCGGGATCCGATCCAAATTTGGCCAA
————————————————————————————————————————————————————— TGGCCAA

*kk Kk Kk kK
TGGCTACTGGTTCTAGAACTTCTTTATTATTAGCTTTCGGTTTATTATGCTTACCTTGGT
TGGCTACTGGTTCTAGAACTTCTTTATTATTAGCTTTCGGTTTATTATGCTTACCTTGGT
KA AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A A AR A X kK
TACAAGAAGGTTCTGCTCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACGACGACGACGACA
TACAAGAAGGTTCTGCTCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACGACGACGACGACA
KA AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A A A A A A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR A AR AR A X kK
AATTCCCTACTATTCCTTTATCTAGATTATTCGACAACGCTATGTTAAGAGCTCACAGAT
AATTCCCTACTATTCCTTTATCTAGATTATTCGACAACGCTATGTTAAGAGCTCACAGAT
KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A ARk Ak Xk k
TACACCAATTAGCTTTCGACACTTACCAAGAATTCGAAGAAGCTTACATTCCTAAAGAAC
TACACCAATTAGCTTTCGACACTTACCAAGAATTCGAAGAAGCTTACATTCCTAAAGAAC
R R I b I b b I b b b b b b b 2 b b b S b b b b b b b b b b b I b S b 2b b 2b b b b b b b b 2 b 2b b b b db b 2 b 2 4
AAAAATACTCTTTCTTACAAAACCCTCAAACTTCTTTATGCTTCTCTGAATCTATTCCTA
AAAAATACTCTTTCTTACAAAACCCTCAAACTTCTTTATGCTTCTCTGAATCTATTCCTA
kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhhkhkhkkhhkkhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhkhhkhkhkrhkrhkrkhkrkhkrhkhkxkxk
CTCCTTCTAACAGAGAAGAAACTCAACAAAAATCTAACTTAGAATTATTAAGAATTTCTT
CTCCTTCTAACAGAGAAGAAACTCAACAAAAATCTAACTTAGAATTATTAAGAATTTCTT
kAhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhhkkhhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhkhhkrhhhhhkhrhkhhkhhkhhkrrkrrkrkhkrrkrxrkrxkxx*x
TATTATTAATTCAATCTTGGTTAGAACCTGTTCAATTCTTAAGATCTGTTTTCGCTAACT
TATTATTAATTCAATCTTGGTTAGAACCTGTTCAATTCTTAAGATCTGTTTTCGCTAACT
R R S b I b b S b b S S SE I Sb b S SR e S I I S e S b I 2h b S Sb e Sb b b 2b S 2b b Sb b S Ib S 2b S Sb J Sb b I Sh b S 3
CTTTAGTTTACGGTGCTTCTGACTCTAACGTTTACGACTTATTAAAAGACTTAGAAGAAG
CTTTAGTTTACGGTGCTTCTGACTCTAACGTTTACGACTTATTAAAAGACTTAGAAGAAG
R R e S b I b e Sb b b S S Sh I Sb b S SR e S I b S S b I 2h b S db I Sb b I 2b S 2b I Sb b Sh 2b S 2b S Sb b Sb b I 2h b S 3
GTATTCAAACTTTAATGGGTAGATTAGAAGACGGTTCTCCTAGAACTGGTCAAATTTTCA
GTATTCAAACTTTAATGGGTAGATTAGAAGACGGTTCTCCTAGAACTGGTCAAATTTTCA
R R S b I b e Sb b b S I SE I Sb b S SR e S I b Sb S b I 2h b S db I Sb b b 2b S 2b I Sb dh S b e 2 2b S Sb b Sb b I 2h b S Y
AACAAACTTACTCTAAATTCGACACTAACTCTCACAACGACGACGCTTTATTAAAAAACT
AACAAACTTACTCTAAATTCGACACTAACTCTCACAACGACGACGCTTTATTAAAAAACT

KA R A A A A AR A AR A A A AR A I A A A A IR A R AR A A I A A NI A A A A A A A A AR A A A A A kA Ak ko kK

ACGGTTTATTATACTGCTTCAGAAAAGACATGGACAAAGTTGAAACTTTCTTAAGAATTG
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HGH KasetDizi ACGGTTTATTATACTGCTTCAGAAAAGACATGGACAAAGTTGAAACTTTCTTAAGAATTG

Ak hkhk Ak hkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkrhhkhkhkhhAhkhkrhkhhkhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrxhkkhkxkkxk*x

hGH Sentetik TTCAATGCAGATCTGTTGAAGGTTCTTGCGGTTTCTGATGAGGCCGGCCCCAAATTATCT
HGH KasetDizi TTCAATGCAGATCTGTTGAAGGTTCTTGCGGTTTCTGATGAGGCCGGCC-——————————

KA KA A A A KA AR A AR A A A AR A AR A A A IR A I AR A A A AR A A A A A A A A A Ak kK

hGH Sentetik AGATGCATTCGCGAGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGAC
HGH KasetDizi —-————-—-——-———-————— -
hGH Sentetik TGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGC
HGH KasetDizi —---—-—--—-—————— -
hGH Sentetik TGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAAT
HGH KasetDizi ———-—————-——-—————————— -
hGH Sentetik GCGAATGCGCCTGATGCGTATTTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACG

HGH KasetDizi —------=---————————-m oo

EK-33. Hsp70-1l Heat Shock Promotoru DNA Dizisi

>Hsp70-II Promotor (856bc¢)
TAAATTAAGTGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAACTAAAATTAAACAATTCCTTAA
ATTTATATTGTCAGATATTTTAGCTATGTAATTTGCAAGCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATA
AAACTAAAAAATATTCATTATATAATTAAAAAAGGAACTTTTAAACAAAATATCTTAATTTCTATATTA
ATTTATTAATTATTTACTTTAAAGAAAAAGAGAAAACTTCTAAATCAAATTAATTTTAATAGAAGTTTT
TAATCTATCTAAATAGTAATAATTGTTATATTTGAATAATATAAATTTATCAATAAATAAATACATTTT
AGCAAAATATTTATTTTTATATTTCTGCTGATAATTAAGTGAGTGTTATAGCTAATTTTTTAATTTTAA
AATATTTTTAAAAAAATTTGGTTGTTTGGTTTGTGATAGATAATTAATTATTTGTAAGTTTTAGTTTAT
AATCAATTTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGATTTTTTAATCTTTCCTTTTTCTTATTTGCT
ATTAATAATCAATTTATTCATAAAGGATATTTAATAATTTAGAAACAATTTACTGATTTCTAAAATTCT
TTTGTTATTAAAAAATACACTTCAAATTAAAAAAAATAAAATTTCCAACAATTCTATCAGAAATTTTTT
TCGCTTTAAACAGCTAAAAAGAAATTTGATCAAAAATAAATAATCAATTAATTCAAAAAAACAAAAAAA
ACACTCTCAACAAAAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATAATTAAAAAAGTTTACAAAAATGTCTGG
AAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTATT

ATG igeren Hipotetik IRES & Kozak Dizisi

EK-34. Rekombinant insan Biiyiime Hormonu Biiyiime Kaset Yapisi ve

Elemanlarin Dizi Bilgileri

Primer giftleri ile sentetik dizi lizerinden Uretilen rekombinant hGH Uretim kasetinin

yapisi su sekildedir:
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Xhol Mscl Fsel

v v Vv

Hsp70(-)

insan Bilyiime Hormonu Rekombinant Uretim Kaseti

Rekombinant Kaset DNA Dizisi:

>RekombinantKaset

=
=
Q
Q
Q
=
>
Q
—
)
=
=
Q
Q
=
=
H
)
=]
Q
=]

AGATTATTCGACAACGCTATGTTAAGAGCTCACAGATTACACCAATTAGCTTTCGACACTTACCAAGAATTCGAAGAA
GCTTACATTCCTAAAGAACAAAAATACTCTTTCTTACAAAACCCTCAAACTTCTTTATGCTTCTCTGAATCTATTCCT
ACTCCTTCTAACAGAGAAGAAACTCAACAAAAATCTAACTTAGAATTATTAAGAATTTCTTTATTATTAATTCAATCT
TGGTTAGAACCTGTTCAATTCTTAAGATCTGTTTTCGCTAACTCTTTAGTTTACGGTGCTTCTGACTCTAACGTTTAC
GACTTATTAAAAGACTTAGAAGAAGGTATTCAAACTTTAATGGGTAGATTAGAAGACGGTTCTCCTAGAACTGGTCAA
ATTTTCAAACAAACTTACTCTAAATTCGACACTAACTCTCACAACGACGACGCTTTATTAAAAAACTACGGTTTATTA
TACTGCTTCAGAAAAGACATGGACAAAGTTGAAACTTTCTTAAGAATTGTTCAATGCAGATCTGTTGAAGGTTCTTGC

cerrTccaccaccaccaccaccaciiiiiEEICEEEes

®BSY - Hop70(minus) - MEEH - hGH E.R Sinyal - hcH DNa - exiist - [N
- Fsel

EK-35. Genom Entegrasyon Vektori pNeo4-Hsp70.2(minus)-MTT Vektor Yapisi
ve Dizisi
> pNeo4-Hsp70(minus)-MTT

GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCA
TGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCC
TTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAG
ATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAG
AACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGC
AACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATG
GCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGA
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TCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGG
AGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTAT
TAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCAC
TTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCA
TTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATG
AACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATA
TACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCA
AAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTT
TTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGC
TACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGT
TAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCA
GTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGG
GGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA
GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGG
AGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGT
GATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGC
CTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGC
CTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCA
ACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTG
GAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACT
AAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCG
ATATACAATTTATTTCTAAAAAATATTTAAAAATAAAAAATAATAAGGGTTTTGAATAACTCCTTTAATTTAAATACA
CATTTTTAAATTTTTTTTAGCTCTTTAAATATTCATAAAAATAAAAAATAACTAACTAAAAATAAATAAAAAGATAAT
AATGATTAAAGGTATAATACTGAATAAGAAAAAACATAATAGAGTACTTATTTTTTATATCACTATTTTTAATATCTT
GAAAGCAAAACTTTTTTATATATCTTAAAATATATTGTATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTAAATTTCAAATATATT
GATAAAAAAGATGACATGTTTTTTAAAGAAAACATGAAATATAAAATAGATAAATATCAATTATTTTATTTATTAAAT
ATATAAGCTGCTCAAAACATAGCTCATTCATCAATTATAATATGTGAATCATTAATTTTCAAAATATTACTCATTATT
TAGGCTATCATTTATTTTTTATTTTCAATTATCCGTTTCTATTATATTTTAATATTAAGTTGTGATTCTTGAATTTTG
TGTCATGAATTATTTGTAAATCTTTTTATTTCTGATAAAAAATATAAATTGATTGACTCATGATTTAAATCATGAGTC
AACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAGATGTGATTCTTGAATCTCTCTTGAATATAAAGTAATT
TTTTATATTTCTGATATAATTCTTAGCTACGTGATTCACGATTTATACAATGATCCATATAAAATAATGTAAATAGTG
TATATATATATATTCGTCTTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATAAAGCTCTAATAAAAT

AAATAATAATACTARACTTAAAA T BIGATIGARCARGATCC I ACACEC e T TCTCCCa0CECTTCCGTCCARAG
G ACC A CaC T T CC e CCe TGO TG TEC GRS RIGTEAGH ;A A GCCGGTAGAGACTGGCTICTTTTAGGTGA

AGTCCCCGGTCAAGATCTTCTTTCTTCTCACCTTGCTCCTGCCGAAAAAGTTTCTATCATGGCTGATGCTATGCGTCG

TCTTCATACCCTTGATCCCGCTACCTGCCCTTTCGACCACCAAGCCAAACATCGTATCGAACGTGCTCGTACTCGTAT
GGAAGCCGGTCTTGTCGATCAAGATGATCTTGACGAAGAACATCAAGGTCTTGCCCCTGCCGAACTTTTCGCCAGACT
TAAGGCCCGTATGCCCGACGGTGAAGATCTTGTCGTCACCCATGGTGATGCCTGCTTACCCAATATCATGGTTGAAAA
TGGTCGTTTTTCTGGTTTCATCGACTGTGGTCGTCTTGGTGTCGCCGACCGTTATCAAGATATTGCCTTAGCTACCCG
TGATATTGCTGAAGAACTTGGTGGTGAATGGGCTGACCGTTTCCTTGTCCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCTCA
ACGTATCGCCTTCTATCGTCTTCTTGACGAATTCTTCTGAGATCCTTAAATTAAAAATTCAATATATATTTACAAACT
TTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTT
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EK-36. Calismada Kullanilan Primerler ve Dizileri

Primer ismi 5’—3’Dizi Tg“
FGHSinyal | AAAAAGTTTACAAAATGGCCAATGGCTACTGGTTC 62

FHGH ACAAGAAGGTTCTGCTTTCCCTACTATTCCTTTATCTA 58
FhGHKaset | TGGCCAATGGCTACTGGTTCTAGAACTTC 60
FHSP70-Xhol | AAAACTCGAGTAAATTAAGTGCAAGCAAATCTTA 60
FNeomisin | ATGATTGAACAAGATGGTTTACAC 60
FpIGF-PLA1 | CACGTTTAAACATGAACAAGACTCTCATCTTAGC 60
FPLA1+hGH | GACTAAGACCCCTTCCCTACTATTCC 60
Fsinyal-Pmel | CACGTTTAAACATGGCTACTGGTTCTAGAACTTC 60
RGH6xHistidin | AAGGCCGGCCACCTGGTTCATCAGTGGTGGTGGTGGTGG 50
(RGH6xKaset) | TGGAAACCGCAAGAACCTTCAACAAA

RGHKontrol | GAAACCGCAAGAACCTTCAACAG 58
RHGH-Apal | GTGGGGCCCTCATCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAAACC |
GC
RhGHKaset | GGCCGGCCTCATCAGAAACCGC 58
RHGH-Sinyal | AGGAATAGTAGGGAAAGCAGAACCTTCTTGTAACC 58
RHGHstre AAAGGCCGGCCTCATCATTTTTCGAATTGAGGGTGAGACC | g
P | AGAAACCGCAAGAACCTTCAA

RHSP70 GTAGCCATTGGCCATTTTGTAAACTTTTTTAATTATTTGTTT | 62
RPLA1+hGH | GGAATAGTAGGGAAGGGGTCTTAGTCAACTCTGATG 60
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EK-37. Rekombinant Kaseti iceren pNeo4 —Hsp70.2(minus)-hGH-MTT Vektériiniin

Dizi Analizi Kontrolii

CLUSTAL 0O(1.2.4)

SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi

VektorDizi

61
61
121
121
181
181
241
241
301
301
361
361
421
421
481
481
541
541
601
601
661
661
721
721
781
781
841
841
901
901
961
961
1021
1021
1081
1081

multiple sequence alignment

GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATT

KRR K A A A AR A A A A A A AR A KRR AR A AR A R A I A A KA AN A A A A A A A A A A AR A A A A kA A Ak kK

CAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAA

kA Ak kA hk kA hkhk A hkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkkhkrhkhkhkhhhkhkxkkxkkx*x

GGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A A AR A A AR A A A AR A Xk k

GCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGT

Ak hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhkhAhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkrhkxkkxk

TGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTT

KA A KA AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR A A A AR A X kK

TTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR A A A AR A X kK

TATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGA

kA hkhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhAhhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkhkhhkrkxhkkhkxkkxk*k

ATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR AR A A R A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A Xk k

GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGA

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkhAhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkrkhhkrkhkhkhhkhkhkhkrhkhkrkhhkrkxhhkxhkxk*k

CAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAA

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A AR A AR A A A ARk A Xk k

CTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACA

kA hkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkhkhhhkhkh ko hkhkhkhhkhhkrhhkrkhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkkhkrkhhkrkrhhkxhkxk*k

CCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTA

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A A R A AR AR A AR A A A AR A A A A kA Ak Ak k*

CTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCAC

hhkhkhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrAhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkhkrkhhkrkrhhkrhkxk*k

TTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGC

KA kKA A A A AR A AR A AT AR A AR AR A AR AR A AR A A A A A A A A A Ak A kA Ak hA kA kA Ak kA Ak khkkk k%%

GTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAG

KA A A A AR AR A AR A AT AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA hkkhkkk ko k%

TTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGA

hhkhkhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkhAhhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkkhkrkhhkrkrhhkrhkxk*k

TAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTT

R R i S I b Sb b I Ih S b I Sb S SR e S 2 S S e S b I SE 2 S db I Sb b I Jh e S b b Sb b Sh b b S 2b S Sb e Sb b b Sh b S 3

AGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATA

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhh bk hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhkxhkhkxkkx

ATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAG

kA A hkhhkhkh Ak hk A hhkhkhhkhh Ak hk A hkhkrhdkhhhkhhkdkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkrkhkrhkhkrhkhkxkkxkk*x
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SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi

VektorDizi

1141
1141
1201
1201

SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi

VektorDizi

1321
1321
1381
1381
1441
1441
1501
1501
1561
1561
1621
1621
1681
1681
1741
1741
1801
1801
1861
1861
1921
1921
1981
1981
2041
2041
2101
2101

SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi

VektorDizi

2221
2221
2281
2281
2341
2341
2401
2401

AAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAA

Ak Ak kA hk kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhhkhAhhkrhhhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkkxkkxkkx*x

CAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTT

KA KA AR AR A AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR A A A A A A IR AR A IR A AR A AR A A A A A A Ak kA Ak kK

TTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTICTTCTAGTGTAGC

**********************************************I*************

CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAA

KA KA AR AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AN A A A A A A AR AR AR A A A AR A A A A A A Ak Ak K,k

TCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAA

kA Ak khkhkh Ak kA hkhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhhkhhkrAhkhkrhkhkrhkhhkhhkrhkrhkhkhkhkhrhkkxkk*x

GACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGC

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A A A AR A AR A A AR A A AR A AR AR A X kK

CCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR AR A A AR A AR AR A X kK

GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAA

Ak Ak khkhhk Ak kA hhkhhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhhkhkhhhkhkrhkrhhkrhkhkhkhkhkhkkrxhkxkkxx*x

CAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A A AR A A AR A A A AR A X kK

GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCC

Ak Ak hkhkhhk Ak hk kA hhkhkhhkhhk A hhrkhhkrhkhkhkhhkhhkrhhhkhkhkrhkhkhkhkhkrhkhhkhkxkhkkrkhkxkhkx

TATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTG

KA AR K AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A A AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR Ak kA Ak K,k

CTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTG

kA hkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkhkhkxhkxkkx

AGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A KRR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR Ak kA Ak K,k

AAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAAT

Ak rxhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkrhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhhkhkhhhkhkrhkkhkrhhkrhkhkhkhkhkhkhkxhkxkkxx

GCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATG

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A ARk ARk Ak kK

TGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGT

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR Ak A AR A Ak Ak kA Ak K,k

TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACG

hhkrxhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhk bk hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhkrhkhkxkhkx

cCAAGCHCGEAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCG

******ICGI**************************************************

GCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATACAATTTATTTCTA

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkh kb hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhhkxhkhkxkkx

AAAAATATTTAAAAATAAAAAATAATAAGGGTTTTGAATAACTCCTTTAATTTAAATACA

R R I b b b b b b S b b b I db S S b b S R S SR R S b I Sb b S b S b S S Sb b b Sh b S Sb I Sb db b db S 2b I 2b b S 2b

CATTTTTAAATTTTTTTTAGCTCTTTAAATATTCATAAAAATAAAAAATAACTAACTAAA

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhh bk hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhkxhkhkxkkx

AATAAATAAAAAGATAATAATGATTAAAGGTATAATACTGAATAAGAAAAAACATAATAG

kA Ak kA hk kA hkh A hdhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkkxkk*
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SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
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SekansDizi
VektorDizi
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VektorDizi
SekansDizi
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SekansDizi
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SekansDizi
VektorDizi
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SekansDizi
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SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi

VektorDizi

2461
2461
2521
2521
2581
2581
2641
2641
2701
2701
2761
2761
2821
2821
2881
2881
2941
2941
3001
3001
3061
3061
3121
3121
3181
3181
3241
3241
3301
3301
3361
3361
3421
3421
3481
3481
3541
3541
3601
3601
3661
3661
3721
3721

AGTACTTATTTTTTATATCACTATTTTTAATATCTTGAAAGCAAAACTTTTTTATATATC

Ak Ak kA hk kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhhkhAhhkrhhhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkkxkkxkkx*x

TTAAAATATATTGTATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTAAATTTCAAATATATTGATAAA

KK AR AR A AR A A A A A A AR A AR A A A AR A KA IR A I A AR A A A A A A AR AR AR A A A A Ak A A A X kK

AAAGATGACATGTTTTTTAAAGAAAACATGAAATATAAAATAGATAAATATCAATTATTT

Ak Ak kA hk kA hkhk Ak hkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkhkhkhhhkkxkkxkkx*x

TATTTATTAAATATATAAGCTGCTCAAAACATAGCTCATTCATCAATTATAATATGTGAA

KK AR AR A AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A AR A A A A A A AR A A AR A A A A A A A A Ak kK

TCATTAATTTTCAAAATATTACTCATTATTTAGGCTATCATTTATTTTTTATTTTCAATT

Ak Ak kA hk kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrhkrhkhkhkhhkhkkxkkxkkx*x

ATCCGTTTCTATTATATTTTAATATTAAGTTGTGATTCTTGAATTTTGTGTCATGAATTA

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A AR A A A A A A A Ak A kK

TTTGTAAATCTTTTTATTTCTGATAAAAAATATAAATTGATTGACTCATGATTTAAATCA

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR AR A A AR A AR AR A X kK

TGAGTCAACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAGATGTGATTCTTGA

Ak Ak khkhhk Ak kA hhkhhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhhkhkhhhkhkrhkrhhkrhkhkhkhkhkhkkrxhkxkkxx*x

ATCTCTCTTGAATATAAAGTAATTTTTTATATTTCTGATATAATTCTTAGCTACGTGATT

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A A AR A A AR A A A AR A X kK

CACGATTTATACAATGATCCATATAAAATAATGTAAATAGTGTATATATATATATTCGTC

Ak Ak khkhhk Ak kA hhkhkhhkrhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkhkhkkxkkxkkxx

TTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATAAAGCTCTAATAAAAT

KA AR KE AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A XK

AAATAATAATACTAAACTTAAAATAATGATTGAACAAGATGGTTTACACGCTGGTTCTCC

kA hkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkhkhkxhkxkkx

CGCCGCTTGGGTCGAAAGACTTTTCGGTTATGACTGGGCTCAACAAACCATCGGTTGCTC

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A KRR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR Ak kA Ak K,k

TGATGCCGCCGTCTTCCGTCTTTCTGCTCAAGGTCGTCCTGTTCTTTTCGTCAAGACCGA

Ak rxhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkrhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhhkhkhhhkhkrhkkhkrhhkrhkhkhkhkhkhkhkxhkxkkxx

CCTTTCTGGTGCCCTTAATGAACTTCAAGATGAAGCTGCCCGTCTTTCTTGGCTTGCCAC

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A A AR A A A Ak Ak K,k

CACCGGTGTTCCTTGCGCTGCTGTCCTTGACGTTGTCACTGAAGCCGGTAGAGACTGGCT

KA AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A A A A A A AR Ak kXK

TCTTTTAGGTGAAGTCCCCGGTCAAGATCTTCTTTCTTCTCACCTTGCTCCTGCCGAAAA

hhkrxhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhk bk hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhkrhkhkxkhkx

AGTTTCTATCATGGCTGATGCTATGCGTCGTCTTCATACCCTTGATCCCGCTACCTGCCC

R R I b b b e S b S b b b I Sh S b b S b I SE e Sh b I Sb b S Sb S b S Sb e Sb b b Sh b S Sb I Sb db b Sh S db b Sb db S 2b

TTTCGACCACCAAGCCAAACATCGTATCGAACGTGCTCGTACTCGTATGGAAGCCGGTCT

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkh kb hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhhkxhkhkxkkx

TGTCGATCAAGATGATCTTGACGAAGAACATCAAGGTCTTGCCCCTGCCGAACTTTTCGC

R R I b b b b S b S b b b I Sb S b b S b I SR e Sh b I Sb b S Sb S b S S e Sb b b Sh b S Sb b Sb db b db S db I Sb db S 2b

CAGACTTAAGGCCCGTATGCCCGACGGTGAAGATCTTGTCGTCACCCATGGTGATGCCTG

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhk bk hkhkrhhkhkhhkrhhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkrkhhkrkhkrhkxhkxx

CTTACCCAATATCATGGTTGAAAATGGTCGTTTTTCTGGTTTCATCGACTGTGGTCGTCT

kA Ak kA hk kA hkh A hdhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkkxkk*
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SekansDizi
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SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
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SekansDizi
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VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
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SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
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SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi

VektorDizi

3781
3781
3841
3841
3901
3901
3961
3961
4021
4021
4081
4081
4141
4141
4201
4201
4261
4261
4321
4321
4381
4381
4441
4441
4501
4501
4561
4561
4621
4621
4681
4681
4741
4741
4801
4801
4861
4861
4921
4921
4981
4981
5041
5041

TGGTGTCGCCGACCGTTATCAAGATATTGCCTTAGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAACT

Ak Ak kA hk kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhhkhAhhkrhhhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkkxkkxkkx*x

TGGTGGTGAATGGGCTGACCGTTTCCTTGTCCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCTCA

KK AR AR A AR A A A A A A AR A AR A A A AR A KA IR A I A AR A A A A A A AR AR AR A A A A Ak A A A X kK

ACGTATCGCCTTCTATCGTCTTCTTGACGAATTCTTCTGAGATCCTTAAATTAAAAATTC

Ak Ak kA hk kA hkhk Ak hkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkhkhkhhhkkxkkxkkx*x

AATATATATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTG

KK AR A A A AR A A A A A A AR A KRR A A A A KA AR A I A A KA AN A A A A A A IR A A AR A A A A A kA A Ak kK

TATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATT

Ak Ak kA hk kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrhkrhkhkhkhhkhkkxkkxkkx*x

TATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAA

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A A A AR A AR A A AR A A AR A AR AR A X kK

TTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAA

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR AR A A AR A AR AR A X kK

AATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTAC

Ak Ak khkhhk Ak kA hhkhhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhhkhkhhhkhkrhkrhhkrhkhkhkhkhkhkkrxhkxkkxx*x

TGGAAAAATGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCATCAAGCTTATCGATAC

KK A AR AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A AR A AR A AR AR A X kK

CGTCGACCTCGAGTAAATTAAGTGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAA

Ak Ak khkhhk Ak kA hhkhkhhkrhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkhkhkkxkkxkkxx

CTAAAATTAAACAATTCCTTAAATTTATATTGTCAGATATTTTAGCTATGTAATTTGCAA

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A A A A A A AR A A A Ak A Xk k

GCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATAAAACTAAAAAATATTCATTATATAATTAA

kA hkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkhkhkxhkxkkx

AAAAGGAACTTTTAAACAAAATATCTTAATTTCTATATTAATTTATTAATTATTTACTTT

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A KRR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR Ak kA Ak K,k

AAAGAAAAAGAGAAAACTTCTAAATCAAATTAATTTTAATAGAAGTTTTTAATCTATCTA

Ak rhkkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhh bk hhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkkrhkrhkhkrkhkhkhkhkhkxhkxkxkxx*x

AATAGTAATAATTGTTATATTTGAATAATATAAATTTATCAATAAATAAATACATTTTAG

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A A AR A A A Ak Ak K,k

CAAAATATTTATTTTTATATTTCTGCTGATAATTAAGTGAGTGTTATAGCTAATTTTTTA

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR Ak A AR A Ak Ak kA Ak K,k

ATTTTAAAATATTTTTAAAAAAATTTGGTTGTTTGGTTTGTGATAGATAATTAATTATTT

hhkrxhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhk bk hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhkrhkhkxkhkx

GTAAGTTTTAGTTTATAATCAATTTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGATTTTT

R R I b b b e S b S b b b I Sh S b b S b I SE e Sh b I Sb b S Sb S b S Sb e Sb b b Sh b S Sb I Sb db b Sh S db b Sb db S 2b

TAATCTTTCCTTTTTCTTATTTGCTATTAATAATCAATTTATTCATAAAGGATATTTAAT

hhkrxhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxx

AATTTAGAAACAATTTACTGATTTCTAAAATTCTTTTGTTATTAAAAAATACACTTCAAA

R R I b b b b S b S b b b I Sb S b b S b I SR e Sh b I Sb b S Sb S b S S e Sb b b Sh b S Sb b Sb db b db S db I Sb db S 2b

TTAAAAAAAATAAAATTTCCAACAATTCTATCAGAAATTTTTTTCGCTTTAAACAGCTAA

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhh bk hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhkxhkhkxkkx

AAAGAAATTTGATCAAAAATAAATAATCAATTAATTCAAAAAAACAAAAAAAACACTCTC

kA Ak kA hk kA hkh A hdhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkkxkk*
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SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi

VektorDizi

5101
5101
5161
5161
5221
5221
5281
5281
5341
5341
5401
5401
5461
5461
5521
5521
5581
5581
5641
5641
5701
5701
5761
5761
5821
5821
5881
5881
5941
5941
6001
6001
6061
6061
6121
6121
6181
6181
6241
6241
6301
6301
6361
6361

AACAAAAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATAATTAAAAAAGTTTACAAAATGGCCAA

Ak Ak kA hk kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhhkhAhhkrhhhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkkxkkxkkx*x

TGGCTACTGGTTCTAGAACTTCTTTATTATTAGCTTTCGGTTTATTATGCTTACCTTGGT

KK AR AR A AR A A A A A A AR A KRR A A A AR AR A IR A KA AN A A A A A A I AR A AR A A A A A kA A Ak kK

TACAAGAAGGTTCTGCTTTCCCTACTATTCCTTTATCTAGATTATTCGACAACGCTATGT

Ak Ak kA hk kA hkhk Ak hkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkhkhkhhhkkxkkxkkx*x

TAAGAGCTCACAGATTACACCAATTAGCTTTCGACACTTACCAAGAATTCGAAGAAGCTT

KK AR AR A AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A AR A A A A A A AR A A AR A A A A A A A A Ak kK

ACATTCCTAAAGAACAAAAATACTCTTTCTTACAAAACCCTCAAACTTCTTTATGCTTCT

kA A hkkhkhkh Ak kA hkhkhkhhkhhkhkhhrkhkhkrhkhkhkhhkhhkrkhkhkrhkhkrhkhhkhhkrhkrhkhkrhkkrkkkkkxx

CTGAATCTATTCCTACTCCTTCTAACAGAGAAGAAACTCAACAAAAATCTAACTTAGAAT

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A A A AR A AR A A AR A A AR A AR AR A X kK

TATTAAGAATTTCTTTATTATTAATTCAATCTTGGTTAGAACCTGTTCAATTCTTAAGAT

KK A AR AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A KA AR A AR A AR AR A AR A A AR A A AR A A A AR A Xk *

CTGTTTTCGCTAACTCTTTAGTTTACGGTGCTTCTGACTCTAACGTTTACGACTTATTAA

kA hkhk Ak kA hkhkhkhhkhhkrhhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhhkrkxhkhkxkkxk*k

AAGACTTAGAAGAAGGTATTCAAACTTTAATGGGTAGATTAGAAGACGGTTCTCCTAGAA

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A A AR A A AR A A A AR A X kK

CTGGTCAAATTTTCAAACAAACTTACTCTAAATTCGACACTAACTCTCACAACGACGACG

Ak Ak khkhhk Ak hkhkrhkhkhhhkhhk A hhrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkrkhkrhkhkrhkrxkkxkk*x

CTTTATTAAAAAACTACGGTTTATTATACTGCTTCAGAAAAGACATGGACAAAGTTGAAA

KA AR K AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A A AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR Ak kA Ak K,k

CTTTCTTAAGAATTGTTCAATGCAGATCTGTTGAAGGTTCTTGCGGTTTCCACCACCACC

kA hkkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkhkhkhkxhkxkkx

ACCACCACTGATGAACCAGGTGGCCGGCCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACC

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A KRR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR Ak kA Ak K,k

ACCACTGATGAGTTTAAACGATCCTTAAATTAAAAATTCAATATATATTTACAAACTTTC

Ak rxhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkrhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhhkhkhhhkhkrhkkhkrhhkrhkhkhkhkhkhkhkxhkxkkxx

ATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCA

KA AR KA AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A kAR Ak Ak kA kK

CCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATTTATTCCAAATTGACTAAAATC

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR Ak A AR A Ak Ak kA Ak K,k

ATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAATTATTTTTTTTAACTTTCTAA

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhk bk hhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrkhkhkhkhkhkhkrhkhkxkkxx

AAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATA

R R I b b b e S b S b b b I Sh S b b S b I SE e Sh b I Sb b S Sb S b S Sb e Sb b b Sh b S Sb I Sb db b Sh S db b Sb db S 2b

ATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTACTGGAAAAATGCAGTACTGGTA

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkh kb hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhhkxhkhkxkkx

CTGGAGAAGGATGCAAATGTACAAGTTGCTAATGCTGCAAACCTGTTTAATAAGGATGTT

R R I b b b b S b S b b b I Sb S b b S b I SR e Sh b I Sb b S Sb S b S S e Sb b b Sh b S Sb b Sb db b db S db I Sb db S 2b

GTTGTGGTGATAAAGCTAAGGCTTGCTGTACTGATCCAAACAGTGGATGTTGCTGCTCAA

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhh bk hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhkxhkhkxkkx

ATAAGGCAAATAAATGCTGTGATGCTACTTCAAAGCAAGAGTGTTAGACTTGTTAATGTT

kA Ak kA hk kA hkh A hdhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkkxkk*
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6421
6421
6481
6481
6541
6541
6601
6601
6661
6661
6721
6721
6781
6781
6841
6841
6901
6901
6961
6961
7021
7021
7081
7081
7141
7141
7201
7201

GTAAATGAAATAAATATGTTAATTAAAATTTAAAATATGTTGATGTTGTAATTCATAATT

kA Ak khkhk kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhhhhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkrhkrhkhkhkhkhkxhkkxkk*x

GCATAAAATCAGTTTCGTATTTTATTAAAAACTTTAATATTATCATCCTAAAATTTATTA

KA KA AR AR A AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR A A A A A A IR AR A IR A AR A AR A A A A A A Ak kA Ak kK

AAAAAAACTGTTATTAATAAATCAATAATTATCGCTATTTCATAGATTTTTTTAAATGCA

Ak Ak kA hk kA hkhk Ak hkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkhkhkhhhkkxkkxkkx*x

AAAGCAAGTATGTTATTTAAATTAAGTAAACATTGATTGAAAGTATTATCTACAGAAAAA

KA A A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR A IR A I A AR A A A A A A A A A A AR A A A A A kA Ak kA kK

AAAAATATATAATTTACTTTTTAATCAATTTAATTGGAAATTATTTTATATTTTTTAAAA

Ak Ak kA hk kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrhkrhkhkhkhhkhkkxkkxkkx*x

ATGAAAAAACATATATATTTATAATAAACATTCAAATTTATTTTACAAAATTTATATAAA

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A KRR AR A AR AR A A A AR A AR A A AR A AR A AR A AR A X kK

AATCTTTAATAATTACAATTAATTGAATTCAATCTGTAAATATAAAATTACACCATACAT

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR AR A A AR A AR AR A X kK

TTATATTAACAATGACTACTTTTAGAAAAAAATTTAAAAAAAAATAAATTAATGTTTTAT

Ak Ak khkhhk Ak kA hhkhhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhhkhkhhhkhkrhkrhhkrhkhkhkhkhkhkkrxhkxkkxx*x

TTTAAATTTTGGTAAAAATACTCAACTTATTTGAATTTAGAAAATGTAAAATCAAATAAA

KK AR R AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A A AR A A AR A A A AR A X kK

TTATTTTAATTTAATGAAAAAGTTTTTTTGAATTAGTAAATATTATCAACTAAAAAACAA

Ak Ak khkhhk Ak kA hhkhkhhkrhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkhkhkkxkkxkkxx

ACTGAAAAACCATATTTGGTAATTATTACTTTTGCATAAAGAAATTTAATAATGTAAATG

KA AR K AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A Ak A Ak kK

AAATGAATATCTCTAAAAATTATATAAAAAATATCAATTTTAAGCTAATTGTCAATTAAT

kA hkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkhkhkxhkxkkx

AAATGCTAAAATGAAAATAAATCTAAATAAAAAAATATCTATGTTCATATTTGCATAAAA

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A KRR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR Ak kA Ak K,k

TAAATTGTTTGTTGCAGTTTTTAGTTGCAATTAAAACGGTACCCAATTCGCCCTATAGTG

Ak rxhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkrhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhhkhkhhhkhkrhkkhkrhhkrhkhkhkhkhkhkhkxhkxkkxx

e T cGTATTACEEGEBBE T CACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGARAACCCTG

_***********.*-*******************************************

SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi
VektorDizi
SekansDizi

VektorDizi

7321
7321
7381
7381
7441
7441
7501
7501
7561
7561
7621
7621
7681
7681

GCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCG

KA AR K AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A KR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A Ak A Ak kK

AAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACG

hhkrxhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhk bk hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhkrhkhkxkhkx

CGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTA

R R I b b b e S b S b b b I Sh S b b S b I SE e Sh b I Sb b S Sb S b S Sb e Sb b b Sh b S Sb I Sb db b Sh S db b Sb db S 2b

CACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGT

hhkrxhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkh kb hhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkhhkxhkhkxkkx

TCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTG

R R I b b b b S b S b b b I Sb S b b S b I SR e Sh b I Sb b S Sb S b S S e Sb b b Sh b S Sb b Sb db b db S db I Sb db S 2b

CTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCAT

hhkrxhkhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkh kb hhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkrkhhkrhkrhkxhkxx

CGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGAC

kA Ak kA hk kA hkh A hdhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkkxkk*
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SekansDizi

VektorDizi

7741
7741
7801
7801
7861
7861

TCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAG

Ak Ak kA hk kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhhkhAhhkrhhhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkkxkkxkkx*x

GGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACG

KK AR AR A AR A A A A A A AR A AR A A A AR A KA IR A I A AR A A A A A A AR AR AR A A A A Ak A A A X kK

CGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAG

khkhkhkhkhkkrhkkhkhkkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkhkhkrkhkkxkkhxkx*

EK-38. pNeo4-Hsp70.2(Plus)-MTT Vektoriinde ATG’li Plus Dizisinin Dizi Analizi

Kontroli

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

HSP70plusSEQ
Hsp70plusdizi

——————— CTCGAGTAAATTAAGTGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAR
——————— CTCGAGTAAATTAAGTGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAA
KK AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR kK
CTAAAATTAAACAATTCCTTAAATTTATATTGTCAGATATTTTAGCTATGTAATTTGCAA
CTAAAATTAAACAATTCCTTAAATTTATATTGTCAGATATTTTAGCTATGTAATTTGCAA
hAhkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhhhkhhkhhkhhkhkkhhhkhhkhhkhrhkhkkhkhhkhhkhkhkhrhkhkkhkhkhkhrhkkhkhkhrhrhkkhkhhrhkkhhdxhxkh*k
GCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATAAAACTAAAAAATATTCATTATATAATTAA
GCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATAAAACTAAAAAATATTCATTATATAATTAA
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KR AR AR A KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR ARk Kk
AAAAGGAACTTTTAAACAAAATATCTTAATTTCTATATTAATTTATTAATTATTTACTTT
AAAAGGAACTTTTAAACAAAATATCTTAATTTCTATATTAATTTATTAATTATTTACTTT
hAhkhkkhkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkhkhkhhkkhkhkhhkhhkhhkhhkhkkhhkhkhrhkhhkhrhkhkkhkhkhkhrhkkhkhkhrhkhkkhkhhrhkkhhxkhxkh*k
AAAGAAAAAGAGAAAACTTCTAAATCAAATTAATTTTAATAGAAGTTTTTAATCTATCTA
ARAGAAAAAGAGAAAACTTCTAAATCAAATTAATTTTAATAGAAGTTTTTAATCTATCTA
KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KR A KRR KR A KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR Ak kK
AATAGTAATAATTGTTATATTTGAATAATATAAATTTATCAATAAATAAATACATTTTAG
AATAGTAATAATTGTTATATTTGAATAATATAAATTTATCAATAAATAAATACATTTTAG
KR A KA AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KR A AR A KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR ARk Kk
CAAAATATTTATTTTTATATTTCTGCTGATAATTAAGTGAGTGTTATAGCTAATTTTTTA
CAAAATATTTATTTTTATATTTCTGCTGATAATTAAGTGAGTGTTATAGCTAATTTTTTA
hAhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhhhkhhkhhkhrhkhkhkhhkhhkkhhkhrhkhkkhkhkhkrhkkhhkhrhkkhkkhkhhrhkhhxkhxk*k
ATTTTAAAATATTTTTAAAAAAATTTGGTTGTTTGGTTTGTGATAGATAATTAATTATTT
ATTTTAAAATATTTTTAAAAAAATTTGGTTGTTTGGTTTGTGATAGATAATTAATTATTT
AR A KA AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KA A R A A A KA A KR A KRR KR A KRR KRR KRR KRR R A RN KRR KKK
GTAAGTTTTAGTTTATAATCAATTTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGATTTTT
GTAAGTTTTAGTTTATAATCAATTTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGATTTTT
hAhkhkhkhhkhkhkhkkhkhhkhhkhhkhrhkhkhhhkhhkhhkhrhhkkhkhkhkhhkhhkhrhkhkkhkhhkrhkkhhkhrhkhkkhkhhkrhkhkhhxxkx*k
TAATCTTTCCTTTTTCTTATTTGCTATTAATAATCAATTTATTCATAAAGGATATTTAAT
TAATCTTTCCTTTTTCTTATTTGCTATTAATAATCAATTTATTCATAAAGGATATTTAAT
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A Ak Ak A Ak A Ak A Ak Ak Ak khkxk
AATTTAGAAACAATTTACTGATTTCTAAAATTCTTTTGTTATTAAAAAATACACTTCAAA
AATTTAGAAACAATTTACTGATTTCTAAAATTCTTTTGTTATTAAAAAATACACTTCAAA
Ak hkhkhhkhkhkhkhkhhkhhkhhkrhhkhhhkhhkhkhkhrhkhkkhkhhkhhkhhkhrhkhkkhkhhkhhkkhhkhrhkkhkhkhhhkhkhkxkhxk*k
TTAAAAAAAATAAAATTTCCAACAATTCTATCAGAAATTTTTTTCGCTTTAAACAGCTAA
TTAAAAAAAATAAAATTTCCAACAATTCTATCAGAAATTTTTTTCGCTTTAAACAGCTAA
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR ARk A kA Ak A Ak A Ak Ak Ak hkxk
AAAGAAATTTGATCAAAAATAAATAATCAATTAATTCAAAAAAACAAAAAAAACACTCTC
ARAGAAATTTGATCAAAAATAAATAATCAATTAATTCAAAAAAACAAAAAAAACACTCTC
Ak hkhkh kA hkhkhkhhkhhkkhhkhrhkhkhkhhkhhkhhkhrhhkkhkhhkhhkhhkhrhkhkkhkhhkhhkkhhkrhkhkhkhhhkhkhkxkhxk*k
AACAAAAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATAATTAAAAAAGTTTA

AACAAAAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATAATTAAAAAAGTTTACAAAAATGTCTG

Ak rhhkhkhhkh kA hhkhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhh bk hhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhhkrkhkhkhkxkxx
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EK-39. NGC Fraksiyon ve Pik Entegrasyon Tablosu

Peak Parameters

Run: IMAC HGH, Trace Type: A 3 (280 nm)

BestFit: 8 Min Height:  N/A
Slope: 10 Min Width: NIA
Sensitivity:  Medium Start Range:  N/A
Size: IN/A End Range: N/A
Peak Table

Run:IMAC HGH. Trace Type: A 3 (280 nm)

# | sert(Ccv) | End(CV) |Height(mAU) (mﬁr’:f\u) Raa‘gf)“m Vﬂggrﬁt(mf)“ Asfrﬁ’:q';w Fractions | Peak Type C"'(‘;‘;'}r‘;?)"
1 -3.96 3.71 673.65 81194 2.06 122 0.02 Automatic
2 371 259 803.20 367048 9.31 5.59 15.12 Automatic
3 253 0.60 768.26 620884 1575 9.64 3636 Automatic
4 058 0a7 653 59 1934 60 491 304 729 Automatic
5 0.10 0.17 3.58 0.86 0.00 0.32 0.08 Automatic
6 0.20 0.30 116.64 18.86 0.05 0.07 5260 Automatic
Run: IMAC HGH. Trace Type: A 3 (280 nm)
# | Sten(cV) | End@©V) |Height (mAU) (m?rﬁ?\u; Rda‘gf)‘“'e‘” V:ﬂg}gmﬂﬁ" Assf’ﬂ';try Frates || EeliTis C“‘;ﬁg};‘ﬁ)“
7 031 0.4 22327 4709 0.12 0.03 0.04 Automatic
8 044 0.59 3208.02 1498.20 3.80 046 0.78 Automatic
3 062 078 3249 19 2598 09 659 081 615 A Automatic
10 0.80 118 3313.61 578050 14,66 178 027 A1-A3 | Automatic
11 117 2.12 3352.49 857336 2174 209 373 A3-A5 | Automatic
12 212 3.24 1218.98 283129 7.18 152 514 Automatic
13 325 3.3 279.15 13121 0.33 0.49 0e7 Automatic
14 643 656 336 39 165 69 042 042 069 Automatic
15 658 8.72 124 51 466,84 118 9.50 108.32 Automatic
16 9.16 11.61 202.30 854,69 217 0.64 10.56 Automatic
17 11.65 11.78 84.26 3769 0.10 041 341  As Automatic
18 1.79 12.59 15.50 3321 0.08 0.73 2370| A6 A0 | Automatic
19 12.60 13.01 6871 9852 0.25 1.85 327 AM0-A12 | Automatic
20 13.40 17.70 918.88 367050 9.31 0.69 1050| Af4-A35 | Automatic

93



Fractions Table - A 3 (280 nm)
Extinction
# | RackfTube LoTcl:atb?on Start (CV) | End (CV) V{;El:g?n?n (mf‘*mm frii‘("f) ?(ﬂqe;rﬂ?;t Co?rcneg'n:ﬁ)ﬁon Mhloslse?ll:g;) M(oplfar;w A?:nogl
cm™)
1 Al 1 0.63 0.84 105 336393 1731
2 AP 2 0.84 1.04 100, 330% 1667
3 A 3 1.04 1.24 1000 27848 16.87
4 Al 4 1.24 144 100, 331490 17.06
5 AB 5 1.44 1.64 0gs| 233737 12.03
6 AlB 6 1163 11.83 1.00 47.87 0.25)
7 A7 7 1183 12.03 1.00 12.52 0.06
8 AlB 8 1203 12.23 1.00 9.31 0.05)
9 AR 9 1223 1243 1.00 5.82 0.03
10 A0 10 1243 1263 1.00 3.40 0.02
1 A n 1263 12.83 1.00 57.54 0.30
12 A2 12 1283 13.03 1.00 45.23 0.23
13 A3 13 13.03 13.23 1.00 31.60 0.16
14 A4 14 1323 1344 1.00 18.60 0.10
15 A5 15 1344 13.64 1.00 38.89 0.20
16 A6 16 1364 13.84 100, 28942 1.49
17 AT 17 13.84 14.04 1000 5700 2.9
18 A8 18 14.04 14.24 1000 34654 1.78
19 A9 19 1424 14.44 1000 3@ 1.55
20 A20 20 14.44 14.64 1000 2821 1.33
21 A21 21 14 64 14.84 1000 24438 1.26
Extinction
# |ReckTube| | U | Start(CV) | End (CV) \.fgﬂneg?n?n (m?rrneiu) fggt(i;f) ((:(%egﬁle;} C°?§Z?fn7§i°" Mh‘:a(;se((:ll:g;) M(OIJJ?Ar;W Ar(?nogl
cm™)
22 A2 2 14.84 15.04 1000 2263 1.16
23 A3 2 15.04 15.24 100 2m3 1.07
24 Ai24 24 1524 15.44 1000 19014 0.98
25 A5 2 1544 15.64 100, 17318 0.89
26 A2 2% 1564 15.84 1000 15612 0.80
27 AIZ7 27 1584 16.04 1000 13935 0.72
28 A28 28 16.04 16.24 100 12260 0.63
29 A9 29 16.24 16.44 1000 10645 0.55
30 A0 30 1644 16.64 1.00 8952 046
31 A3 3l 16.64 16.84 1.00 710 0.38
32 A2 k7] 16.84 17.04 1.00 5604 0.29
33 A33 3 17.04 17.25 1.00 3962 0.20
34 i34 M 1725 17.45 1.00 2% 0.12
35 AT 5 1745 17.63 093 6.90 0.04
EK-40. T. thermophila CU428 pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT / H3 Kodlu

Transformant Klonundan Elde Edilen Protein Bulgulari

pNeo4 genom entegrasyon sistemiyle Uretilen bir Onceki transformant T.

thermophila B10 klonundan elde edilen protein verilerinin ayni vektor ve hucre sistemle

farkli bir klon Uretilerek, sinanmasi igin T. thermophila H3 klonu analize alinmigtir. Bu

transformant hiicreden T100B izolasyon tamponu ile gergeklestirilen toplam ¢dzunir
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protein saflastirmasi sonrasi toplam proteinden Ni-NTA afinitik saflastirmasi
gerceklestiriimis ve elde edilen elisyon fraksiyonlari Amicon ile konsantre edilerek, SDS
jeline yuklenerek Stain-Free (BioRad -4568039) olarak goéruntilenmistir (Sekil EK-40.1-
A). Elde edilen jel gorintlsine gore, pozitif kontroliin 22 kDa buylkligindeki bandina
yakin veya hipotez agisindan anlamli denk bir bant belirlenememistir. Bu jelin tamami
anti-HGH antikoru kullanilarak Western Blot analizine alindiginda (Sekil EK-40.1-B)
membran sonucuna gore fazla sayida bandin antikorlar ile yliksek olasilikla nonspesifik
olarak baglandigi anlagiimistir. SDS-PAGE jelinde deney grubuna ait 3. ve 4.kuyularda
elde edilen her bir bant i¢cin negatif kontrol olan 2. kuyuda da denk bantlagsmalar
gorildigunden hedef proteine ait bantlar segici olarak belirlenememistir. Bu sebeple, bu
transformant grubunun protein analizlerinde rekombinant bandi temsil edebilecek veya

hipotezi destekleyecek bir bulgu elde edilememistir.

A' 1 2 3 4 K M B 1 2 3 4 K M
‘ - | kDa kDa
" ’ﬂ _245 - 245
—180 - 180
A —-135 -135
-100 B - 100
S -75 - -75
-63 EX % . -63
R -48 S

-35

00
a

17

11

E1 E2 E1 E2

Cu428(-) Hsp70+ Cu428(-) Hsp70+
Ni-NTA Ni-NTA Ni-NTA Ni-NTA

Sekil EK-40.1. pNeo4-Hsp70.2(minus)-hGH-MTT / H3 Klonunda indiiklemeye Bagli Toplam Protein
Havuzundan Ni-NTA Saflastirmasi ile Elde Edilen Fraksiyonlarin Analizi A. Eliisyonlarin
SDS-PAGE Analizi. 1: Negatif Kontrol CU428 Slipernatant Konsantre 1. Eliisyon. 2:
Negatif Kontrol CU428 Slipernatant Konsantre 2. Ellisyon. 3: Deney Grubu Stipernatant
Konsantre 1. Eliisyon. 4: Deney Grubu Siipernatant Konsantre 2. Eliisyon. K. Pozitif
Kontrol Humatrope Biliyiime Hormonu-2 ug. M: Blue EIf Prestained Marker PS-105.
Ornekler 1:1 hacimde yiikleme tamponu ile karistirilarak 10’ar dakika kaynatilmig ve 20 ul
esit hacimde yliklenmistir. Yiriitme 80V, Boyama: 1 s. Comassie Blue. B. Eliisyonlarin
Western Blot Analizi. 1.cil Antikor: Anti-HGH Poliklonal 1:200 1 saat oda sicaklidi. 2.cil
Antikor: 1:10000 HRP Konjuge Anti-Rabbit 1 saat oda sicakligi. Gériintileme: TMB
Substrati ile 15 dk.
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EK-41. T. thermophila CU428 pNeo4-Hsp70.2(plus)-hGH-MTT / D Kodlu Klonunun

Protein ifade Analizi

Hsp70.2 promotor dizisinin 3" bélgesinde yer alan ve ATG dahil 26 aminoasitlik
acik okuma dizisi meydana getiren 78 bazlik nikleotid kisminin IRES elementi olarak
gorevi gordugu dustnulerek vektére geri eklenmesi ve rekombinant Gretimin analizlerinin
3" pargasi c¢ikarimamis Hsp70.2(plus) promotorlu pNeo4 vektori kullanilarak
gerceklestiriimesini  saglayarak hipotezi sinamak igin vektér olusturulma ve
transformasyonu islemleri tamamlanmistir. Plus promotorlu hGH kasetli vektorin
transforme edildigi ve pozitif tek hiicre transformant klonu olarak belirlenen ve DNA-RNA
analizleri tamamlanan D kodlu hiicrelerden indiklemeye badli protein analizlerine gére,
3 saatlik 1s1 soku ile induklendikten sonra 6 saat sure ile recovery uygulanan hucrelerden
T100B izolasyonu ile elde edilen ¢ozunur toplam protein (Supernatant), ¢oézinUr
olmayan proteinler (pelet) ve dis ortam konsantre drnekler SDS-PAGE ve Western Blot
ile analiz edilmigtir. Elde edilen bulgulara gére CU428 indiklenmemis negatif kontrol
protein ornekleriyle birlikte analize alinan deney gruplarinda SDS-PAGE verilerine gore
belirgin bir rekombinant bant olusumu gérilmemis olup negatif kontrol ve deney grubu
orneklerinde her 3 protein grubu icin bir farklilasma tespit edilememistir (Sekil EK-41.1-
A, C ve E). Ayni jellerin Western Blot analizlerine gore pozitif transformanta ait Cozunur
protein, Pelet ve Dig ortam o6rneklerinde antikorun gorebildigi rekombinant bir bant
olusumu yoktur (Sekil EK-41.1-B, D ve F). Pozitif kontrol blylime hormonu antikor
tarafindan goérulebildigi icin, genom entegrasyon vektoru ile Hsp70.2(plus) promotoru ve
hipoteze ait rekombinant kaseti igerdigi bilinen bu transformant grubunda rekombinant

protein dretimi agisindan pozitif bulgular elde edilememisgtir.

Hsp70.2(Plus) promotorlu kaseti iceren transformant grubunda, ATG’li 26
ndkleotidlik pargasi ¢ikarilan minus promotorlu transformant deneylerinde eksik olan dig
ortam o6rnekleri ve tim i¢c ortam protein drnekleri (sipernatant — pelet grubu) bu grupta
analizlere dahil edilmis ve hicrelere ekstradan recovery (hlcrelerin 1si sokundan
kurtarilmasi) asamasi uygulanmistir. Literatirde, Hsp70.2 promotorunun eCFP proteini
uretimindeki davranigi RNA agisindan analiz edildiginde promotorun induklenmesi ile 6
saat sure indukleme sturesi boyunca hedef proteine ait RNA bantlarinin Nothern Blot
analizlerinde elde edildigi gérulmusgstur [38]. Elde edilen bu RNA verisinin Western Blot
analizi ile protein Uretimi agisindan uyumlu oldugu ve rekombinant proteinin hicrelerde
uretildigi gosterilmigtir. Bu literattr verilerinden yola ¢ikilarak, ayni tasarimla bu

calismaya entegre edilen Hsp70.2 promotorlu (3’ ATG dizisi ¢gikariimamis) rekombinant
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pNeo4 vektérinin transforme edildigi hicrelerde, RNA acgisindan indiikleme saatinde
pozitif cDNA verisi elde edilebilmigsken protein seviyesinde sonu¢ elde edilememesi
transformant klonunun antikorun goérebilecegi hedef rekombinant protein & proteinlerinin

Uretilmedigini isaret etmektedir

kDa kDa

M K
=i = -
-55 :’ -55
-35 - =35
. -25 —~ =25
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—
—

0 38 3R 6R O 38 3.R 6.R 0O 38 3R 6R O 38 3.R 6.R
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kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 M K «pa
-250 -250
18 - B
= .. .
70 ~70
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- = -250 -250
— B =
& ——— =
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O 38° 3R 6R 0 38 3R 6R 0 38° 3R 6R 0 38 3R 6R

N.Kontrol ( ) Dig (Kons ) Hsp70+ Dig (Kons.) N.Kontrol ( ) Dig (Kons ) Hsp70+ I5|§ (Kons.)

Sekil EK-41.1. pNeo4-Hsp70.2(plus)-hGH-MTT D1 Transformant Klonunda Protein Bulgulari A. Céziiniir
Toplam Protein (Siipernatant) Orneklerinin SDS-PAGE Analizi. 1. Negatif Kont CU428
Sipernatant indiiklenmemis (-). 2: Negatif Kontrol 38 derece- 3 saat indiiklenmis. 3: Negatif
Kontrol 30 derece- 3 saat recovery. 4: Negatif Kontrol 30 derece- 6 saat recovery. 5: Deney
Grubu 38 derece- 3 Saat Indiiklenmis. 6: Deney Grubu 30 derece- 3 saat recovery. 7: Deney
Grubu 30 derece- 3 saat recovery. 8: Deney Grubu- 6 saat recovery. M: Blue EIf Prestained
Marker PS-105. K: Pozitif Kontrol (Humatrope Bliiyiime Hormonu, 1 ug). B. Céziinir Toplam
Protein (Siipernatant) Orneklerinin Western Blot Analizi. C. Pelet Orneklerinin SDS-PAGE
Analizi. 1. Negatif Kont CU428 Siipernatant Indiiklenmemis (-). 2: Negatif Kontrol 38 derece-
3 saat indiiklenmis. 3: Negatif Kontrol 30 derece- 3 saat recovery. 4: Negatif Kontrol 30
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(Sekil EK-41.1. Devam) derece- 6 saat recovery. 5: Deney Grubu 38 derece- 3 saat
indiiklenmis. 6: Deney Grubu 30 derece- 3 saat recovery. 7: Deney Grubu 30 derece- 3 saat
recovery. 8: Deney Grubu- 6 saat recovery. M: Blue EIf Prestained Marker PS-105. K: Pozitif
Kontrol -Humatrope Biiyiime Hormonu, 1 ug. D. Pelet Orneklerinin Western Blot Analizi. E.
Konsantre Dig Ortam Orneklerinin SDS-PAGE Analizi. 1. Negatif Kont CU428 Siipernatant
indiiklenmemis (-). 2: Negatif Kontrol 38 derece- 3 saat indiiklenmis. 3: Negatif Kontrol 30
derece- 3 saat recovery. 4: Negatif Kontrol 30 derece- 6 saat recovery. 5: Deney Grubu 38
derece- 3 saat indiiklenmis. 6: Deney Grubu 30 derece- 3 saat recovery. 7: Deney Grubu
30 derece- 3 saat recovery. 8: Deney Grubu- 6 saat recovery. M: Blue EIf Prestained Marker
PS-105. K: Pozitif Kontrol- Humatrope Biiyiime Hormonu, 1 ug. F: Konsantre Dis Ortam
Orneklerinin Western Blot analizi. Tiim SDS Ornekleri 1:1 hacimde yiikleme tamponu ile
karigtirilarak 10’ar dakika kaynatilmis ve 20 ul esit hacimde yiiklenmigtir. Yiriitme 80V,
Boyama: 1 s. Comassie Blue. Western Blot Uygulamalari: 1.cil Antikor: Anti-HGH Poliklonal
1:1000, 1 saat oda sicakligi. 2.cil Antikor: 1:10000 HRP Konjuge Anti-Rabbit 1 saat oda
sicakligi. Gériintileme: TMB Substrati ile 15 dk.

EK-42. Ekstrakromozomal pIGF-PLA1-hGH Vektoérli T. thermophila Konjugatif

Transformantlarinda Anti-Histidin Antikoru Western Blot Analizi

Blylme hormonu antikoru (Anti-hGH) kullanilarak hedef proteinin Uretiminin
sinandigi ve hipotez acisindan anlamli bantlar elde edilen ekstrakromozomal PLA1 ve
hGH Sinyal transformant hicrelerinde analiz edilmis olan protein érnekleri, rekombinant
hedef proteinde bulunan C-terminal 6x Histidin takisi hedeflenerek anti-hGH antikoru ile
gercgeklestirilen deneylerle ayni kompozisyonda SDS-PAGE jeline ylklenmis ve Anti-
Histidin antikoru ile Western Blot analizine alinarak elde edilen sonuglar
karsilastiriimistir. ilk asamada PLA1 grubunda gergeklestirilen Western Blot analizinde,
hiicre igi toplam proteinleri temsil eden negatif kontrol (1) ve deney grubunda (2, 3) Anti-
Histidin antikoru ile ¢ok fazla bant olusumu gdzlenmigstir. Toplam protein grubundaki
protein ornekleri icerisinde sadece PLA’lI deney grubunda 23 kDa’lik bir protein, zayif
olarak toplam protein 6rnegi icinde saptanmigtir (Sekil EK-42.1-B, Turuncu ok). Diger
grup hGH-Sinyalli drneklerde ise ayni zayif bantlarin, hemen hemen ayni pozisyona
yakin kalin bantlar tarafindan maskeleniyor olabilecegi degerlendirilmigtir. Her iki
transformanta ait dis ortam 6rneklerinde ise Anti-hGH antikorunda elde edilen 25 kDa
civari bant veya bantlar Anti-Histidin antikoru kullanilarak elde edilmemigstir (Sekil EK-
42.1-B ve C). Bu nedenle Anti-hGH Western analizinde elde edilen tim bantlarin kesin

olarak hedef rekombinant proteine ait olup olmadiklari teyit edilememistir.
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Sekil EK-42.1. PLAL ve E.R Sinyal-HGH-6xHistidin-p/GF Vektériii Bulk Transformantlarda llave Protein
Analizleri. A. PLA1 transformant grubu érmekleri SDS-PAGE 1: Negatif kontrol (24s) T.P. 2:
PLA1 -24 saat indiikleme T.P. 3: PLA1 -48 saat indiikleme T.P. 4: Negatif kontrol (24s) dis
(k). 5: PLA1 -24 saat indiikleme dig (k). 6: PLA1 48 saat indiikleme dis (k). T.P. M: Blue EIf
Prestained Marker PS-105. K: Pozitif Kontrol (Humatrope Biiylime Hormonu, 1 ug). Analizi
B. PLAT transformant grubu 6rneklerinin Anti-Histidin antikoru ile Western Blot Analizi. K:
Pozitif Kontrol (GFP + Humatrope hGH). Bloklama: %5 Stittozu ile Gece Boyu, 1.cil Antikor:
1:3000, Anti-Histidin Thermo MA1-21315, Mouse Monoklonal, +4 derecede gece boyu, 2.cil
antikor 1:10.000 Genescript A00160 Goat Anti-Mouse HRP Conjugated, 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyon. Gértintiileme: TMB Substrati ile 15 dk. C. hGH Sinyal transformant
grubu érnekleri SDS — Western Blot Analizi 1: Negatif kontrol (24s) toplam protein (T.P). 2:
Sinyal -24 saat indiikleme T.P. 3: Sinyal — 48 saat indiikleme T.P. 4: Negatif kontrol (24s)
dis (k). 5: PLA1 -24 saat indiikleme dis (k). 6: PLA1 48 saat indiikleme dis (k). T.P. M: Blue
Elf Prestained Marker PS-105. K: Pozitif Kontrol (GFP + Humatrope hGH). D. Sinyal
transformant grubu érneklerinin Anti-Histidin antikoru ile Western Blot Analizi. Bloklama: %5
Stittozu ile Gece Boyu, 1.cil Antikor: 1:3000, Anti-Histidin Thermo MA1-21315, Mouse
Monoklonal, +4 derecede gece boyu, 2.cil antikor 1:10.000 Genescript A00160 Goat Anti-
Mouse HRP Conjugated, 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon. Goriintiileme: TMB Substrati
ile 15 dk.
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