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OZET

INSAN GEN TERAPOTIKLERINDEN INTERFERON BETA (hIFNB)’NIN
TETRAHYMENA THERMOPHILA’DA REKOMBINANT URETIiMi VE
KARAKTERIZASYONU

Murat Kaya
Fen Bilimleri Enstitlist, Biyoloji Anabilim Dali, Molekiiler Biyoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi
Mart 2019
Danigman: Dog. Dr. Muhittin Arslanyolu

Saglik ve Biyoteknoloji arastirmalarinda alternatif protein tiretim konakgis1 olarak
kullanilmakta olan silli tek hilcre li Tetrahymena thermophila ucuz ve kolay kiltire
edilebilmektedir. Anti-kanser monoklonal (rituximab) antikoru, bu organizmada en son
uretilen gen torapotigidir. T. thermophila iirettigi proteinlere disiilfit baglar ile
insaninkine benzer kiigiik yapili glikozilasyon catali eklemesiyle E. coli’ den
farklilagsmaktadir. Multiple Skleroz (MS) oto-immiin hastaliginin tedavisinde kullanilan
insan interferon beta (IFNP) terapotik proteininin T. thermophila’da rekombinant tretimi,
bu tez ¢alismasmin amacini olusturmaktadir. T. thermophila’ya kodon optimizasyonu
gerceklestirilen hIFNB’nin dizisine, fuzyon proteinin C-ucunda sfGFP ve 12xHis afinitik
saflagtirma takisi olacak sekilde kodlayici diziler eklenerek olusturulan okuma cergevesi,
kadmiyum ile indiklenen MTT1 promotoru kontrolii altina klonlanmistir. Floresan
mikroskop, SDS-PAGE ve Western blot analizleri, 48 kDa’luk Tt-hIFNB-TtsfGFP-
12xHis fuzyon proteini ile 20 kDa’luk kirilmis Tt-hIFNB’y1 T. thermophila’ nin
rekombinant protein olarak tirettigine isaret etmektedir. Ayrica afinitik takisiz ve GFP’siz
hiicre digina salgilatilabilen Tt-hIFN kodlayici dizi 1s1-soku promotoru altinda gen kaseti
olarak pTtAC2 yapay kromozom vektdriine klonlanmistir. Transformasyon ve antibiyotik
seleksiyonu ile pozitif tek hiicre klon izolasyonu gergeklestirilmis ve rekombinant protein

uretimi goraldikten sonra protein saflastirma ile aktivite analizlerine ge¢ilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tetrahymena thermophila, hIFNf, rekombinant terap6tik protein.



ABSTRACT

RECOMBINANT PRODUCTION AND CHARACTERISATION OF HUMAN
INTERFERON BETA (hIFNB) THERAPEUTIC PROTEIN IN
TETRAHYMENA THERMOPHILA

Murat Kaya
Graduate School of Science, Department of Biology, Programme in Molecular Biology
Anadolu University
March 2019

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhittin Arslanyolu

Unicellular eukaryotic ciliate Tetrahymena thermophila has cheap and simple
culturing and is used in health and biotechnological studies as alternative protein
production host factory. Recently, anti-cancer monoclonal antibody (rituximab) drug has
been produced as recombinant protein in this organism. T. thermophila is able to add
correct disulfide bonds and form human-like small-size glycosylation whereas E. coli
could not. The capacitive analysis of T. thermophila to produce recombinant human IFN-
beta protein which is used in treatment of Multiple Sclerosis (MS) disease is the aim of
this thesis. Synthesized according to the frequency of codon usage in Tetrahymena codon-
optimised hIFNP sequence, coding sequences of sSfGFP and 12xHis tag in its C-terminal
position of hIFNB-TtsfGFP cassette were placed and the fusion protein coding ORF was
cloned into the pVGF vector under the control of cadmium inducible MTT1 promoter.
Confirmation of the production of 48 kDa Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis fusion protein and
20 kDa broken Tt-hIFN by fluorescence microscopy and Western Blot analysis has
showed that hIFNP was successfully produced in T. thermophila as recombinant protein.
Affinitic and GFP tag-free Tt-hIFNp gene coding cassette with extracellular secrotary
sequence was also placed under the heatshock promotor in the pTtAC2 artificial
chromosome vector. After the transformation of this vector into Tetrahymena cells,
antibiotic selection and positive single cell clon isolation has been completed. Western

blot analysis showed that tag-free Tt-hIFN[ recombinant protein was produced.

Keywords: Tetrahymena thermophila, hIFNB, recombinant therapeutic protein.
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1. GIRIS
1.1. Rekombinant Protein Uretim Konakeis1 Olarak Kullanmilan Tetrahymena

thermophila

Tek hacreli silli Tetranymena thermophila (T. thermophila), 18-41 °C sicaklik
araliginda tatli sularda yasayan okaryotik bir organizmadir. Telomer (Blackburn ve Gall,
1978; Yao ve Yao, 1981), telomeraz (Greider ve Blackburn, 1989) ve ribozimin kesfi,
dinein motor proteinlerinin basit analizleri (Johnson ve Omoto, 1986) ile histon
asetiltransferazlarin transkripsiyondaki rolii (Brownell vd., 1996), ilk defa T.
thermophila’nin kullanimu ile raporlanmistir. Basit ve ucuz kiiltiirizasyon, kisa 1-3.5 saat
gibi boliinme zamani, genom dizisi tamamlanmis makrogekirdek (Eisen vd., 2006) ve
mikrocekirdek (Hamilton vd., 2016) ile transkriptomunun bitmis olmasi ise T.
thermophila’y1 giintimiizde biyolojik ve biyoteknolojik arastirmalarda yaygin kullanilan
bir alternatif model organizmaya donistiirmistiir. Silli bir parazit olan Ichthyophthirius
multifiliis organizmasinin i-antigen proteini (Clark vd., 2001), filogenetik olarak yakin
diger bir tir olan malarya paraziti Plasmodium falciparum’ un GPl-gapali
sirkumsporozoit (CS) proteini Tetrahymena’ da as1 iiretiminde antijen olarak kullanilmak
lizere iiretilmistir (Peterson vd., 2002). insan DNase’1 (Weide vd., 2006), alkalin fosfatazi
(Aldag vd., 2011), malaria parazit asisinin antijen proteinlerinin rekombinant tiretimi
(Cowan vd., 2014), anti-kanser monoklonal antikoru rituximab ilact (Calow vd., 2016),
T. thermophila’nin alternatif rekombinant protein iiretim konake¢iligini, Escherichia coli
(E. coli), Pichia pastoris (P. pastoris), Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ve hiicre
Killtirs sistemlerine kars1 daha da pekistirmistir. Ozellikle bakteriyel protein Gretim
konakgilarmin posttranslasyonel modifikasyonlardan disiilfit bag1 gerceklestirememe
sorununu, T. thermophila ile ¢6zimlenebilmektedir. Maya ekpresyon sistemlerinin
rekombinant proteinlere buyik ve cok fazla catallanmis-glikozilasyon eklerken, T.
thermophila normal insan glikozilasyon g¢atalinin daha kugigiini eklemektedir (Weide
vd., 2006). Rekombinant insan proteinlerinin Gretimi icin kontaminasyon riski yiksek
olan memeli hiicre kiltiri sistemleriyle (CHO gibi) kiyaslandiginda diisiik maliyetli T.
thermophila biyoreaktor sistemlerinin gelistirilmis olmasi ise endiistriyel uygulamalara
uygun biyolojik altyapi saglamaktadir (Kiy ve Tiedtke 1992; Kiy vd., 1996; De Coninck
vd., 2000; Weide vd., 2006).



1.2. linterferonlar ve Ozellikleri

1957 yilinda, interferon hormonunun (IFN) kesfi, grip viriisiiyle enfekte olmus
civciv emriyosunda viriise karsi direnclilik saglayici bir protein olarak yapilmistir (Isaacs
ve Lindenmann 1957). Bakteri, virls, parazit, mikroorganizma (protozoa, mikoplazma
vb.) ile ¢ift zincirli RNA’ya karsi, bagisiklik hiicreleri tarafindan olusturulan
interferonlar, glikoprotein aile tiyesi sitokinler i¢inde yer alir (Sueltenfuss ve Pollard
1963; Ho 1964; Stinebring ve Youngner 1964; Wheelock 1965; Field vd., 1967).
Interferonlar genelde bir uyaran durumunda, baz1 hiicre tiplerinde ise stirekli (konstitiif)
olarak sentezlenirler. Interferonlar, bagisiklik sisteminin viriis gibi patojenleri veya
timorleri yok edici savunma sirecini kontrol eden JAK-STAT sinyal yolagini aktiflestirir
(Lindahl vd., 1972; Lindahl vd., 1976; Velazquez vd., 1992; Darnell vd., 1994).
Interferonlar, T-hiicreleri, makrofajlar, NKC (Dogal &ldiiriicii hiicreler)’ler gibi bagisiklik
sistemi hucrelerini aktive ederler. B-hiicreleri tarafindan aktive edilen antikor sentezi ise

interferonlar tarafindan arttirilabilir veya azaltilabilir.

1.2.1.Interferon cesitleri

Interferonlar; aminoasit sekans farkliliklar1 ve dizilimleriyle baglandiklari farkli
reseptorlere gore Tip I, Tip II ve Tip Il olmak iizere i¢ ana gruba ayrilir. Tip I
interferonlar genel olarak IFNa (alfa) (insanda 22 gen), IFNf (beta) (insanda 1 gen), [FNe
(epsilon) ve IFN® (omega) seklinde gruplandirilir (Wheelock 1965; Havell vd., 1975).

Tip | interferonlar, spesifik hiicre yizeyi reseptér kompleksi olan ve genellikle
[FNa reseptorii olarak da bilinen IFNAR1 ve IFNAR2 zincirlerinden olusan reseptor
kompleksine baglanirlar (Sekil 1.1).

Tip Il Interferon IFNy (gama) olarak bilinen tek bir {iyeden olusurlar ve insanin
12. kromozomunda yer alirlar. Aktivitesi mitojenlerle olan T hicreleri ve NK
hicrelerinden uretilirlen sitokinlerdir. Temelde enfeksiyonlara karsi koruma gorevinin
yaninda yiliksek hassasiyet reaksiyonlarinda ve otoimmiin hastaliklarinda gérev yaparlar.
Bagisiklik sistemi hiicrelerinin aktivasyonu ve bagisiklik cevaplarin olusmasinda rol alan
sitokinler olarak bilinirler (Wheelock 1965; Carnaud vd., 1999; Pestka vd., 2004).
IFNGR-I ve IL-10R2 zincirlerinden olusan resptor kompleksine baglanirlar (Kotenko ve
Langer, 2004).

Tip 11 Interferon ad1 altinda siniflandirilan IFNA (lambda) bagisiklik sistemindeki

gorevleri agisindan Tip I interferonlara benzerdir, sentezlendikleri dokularin sayis1 daha



azdir. Hastaliklardan korunmadaki gorevleri ile ilgili ¢ok fazla veri bulunmamaktadir
lakin antiviral etkileri daha 6zgundir. Kendi arasinda da IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-
28A\), IFN-A3’i (IL-28B) igeren alt grublara ayrilarak adlandirilmaktadir (Sheppard vd.,
2002; Kotenko vd., 2002). IL10R2 ve IFNLR1 zincirlerinden olusan reseptor
kompleksine baglanirlar (Uzé ve Monneron, 2007).
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Sekil 1.1. IFN-a/B, IFN-y ve IFN-A tarafindan aktive edilen sinyal yolaklarmin karsilastirilmasi
(Vilcek, 2003). IFN-a/p (tip 1 IFN’lar) ve IFN-y (tip 11 IFN) 6zgiin ve farkli heterodimerik
reseptorlere baglanirlar. IFN-a veya IFN-B’nin reseptoriine baglanmasi iki reseptor-iliskli
tirozin kinaz ile Jakl ve Tyk2’nin aktivasyonuna yol acar, devaminda STAT1 ve
STATZ2’nin tirozin fosforilasyonu gergeklesir. Fosforile olan STAT1 ve STAT2 IRF-9 (IFN-
regulatory (duzenleyici) faktér 9) ile bir araya gelir ve trimerik ISGF-3 kompleksini
olusturur. Bu kompleksin niikleusa transfer olmasi iizerine, IFN-a ve IFN-f-duyarh
genlerin bircogunda bulunan cis elementi ISRE (IFN-stimulated response element = IFN-
uyarilmis karsilik elementi)’ye baglanir. Digrer tarafta IFN-y’nin reseptoriine baglanmasi
Jakl ve Jak2 tirozin kinazlarin tirozin fosforilasyonuna yol acar bu da STATZ?’in
fosforilasyonuyla sonuclanir ama STAT2 fosforile olmaz. Fosforile STAT1 GAF-AAF
olusturmak i¢in homodimerlesir ve niikleusa giderek, IFN-y-uyarilabilir genlerin
bir¢ogunda bulunan IFN-y aktivasyon bolgesi elementine (GAS) baglanir. IFN-y gibi, IFN-
o ve IFN-B sinyal yolagi da GAF-AAF kompleksi olusumuna ve GAS diizenleyici
elementine baglanmasina yol acabilir. IFN-) proteinleri (IL-28A, IL-28B and IL-29 olarak
da isimlendirilmis olan) daha 6nce bilinmeyen IFN-AR1 alt iinitesi ile II-10R2’den olusmus
heterodimerik reseptor kompleksine baglamir. IFN-A tarafindan aktive edilmis tirozin
kinazlar heniiz tanimlanmamis olmasina ragmen eldeki veriler hem STAT1 hem de
STAT2’nin aktive edildigine isaret etmektedir. Devamindaki sinyal yolaklarimin aktive
edilmesi IFN-a ve IFN-B tarafindan aktive edilenden ayirt edilemez gibi goriinmektedir.

1.2.2.Interferonlarin temel biyolojik gorevleri

1) Antiproliferatif etki; normal hiicrede doniisiimlii, neoplazik hiicrede ise

doniistimsiiz sitostazi indiikler, boylece hiicrelerin boliinmesini durdurur (Paucker vd.,



1962).

2) Immiinomodiilator etki; hicrelerin  yiizey major histokompatibilite
antijenlerinin ekspresyonu ile dogal oldiiriicii (natural killer cell) hiicre aktivitesini
artirmaktadir (Isaacs ve Lindenmann, 1957).

3) Antiviral etki; hticre igine giren virlsun viral RNA ve protein sentezini inhibe
etmektir (Isaacs ve Lindenmann, 1957). Interferonlarin antiviral etkisi rekombinant
iretilen interferon proteinlerinin biyoaktivite tayininde kullanilmaktadir.

4) Antibakteriyel etki; asidik pH sartlarinda Staphylococcus aureus bakterisini
oldurebilme eklenmistir (Kaplan vd., 2018).
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Sekil 1.2. IFN etki mekanizmasi iki boliimden olusur: indiiksiyon/iiretim ve etki (Marieb ve Katja,
2016). Viris hiicre icine girer, DNA veya RNA sin1 agi8a ¢ikarir. Yeni viriis partikiilleri olusur.
Viral nlkleik asit hiicrenin ¢ekirdegine sinyal gonderir. IFN serbest kalir (veya prekiirsor IFN
viriisiin girmesinden miitevellit IFN ye doniisiir. IFN komsu hiicrelerin hiicre membranina gelir
veya 0zumsenir. Hicre niikleusuna sinyal génderilir. Bir veya daha fazla protein sentezlenir.
Viral replikasyon yok edilir.

1.2.3.insan interferon beta hormonunun yapisi, biyolojisi ve terapotik kullanim

Insan IFNP’s1 22.5 kDa biiyiikliigiinde olup %20 seker igerir ve ilk 21 amino asit
dizisi endoplazmik retikuluma (E.R.) yonlendirici sinyal peptid gorevi Ustlenir, 21 a.a
(amino asit) sinyal dizisiyle birlikte toplamda 187 a.a asit uzunlugunda bir
glikoproteindir. [n-vitro sartlarda biyolojik aktivitesi icin glikozilasyona ihtiyac

duymamasma ragmen glikozilasyonlu formunun biyolojik aktivitesinin daha yuksek



oldugu ileri siiriilmiistiir (Antonetti vd., 2002).

Insan IFNB proteini biyolojik dogru katlanma ve aktivitesi i¢in Cys31 ile Cys141
aminoasitleri arasinda, bir disiilfid bagi icerir ve pH 2-7 arasinda kararlidir (Sekil 1.3).
IFNP geni ise 9. kromozomun 22. lokusunda bulunmakta olup 839 b¢ mMRNA uzunluguna
sahip (NCBI Reference Sequence: NM_002176.4, son giincelleme: 28 Subat 2019) ve
intronsuzdur. IFN ve [FNa, IFNAR1 ve IFNAR2’ den olusan ayni reseptér kompleksine

baglanir.
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Sekil 1.3. Insan interferon beta proteinin amino asit dizilimi ve 6zellikleri. insan interferon beta, ilk
21 amino asit dizisi E.R. yonlendirici sinyal peptid gorevi Ustlenir, E.R.’da sinyal peptidaz
enzimi tarafindan Kesildikten sonra protein sentezi gerceklesir. Interferon beta sinyal
peptid dizisinden sonra gelen 166 a.a. protein kodlayici bolge olup toplamda 187 aminoasit
uzunlugunda bir glikoproteindir. insan IFNB’s180. amino asitinde (Asparagin = Asn = N)
glikozilasyon ¢atallanmasi gosterir ve bu ~%20 seker icerir. insan IFNp proteini biyolojik
dogru katlanma ve aktivitesi icin Cys31 ile Cys141 aminoasitleri arasinda, bir disiilfid bag:
icerir.

IFNB, 6zellikle Multipli Sklerozis (MS) ve hepatit C gibi otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Teige vd., 2003). /n-vitro sartlarda, IFNB, MS hastaliginin
patofizyolojisinde rol oynadigi diisiiniilen T lenfositlerin bir alt kolu olan Thl7
hiicrelerinin iiretimini azaltir (Mitsdoerffer ve Kuchroo 2009). MS hastalig1 tedavisinde
kullanilan rekombinant IFNB-1a ve IFNB-1b ilaglar1 arasinda biyolojik etki farklilig
bulunmaktadir. Ornegin; IFNp-1a tedavisi olan hastalarda beyaz kan hiicre miktarinda
azalma, IFNB-1b’nin azalma seviyesinden daha disiiktiir (Gold vd., 2005; Kappos vd.,
2006). Bu nedenle, IFNB-1a ile tedavi olan hastalarin beyaz kan hiicre sayilarinin

izlenmesine gerek yoktur. Karaciger enzimlerinin IFNB-la’nin damar-i¢i tedavi



seviyeleri, IFNB-1b’nin deri-alt1 tedavi seviyelerine gore daha diigiiktiir (Tremlett vd.,
2004). Ayrica IFNB-1b ile tedavi olan hastalarda hormonu baskilayici antikor olusma
riski bulunmakta (Polman vd., 2010) olup IFNB-1a ile tedavi olan hastalarda bu risk orani
IFNB-1b’ye gore ¢ok daha disiiktiir ve zamanla azalma egilimindedir (Grossberg vd.,
2011; Hegen vd., 2012). MS hastalik tedavisinde, IFNa’nin bu yan etkileri ile [FNy’nin
(gama) yuksek atak seviyesi ila¢ olarak kullanimlarinin sonlanmasina neden olmustur

(Panitch vd., 1987).

1.3. linsan Interferon Beta’nin Rekombinant Uretimi

1979 yilinda, Taniguchi ve vd. ilk defa insandan IFNP izole ederek, cDNA’si1
tiretmislerdir. Knight ve vd. (1980) ile Zoon ve vd. (1980) ise insan IFNf proteinin
saflagtirilmast ve kismi dizileme islemini raporlamislardir. Rekombinant olarak E. coli
hicrelerinde  Grettirilen  glikozilasyonsuz ~ IFNB-1b’lerin  biyolojik  aktivitesi
bulunmaktadir. CHO hiicrelerinde glikozilasyonlu IFNB-1a’larin rekombinant {iretimi, E.
coli iiretimine gore daha yiiksek maliyetli, uzun zaman alan ve is yogun bir siirece
sahiptir.

MS tedavisinde kullanilmak tizere IFNf rekombinant olarak ilk defa E. coli’de 18.5
kDa biiyiikliigiinde, bir Alman ilag sirketi olan Schering AG tarafindan patentlenmis ve
Betaferon/ Betaseron interferon-1b (1993) adi altinda tiretilerek, pazara sunulmustur (The
[FNP Multiple Sclerosis Study Group. 1993). Betaferon glikozilasyon icermedigi gibi 17.
sistein amino asiti yerine serin amino asiti igermektedir ve 1. metiyonin amino asiti
silinmistir. IFNB’nin 17., 31., ve 141. amino asit pozisyonlarinda sistein bulunmasi ve bu
sisteinlerin bir veya birkaginin inaktif dimer veya oligomer ile intermolekiiler distifid bagi
olusturmalarindan dolayr 17. sistein silinmistir. Bu nedenle; Betaferon/ Betaseron
interferon-1b proteini sadece iki sistein aminoasiti igerir. BOylelikle sadece bir tane
intramolekiiler disiilfid bag1 yapabilir, yani dimer ve oligomer olusturabilecek bosta
stilfidril grubu bulunmamaktadir (Mark vd., 1984).

Terapotik pazar pay1 daha yiiksek olan ve daha etkin bir ilag oldugu goriilen IFNp-
la tiretiminde konakg¢1 olarak bir memeli hiicresi olan CHO (Chinese hamster ovary
cells)’lar kullanilmistir. Bu baglamda Fransiz ilag sirketi Biogen 1996 yilinda
rekombinant olarak interferon betayr CHO hiicrelerinde iireterek, Avonex adi altinda
patentlemistir. Glikozilasyonlu olan dogal insan IFNB-1a’s1 22-24 kDa’luk biyukluktedir
(Jacobs vd., 1995). Turkiye’ de %8 lik pazar payma sahip ve besinci en ¢ok ihtiyag



duyulan terapdtik protein olan interferon P, 2015 yili tahmini terapdtik sektor pazar

dagiliminda altinci sirada bulunmaktadir (Kiper, 2013).

1.4. Amag

2001 yilinda Bilim ve Teknoloji Yiiksek Kurulu tarafindan hazirlanip yayimlanan
ve 2004 yilinda giincellenen Ulusal Bilim ve Teknoloji Politikalar1 2003-2023 Strateji
Belgesi'ne ve 2004 yilinda “VIZYON 2023 PROJESI BIYOTEKNOLOIJI ve GEN
TEKNOLOJILERI STRATEJI GRUBU tarafindan yayimlanan rapora gore “Saglk
Biyoteknolojisi ve Gen Teknolojileri” alt ana basliginda yer alan “Tiirkiye’nin saglikta
biyoteknoloji ve gen teknolojileri kapsamindaki somut hedefleri”nden “TERAPOTIK
PROTEIN ILACLAR (Patent-Sonrasi Terapétik Proteinler Basta Olmak Uzere
TerapGtik Proteinlerin Uretimi)” kapsaminda katma degeri yiiksek olan ilaglardan
“terapOtik proteinler” (rekombinant proteinler ve monoklonal antikorlar)’in rekombinant
protein Uretim teknikleri yoluyla Tiirkiye’de iiretilebilmesi ve bilimsel altyapinin
olusturularak bu alanda donanimli yetkin arastirmacilarin yetistirilmesi hedefleri
dogrultusunda bu tez calismasi gergeklestirilmistir.

Vizyon 2023 kapsaminda; E. coli, P. pastoris, S. cerevisiae ve CHO (Cin hamsteri
ovaryum) hucre kaltirt sistemleri gibi hiicre hatlarina alternatif rekombinant Gretim
fabrikas1 T. thermophila’ da insan hIFNp proteininin Uretimi, tez ¢alismasinin ana
amacini olusturmaktadir. Uretilen proteininin aktivitesinin ticari olarak satilan insan

muadil ila¢ hormonlar ile karsilastirmali olarak tanimlanmasi, g¢alismanin ikincil

hedefidir.



2. MATERYAL VE METOD
2.1. Kullanilan Besiyerleri ve Hiicreler

T. thermophila CU428-VI1 ve B2086-11 irklar1 Cornell Universitesi, Tetrahymena
Stok Merkezi’nden saglanmistir. Hiicreler deneyin amacma gore SPP (%2 proteoz
peptone %0.1 yeast extract %0.2 glukoz, 33 uM FeCls) ya da NEFF (%0.25 proteoz
peptone, %0.25 yeast extract %0.5 glukoz, 33.3 uM FeCls) besiyerinde gece boyunca
logaritmik faza ulasincaya kadar 30 °C’ de petrilerde/erlenlerde biiyiitiilmiistiir (Gaertig
ve Gorovsky, 1992). Klonlama deneylerinde E. coli suslarindan: DH5a [F~Alac U169
(@80 lacZ AM15) supE44 hsdR17 recAl gyrA96 endAl thi-1 rel41]) (Invitrogen, 18265-
017) kompetent hiicreleri kullanilmig LB broth veya LB agar besiyerlerinde 37 °C’ de
gece boyunca biiyiitiilmiistiir.

2.2. Insan Interferon Beta Geminin Tetrahymena thermophila I¢in Kodon

Uyumunun Yapilmasi

T. thermophila’da insan hIFNf geninin (NCBI gen ve protein erisim numaralari:
NM_002176.4 ve NP_002167.1) rekombinant olarak yuksek verimde Gretiminin
yapilabilmesi i¢in ilk adim; proteinin amino asit dizilimini degistirmeksizin gen
duzeyinde T. thermophila’ ya kodon uyumlu hale getirmektir. hIFN geni Gizerinde Sekil
2.1’de gosterilen mutasyonlar belirlenmig(Salim vd., 2008), genler Shinegene (Cin)

firmasina sentetik olarak tirettirilmistir.

M T N K ¢ L L ¢ I A L L L ¢ F 8 T T A L 3
TL.IFN-B ATG ACT AAC ARA TGC TTA TTA CAAR ATT GOT TTA TTA TTA TGC TTC TCT ACT ACT GOT TTA TCT 63
H.IFN- B ATG ACC AAC AAG TGT CTC CTC CAA ATT GOT CTC CTG PTG TGC TTC TCC ACG ACA GOT CTT TOC 63
M & ¥ N L L ¢ F L O R S5 & WN € @ © © X L L
TE_IFN-P ATG TOT TAC AAD TTA TTA GGT TTC TTA CAA AGA TOT TCT AAC TGO CAR TGC CAR ARA TTA TTA 176
H.IFN-f ATG MGG TAC ARG TTG GTT GGA TTC GTA GAA AGA AGE AGC AAT TGT GAG TGT CAG ARG CTG GTG 126
" ¢ L N 6 R L E ¥ © L K D R R N ¥ D I P E
TE.IFN-f TGE CAA TTA AAD GOT AGA TTA GAA TAD TGO TTA AM GAC AGA AR AAD TTC GAC ATT COT GAA 189
H.IFN-§ TCC CAR TTE AMT COG ACE CTT CAA TAC TCC CTC AAG CAC ACE ACG ARC TTT CAC ATC COT CAG 189
E I K ¢ L ¢ @ F ¢ ® B D A A ¥V T I ¥ E M L
Tt IFN-p GAR ATT AAN CAA TTA CAA CAA TTC CAA AMA GAA GAC GOT GOT GTE ACE ATE TAC GAR ATG BTA 252
H.IFN-p GAR ATT AAL CAR OTG CAR CAG TTC CAG AAG GAGR GAC GOC GOR GTG ACE ATE TAT GAR ATC CTE 252
¢ N I F A I F R @ D 8 8 8 T G W N E T I WV
TL.IFN-f CAR ARG ATT TTT GOT ATT TTT AGA CAR GAG TCT TOT TCT ACT GGT TG AAG GAR ACT ATT GTT 315
H.IFN-p CAG AAC ATC TTT GOT ATT TTC AGA CAA GAT TCA TCG AGC ACT GGC TGG AAT GAG ACT ATT GTT 315
E N L L A N ¥V Y H ¢ R N H L K T ¥ L E E K
TL.IFN-B GAA AAC TTA TTA GCT AAC GTT TAC CAC CAR AGA AAC CAC TTA AAA ACT GTT TTA GAR GAA ARMA 378
H.IFN-p GAG AAC COTC OTG GOT AAT GTC TAT CAT CAG AGA AAC CAT OTG ARG ACA GTC CTG GAR GAR ARR 374
L E K E D F T R © K R M & & L H L K R ¥ ¥
TE_IFN-P TTA GAA AAM AR GAR TTT ACT AGA GG AAR AGA ATG TCT TOT TTA CAD TTA ARA AGA TAD TAD 441
H.IFN-f ETG GAG ARR GAR GAT TTC ACE AGG GGA AAR CGE ATG AGE AGT OTG GAD OTG ARA AGA TAT TAT 441
¢ R I . ®H ¥ L K A K E D & H © A W T T ¥V R
TL.IFN-B GGT AGA ATT TTA CAC TAC TTA AAR GCOT AAR GRA GAC TCT CAC TGC GCT TGG ACT ATT GIT AGAR 504
H.IFN-P GGG AGG ATT CTG CAT TAC CTG AAG GOC AMG GAG GAC AGT CAC TGT GOC TGG ACC ATA GTC AGA 504
¥ B I L K N ¥ ¥ %W I N R L T © ¥ L KR N *
TL.IFN-p GTT GAA ATT TTA AGA AAC TTC TAC GTT ATT AAC AGA TTA ACT GGT TAC TTA AGA ARC TGA 564
TN GTE GAR ATE OTA AGGE AARC TTT TAC GTC ATT AARC AGA CTT ACA GOT TAC CTC COA ARC TOA 64

Sekil 2.1. hIFNB geninin T. thermophila’ya gore kodon optimizasyonu. Tt.IFN-§: T. thermophila
uyumlu interferon B, H.IFN-B: 1insan interferon B. Koyu gri ile renklendirilen



niikleotidlerde degisim yapilmistir. hIFNf niikleotidlerinden %28’ lik kismu mutasyon ile
degistirilmistir.

2.3. Tez Kapsaminda Tt-hIFNp Icin Tasarlanan Vektér Sistemleri

hIFNp proteininin, sitoplazmik rekombinant Uretimi icin insan sinyal dizisi
uzaklastirilmig ve hIFNP geninin C-terminaline T. thermophila’ya kodon uyumu yapilmis
TtsfGFP kodlayici gen dizisi (Yilmaz ve Arslanyolu, 2014) ilave edilmistir (Sekil 2.2).
Olusturulan bu fiizyon geninin T. thermophila’da ekspresyonu icin CdCl ile
indiklenebilir MTT1 promotoru iceren 9000 kopya orijinli (transient) pVGF (pIGF -1)
(Malone vd., 2005, Haddad vd., 2002) vektorii kullanilmistir (Sekil 2.3.B). Vektorin
igerisine klonlanacak fiizyon protein kaseti, ortiisen PZR (Pogulis vd., 1996) yontemi
kullanilarak (Sekil 2.3.A) asagidaki adimlarda olusturulmustur.

Sinyalsiz Tt-hIFNB Mscl ve Pmel restriksiyon enzim kesim dizilerini igeren ileri
primer (AAAGTTTAAACTGGCCAATGTCTTACAACTTATTAGGTTTCTTAC) ve
TtsfGFP’nin 5’ bolgesinden 12 baz iceren (Ortiisen PZR i¢in) Tt-hIFNB+TtsfGFP geri
primeri (CTTCACCTTTAGAGTTTCTTAAGTAACCAGTTAATCTGTTAATG) ile
~528 b¢ DNA bolgesi PZR ile ¢ogaltilmistir. T. thermophila igin kodon optimize edilmis
TtsfGFP’den tasarlanan ileri primer (icerisinde ortiisen PZR i¢in kullanilan Tt-hIFN 3’
bolgesinden 14 baz yer almaktadir)
(GTTACTTAAGAAACTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTG) ve 12x-histidin
takil1 TtsfGFP’den Fsel ve Apal restriksiyon enzim kesim dizilerini igeren geri primer ile
(AAAGGGCCCGGCCGGCCTCATCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGG) ~784 bg
lik DNA bélgesi iiretilmistir. Uretilen bu bolgeler drtiisen PZR ydnteminde mega primer
olarak kullanilarak ortiistiiriilmiis ve 1285 bg biiyiikliigiinde bir kalip DNA {iretilmistir.
Uretilen bu DNA 6rtiisen PZR ydnteminin diger asamasinda kalip olarak kullanilmis ve
ileri Tt-hIFNP ve geri TtsfGFP primerleri ile gogaltilarak kaset olusturulmustur (Sekil
2.3).



Sekil 2.2.

gactcatgatttaaatcatgagtcaacctaactaattttcaaaattcttctattctaaaa -241
tatagatgtgattcttgaatctctcttgaatataaagtaattttttatatttctgatata -181
attcttagctacgtgattcacgatttatacaatgatccatataaaataatgtaaatagty -121
tatatatatatattcgtcttttttattctttatataatttaaaaaaattaaaaaaattta -61

ataaagctctaataaaataaataataatactaaacttaaaataaa tggcca -1
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIiii%IIIIIIIIIIIIII 60

M S Y NLILGZ FULQRS S NFQC Q K L

ttatggcaattaaacggtagattagaatactgcttaaaagacagaatgaacttcgacatt 120
L W Q L NGRULEYCULIKUDI RMNF DI

cetgaagaaat taaacaattacaacaattocasaaagaagacgetgotttaactatttac 190

PETETIIKT QLG QO OQTFUOQZKTETDAATLT

— 240

E ML Q N I FRQDSSSTGWN

_ 300

vV EN L L ANV Y HQ I NHL K T

GEtttagasgasaaattagaAARAGRAGACTECACtADANGAASATTAATGECHECELES 350

v L E E KL E K EDF TR G KL M S S L

cacttaaasagatactacggtagaattttacactacttasaagctaaagaatacteteac 420

H L KRY Y GR 1T L HY L KAZKE Y S H
tgogettggactattgttagagttgaaattttasganactictacticattascagatta 430
C AW T V R V E L R NF Y F N R L
tctaaaggtgaagaattattcactggtgttgttcctatttta 540
T G Y L RNSKGETETLFTGV V P 1L
gttgaattagacggtgacgttaacggtcacaaattctctgttagaggtgaaggtgaaggt 600
V E L D G DV NGHIKF S VR G EGE G
gacgctactaacggtaaattaactttaaaattcatttgcactactggtaaattacctgtt 660
DATNG KTULTULI KZ FI1I CTTGK L PV
ccttggcctactttagttactactttaacttacggtgttcaatgcttctctagataccct 720
PWOPTULVTTULTYGV QCFSRYP
gaccacatgaaaagacacgacttcttcaaatctgctatgcctgaaggttacgttcaagaa 780
DHMKWRWHDUFFIKSAMPEGY V Q E
agaactatttctttcaaagacgacggtacttacaaaactagagctgaagttaaattcgaa 840
R T 1 S F KDWDGTY KTRATEV K F E
ggtgacactttagttaacagaattgaattaaaaggtattgacttcaaagaagacggtaac 900
G DTLVNIRTIETLIKTGTIDZFIKED G N
attttaggtcacaaattagaatacaacttcaactctcacaacgtttacattactgctgac 960
Il L G HKLEYNFNSHNVY 1T TATD
aaacaaaaaaacggtattaaagctaacttcaaaattagacacaacgttgaagacggttct 1020
K Q K NG I K ANJFIK T R HNVED G S
gttcaattagctgaccactaccaacaaaacactcctattggtgacggtcctgttttatta 1080
vV QL ADHY Q Q NT®P 1 GDGUPV L L
cctgacaaccactacttatctactcaatctgttttatctaaagaccctaacgaaaaaaga 1140
P DNHYL ST QS VL S KDPNTE KR
gaccacatggttttattagaattcgttactgctgctggtattactcacggtatggacgaa 1200
DHMVLLEFVTAAGI THGWMD E
ttatacaaacaccaccaccaccaccaccaccaccaccaccaccacg 1260
LY KHHHHHHHUHMHHHH*
ggcccaaaaacaaacaaccaaccaaaacttctattcataaattatactaaactatatgct 1320
catatatcatacaaaatatcatattttttaaatgccatatatatgtgcgtgtactttatt 1380
taaatttttaactcaaaactatttttcatataaacttattcattcttccctataacttaa 1440
caacaacgaaaaaaaaaaaatacttctcaaatattcaaaacaaatatttttacatttttc 1500
taattccaaatacaaaatgtaaacaaatattcaaaatttttaaataaattaattaatgaa 1560

pVGF vektorine klonlanacak kaset bilgisi. pVGF vektorine Pmel-Apal restriksiyon
enzimleri kesim bdlgesinden klonlanacak olan Tt-hIFNB kendi sinyal dizisi ¢ikartilmis
(turuncu renkle gosterilen) ve C-terminal bolgesine TtsfGFP takisi (yesil renk ile
gosterilen) takilmis kasetin DNA ve amino asit dizi bilgisi. Saflastirma islemlerinde
kullanilmak iizere GFP takisimin da sonuna 12x Histidin (turkuaz rengi gosterilen)
eklenmistir. Kasetin 5° N-terminal bolgesinde MTT1 promotoru yer almaktadir. Promotor
ile Tt-hIFNB arasinda Pmel ve Mscl restriksiyon enzimlerinin tammma bdélgesi bulunur.
Kasetin 3° C-terminal bdlgesinde ise TGA (Dur) kodonundan sonra da Apal-Fsel
restriksyion enzimlerinin tamima dizileri, klonlama yapiabilmesi icin eklenmistir. Bu
dizilerin devaminda ise BTU2 transkripsiyon sonlandirma DNA dizisi yer almaktadir.
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A B

1. agama I-Tt-hIFNB —Pmel I-GFP+Tt-hIFNB 12xHie
Normal PZR Te-hiFNg | ve
ile liretim G-TthIFNB+GFP G- TisIGFP-Apal

Ortisen Bélgeler

2. asama
49 °C PZR ile 12xHis
mega primer

PVGF-TthIFNB-TtsfGFP
16,545 bp

3. asama I-TE-hIFNG ~Pmel l 12xtis Notl
is primerterie  [RIETINC T - i
Normal PZR —

—
G- TISfGFP-Apal Pmel

Sekil 2.3. pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP ekpresyon vektoru ile gen kaseti. A) pVGF- Tt-hIFNB-TtsfGFP
ekpresyon kasetinin ortiisen PZR ile sematik gosterimi. pVGF vektdrinde CdCl: ile
indiklenebilen MTT1 promotoru kontroltiinde eksprese edilecek kaset; Tt-hIFNB-GFP-
12xHis 1. asamada Tt-hIFNp ve TtsfGFP-12xHis DNA dizileri ilgili primerlerle ayr1 ayri
iiretilirler ve jelden saflastirilirlar. Jelden saflagtirllan DNA’lar 2. asamada ortiisen PZR
yonteminde 49 °C’de 7 dongii boyunca primer eklenmeksizin reaksiyona alinirlar. Bu
asamada ortiisen bolgelere sahip DNA’lar birbirleriyle hibridize olduklarinda DNA
polimeraz bu kaliplar1 cogaltir. Yani reaksiyona konulan biiyiik DNA parcalar1 mega-
primer gibi davramir. Ortiisen PZR’1n sonraki asamasinda ise dis primerler reaksiyona
eklenerek olusan kaset kalip olarak kullamilir ve DNA polimeraz bu kaseti ¢ogaltir.
Cogaltilan parca yine jelden saflagtirihr. Jelden saflsatirilan Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis
kaseti Pmel-Apal enzimleriyle kesim reaksiyonuna ahmr. Kesildikten sonra da
saflastirllarak pVGF vektoriine klonlanir B) pVGF- Tt-hIFNB-TtsfGFP vektorunin
temsili yapisi. 8-10 bin kopyaya ¢ikabilen vektor sistemi ile ekstrakromozomal (transient)
protein ekspresyonu CdClz ile induklenebilen MTT1 promotoru kontrolunde
gerceklestirilir. Bu vektor icerisinde; promotordan sonra Tetrahymena thermophila’ya
kodon optimize insan interferon beta geninin (E.R. sinyalsiz) stoplazmik protein Uretimi
gerceklestirecek dizi, sonrasinda yesil 151ma yapan TtsfGFP protein kodlayan dizi ve
devaminda da saflastirmada kullamlabilecek Histidin takisi yer almaktadir.

Bu kasetin 5’ ucunda bulunan Pmel ve 3’ ucunda bulunan Apal restriksiyon kesim
bolgeleri ile pVGF (pIGF-1) vektoriine klonlama yapilmistir (Sekil 2.3.B). Bu sekilde
sitoplazmik protein liretimi gerceklestirilebilecektir. Olusturulan vektor pVGF- Tt-
hIFNB-TtsfGFP olarak isimlendirilmis ve E. coli DHS5a (Invitrogen) kompotent
hiicrelerine 1s1-soku yontemiyle transforme edilmistir. Elde edilen koloniler restriksiyon
kesim kontrolleriyle teyit edilmistir. Pozitif kolonilerden 14. koloniden 4 adet -80 °C
bakteri kiltiirii stogu yapilmis ve -80 °C dolabinda yukaridan 2. kat soldan 1. sepetin
icinde “Murat Kaya Interferon Beta -5 kutusuna yerlestirilmistir (Sekil 2.3). Aym
zamanda 14. koloniden elde edilen plazmid DNA’sinin igeriginde interferon betanin

oldugu ve GFP ile devam ettigi dizi analizi ile de teyit edilmistir (Ek-1).
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Sekil 2.4. pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP vektorund iceren 14. E. coli bakteri kolonisinin -80 °C stok
muhafazasi.

GMP uyumlu bir rekombinant protein iiretimi gergeklestirebilmek adina takisiz
olarak iiretilip kromotografik yontemlerle saflastirilabilmesi i¢in Tt-hIFNP geninin 5’
bolgesine PLA36 (sinyal dizisi) eklenmistir (Sekil 2.5-A). Taki igcermeyen 166 amino
asitlik Tt-hIFNp kodlayan kodon optimize gen pTtAC2 Tetrahymena yapay kromozom
vektoriine Pmel-Ascl yapiskan uglar ile atilarak tez ¢alismasinda GMP’ ye uygun
HSP70.2 (1s1-soku) (Yu vd., 2012) promotoru kullanilarak 1s1 ile indiiklenebilecek tasarim
olusturulmustur (Sekil 2.5-B).

A B HSP70.2 PEAY Tt-hIFNB BTU2 MTT1 Neo4 BTU2
\ — — — |

GMP uyumlu Ekspresyon Kaseti Antibiyotik Segilim Kaseti

AGCTT T/ MM

TtAC2-PLA36-Tt-hIFNB
21,183 bp

Sekil 2.5. pTtAC2 yapay kromozom vektorii ve takisiz klonlanacak kaset bilgisi. A) Takisiz
klonlanacak kaset dizi bilgisi. pTtAC2 vektoriine Pmel-Ascl restriksiyon enzimleri kesim
bolgesinden klonlanacak olan turuncu renk ile gosterilen, kendi sinyal dizisi ¢ikartilmis
(Tt-hIFNB= 166 amino asitlik insan interferon beta proteinini kodlayan 498 b¢ gen dizisi)
ve N-terminal bolgesine yesil renk ile gosterilen TtPLA (PLA36= 36 amino asitlik disar1
salgilatma sinyalini kodlayan 108 b¢ DNA dizisi) takilmis kasetin DNA bilgisi. B) TtPLA-
Tt-hIFNp (takisiz) DNA dizisi ve pTtAC2 yapay kromozom vektoriine klonlanmus hali.
GMP uyumlu Ekspresyon kaseti, 1s1 ile indiiklenebilen HSP70.2 promotoru, PLA36 disar1
salgilatma sinyal dizisi ve rekombinant iiretilecek Tt-hIFN proteinini kodlayan gen dizisi
ve trasnkripsiyon sonlandirma dizisi olan BTU2’den olusmaktadir. pTtAC2 vektori
icerisinde antibiyotik secilimini saglayacak olan MTT1 promotoru kontrolindeki
Neomisin diren¢ geni ve BTU2 yer almaktadir.
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2.4. Olusturulan T. thermophila Vektorlerinin Konjugatif Hucrelere Biyolistik
Silah ve Elektroporasyon Yoéntemi ile Transformasyonu

Biyolistik silah, vektéor DNA’lariyla kaplanan altin taneciklerinin belirli basing
altinda, hiicre igerisine gonderilmesi, hiicreden gecerken de vektér DNA’lariin hiicre
kisimlarindan 6zellikle ¢ekirdege transferidir.

Elektroporasyon ise, kisa siireli yiiksek voltaj (elektriksel alan) verilerek hiicre
zarinda DNA’nin gecebilecegi boyutlarda (nm) gecici porlar meydana getirilmesi ile
hiicre tarafindan yabanct DNA'nin hiicre i¢ine alimmasimi saglayan bir gen aktarim
yontemidir.

Biyolistik silah ile konjugatif transformasyon icin, T. thermophila CU428-VII ve
B2086-11 irklart biiyiitiilmiis, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) ile agliga alinmis ve acligin 48.
saatinde esit hiicre sayisisi ve esit hacimde kanstirilarak konjugasyona alinmigtir.
Konjugasyonun 9. saatinde atesleme ile vektor DNA bagli altin partikiilleri hiicrelere
transforme edilmistir.

Atesleme adimlar1 1 pL” de 1 pg DNA olacak sekilde konsantrasyon ayarlanir,
hazirlanan altin partikiillerinden 10 pl alinarak (Biorad 165-2262-0.6 pm capl altin
partikili; 40 pg/mL) 3 ug DNA, 10 pL 2.5 M CaCl; ve 4 uL spermidin eklenerek DNA
ve altin partikiillerinin birbirlerine baglanmasi saglanmistir. Vektor DNA’s1 bagl altin
partikiilleri 100 pL %70’1ik ve %100°’liik etanol serisi ile yikandiktan sonra %100’liik 10
UL etanolde makrotasiyici haznesindeki yerine yerlestirilmistir. 2x10° hiicre/mL
yogunlugunda ve aglik tamponundaki 50 (veya 100 mL)’lik konjugatif hiicreler konik
dipli bir tlipte 1000 g’de 2 dakika santrifiij edilerek toplanmis ve boylelikle her bir
atesleme i¢in 10 milyon hiicre elde edilmistir (Cassidy-Hanley vd., 1997). Supernatant
uzaklastirilip, bir atesleme i¢in 10 milyon hiicre 500 pL 10 mM Tris-HCI (pH7.5)
igerisinde ¢Ozlilmiigtiir. 1 cam petri tabagina (100 mm) yerlestirilmis dairesel steril
“whatmann 50 filtre kagid1 daha dnceden steril edilmistir. Filtre kagidi, 1 mL’lik aglik
tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 7.5) ile nemlendirilmis ve {izerine, 500 uL aglik
tamponunda ¢oziilen hiicreler filtre kagidina yayilmistir. Hiicreler ve DNA &rnekleri hazir
oldugunda biyolistik silahla (BIO-RAD, Helios® gene gun and PDS-1000/He Sistemi,
Fransa) atesleme adimlar1 gergeklestirilmistir. Hiicreleri kurumaktan korumak ig¢in
uzerlerine 10 mL 30 °C’ de SPP (veya NEFF besiyeri) eklenmis ve 30 °C’ de inkiibasyona

birakilmistir.
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Konjugatif htcreler igin konjugasyonun tamamlanma stresi olarak ~20 saat
beklenmis, ardindan 100 pg/mL konsantrasyonunda paromomisin siilfat eklenmis ve
seleksiyona baslanmistir. Yukarida anlatildigi sekilde antibiyotik miktar1 arttirilarak
sec¢ilim yapilmistir. Transformant hiicreler sivi nitrojen stogu ile saklanmaistir.

Elektroporasyon yonteminde konjugant elektrotransformasyonun en 0Onemli
asamast, hiicrelerin elektrotransformasyon esnasinda dogru sathada yakalanmasidir. Ayni
aclik ortaminda bulunan farkl: tipteki hiicreler ortalama bir saat i¢cinde ¢iftlesmeye baslar.
Konjugasyonun 4. saatine gelindiginde mayoz I tamamlanmis olur. Mayoz II’nin
tamamlanmasiyla 4 haploit ¢ekirdek olusur, bir ¢ekirdek hicre anterioruna ilerleyerek
mayoz c¢ekirdegini olustururken, diger iicli posteriorda kalir ve pargalanir. Bu evre
krossing-over’in gerceklestigi evredir. mikrogekirdegin mitoz gecirmesi ile identik iKi
mikrogekirdek olusur, olusan iki ¢ekirdekten posteriordaki go¢ eder, digeri gamet
proniikleusu olarak kalir. Konjugasyonun 6. saatinde go¢ edecek olan cekirdeklerin
karsilikli olarak degistirilmesi ve yeni ¢ekirdegin eskisiyle birlesmesi ile zigotun

olusturulmasi sonucu fertilizasyon adimi tamamlanmais olur.

' '- Mayozl Krm::mm QIRha;me
Q @) 35 (OA @ @) @

Mayoz Ill4.5 s
Mayoz
gekirdeklerinden Paanﬁkleus
birinin secilimi it B egisimi €
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5s 553 s75s (O )
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mMAK ikinci Postzigotik Birinci Postzigotik
usumu i
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758 Ts E5s
AR Olu;umu O
ve Celardelderin|g g  Giftlerin Ayrimas:
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Sekil 2.6. T. thermophila konjugasyonu sirasindaki olaylar. T. thermophila konjugasyonu sirasindaki
olaylar. Konjugasyonun 10-14. saatler arasina denk gelen siirecte gerceklestirilecek vektor
transformasyonu sonucunda hiicredeki MAC farkhlagsmasi fazimin bir sonucu olarak
rDNA vektorlerinde kopya sayisinda artis meydana gelir (Asai ve Forney 1999; Miao vd.
2009).

Zigot ¢ekirdegin iki mitoz gecirmesiyle 4 identik diploit ¢ekirdek olusur. Anterior
cekirdekler makrogekirdek farklilasirken posteriordakiler diploit mikrogekirdek olarak
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kalir. Bu basamakta DNA diizenlenmeleri ve MAC’a bagh esey tipi belirlenmesi
gerceklesir ve bu siire¢ konjugasyonun 7,5 saatinden baslayarak 6-7 saat devam eder.
Mikroskopta yeni mikrogekirdegin (anlagen) %50°den fazla giftte gérilmesinden (7,5 -8
saat) 1,5 saat sonra transformasyon igin en uygun zamanlamadir. Konjugasyonun 14,
saatinde ekzokonjugantlar ayrilir, eski makrogekirdek ve mikrogekirdeklerden biri
pargalanir. Ekzokonjugantlarin ilk hiicre bdliinmesi ile 4 karyonid hiicre olusturur.
Bagimsiz olarak farklilasmis yeni makrocekirdek ve fonksiyonel mikrogekirdegin mitotik

kopyasini tagiyan her bir karyonid, ikiye boliinerek vejetatif olarak ¢ogalir.

Transformasyon Protokolt: T. thermophila CU428-VII ve B2086-11 irklar
biiyiitiilmis, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) ile agliga alinmis ve aghigin 48. saatinde esit hiicre
sayisist ve esit hacimde karistirilarak konjugasyona alinmistir. Konjugatif hiicrelerin
hangi asamada olduklar1 Hoechst boyamasi ile takip edilmelidir.

500 pl hiicre tzerine 10 pl Hoechst eklenir ve hiicreler yaklasik 0.5 ul fiksatif ile
fiske edilir ve yaklagik 10 dk. sonra floresan mikroskopta DAPI filtresinde inceleme
yapulr (Li vd., 2005).

Mikroskobik incelemelerde transformasyon ic¢in en uygun zamanda, Yyeni
mikrogekirdegin (anlagen) %50°den fazla ciftte gortilmesinden (7,5 -8 saat) 1,5 saat sonra
(Asai ve Forney 1999; Miao vd., 2009) hiicreler peletlenerek esit hacimde 10 mM HEPES
(0,2 um’lik filtre ile steril edilmistir) ile yikanir ve tekrar santrifiij edilerek 1 mL HEPES
ile ¢oziilerek hiicre sayis1 3.107/ml’ye ¢ikarilir (Asai ve Forney 1999; Gorovsky vd.,
2009). Yaklagik 15 pg Plazmit DNA’nin hacmi HEPES ile 50 pl'ye tamamlanir. Plazmit
DNA’nin hacmine uygun hacimde hiicre DNA {izerine eklenerek karistirilir
ve elektroporasyon kiivetine aktarilir. Hiicre + DNA hacmi toplamda 250 ul olmalidr
(Asai ve Forney 1999, Gorovsky vd., 2009). Hiicre ve DNA karisimi bir arada fazla
bekletilmeden, hizlica elektroporasyon kiivetine aktarilarak elektroporasyon Bio-Rad
Elektroporasyon cihazinda 440 V, 25 pF, 200 QQ, 4 mm kiivet sartlar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir.

DNA ve hiicre karistmmin uzun siire beklemesi, plazmitlerin hiicrelerin
salgiladigi DNaz’lar araciligr ile pargalanmasina ve transformasyon verimliliginin
diismesine sebebiyet verir (Asai ve Forney 1999). Elektroporasyondan ~1 dk. sonra
hicrelerin (zerine 1 mL pen-strep iceren SSP medyum eklenir daha sonra da

besiyerindeki hiicreler 30 mL SSP’ye aktarilir ve 18-24 saat sonra segici antibiyotik
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baskis1 kurulur (nem ¢emberinde, 30°C sicaklikta). Segici antibiyotik baskist 100 pg/mL
ile baslanir. Kadmiyumla indiklenebilir promotordan antibiyotik direnci saglanacagi
icin, besiyerine 1 pg/mL CdClzeklenir. 2-3 giin sonra 200 pg/mL’ye ¢ikarilir. Antibiyotik
baskis1 her pasajlamada (~2 giinde bir) arttirilarak 1 mg/mL’ye ulasildiginda, hiicreler 2
hafta yasamaya devam ediyorlar ise pozitif transformant olduklar1 s6ylenebilir (Gorovsky
vd., 2009).

Biyolistik silah ile yapilan transformasyonda Tt-SfGFP takili Tt-hIFN hatlar i¢in
antibiyotik oran1 600 pg/mL ¢ikartilarak pozitif transformantlar elde edilmis rekombinant
wrklarin kontroli; CdCl; ile indlklendikten sonra floresan mikroskobu (Olympus IX53
mikroskop, Olympus U-HGLGPS Floresan atagmani) GFP filtresinde incelenerek GFP
1s1mas1 gosterdigi teyit edilmistir. Ortamda 1s1yan ve 1simayan hiicreler bulundugundan
1styan hiicreler segilerek tek hiicre klonlari elde edilmis ve bu tek hiicre klonlarindan sivi

azot stogu yapilmustir.

2.5. Konjugatif Tetrahymena Hducrelerine Biyolistik Silah Yontemi ile
Transformasyonu Gerceklestirilen pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP Vektorinden

Rekombinant Protein Uretimi ve Saflastirma Analizleri

Protein Izolasyonu: Mikroskobi incelemelerinde, Tt-hIFNP igeren transformant
hatlar indiiklendikten sonra GFP 1s1mas1 gosterdigi goriilen 2 farkli tek hiicre klonundan
protein izolasyonu ve Ni-NTA saflastirmasi yapmak i¢in 100’er mL ekim yapilmus,
negatif kontrol olarak 100 mL Tetrahymena B2086+Cu428 konjugtatif irkindan ekim
yapilmistir. Yaklasik 3 giin ¢alkalamasiz bir sekilde 30 °C’de blydtilen hicrelerden
indiiklemeye baslamadan 6nce ve 2 pug/mL CdCl; ile induklendikten 3 saat, 6 saat ve 9
saat sonra Ornekler alimmustir. Kiiltiirler 1500 g’de 3 dk. santrifujlenerek peletler elde
edilmistir.

Toplam protein 0n-kontrolleri: Hizli bir sekilde kontrol yapabilmek adina tiim
orneklerden ayn1 zamanda sadece 1’er mL’den elde edilen peletler de alinmis ve
bunlardan GFP 1simasim1 direk inceleyebilmek i¢in hiicre lizati [-merkaptoetanol
icermeyen Laemmli yiikleme taponunda kaynatma yapilmadan pargalanmis ve elde
edilen karigim direk olarak SDS-PAGE jelinde kosturulmustur (Sekil 3.1-C). Kosturulan
SDS-PAGE jeli BIO-RAD Gel Doc ™ EZ gériintileme sisteminde, Mavi tabla (Blue
Sample Tray) ile goriintiilenmistir. Bu tablanin 6zelligi SYBR® Green, SYBR® Safe,

SYBR® Gold ve Gel Green goriintiilemeler igin uygun olmasidir. GFP proteininin
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eksitasyon/emisyon aralig1 ise bu tablanin vermis oldugu eksitasyon emisyon araligina
(430-460, max 440 nm) yakin olmasidir. Bu 6zelliginden yararlanilarak, yapilan analizde
SDS-PAGE jelinde dogal GFP 1simasinin olup olmadigi gozlemlenmistir.

Peletler TPIST-2 (Tetrahymena Protein Izolasyonu ve Saflastirma Tamponu -2) ile
liziz edildi (50 mM NaH2P04.2H20, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, %1 Triton X-100,
2 mM PMSF, 1XPIC pH 7.8) ve 2 mL’lik mikrosantriftj tiplerine bolindukten sonra
buzda 15 dk. ara ara vortekslenerek inkulbe edildi, sonra 7 devirde 5 dk. siireyle Bullet
Blender’da 0,2 mM’lik ¢elik bilyelerle parcalama islemi yapildi. Tekrar buzda 10 dk.
inkiibe edildikten sonra 4 derece sogutmali santrifiijde 13000 rpm de 20 dk. santriftjlendi.
Siipernatant toplam protein izolasyonu olarak ayr1 tiiplere alindi, pelet ise TPIST-2 ile
yeniden ¢oziilerek ayr1 saklandi.

SDS-PAGE (Tris-Glisin) analizlerini yapabilmek i¢in 150’ser uL 6rnekler 50’ser
pL 4X Laemmli ylikleme tamponu [(BioRad 4X Laemmli = 277,8 mM Tris-HCI pH 6.8
%44,4 gliserol %0,02 Brom Fenol Blue, %4,4 SDS) %10 B-merkaptoetanol] ile
karistirldi ve 6-7 dk. kaynatilarak denatiire edildi.

Ni-NTA saflastirmasi: QIAGEN Ni-NTA Agaroz Tanecikleri (#30230, Almanya)
kullanilarak asagidaki gibi  gerceklestirilmigtir.  Ni-NTA  boncuklari  alkolin
uzaklastirilmasi i¢in 600 g’de 1 dK. santrifiijlenmistir. Uzerlerindeki s1v1 atilms ve su ile
birkag¢ kez yikanmaistir.

- Kiltirlerden izole edilen ~1.2’ser mL toplam protein, 300’er pL Ni-NTA
tanecikleriyle g/b +4 °C’ de hafif ¢alkalamali tablada inkiibe edildi. Ertesi giin ¢aligmalar
+4 derece dolap icerisinde yapilmaya devam edildi.

- Havada asil1 duracak sekilde diizenek hazirlandi ve filtreli kolonlara Ni-NTA ile
baglanan ornekler konuldu, kolonlarin altlarina tipalar takildi ve 2-3 dk. beklenildi, sonra
tipalar agildi ve kolonda tutulmayan kisim Flow Through (Baglanmayan Proteinler) buza
gomiilii sekilde duran ayr tiiplere alindi.

1. yikama: 1.5 mL Yikama Tamponu (= 50 mM NaH2P04.2H20, 300 mM NaCl,
20 mM Imidazol) ile yapildi. Benzer sekilde tipalar kapatildi 2-3 dk. beklenildi, sonra
tipalar agilarak buz igerisine gomuli olan 15 mL’lik santirflij tlplerine kolondan
yikamalar alindu.

2. Yikama: 1.5 mL Yikama Tamponu (50 mM NaH2PO4.2H>0, 300 mM NaCl, 20
mM Imidazol) ile benzer sekilde yapildi.
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1. Eltsyon: Tipalar kapaliyken eliisyon tamponundan (50 mM NaH2PO4.2H:0,
300 mM NacCl, 250 mM Imidazol) 200 uL eklendi ~15 dk. beklenildi, sonra eliie edildi.

2. Elusyon: 200 uL eklendi ~15 dk. beklenildi, sonra elte edildi.

Tiim bu Flow Through, Yikamalar ve Eliisyonlardan SDS-PAGE igin 6rnekler
hazirlandi ve kalanlar -80 °C’e kaldirildi. Toplam proteinlerin miktarlar1 BRADFORD
yontemiyle hesaplandi ve jele toplam proteinlerin SDS-PAGE jeline tiim 6rneklerden esit
miktarda yiklenmesine 6zen gosterildi.

Glisin SDS-PAGE jeli elektoroforez isleminin ardindan towbin tampon (western
transfer tampon) (25 mM Tris, 192 mM Gilisin, % 20° lik Metanol) icerisinde 30 dk.
bekletilmistir. Blotting kagitlar1 (extra thick, P4681 SIGMA) ve membran (Immobilon-
PSQ Membrane, PVDF, 0,2 um Cat No: ISEQ00010) jelin son boyutuna uygun olarak
kesilip, yar1 1slak olacak sekilde sandvi¢ (2 whatman, membran, jel, 2 whatman)
hazirlandi. BioRad Turbo Blotter cihazinda 25V, 2 A (Sabit), 25 dk. seklinde blotlama
gerceklestirilmistir. 1xX TBS (1 L icin 6,05 g Tris ve 8,76 g NaCl pH 7,5)’ de yikanmustir.
TBS-T igerisinde hazirlanmis %5°1ik siit tozu ile hazirlanan bloklama soliisyonundan ~15
mL icerisinde 1 veya 2 saat oda sicakliginda bloklama yapilmistir. Ardindan %0,1” lik
Tween iceren 1x TBS (1x TBS-T) ile 5 kere 5 dk. orbital ¢alkalayicida membran
yikanmistir. Yikamalar sonunda membran 10 mL %0,1’lik 1X TBS-T igerisine alinmus,
10 mL solusyona birincil antikor eklenerek gece boyu 4 °C’ de ortbital galkalayicida
bekletilmistir. Ertesi giin %0,1°lik 1X TBS-T ile 5 kere 5 dk. orbital ¢alkalayict membran
yikanmig ve 10 mL %0,1’lik 1X TBS-T icerisinde (1:5000) 2 pL anti-rabibit veya anti-
mouse ikincil antikor eklenmis (Santa Cruz Mouse anti-rabbit 1gG-HRP sc: 2357) ve 1
saat oda sicakliginda orbital calkalayici’da bekletilmistir. Bu islemin ardindan membran
her biri 5 dk. olacak sekilde 3 kere 1x TBS-T, 2 kere 1x TBS ile yikanmistir. TMB ile
gorlntiileme islemi gergeklestirilmistir (Sigma Aldrich, T0565).

SDS-PAGE’de vyurutilen oOrnekler hem GFP poliklonal (#AB10145 Merck,
Almanya) (sonuglar verilmemistir) hem de Interferon beta monoklonal (#SC53968 Santa

Cruz, ABD) antikoru ile westren blot analizi yapilmistir.
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2.6. Konjugatif Tetrahymena Hducrelerine Elektroporasyon Yontemi ile
Transformasyonu Gerceklestirilen pTtAC2-PLA36-Tt-hIFNB Vektoriinden
Elde Edilen Irklarin Genomik DNA kontrolleri

Elektroporasyon ile transformasyon islemi yapildiktan ~5 saat sonra hiicreler
antibiyotik baskisina (antibiyotik olarak, bir neomisin tiirevi olan paromomisin
kullanilmistir) alinirken aym1 zamanda 96 kuyucukla plakalara da her bir kuyucuga
seyreltilerek ekim yapilarak tek hiicre klonu segilimi saglanmistir. Hiicreler 30 °C nem
cemberinde inkiibasyondan 3 gun sonra paromomisin 200 ug/mL ye ¢ikartilmistir.
Antibiyotik baskisinin 6. giiniinde plakada canli hiicrelerin goriildiigii ve saglikli ve temiz
olanlardan 5 kuyucuk sec¢ilmis ve antibiyotik baskisina bu hiicreler Gizerinden devam
edilmigtir. Paromomisin orant 500 pg/mL ¢ikarildiktan sonra ikiger gilinlik
inkiibasyonlar1 takiben antibiyotik orani 1000, 2000, 5000, 7000 ve 10000 pg/mL
cikartilmigi ve paromomisin miktar1 500 ug/mL’ye ¢ekilerek hiicreler pasajlanmaya
devam edilmistir. Burada organizmada (bir hiicrede) 45 kopya ile temsil edilen her bir
MAC kromozomunun pozitif (genom entegrasyon kasetini i¢ine almasi) olmasi
amaclanmistir. Yaklagik bir ay siire ile antibiyotik baskisinda tutulan hiicrelerden gDNA
izolasyonu; Wizard® Genomic DNA purification kit (A1120 Promega, ABD) ile bitki
dokularindan genomik DNA izolasyonu protokoliine gore, birinci adim atlanarak

gergeklestirilmistir.

2.7. Tt-Pttac2-PLA36-Tt-Hifnf Rekombinant Hiicrelerinin  Is1-Soku ile
Indiiklenmesi, SDS-PAGE ve Western Blot Analizleri

Genomda varliklart gosterilen 5 pozitif trasnformanttan 2. ve 5. klon hiicreleri
blyutildikten sonra 38 °C su banyosunda yaklasik 6 saat inkiibe edilerek indiklendi
sonra 30 °C etiive alinarak 6 saat daha inkiibasyon gerceklestirildi (recovery). Siire
sonunda hiicreler peletlendi ve protein izolasyonu yapildi. Protein izolasyonu sonucunda
¢ozlndr toplam protein ve ¢ozinlr olmayan toplam protein (peletler) elde edildi. PLA36
disar1 salgilatma dizisi ile disar1 salgilatilmasi beklenen proteinlerin incelenmesi i¢in dig
ortamlardan 5’er mL’si filtrelendi (Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit 10.000 KO,
Millipore). Tim 6rnekler %10’luk SDS-PAGE jelinde kosturulduktan sonra western blot

analizi mouse monoklonal anti-interferon beta antikoru ile gergeklestirildi (Sekil 3.3).
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3.  BULGULAR

Tez galismasinin amaci; tek hicreli silli 6karyot Tetrahymena thermophila’nin
biyolojik kapasitesi kullanilarak, insan interferon-f geninin kodladigi proteininin
uretimidir. Tez ¢alismas1 kapsaminda, dncelikle insan interferon-p proteinini kodlayan
okuma cercevesi Tetrahymena alaninda yaygin kullanilan agir metal kadmiyum (CdCl>)
ile indiklenen MTT1 (Metalotiyonin 1 geni) promotoru kontroll altinda Tt-hIFNp-
TtsfGFP-12xHis fuzyon proteini dretim deneyleri gergeklestirilmistir. Tt-hIFN-
TtsfGFP-12xHis fuzyon proteininin rekombinant hiicre ici Gretimi flaskta kultirizasyon
ile yapilmistir. Ayrica GMP’ye uyum cercevesinde, MTT1 promotoru yerine sicaklik ile
indiklenen HSP70.2 promotoru yerlestirilmis ve takisiz Tt-hIFNB’nin hiicre disina
salgilanan formunun rekombinant {retim altyapist tek hiicre klonlari olusturularak
gerceklestirilmistir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda 45 kopyali makrocekirdek genomuna entegrasyonda
kullanilan orijinsiz pNeo4 vektori (Mochizuki vd., 2008), 9.000 kopyal
ekstrakromozomal pVGF vektori ve son olarak T. thermophila i¢in grubumuz tarafindan
tasarlanmis 2.000-5.000 kopyali ekstrakromozomal pTtAC2 yapay kromozom vektor(
kullanilmistir. Ayrica saflagtirmay1 kolaylastirmak ve iiretim kapasitesini siirekli kilmak
amaciyla; Tetrahymena Fosfolipaz A geninin (PLA, Phospholipase A gene) disariya
salgilatma sinyal takisinin literatiirde kullanilan ve patentlenmis ilk 115 amino asit dizisi
(PLA115) ile PLA105 takilar1 yerine, PLA36 ve/veya PLA22 dizileri digar1 salgilatmada
kullanilmistir. Hedef hormonlarin takisiz formlarinin tiretiminde; GMP kurallar1 geregi
transformasyona takiben antibiyotik seleksiyonu gergeklestirildikten sonra kiltiirizasyon
esnasinda antibiyotik kullanimi1 gergeklestirilmemesi gerekmektedir. Bu nedenle
rekombinant protein iretim platformunun vektorel altyapisi, grubumuz tarafimizdan
gelistirilen ve patent bagvurusu yapilmis olan ve iki yila kadar kararliligi gosterilmis
2.000-5.000 kopyali Tetrahymena makrocgekirdek yapay kromozomu 2 (pTtAC2)’ye
kaydirilmistir. Hicre icinde dretilen Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteini, 12xHis
afinitik taki yardimiyla saflastirilmig, SDS-PAGE ve Western Blot ile analizleri
yapilarak, T. thermophila’nin hIFNB’y1 Urettigi gosterilmistir. Takisiz hIFNB proteinin
tiretilmesi ve yiiksek saflikta elde edilmesi i¢in gen kaset tasarimlari, klonlamalar,
transformasyon ve antibiyotik seleksiyonu ile tek hiicre klonlarinin olusturulma deneyleri
tamamlandiktan sonra, once genomik DNA varliklar1 gosterilmistir. Daha sonra

indikleme de gergeklestirilerek rekombinant protein iiretiminin oldugu western blot
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analizi ile gosterilmistir. Elde edilen bulgularda rekombinant proteinler, ¢oziiniir toplam
protein ve ¢Ozlinlir olmayan toplam protein icerisinde goriilmistiir. Dig ortam

orneklerinde net bir protein varlig1 gériilmemistir. Bu calismalar halen devam etmektedir.

3.1. T. thermophila’da hIFNB’min Fiizyon Protein olarak Rekombinant Uretimi,

Saflastiriimasi ve Protein Analizleri

T. thermophila’ya kodon optimizasyonu yapilmis insan interferon-f kodlayan DNA
dizisi, bu proteinin E.R. sinyalini kodlayan dizisi olmaksizin (kisaca Tt-hIFNP) sentetik
olarak trettirilmis ve uygun PZR primerleri ile cogaltilmistir. Tt-hIFNJ ile ortiisen bolge
iceren primerler kullanilarak TtsfGFP’de PZR ile cogaltilmistir. Cogaltilmis Tt-hIFNfB
ile TtsfGFP gen dizileri agaroz jelden saflastirilmis ve ortiisen PZR yontemi ile PZR’da
birlestirilmistir.  Birlestirilmis Tt-hIFNB-TtsfGFP fuzyon geni, agaroz jelden
saflagtirilarak, pVGF vektorii igerisine, CdCl, ile indlklenebilen MTT1 promotoru
kontroliinde olacak sekilde ligasyonla klonlanmistir. Olusturulan pVGF-Tt-hIFNf-
TtsfGFP vektord, E. coli DH5a (Invitrogen) kompotent hiicrelerine 1s1-soku yontemiyle
transforme edilmistir. Pozitif kolonilerden 14. koloni restriksiyon enzimi ile kesime
alinarak, klonlama dogrulanmistir (Sekil 3.1-B). Sekil 3.1-A’da ise bu vektoriin yapisi
gortlmektedir. DNA dizi analizi yontemi ile bu koloniden elde edilen vektor icindeki
klon, dizi analizi ile kontrol edilmis, interferon beta proteinini kodlayan DNA dizisinin
herhangi bir mutasyon igermedigi teyit edilmistir (EK-1). hIFNB’y1 kodlayan DNA dizisi
sonrasinda TtsfGFP’yi kodlayan dizinin geldigi gorilmiistiir .

Ekstrakromozomal pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP vektorinin konjugatif Tetrahymena
thermophila B2086 ve CU428 1irklarina aktarimi biyolistik silah ile gergeklestirilmistir
(Cassidy-Hanley vd., 1997). Transformasyon sonrasi pozitif transformantlarin se¢ilimi
100 pg/mL ile baslaylp 600 pg/mL’ye kadar c¢ikarilan antibiyotik baskisiyla
gergeklestirilmistir. Pozitif tranSformantlarin segilimi, MTT1 promotoru kontroliindeki
Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis fuzyon geninin 2 pg/mL CdCl; ile induklenmesinden sonra
floresan mikroskobu altinda 1s1yan hiicrelerin gézlemlenmesiyle miimkiin olmustur.
Ortamda 1s1yan ve 1simayan hiicreler birlikte bulundugundan GFP 1s1mmas1 gosteren
hiicreler, mikroskop altinda tek hiicre izolasyonu ile belirlenmis ve tiip stogu yapilmistir.
Bu tek hiicre klonlarindan C2 ve C6 klonlar1 secilerek saf tek hiicre klonu olarak, Gretim
analizinde kullanilmstir.

Tt-hIFNB-TtsfGFP fiizyon proteinini, C2 ve C6 klonlarinin hiicre i¢i olarak tretip
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tiretmedigini kontrol edebilmek igin indiiklenmis kiiltiirlerin 1’er mL’sinden hicre
peletleri santrifijj ile toplanmustir.
e (C2 600.000 hiicre/mL’den 1mL Pelet, 180 uL 10 mM Tris-HCI + 60 pL 4X
Laemmli
e (C6 500.000 hiicre/mL’den 1mL Pelet, 150 puL 10 mM Tris-HCI + 50 pL 4X
Laemmli
SDS-PAGE’de GFP 1simasini direk gorebilmek icin B-merkaptoetanol icermeyen
Laemmli yukleme tamponu hiicre peletlerine eklenerek, kaynatma yapmaksizin
parcalama gergeklestirilmis ve elde edilen toplam hiicre karigimi direk olarak SDS-PAGE
jeline yiiklenmis (~20’ser pL) ve kosturulmustur. Kosturulan SDS-PAGE jeli BIO-RAD
Gel Doc ™ EZ gorintileme sisteminin Mavi tablasi (Blue Sample Tray) ile
goriintiilenmistir. pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP vektori iceren C2 ve C6 hiicre klonlarindan
indiiklemeden 6nce ve indiiklendikten sonra elde edilen peletlerinin GFP 1s1masina sahip
olup olmadigini kontrol etmek i¢in yapilan analizde, hem C2 hem de C6 irklarinda GFP
1simast  goriilmiistiir  (Sekil 3.1-C). Sekil 3.1-C’nin 1. kuyusunda C2 1irkinin
indiiklenmemis kontroliinde GFP 1simas1 beklenildigi gibi goriilmemektedir. Ayni
sartlarda indiikklemesi gergeklestirilen icerisinde pVGF vektori (interferon beta ve GFP
bulundurmayan) olmayan negatif kontrol hiicrelerinde ise beklenildigi gibi bir 1s1ma
bulunmamaktadir (Sekil 3.1-C, 5. kuyu). Indiiklemenin 3., 6. ve 9. saatlerinde ise GFP
1simasinin her iki rekombinant klonda da zamanla arttig1 goriilmektedir (Sekil 3.1-C,
kuyu 2, 3 ve 6). Rekombinant Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteininin tahmini
biiyiikliigii ~48 kDa’dur. Tek bagina Tt-hIFN ~20 kDa civarinda olup GFP ise tek basina
yaklasik ~27 kDa civarindadir. Dogal sartlarda, p-merkaptoetanolsiiz ve kaynatmasiz
olarak yiklenen proteinlerin SDS-PAGE jelinde hareketleri p-merkaptoetanol ve
kaynatma uygulanarak yiiriitiilen protein drneklerinden yaklasik 8 kDa civarinda farkla
kosmaktadir. Bu yiizden tam bir biiyiikliik analizi yapmak kullanilan markor’e gore
mimkun goriinmedigi i¢in sadece 1s1tmanin oldugu ve bu 1stmanin kuvvetinin indiikleme
saatine bagli olarak arttig1 protein bantlarina odaklanilmistir. GFP 1s1masi1 goriilen protein
bantlarinin en giigliisii kullanilan markor’e gore 40 kDa olup sirasiyla daha zayif 1s1ma
veren 45 kDa, 50 kDa ve 65 kDa biiyiikliiklerinde protein bantlar1 da bulunmaktadir.
Rekombinant Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteininin tahmini biiyiikligii olan ~48
kDa’da bu biiyiikliikler arasindadir. Isima veren 40 kDa, 45 kDa, 50 kDa ve 65 kDa
protein bantlari, boyut olarak ~27 kDa TtsfGFP monomerinkinden (protein markor’intin
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icine eklenmistir) daha biiyiiktiir (Sekil 3.1-C, kuyu 7). Bu klonlarin ¢6ziiniir toplam
proteinleri ile ¢ozilndr olmayan toplam proteinleri ve anti-hIFNp antikorlar1 kullanilarak
yapilan western blot analizinde ise 40 kDa, 45 kDa, 50 kDa ve 65 kDa protein
bantlarindan sadece 50 kDa’un hemen altinda yer alan (beklenilen fiizyon biiyiikliigli olan
48 kDa) sadece bir protein bant dimeri (Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis) net olarak
goriilmiistiir. T. thermophila’nin sitoplazmik Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon
proteinini basari ile {irettigi buradan anlasilmaktadir (Sekil 3.1-C).

Rekombinant T. thermophila C2 ve C6 klonlarindan sitoplazmik Tt-hIFN-
TtsfGFP-12xHis fuzyon proteini Uretimi igcin Negatif Kontrol Hucreleri ile bu klonlar ~
500.000/600.000 hiicre/mL olacak sekilde biyiitilmis ve 2 pg/mL CdCly ile
induklendikten sonra 3., 6. ve 9. saatlerde hiicre 6rnekleri alinmistir. Bu 6rneklerin
sitoplazmik Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteini Gretimi floresan mikroskop
(Sekil 3.1-D) ve Western Blot (Sekil 6-E-F) analizleriyle incelenmistir.

Indiiklenen hiicrelerin floresan mikroskop analizleri GFP filtresi altinda
incelendiginde, Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteininden kaynaklanan floresan
1s1malarin zamanla hiicre sayisi ve floresan 1s1ma yogunlugunun C2 ve C6 klonlarindan
her ikisinde de arttig1 goriilmiistiir (Sekil 3.1-D). Mikroskobik gorintilerin floresan 1sima
acisindan incelemesi, C2 klonunun C6 klonuna gore daha fazla 1s1digini ve 1siyan hiicre
sayisina sahip oldugu gostermistir. Rekombinant T. thermophila C2 ve C6 klonlarindan
PLA’siz (sitoplazmik) Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteini Gretimi icin
induiklendikten sonra 3., 6. ve 9. saatlerde alinan hiicre orneklerinden Western blot analizi
icin ¢cozlnlr toplam protein izolasyonu, asagida verilen adimlarla Tetrahymena liziz ve

saflagtirma tamponu ile ger¢eklestirilmistir (Sekil 3.1-D; kuyu 1, 2, 3, 4 ve 5).

e Protein izolasyonu: 10’ar milyon hticre iceren peletlerin ~2 mL Liziz Tamponu
(50mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, %1 Triton X-100, 2 mM PMSF,
IXPIC, pH 7.8) ile ~15 dk. buzda inkiibasyon, 7 devir ile 5 dk. Bullet Blender ile
muamele, 10 dk. buzda inkiibasyon, 15 dk. 4 °C 13-14.000 g santrifiijleme.

Toplam protein izolasyonundan kalan peletler ise 10 mM Tris-HCI ile yeniden
¢oziilmiistiir (Sekil 3.1-D; kuyu 7, 8, 9, 10). Bu ¢dziiniir toplam protein izolatlarindan Tt-
hIFNB-TtsfGFP-12xHis fuzyon proteininin saflastiritimasi, C-ucu 12xHis afinitik takisi
yardimi ile Ni-NTA tanecikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. CozUndr toplam protein

izolatlar1 ile peletlerden elde edilen izolatlar (Sekil 3.1-E), afinitik olarak saflastirilan Tt-
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hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteinlerin iceren kolon eliientleri (Sekil 3.1-F) ile

birlikte Western Blot analizine alinmistir.

e Ni-NTA Saflastirmasi (Qiagen):
o Her 1.2 ml 6rnek igin 300’er pL Ni-NTA slury kullanilmstir.
o Yikama Tamponu (50mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol,
pH 7.65): 1.5 mL x 2 kez
o Elisyon Tamponu-1 (50mM NaH2POs, 300 mM NaCl, 250 mM
Imidazol, pH 7.8): 200 pL x 2 kez
o Elisyon Tamponu-2 (50mM NaH2POs, 300 mM NaCl, 400 mM
Imidazol, pH 7.8): 200 pL x 2 kez
Anti-hIFNf antikorlar1 kullanilarak yapilan Western Blot analiz bulgulari; hem
¢cozlnlr toplam protein ve ¢Oziunmeyen protein pelet érneklerinde hem de afinitik
saflagtirillmis eliientlerde, sitoplazmada beklenilen 48 kDa’luk Tt-hIFNB-TtsfGFP-
12xHis flizyon proteininin var oldugunu gdstermis ve yani iretimin gergeklestigi
goriilmiistiir (Sekil 3.1-C ve D). Ayrica beklenmedik bir sekilde, anti-hIFNp antikorlar
20-22 kDa’luk bir protein bandina, hem ¢6zinur toplam protein, hem ¢6zunir olmayan
toplam protein hem de afinitik saflastirilmis eliient 6rneklerinde baglanmigtir. Anti-hIFN
monoklonal antikorlarinin baglandigi 20-22 kDa’luk protein, Western antikor kontrol
olan ticari 18-20 kDa’luk hIFN proteini ile ayn1 biiyiikliiktedir (Sekil 3.1-E ve F, kuyu
6 ve 5). Blylklik ve Western blot antikor spesifikliginin kontrolii olarak, 18-20 kDa’luk
ticari hIFNP proteini, Sekil 3.1-E’nin kuyu 6’sinda ve Sekil 6-F’nin ise kuyu 5’inde
protein markor’indin icine az miktarda eklenerek pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Anti-hIFN monoklonal antikor ise bu kontrol proteinini gorerek, hIFNB’ye spesifik
calistigin1 gostermistir. Sekil 3.1-E’nin 1. kuyusunda ise C2 klonunun indiiklenmemis
(negatif) hucre kontroliinden saflastirilan ¢oziiniir toplam proteininde, anti-hIFNp
antikoru herhangi bir proteine baglanmamais, bdylelikle sizintili bir rekombinant protein
tiretimi olmadigin1 ve diger kuyulardaki fiizyon protein iiretiminin indiiklemeye bagl
oldugunu isaret etmektedir. Sekil 3.1-E’nin 7., 8., 9. ve 10. kuyularinda C2 ve C6
klonlarmin ¢ézlinmeyen proteinlerini iceren peletler ile yapilan western blot analizleri,
biylik miktarda sitoplazmik (PLA’s1z) Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis fuzyon proteini ile
kirilmadan kaynaklanan Tt-hIFNB’nin olasilikla yiksek miktarda iiretiminden dolayi
¢cozlinmeyen formda veya yetersiz (her 10 milyon hiicre peletine/ ~2 mL Liziz Tamponu)
liziz tamponu kullanimindan dolay: izolasyonda agregat olarak goriildiigii anlagilmistir.

Sekil 3.1-F’nin 1. kuyusunda bulunan 48 kDa’luk sitoplazmik c¢ozlnur Tt-hIFNp-
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TtsfGFP-12xHis flizyon proteininin Ni-NTA kolonuna baglanmaksizin (Flow Through
ile) kolondan uzaklagmis olmasi, Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteininin yiksek
oranda tiretildigini ve kullanilan Ni-NTA boncuk (300’er pL Ni-NTA slury) miktarinin
1.3 mI’lik ¢6zundr toplam protein icinde yer alan tim flizyon proteinlere baglanmakta

yetersiz kaldigini isaret etmektedir.
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Sekil 3.1. Ekstrakromozomal pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP vektorl iceren Tetrahymena hicrelerinin
CdCl2 ile indiklenerek rekombinant Tt-hIFNB-TtsfGFP flizyon proteininin tretimi,
saflastirilmasi ve western blot analizleri. A) Ekstrakromozomal pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP
vektor yapisi. Vektore CdClz indiklenebilen MTTL promotoru kontrolinde Tt-hIFNp-
TtsfGFP fiizyon proteinini kodlayan DNA dizisi klonlanmistir. B) pVGF-Tt-hIFNB-GFP
vektor kesim reaksiyonu. E. coli DH5a’nin 14. kolonisinden saflagtirilan plazmid DNA’s1
Pmel-Apal restriksiyon enzim kesim reaksiyonuna alinmistir; 1. beklenildigi gibi 1285 b¢
biiyiikliigiinde Tt-hIFNB-GFP flzyon proteinini kodlayan DNA salimmistir. C) pVGF-Tt-
hIFNB-TtsfGFP vektorini iceren Tetrahymena hicrelerinin CdClz ile induklenmesiyle
rekombinant Tt-hIFNB-TtsfGFP fuzyon protein iiretiminin GFP 1s1masi ile SDS-PAGE jel
analizi. Hicreler SDS-PAGE yiikleme tamponu ile kaynatmaksizin ve -merkaptoetanol
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eklenmeksizin par¢alanarak direk yiiklenmistir. 1: indiiklenmemis C2 irki proteinleri, 2:
3 saat indiiklenmis C2 proteinleri, 3 ve 4: 6 saat indiiklenmis C2 proteinleri, 5: 6 saat
indiiklenmis negatif kontrol hiicre proteinleri, 6: 9 saat indiiklenmis C2 proteinleri, 7: GFP
pozitif kontrol (~27 kDa) proteini eklenmis protein markor’t (Page Ruler, #26616 —
Thermo), 8: 3 saat indiiklenmis C6 proteinleri, 9: 6 saat indiiklenmis C6 proteinleri, 10: 9
saat indiiklenmis C6 proteinleri. D) pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP vektorind iceren
Tetrahymena C2 ve C6 tek hiicre klonlarmin CdCl: ile indiklenmesiyle rekombinant Tt-
hIFNB-TtsfGFP flzyon protein tretiminin floresan mikroskop ile zamana bagh GFP 1s1ma
analizi. Mikroskop goruntileri, U-HGLGPS floresan atagmanh Olympus IX53
mikroskobu ile 10x’lik objektif (Olympus, CPlanFL N) ve okiiler (WH15X/14) kullanilarak
cep telefonu (Samsung Galaxy Alpha) ile ¢ekilmistir. E) pVGF-Tt-hIFN-TtsfGFP vektori
iceren Tetrahymena C2 ve C6 tek hiicre klonlarinin CdCl: ile indiiklenmesiyle rekombinant
Tt-hIFNB-TtsfGFP flzyon protein Gretiminin ¢ézUndr toplam protein ve ¢ozintr olmayan
pelet proteinleriyle western blot analizi. Western blot analizlerinde birincil antikor olarak
fare (mouse) monoklonal anti-IFNB (#SC53968 Santa Cruz, ABD) antikoru ve ikincil
antikor olarak goat anti-mouse (Genescript, A00160) antikoru kullamlmstir. 1:
indiiklenmemis C2 wrkindan elde edilen c¢oziiniir toplam protein izolati, 2: 6 saat
indiiklenmis C2 irkindan elde edilen ¢oziiniir toplam protein izolaty, 3: 9 saat indiiklenmis
C2 irkindan elde edilen ¢éziiniir toplam protein izolati, 4: 6 saat indiiklenmis C6 ¢oziiniir
toplam protein izolati, 5: 9 saat indiiklenmis C6 ¢oziiniir toplam protein izolati, 6: Ticari
hIFNB pozitif kontrol proteini (~20-22 kDa, 10704-HNAS Sino Biological, Cin) eklenmis
protein markér’d (Page Ruler, #26616 —Thermo), 7: 6 saat indiiklenmis C2 ¢6ziinmeyen
toplam pelet proteinleri, 8: 9 saat indiiklenmis C2 ¢éziinmeyen toplam pelet proteinleri, 9:
6 saat indiiklenmis C6 ¢oziinmeyen toplam pelet proteinleri, 10: 9 saat indiiklenmis C6
¢oziinmeyen toplam pelet proteinleri. F) pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP vektori igeren
Tetrahymena C2 ve C6 tek hiicre klonlarmin CdCl: ile indiklenmesiyle rekombinant Tt-
hIFNB-TtsfGFP fiizyon protein iiretiminin ¢oziiniir toplam protein izolatlarindan Ni-NTA
afinitik saflastirmasinin western blot ile analizi. Western blot analizlerinde birincil antikor
olarak fare (mouse) monoklonal anti-IFNB (#SC53968 Santa Cruz, ABD) antikoru ve
ikincil antikor olarak goat anti-mouse (Genescript, A00160) antikoru kullamlmstir. 1: 9
saat indiiklenmis C2 klonunun kolona baglanmayan proteinleri (FT = flow through). 2: 9
saat indiiklenmis C2 klonunun Ni-NTA Kkolon yikamasi, 3: elisyon-1: 9 saat indiiklenmis
C2 Klonu, 4: elisyon-2; 9 saat indiiklenmis C2 klonu, 5: Ticari hIFNp pozitif kontrol
proteini (~20-22 kDa, 10704-HNAS Sino Biological, Cin) eklenmis protein markor’i (Page
Ruler, #26616 —Thermo), 6: elisyon -1; 6 saat indiiklenmis Negatif kontrol, 7: elisyon-1; 6
saat indiiklenmis C6 klonu, 8: ellisyon-2; 6 saat indiiklenmis C6 klonu, 9: eliisyon-1; 9 saat
indiiklenmis C6 klonu, 10: ellisyon-2; 9 saat indiiklenmis C6 klonu.

3.2. T. thermophila’da Takisiz Disar1 Salgilanabilir hIFNf’nin Rekombinant

Uretimi, Saflastirilmasi ve Protein Analizleri

Tez caligmasinin afinitik takisiz Tt-hIFNB proteininin {iretimi kapsaminda;
endustriyel Uretime daha uygun dis ortama salgilatma ve kromotografik yontemlerle direk
saflastirilabilmesi i¢in Tt-hIFNp geninin 5’ bolgesine PLA36 (disariya salgilatma sinyal
dizisi) amino asit dizisini kodlayict DNA dizisi eklenmistir (Sekil 3.2-A). GMP’ye uyum
kapsaminda ayrica daha kararli ve 1s1-soku indiiksiyonuna sahip HSP70.2 promotorunu
iceren pTtAC2 yapay kromozom vektoriine gecise gerek duyulmustur. pTtAC2
Tetrahymena yapay kromozom vektort, grubumuzun BAP projeleri ile tretilen ve halen
patent degerlendirmesi altinda olan 6zgiin bir vektordiir. Bu vektér hem dairesel hem de

Sfil enzim kesimiyle dogrusal formda, kullanilabilinmektedir. pTtAC2 vektoriinin rDNA
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orijini tasimasindan dolay1 hem konjugatif hucrelerde, hem de transformasyon kolaylig
saglayan vejetatif hiicrelerde transformasyon yapilabilmektedir. pTtAC2 vektord,
antibiyotik baskisi ile vejetatif hiicrelerin makrocekirdeklerinde 2.000-5.000 kopya
sayisina erigip hiicre iginde 2 yil gibi uzun bir siire kararli olarak kalarak, transgenik
hicreler uzun bir raf 6mri kazanmaktadir. pTtAC2’nin yapisinda bulunan rDNA
genlerini kodlayan gen lokuslari ise T. thermophila’nin vektori makrogekirdek iginde
uzun siire tutmasini, kopya sayisi muhafaza mekanizmasi yardimiyla saglamaktadir.
pPTtAC2 vektoriine ge¢is yapmamizin ana nedenlerinden birisi, 9.000 kopyali
ekstrakromozomal pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis vektoru ile sitoplazmik Tt-hIFNp-
TtsfGFP-12xHis flizyon proteinin yiiksek miktarda iiretiminin miimkiin oldugunun
gosterilmesidir. pTtAC2 ile pVGF vektorleri ekstrakromozomallik ve kopya sayisi
acisindan birbirlerinin muadili olmasina karsilik, pVGF vektoriiniin agir metal kadmiyum
ile indlklenir MTT1 promotoruna sahip olmasi nedeniyle GMP’ye uyumlu degildir.
Ayrica, Tetrahymena hiicrelerine transformasyonu gerceklestirildikten ve antibiyotik
sec¢ilimini tamamladiktan sonra yaklasik 2 aylik kararhilik siiresine sahip olmasi da bir
dezavantajdir. PLA’l1 ve afinitik taki icermeyen 166 amino asitlik kodon optimize
PLA36-Tt-hIFNB kodlayan gen dizisi, pTtAC2 Tetrahymena yapay kromozom
vektorinin Pmel-Ascl restriksiyon kesim bdlgesine klonlanarak, GMP uyumlu HSP70.2
(1s1-soku) promotoru kontroliinde bir PLA36-Tt-hIFN gen kasetine dontistiiriilmiistiir
(Sekil 3.2-A). Boylelikle pVGF vektoriinde tespit edilen bu eksiklikler, pTtAC2
vektoriiniin kullanilmasiyla ¢6ziime kavusmustur. Antibiyotik secilimi 10000 pg/mL
paromomisin baskisina kadar ¢ikilarak gerceklestirildikten sonra tek hiicre hatlarindan 5
adet se¢ilmis ve bunlardan gDNA izolasyonu; Wizard® Genomic DNA purification kit
(A1120 Promega, ABD) ile bitki dokularindan genomik DNA izolasyonu protokoliine
gore, birinci adim atlanarak gergeklestirilmistir. Elde edilen gDNA’lar F-TtPLA-Pmel
(5 AGCTTTGTTTAAACATGAACAAGACTCTCATCTTAGC 3’) ve R-Tt-hIFNB-
Apal (5 AAAGGGCCCTCAGTTTCTTAAGTAACCAGTTAATCTGTTAATGAAG
3”) primerleri kullanilarak PZR gerg¢eklestirilmistir (PrimeStar DNA polimeraz, #R010A,
TAKARA). Beklenen buyukluk ~630 bg¢’dir (Sekil 3.2-C). Tek hiicre klonlarindan
secilen 5 adet klonun genomunda interferon beta geni bulundugu goriilmustiir. Sekil 3.2-
C’de 2-6. kuyular deney grubu PLA36-interferon beta gen kasetini bantlar1 beklenildigi
gibi 630 bg civarinda goriilmektedir. 7. kuyu igerisinde PLA36-interferon beta kaseti

olmayan negatif Tetrahymena hatti ile yapilan kontrol grubu olup PZR reaksiyonunda
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kullanilan primerler deney grubundaki gibi bir bant olusumuna needn olmadigi
gorulmektedir. 8. kuyu ise PZR reaksiyonunda herhangi kullanilan soliisyonlarda bir
kalip kontaminasyonu olup olmadiginin kontroliidiir. PZR reaksiyonu icerisine PLA-36-
interferon beta gen kasetinin oldugu bir kalip konulmamistir. Beklenildigi gibi
reaksiyonda kullanilan soliisyonlarda herhangi bir kontaminasyon olmadig1 i¢in primerler
bir ant liretmemistir. Bu da yapilan deneyde kullanilan primerlerin iirettigi bantlarin tek

hiicre klonlarindan geldigini gostermektedir.
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Sekil 3.2. pTtAC2 yapay kromozom vektorine afinitik takisiz PLA-Tt-hIFNp proteinin kodlayan
gen bolgesinin klonlanmasi ve olusturulan vektorii iceren pozitif transformantlardan
gDNA kontrolleri. A) GMP uyumlu PLA-Tt-hIFNp ekspresyon kasetini iceren pTtAC2
vektor yapisi. Bu kaset icerisinde 38 °C 1s1-soku ile indiiklenecek HSP70.2 promotor dizisi,
Tetrahymena’min  PhosphoLipaz A disariya salgillatma dizisi (PLA36), disariya
salgilatilacak olan interferon beta dizisi (Tt-hIFNp) ile transkripsiyon sonlandirma dizisi
olan BTU2 yer almaktadir. B) pTtAC2-PLA-Tt-hIFNp vektoriiniin Pmel-Ascl retriksiyon
enzimleriyle kesimi. C) pTtAC2-PLA-Tt-hIFNp vektoriinii iceren Tetrahymena pozitif tek
hiicre klonlarinin genomik DNA kontrolleri. Antibiyotik sec¢iliminden sonra 5 tek hiicre
klonundan yapilan gDNA izolasyonu yapildi. gDNA’lar icerisinde PLA36-Tt-hIFNf gen
bolgesi (~630 b¢) bu boélgeye 0zgii primerler kullanmilarak PZR ile kontrol edildi. 1.
GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo, SM0313) 2-6. kuyular 5 adet tek hicre klonundan
elde edilen sonuglar. 7. Negatif kontrol, 8. Kalipsiz PZR kontrolii (pozitif kontrol)

1’er milyon hicre iceren peletler Liziz Tamponu (50mM NaH2PO4, 300 mM
NaCl, 10 mM Imidazol, %1 Triton X-100, 2 mM PMSF, 1XPIC, pH 7.8) ile ~15 dk.
buzda inklbasyon, 0,2 um’lik gelik bilyeler kullanilarak 7 devirde 5 dk. Bullet Blender
ile muamele edildi, 10 dk. buzda inkiibasyon, 15 dk. 4 °C 13-14.000 g santrifiijleme
yapildi. Siipernatant ¢Ozlinlir toplam protein olarak saklandi. Toplam protein

izolasyonundan kalan peletler ise 10 mM Tris-HCI ile yeniden ¢ozuldi ve ¢ozindr
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olmayan toplam protein (pelet) olarak kullanildi. Coziiniir toplam proteinler ve ¢oziiniir
olmayan toplam proteinlerden 6rnekler ve indiikklemenin ardinda elde edilen hiicreleirn
dis ortamlarindan ~20uL, konsantre edilmis dis ortamlardan da ~20 pL yiikleme
tamponuyla birlikte SDS-PAGE jeline yiklendi ve Western Blot deneyi yapildi (Sekil
3.3-B).
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Sekil 3.3. pTtAC2 yapay kromozom vektoriinii iceren hiicrelerin 1si-soku ile indiiklenmesi ve
western blot analizi. A) GMP uyumlu PLA-Tt-hIFNpB ekspresyon kasetini i¢ceren pTtAC2
vektor yapisi. B) pTtAC2-PLA-Tt-hIFNp vektoriinii iceren Tetrahymena pozitif tek hiicre
klonlarindan 2. ve 5. Klonun indiiklenmesi sonrasi elde edilen proteinlerin western blot
analizi. 1. 2. 3. ve 4. kuyular 2. klona ait ve sirasiyla ¢oziiniir toplam protein, ¢oziiniir
olmayan toplam protein, dis ortam ve konsnatre dis ortam. 2. kuyuda beklenen biiyiikliikte
bant var. 3. ve 4. kuyuda bant yok, 1. kuyuda zayif bir bant var. 5. kuyu markor ve pozitif
konrol, pozitif kontrol 6rnegine antikor baglanmis ve bant olusumu okla gosterildigi gibi
gerceklesmistir. 6. Kuyu negatif kontrol grubu, beklenildigi gibi bant yok. 7. 8. 9. ve 10.
kuyular 5. klona ait ve sirasiyla ¢oziiniir toplam protein, ¢oziiniir olmayan toplam protein,
dis ortam ve konsnatre dis ortam. 1. ve 2. kuyuda beklenen biiyiikliikte bant var. 3. kuyuda
¢ok az bir bant var 4. kuyuda bant yok

Yapilan western blot analizinde ticari pozitif kontroliimiiz olan interferon beta
proteinine kullanilan anti interferon beta antikoru baglanmistir, bu western blot deneyinin
dogru bir sekilde ¢alistigin1 ve giivenilir oldugunu gostermektedir. 6. kuyudaki negatif
kontrolde antikor bir protein bandina baglanmamistir. Ozellikle 5. klonun 1. ve 2.
kuyularinda net bir sekilde goriilen protein bantlari, pTtAC2 vektoriinden 1s1-soku ile

interferon beta’nin rekombinant olarak Tetrahymena’da tiretildigini gostermektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC
4.1. Tartisma
Okaryotik silli tek hiicre li T. thermophila’ da rekombinant Tt-hIFNP terapétik

proteininin Uretilmesi ve aktivite karakterizasyonu, tez ¢alismasinin arastirma amacidir.
Bu ama¢ dogrultusunda planlanan deneyler gerceklestirilmis fakat son 6 aylik doneme
kadar Tt-hIFNP ’nin rekombinant olarak iiretilmesi gosterilememistir (EK’ler). Cunkd
tez ¢alismasinin ilk aylarinda, Tt-hIFNB’yi kodlayan dizi hizmet alim1 yoluyla sentetik
urettirilmistir ve ShineGene firmas: (Cin) tarafindan yapilan, sonrasinda tarafimizdan
tekrarlanan (Yeni Nesil) DNA dizi analizleri (EK-1) uyumlu oldugu i¢in kullanima
alinmistir. Tez asamasinin ilk 2,5 yillik aragtirma deneyleri esnasinda Tt-hIFNB ’nin
rekombinant  olarak  iretilmesi  degisik  yaklasimlar ve  tasarimlar ile
gerceklestirilemeyince, gen kasetinde Tt-hIFNPB’y1 kodlayan bolge tekrar Sanger DNA
dizi analizine, ShineGene firmasinin dizisi ile birlikte alinmis ve 55. nukleotitte de bir
baz silinme mutasyonu bulundugu tespit edilmistir (Not: bu mutasyon ShineGene firmasi
tarafindan gonderilen sentetik interferon beta dizisinde bulunmamistir). Tt-hIFNB’yi
kodlayici okuma gergevesinin 55. niikleotitteki (19.kodonda) bir baz silinme mutasyonu,
kodlama cergevesinin kaymasina neden olmus ve devaminda olusan yeni gergcevenin 26.
kodonunu DUR (TGA) kodonuna doniistiirmiistiir. Bu durum ise Tt-hIFNf kodlayici
dizinin translasyonunun erkenden durmasina ve Tt-hIFNB’nin {iretilememesiyle
sonuglanmistir (DNA dizi analizleri raporu EK-1’de verilmistir). Problemin tespitinden
sonra ShineGene firmasinin orijinal Tt-hIFNP kodlayic1 dizisi tekrar PZR ile ¢ogaltilarak,
pVGF vektor altyapisina klonlanarak Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteininin
kodlayict gen kasetinde kullanilmistir. Rekombinant Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis fiizyon
proteininin PLA36 sinyal peptid dizi olmaksizin sitoplazmada tiretimi (Sekil 3.1-A), hem
Western blot deneyindeki saflastirilmis toplam ¢oziiniir proteinler ve ¢oziiniir olmayan
pelet proteinleriyle hem de floresan mikroskop altinda in-vivo olarak GFP 1s1masiyla teyit
edilmistir (Sekil 3.1-C-D).

Transformatlar arasindan tek hiicre izolasyonuyla olusturulan pVGF-Tt-hIFNp-
TtsfGFP-12xHis vektori iceren C2 ve C6 tek hiicre klonlari ile monoklonal anti-hIFNf
antikoru kullanilarak gergeklestirilen western blot analizi, Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis
fiizyon proteininin biiylikliigiiniin beklenildigi gibi ~48 kDa olarak belirlemistir (Sekil
3.1-E ve F). Ayrica monoklonal anti-hIFNP antikoru, ~48 kDa fiizyon proteininin altinda
kalan Tt-hIFNB’nin beklenen biiyiikliigii olan ~20 kDa’luk bir protein daha oldugunu
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gdstermistir. Uretimi beklenilmeyen ~20 kDa’luk bu protein bandinin olasilikla ~48
kDa’luk Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteininin kirilmasiyla, olusan Tt-hIFNf
oldugu disiiniilmektedir. ~20 kDa’luk proteinin Tt-hIFNB oldugunu destekleyen iki
durum s6z konusudur; ilki, Tt-hIFNp ile TtsfGFP-12xHis’in birlesme noktasina kaset
tasarlanirken kirilmay1 engelleyici esnek bir amino asit baglayici (adapter) dizisinin
yerlestirilmemis olmasi, ikincisi ise Sekil 6-E’de saflastirilmis toplam ¢Oziiniir
proteinlerinden ve ¢6zundr olmayan pelet proteinleriyle yapilan western blot verileri, ~20
kDa’luk Tt-hIFNB’nin her iki klonda da yiiksek oranda bulundugunu gostermesidir (Sekil
3.1-E). Kirtlma sz konusu ise bu kirtlan ~20 kDa’luk Tt-hIFNf’lerin 12xHis afinitik taki
icermemesinden dolayr Ni-NTA saflastirmalarinda bulunmasi beklenmezken Sekil 3.1-
F’de ~20 kDa’luk Tt-hIFNP’lerin afinitik saflastirilamalarinin yikama kisminda hig
bulunmadig: fakat eliisyonlarda ¢ok (kuyu 4, 5) veya az miktarda (kuyu 7, 8 ve 9°da)
bulundugu gorilmektedir. Buna karsilik; afinitik taki igeren ~48 kDa’luk Tt-hIFNf-
TtsfGFP-12xHis fiizyon proteininin yiiksek miktarda saflagtirildigi yine bu kuyularda
gortlmektedir. Bu durumda; “az miktarda gorilen ~20 kDa’luk Tt-hIFNp’ler olasilikla
kolona baglanan ~48 kDa’luk Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteinlerinden eliisyon
esnasinda kirilmakta ve elUe olmaktadir”, sonucuna varilmistir. Sekil 3.1-E’nin 6.
kuyusunda ve 6-F’nin 5. kuyusunda bulunan protein belirtecleri i¢ine western blot icin
eklenen pozitif kontrol proteini, ticari hIFNB’nin ~20 kDa’luk buyukluk seviyesini
(belirtecin alt kirmiz1 protein bandinin hemen altinda yer alan kii¢iik mavi protein bandi)
gostermekte olup ~20 kDa’luk Tt-hIFNp oldugu diisiiniilen protein ile ayn1 biiyiikliikte
gortlmektedir. Bu goriisiimiiziin kesinlige kavusturulmasi ancak bu protein bantlarinin
kesilerek MS/MS MALDI-TOF analizine alinmasiyla ¢oziimlenebilir.

Afinitik takisiz Tt-hIFNP proteininin iiretimi kapsaminda; GMP’ye uygun iiretim
icin yapilan ¢alismalara bakildiginda, dis ortama salgillatma ve kromotografik
yontemlerle direk saflastirilabilmesi i¢in Tt-hIFNB geni PLA36 disar1 E.R. sinyal peptid
dizisi ile birlikte olusturulduktan sonra Tetrahymena hiicrelerine transforme edildi ve
yapilan indiiklemenin ardinda ozellikle 5. klonda hem ¢06ziiniir hem de pelette
rekombinant interferon beta tiretimi goriildi (Sekil 3.3-B). Tetrahymena thermophila’da
2 farkli promotor ve bu iki farkli promotorun bulundugu iki farkli ekstrakromozomal

vektor sistemleriyle yapilan iiretimlerde interferon beta rekombinant olarak tiretilmistir.

31



pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis vektoriinde indiikleme ile yapilan rekombinant protein
uretimi analizlerinde elde edilen sonuglara gore Sekil 4.1 incelendiginde, western blot
analizinde flizyon protein olan ~48 kDa biiyiikliigiine tekabiil eden kalin 1. ve 2. eliisyon
bantlarinin aslinda birbirine yakin iki bant oldugu diistiniilmektedir (Sekil 4.1-A ve C).
Rekombinant olarak iretilen protein bantlarinin glikozilasyonlu ve glikozilasyonsuz
versiyonlart arasinda fark oldugu Weide ve arkadaslarinin yaptiklart g¢alismada
gosterilmistir (Weide vd., 2006). Bu ¢alismada PNGaz F enzimi ile muamele edilen
rekombinant insan DNaz | proteininin SDS-PAGE jelinde enzim uygulanmamis olan
protein bandi ile karsilastirildiginda daha asagida kostugu goriilmiistiir. Glikozilasyonu
ve glikozilasyonsuz iiretim arasinda bu sekilde bir biiytikliik farki bulunmaktadir. Elde
ettigimiz rekombinant Tt-hIFNB-TtsfGFP flizyon proteinindeki ve interferon beta
bliyiikliigline denk gelen 20 kDa civarindaki kirikli iiretimdeki ¢ift bant seklinde goriilen
proteinlerin de glikozilasyonlu ve glikozilasyonsuz versiyonlarinin olabilecegi
ongoriilmektedir (Sekil 4.1-C, 1. 2. ve 5. kuyulardaki ok ile gosterilen en alt bantlar). Cift
bant seklinde goriilen bu proteinlerinde, organizma tarafindan hem glikozilasyonlu hem
de glikozilasyonsuz veya diisiik glikozilasyonlu seklinde bir iiretimden kaynaklanmis
olmasii olast bulmadigimiz bir liretim sistemi kullanmistik. Sitoplazmik bir sekilde
uretilen Tt-hIFNB-TtsfGFP fiizyon proteininde E.R. sinyal dizisi bulunmadigi i¢in normal
sartlarda bir glikozilasyon beklenilmez. Fakat 1983 yilinda Levy-Wilson yaptigi bir
caligmada histon proteinlerinin glikoprotein yapida olduklarini gostermislerdir. Histon
proteinleri E.R. ve Golgi aygitina gitmeden sitoplazmada sentezlenip ¢ekirdege giderler.
Glikoprotein yapisim1 sentezlendikten sonra sitoplazmada veya niikleusta glikan
yapilarinin eklenmesi ile kazanirlar. Enzimatik veya nonenzimatik glikozilasyonlu histon
proteinlerinin kesfi ile histonlarda fukoz ve mannoz residiilerinin oldugu gosterilmis
(Levy-Wilson, 1983). CHO’da ve E. coli’de dretilen IFN-betalarin AGE (Advanced
Glycation End Product) ile modifiye edildigini belirtmislerdir (Bozhinov vd., 2012).
AGE’ler, proteinler, lipoproteinler ve/veya niikleik asidlerde bulunan azotlu gruplarin,
indirgeyici sekerlerin karbonil gruplar1 ile non-enzimatik glikasyonu sonucu olusan
heterojen bilesiklerdir. Glikasyon, proteinler tizerindeki birincil amino gruplariyla glukoz
gibi indirgeyici sekerler arasindaki kimyasal bir reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan yaygin bir
posttranslasyonel modifikasyondur (Baynes 2002). Bu veriler 1s1ginda iiretilen fiizyon

proteinde ve kirikli liretimle goriilen ve interferon beta oldugunu disiindigiimiiz
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proteinde glikan yapist seklinde seker gruplarinin eklenmis olabilecegi tahmin

1 2 3 kDa 1 2 3 4 5 6
A B Band-shift assay c
[So) rhDNase |  rhDNase |
- (CHO) (T. thermophila)
o - —_—
F- F+ F- F+
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- - .
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1 2 3 4 S

Sekil 4.1. Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis fiizyon ve kirikh bir sekilde iiretildigi diisiiniilen Tt-hIFNf’da
goriilen ikili (¢ciftli) proteinlerin bantlarimin. A) Western blot ile rekombinant tretimi
gosterilen interferon beta B) Weide ve arkadaslarimin 2006 da Tetrahymena’da yaptiklari
rekombinant insan DNaz | geninin glikozilasyon paterni. C) Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis
hattiyla yapilan son western blot ile rekombinant tretimi gosterilen interferon betadaki
ciftli bantlar.

Yiiksek Lisans egitimim sirasinda rekombinant DNA ve rekombinant protein
iiretimi ile ilgili deneysel bir ¢alisma yapmamis olmam ve bu konulardaki tecriibemi ilk
defa su an tez calismalarini siirdiirmekte oldugum laboratuvarda 6greniyor olmamin
getirmis oldugu bazi sikintilar ortaya ¢ikmistir. Bunlardan bir tanesi de Rekombinant
fiizyon protein iiretim stratejilerinde gozden kagirdigim bir nokta olan tiretilecek iki farkli
protein arasinda bir baglayici1 (adapter/linker) dizi koymay1 diistinememis olmamdir.
Baglayici bir dizinin olmamasi, hem IFN-betanin hem de GFP’nin stabilitesini etkiledigi
ve dogru katlanma yapamamasina neden oldugu; bu nedenle bir kisminda kirilma
meydana geldigi diistiniilebilir. Boylelikle olusan fiizyon proteinlerinin bir kism1 agregat
olusturmakta ve ¢ozlinemeyen formda kalmaktadir (Calow vd., 2012; Arai vd., 2010.;
Chen vd., 2013). Glikozilasyon IFN-betanin ¢oziiniirliigiinde 6nemli bir yere sahiptir.
Glikozilasyona ugramayan interferon beta’lar agregat olusturma ve ¢okme
egilimindedirler. (Runkel vd., 1998) Protein ikincil yapisinin olusumunda ¢ok 6nemli
gorevi olmayan, yan zincirleri bulunmayan kiclk yapili amino asitlerden olusan
“GlyGlyGlySer” amino asit baglayici dizisi, genellikle iki protein flizyon proteini
olusturulmak istenildiginde, yapisal kararsizlik ve katlanamama problemlerini en aza
indirmek i¢gin iki protein arasina esnek baglayici olarak eklenmektedir (Calow vd., 2012).
Bu durumda; Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis fiizyon proteinin ~48 kDa’luk kirilmaz bir
versiyonunun  dretimi icin  “GlyGlyGlySer” (Tetrahymena’ya kodon uyumu
(GGTGGTGGTTCT) gibi bir esnek amino asit adapter dizisini kodlayn DNA dizisi,
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ortiisen primer-PZR yOntemiyle bu iki proteini kodlayan diziler arasina eklenmeli ve
rekombinant fiizyon proteinin iiretimi bu sekilde gergeklestirilmelidir. Boylelikle hem Tt-
hIFNB kirilarak ayrilmasi hem de ¢oziinmeyen agregat olarak Tt-hIFNP flizyonunun
kayb1 6nlenebilinecektir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Kodon optimize IFN-beta ve GFP arasina baglayici bir dizi konulmasi. Tetrahymena’da
urettirilecek Tt-hIFNB-TtsfGFP fiizyon proteinini kodlayan DNA dizisine baglayic1 dizi
olan GlyGlyGlySer dizisinin eklenmis hali. Turuncu renk ile gisterilen interferon beta ile
yesil renk ile gosterilen GFP arasinda mavi renkli olarak kirmizi ¢erceve icerisinde
gosterilmistir.
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Tez calismast kapsaminda 45 kopyali makrogekirdek genomuna entegrasyonda
kullanilan orijinsiz pNeo4 vektorii (Mochizuki vd., 2008), 9.000 kopyal
ekstrakromozomal pVGF vektori ve son olarak T. thermophila i¢in grubumuz tarafindan
tasarlanmis 2.000-5.000 kopyali ekstrakromozomal pTtAC2 yapay kromozom vektor(
kullanilmistir. Ayrica saflastirmayi kolaylastirmak ve iiretim kapasitesini stirekli kilmak
amaciyla; Tetrahymena Fosfolipaz A geninin (PLA, Phospholipase A gene) disariya
salgilatma sinyal takisinin literatiirde kullanilan ve patentlenmis ilk 115 amino asit dizisi
(PLA115) ile PLA105 takilar yerine, PLA36 dizisi disar1 salgilatmada kullanilmis olup
caligmalar devam etmektedir. Olusturulan vektor Tetrahymena hucrelerine transform
edilmis antibiyotik baskis1 10.000 pg/mL’ye kadar ¢ikilarak 5 adet tek hiicre klonu elde
edilmistir. Elde edilen 5 hiicre klonundan yapilan PZR ile genomik DNA analizinde
genom icerisinde PLA36-Tt-hIFNB gen kasetinin varligi bu kasete 6zgii primerler
kullanilarak gosterilmistir. pTtAc2- PLA36-Tt-hIFNP vektoriiyle protein caligmalari
devam etmektedir. Disar1 salgilatmada kullanilan PL36 sinyal peptid dizisi SignalP
programi ile analiz edildiginde (SignalP: Almagro Armenteros vd., 2019) 22. ve 23.
amino asitler olan Alanin ve Fenil Alanin arasindan kesmekte oldugu goriilmektedir

(Sekil 4.3). Sinyal peptid analizi ayn1 zamanda http://www.predisi.de/ web sitesinde de

gerceklestirilmis ve ayni sonug elde edilmistir. Buna gére PLA36 sinyal dizisi 22. amino
asitten sonra kesildigi varsayildiginda rekombinant interferon beta proteininde 12 amino
asitlik bir kalint1 birakacaktir (Sekil 4.4-C). IFN-beta’nin takisiz ve kalintisiz bir sekilde
tiretimi s6z konusu oldugunda (Sekil 4.4-A) Tetrahymena’nin disariya salgilatma
dizisinin yeniden tasarlanmasi ve deneylerin gergeklestirilmesinin daha dogru olacag:
diisiiniilmektedir. Hem PLA36 hem de PLA22 (MNKTLILALVVVLALTATTLVA)
sinyal dizileriyle yapilacak caligmalardan elde edilecek proteinlerin amino asit analizleri
(EDMAN Degredasyonu) ile tespti edilerek hangi sinyal peptid dizisinin kullanilmasinin
daha uygun oldugu belirlenmelidir.

Hedef hormonlarin takisiz formlarinin iiretiminde; GMP kurallar1 geregi
transformasyonu takiben antibiyotik seleksiyonu ger¢eklestirildikten sonra kiiltiirizasyon
esnasinda antibiyotik kullanimi gergeklestirilmemesi gerekmektedir. Bu nedenle
rekombinant protein dretim platformunun vektérel altyapisi, grubumuz tarafimizdan
gelistirilen ve patent bagvurusu yapilmis olan ve iki yila kadar kararlilii gosterilmis
2.000-5.000 kopyali Tetrahymena makrocgekirdek yapay kromozomu 2 (pTtAC2)’ye
kaydirilmistir. Bu vektor altyapisi kullanilarak hali hazirda PLA36-Tt-hIFNP (Sekil 4.4-
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B) protein iiretim c¢aligmalar1 ve analizleri devam etmekte olup, sifir takisiz PLA22-Tt-

hIFNP versiyonun da ¢alismalarina gegilmistir.
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Sekil 4.3. Tetrahymena thermophila PL36 disar1 salgillatma sinyal peptid dizisinin SignalP
biyoenformatik programu ile analizi. 36 amino asitlik sinyal peptid dizisi SignalP
programinda analiz edilmis ve analiz sonucunda 22. ve 23. amino asitlerin arasindan
kesilebilecegi ongoriilmiistiir. (SignalP biyoenformatik programi)
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Sekil 4.4. Tt-hIFNP iiretimi icin PLA’s1z (A) ve PLA36’ I (B) ve PLA36 islendikten sonra kalan
PLA14-Tt-hIFNB tasarimlar: (C). Turuncu: Tt-hIFNp beta aminoasit dizisi, Mavi: PLA36
aminoasit dizisi. 80. Aminoasit olan Asn’ de beklenen bir glikozilasyon mevcuttur. 31. -141.
sisteinler arasinda disiilfit bag olusumu vardir. Makas ile gosterilen kistmdan T.
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thermophila’nin kesim yaptigi biyoenformatik SignalP programm ile analiz edilerek
ongoriilmiistiir.

Maruyama ve vd. (2004) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada; takisiz hIFNB
ile hIFNB-DsRed2 ve hIFNB-EGFP takili fiizyon proteinlerinin biyoaktiviteleri
karsilagtirtlmistir.  Kirmiz ve yesil floresan protein igeren hIFNP’larin flizyon
proteinlerinin aktivitesinin esit diizeyde var oldugu gosterilmis fakat takisiz hIFNB’ya
gore de %25 daha diisiik bulundugu raporlanmistir (Maruyama, vd., 2004). Saflastiriimis
Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis fiizyon proteini ile takisiz Tt-hIFNP (Sekil 4.1) proteinlerinin
biyoaktivite testleri, hizmet alimi yoluyla Amerika’da PBL Assay Science firmasina
(PBL Assay Science https://www.pblassaysci.com/assay-services/cytopathic-effect-
inhibition-assay-service) Avrupa farmakopisine uygun bir sekilde insan akciger
karsinoma A549 hiicrelerinin encephalomyocarditis (EMC) viriisiin enfeksiyonuna kars1
Tt-hIFNB’ nin koruma kabiliyetini 6lgme seklinde, hizmet alim1 yoluyla yaptirilacaktir.
Maruyama ve vd. (2004) verilerine gére rekombinant iirettigimiz ve saflastirdigimiz Tt-
hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon proteininde, TtsfGFP takisiyla birlikte hIFNf hormon
aktivitesi gosterecegi, beklenmektedir.

Rekombinant insan Interferon beta iiretimi icin literatiirde kullanilan konakeilar ve
saflagtirma yontemleri Tablo 1°de verilmistir. Terap6tik protein iiretim konakgis1 olarak
bakteriyel kaynakli bir organizmanin kullanilmasinin, protein iiretimi, izolasyonu ve
saflagtirllmas1 asamalarinin ¢ok daha uzun olmasina neden oldugunu gortlmektedir.
Ozellikle hIFNB’y1 ¢dziiniir formda olmayan inkliizyon cisimcikleri seklinde iireten E.
coli konakgisindan saflastirilmasi, ¢6ziinmeyen rekombinant proteinlerin énce denatire
sartlarda ¢ozinmesini ve tekrar renatiire/aktif hale getirilmesini gerektirmektedir
(Romanov vd., 2011; Krishna vd., 2009; Argamante vd., 2003;). Ayrica elde edilen
renatire proteinlerin E. coli orijinli yabanci (toksik) protein ve maddelerden temizlenmesi
ve saflastirilmasi, uzun ve ugrastirici bir siire¢ icermektedir. Bakteri kilturlerinin ¢cok
hizli ¢ogalmasi, elde edilen protein miktarinin fazla olmasini belirleyici 6zelliklerden
biridir. Fakat E. coli glikozilasyon c¢atalin1 ekleme islemini gergeklestirememesinden
dolay1 saflastirilan rekombinant proteinlerin biyoaktivitesi, glikozilasyonlu versiyonlara
gore daha diisiik kalmaktadir. Okaryotik konakgilardan mayalarin kullanilmasi ise asir1
glikozilasyonlu insanin glikozilasyonuna gore daha fazla catallanma igerebilen interferon
beta Uretilmesiyle sonuglanmakta ve daha kolay saflastirma adimlar1 kullanilmasina

ragmen saflastirilan proteinlerin biyoaktivitesi diisiik kalmaktadir (Madhavan ve

38



Sukumaran 2016;). Bu nedenlerle giiniimiizde hIFNB’nin en iyi iiretim konak¢ist memeli
hiicre hatlarindan CHO kultur sistemleridir (Rodriguez vd., 2005; Rodriguez, vd., 2010).

Tablo 4.1°den goriilecegi tizere, rekombinant olarak iiretilen hIFNB’nin saflastirma

adimlart Hi-Trap Blue kolon afinite kromatografisi ile diyaliz icermektedir. hIFNf

proteinleri aromatik anyonik bolgeleri ile Hi-Trap Blue kolonunun elektrostatik ve/veya

hidrofobik etkilesim ile baglanarak, afinitik olarak saflastirilabilinir. CHO hiicrelerinden

elde edilen saf proteinin biyoaktivitesi insan interferon betasiyla aynidir. Memeli hiicre

kiltlirii sistemlerinin kullanilmasinin dezavantaji ise kullanilan tiim malzemelerin ¢ok

pahali olmasi, deneysel sureglerin oldukca hassas ve kontaminasyona agik olmasidir. Bu

nedenle hIFN terapdtik protein tiretimi i¢in alternatif konakei arayislar: siirmektedir. Tez

calismasi kapsaminda ise takisiz hIFNf formunun T. thermophila’dan saflastiriimasi Hi-

Trap Blue kolon afinite kromatografisi ile ger¢eklestirilecektir.

Tablo 4.1. Rekombinant hIFNp iiretiminde kullanilan saflastirma yontemleri

Saflastirma 1 Saflastirma 2 Saflastirma 3

Ters-Faz HPLC

E. coli
Sitoplazmik
rhIFNg-1b

E. coli

Sitoplazmik
rhIFNB-1b

Pichia
rhIFNp-1a
Supernatant
K. lactis
rhIFNB-1a
Supernatant
CHO
rhIFNB-1a
Supernatant
CHO
rhIFNp-1a

Supernatant

Iyon-Degisim
Kromatografisi

DEAE-sepharose FF. ve

SP-sepharose FF.

Size-exclusion Sivi

Kromatografisi

Hi-Trap IMAC

ve diyaliz

Konsantre supernatantlar
Native sartlarda Ni-NTA

kolonuyla

Hi-Trap Blue column

Afinite kromatografisi ve

gece boyu (g/b) diyaliz
Hi-Trap Blue

Afinite kromatografisi ve

gece boyu (g/b) diyaliz

column

Jel filtrasyonu
sephadex G-50 ile
tuzdan zaklastirma

Jel filtrasyonu
sephadex G-75 ile
tuzdan zaklastirma ve
saflagtirma
Ultrafiltrasyon Ve

konsantrasyon

Dializ ve

liyofilizasyon

Konsantrasyon
Ultrafree-4 Centrifuge

Konsantrasyon
Ultrafree-4 Centrifuge
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Protein saflig1

> %90

Ters-Faz HPLC

Protein saflig

> %99

Ters-Faz HPLC

Protein saflig

> %80

Konsantrasyon

8 g inkllizyon
cisimciklerinden
20 mg elde edilmis
0,32 mg/mL
(%34) 432 mg
hiicre peletinden

149 mg saf protein

12mg/mL

Biyolojik aktif
1 mg/mL
(Bradford)

16 gunlik
kiiltiirden 178x10°
units/16 L



4.2. Sonug

Tez ¢alismasi kapsaminda T. thermophila’da Tt-hIFNB’nin rekombinant protein
olarak  {iretiminin  basar1  ile  gosterilmesi, tez  calismasinin  amacina
gerceklestirilebilecegini isaret etmektedir. Ilag olarak kullanilabilecek affinitik takisiz
PLA36-Tt-hIFNB formlarinin iiretimi i¢in tasarimlar tamamlanmis, konjugatif T.
thermophila CU428 ve CU427 hucrelerinin icine halkasal pTtAC2-PLA36-Tt-hIFN
vektorl elektroporasyon ile transform edilmistir ve antibiyotik seleksiyonu ile tek htcre
klonlart olusturulmustur. Isi-soku indiiksiyonu T. thermophila CU428/CU427-halkasal
pTtAC2-PLA36-Tt-hIFNP irklarinda yapilmis ve western blot analizi ile rekombinant
protein {iretimi gosterilmistir. Boylelikle, alternatif protein {iretim fabrikasi T.
thermophila ile uyumlu vektorel altyapt GMP’ye uygun hale getirilmistir. Bulgular ve
literatiir degerlendirmesi, Tt-hIFNB takisiz ve Tt-hIFNB-TtsfGFP-12xHis flizyon
proteinlerinin aktif olabilecegini gosterdiginden dolay1 viriis ile enfekte edilmis in-vitro

insan hiicre kiiltiirii aktivite deneylerinin yapilmasini 6nermektedir.
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EKLER

EK-1. Rekombinant Olarak Tetrahymena thermophila’ya Urettirilmek Istenen
Kodon Optimize Interferon Beta Gen Dizisinde Meydana Gelen Nokta

Mutasyonunun Tespiti

Yaklasik 2,5 yildan beri gesitli yontemlerle Tetrahymena’da rekombinant olarak
urettirilmek istenen insan interferon beta proteinini kodlayan gen dizisinde bir ntikleotidin
silinmesi seklinde olusmus olan nokta mutasyonu tespit edildi. Bu tarihe kadar yapilan
caligmalarda, elde edilen kaset ve konstraktlardaki ilgili gen dizilerinin dogrulugu yeni
nesil dizileme yapan firmalara hizmet alimi servisi ile yaptirilmis olup elde edilen
verilerde herhangi bir mutasyon tespit edilmemisti. Yapilan tiim ¢alismalardan interferon
beta proteininin {retimi ile ilgili genomik DNA ve mRNA seviyelerinde yapilan
kontrollerde hem genomik DNA’nin hem de mRNA’nin varlig1 gosterilmesine ragmen
protein seviyesinde net bir sonuca ulasilamadi. Son donem igerisinde sanger dizileme
yontemiyle yaptirilan DNA dizi analizi sonucunda ise interferon beta protein kodlayan
niikleotid dizisinde bir nokta mutasyonu tespit edildi. Hizli bir sekilde nokta mutasyonu
duzeltilerek ¢caligmalar kalan siire igerisinde gergeklestirildi.

Bu baglamda insan interferon beta proteininin rekombinant {iretimi i¢in yapilan ilk
caligmardan biri, 21 a.a’lik kendi sinyal dizisiyle birlikte hIFNP proteinini kodlayan genin
Tetrahymena thermophila genomuna entegre edilmesi oldu Genoma entegrasyon kaseti
icine klonlanacak olan T. thermophila kodon uyumlu hIFNp proteininin sentetik gen
dizisi (Tt-hIENB) TtIFNB-Mscl (5’
AAATGGCCAATGTCTTACAACTTATTAGGTTTCTTA 3’) ileri primeri ve yeni
tasarlanan C-Terminal 6xHis-Tag dizisinin bulundugu R-TthIFNB-6xHis-Fsel (5’
AAGGCCGGCCACCAGGTTCATCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTTCTTAAGT
AACCAGTTAATCTG 3°) geri primerleri kullanilarak PZR ile tiretildi. PZR saflagtirma
kiti (Thermo GeneJET PCR Purification Kit, KO701) ile saflastirilarak elde edilen DNA,
Fsel (NEB, R0588S) ve Mscl (NEB, R0534S) enzimleriyle ¢iftli kesim yapilarak
yapiskan uclu hale getirildi ve bu kesim reaksiyonu saflastirilarak genoma entegrasyon
kaseti igerisine klonlanabilmesi i¢in ayni enzimlerle kesilen vektOre ligasyon ile
klonlandi.  Olusturulan vektér (pNeo4-TthIFNB) (Sekil 6.1-A) Sentegen (Ankara)
firmasina yollanarak hizmet alimi araciligiyla yeni nesil dizileme yontemi ile analizi

gerceklestirildi ve teoride (kagit tizerinde) olmasi gereken diziler dikey hizalanarak
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(Clustal Omega, https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) Tablo 6.1’de verilmistir.
Vektor icerisinde yer alan ama homolog rekombinasyona girecek genom entegrasyon
kasetinin 5’ bolgesinde 1 nikleotid mutasyonu, 3’ bdlgesinde ise BssHII restriksiyon
enzimi kesim bolgesinde 4 niikleotidde mutasyon oldugu goriildii. Bu mutasyonlar sar1
renkli, orijinaller ise kirmizi renk ile gosterildi (Tablo 6.1). Yani dizi analizinden gelen
sonuclara gore, antibiyotik secilim kaseti, gen eskpresyon kaseti ve homolog
rekombinasyonda gdrev alan dizilerin icerisinde herhangi bir mutasyon tespit edilmedi.
pNeo4-TthIFNP vektorii Kpnl enzimi ile lineer hale getirildikten sonra biyolistik silah
yontemiyle Tetrahymena B2086 irki hiicrelerine transforme edildi (Biyolistik silah
yontemi ve pozitif transformantlarin secilimi EK-2 Protokoller’de verilmistir). Pozitif
transformantlarin  se¢iliminden sonra genomik gDNA ve mRNA kontrolleri

gergeklestirildi

Genomik DNA izolasyonu ve PZR Kontrolleri

Biyolistik silah ile transformasyon islemi yapildiktan ~5 saat sonra hiicreler
antibiyotik baskisina (antibiyotik olarak, bir neomisin tiirevi olan paromomisin
kullanilmistir) alinirken ayni1 zamanda 96 kuyucukla plakalara da her bir kuyucuga 2, 20
ve 50 pozitif transformant hiicre (transformasyon verimliligi %10 olarak
degerlendirildiginde) gelecek sekilde ekim yapilmis ve 30 °C nem c¢emberinde
inkiibasyona birakilmistir. 3 giin sonra 50 transformant plakasiin paromomisin baskisi
200 pg/mL ye cikartilmigtir. B.S.T.’nun 6. giiniinde 50 transformant plakasindan 12
kuyucuk pozitif, yani canli hiicreler goriilmistiir. Bu pozitif kuyulardan birinden 12
kuyulu plakaya paromomisin orani 500 pg/mL ¢ikarilarak ekim yapilmistir. Daha sonra
ikiser giinliik inkiibasyonlar1 takiben antibiyotik oran1 1000, 2000, 5000, 7000 ve 10000
png/mL ¢ikartilmisi ve paromomisin miktar1 500 pg/mL’ye c¢ekilerek hiicreler
pasajlanmaya devam edilmistir. Burada organizmada (bir hiicrede) 45 kopya ile temsil
edilen her bir MAC kromozomunun pozitif (genom entegrasyon kasetini i¢cine almast)
olmasi amaclanmistir. Yaklasik bir ay siire ile antibiyotik baskisinda tutulan hiicrelerden
gDNA izolasyonu; Wizard® Genomic DNA purification kit (A1120 Promega, ABD) ile
bitki dokularindan genomik DNA izolasyonu protokoliine gore, birinci adim atlanarak

gergeklestirilmistir.
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Tetrahymena genomuna entegre oldugunu diisiindiigiimiiz kasetin oldugu yer
MTT1 gen lokusudur. MTT1 gen lokusunda tasarimin disinda kalan yerden yani MTT]1
5’ bolgesinin Tetrahymena orijinal genomunda olan fakat tasarlanan bélgede olmayan
diziye F-MTT1-5" (5 GATATTTTCATAGATTTTTTAATAAGTAG 3’) ileri primeri
ve yine aym sekilde MTT1 orijinal lokusunun 3’ bolgesine G-MTT1-3° (5’
AAGTAAATATCCAAAGATGTTTATGAG 3’) dis primerleri tasarlanmistir. Bu
primerler ve genom entegrasyon kasetinin hazirlanmasi sirasinda kullanilan diger kimerik
primerlerle yapilan PZR kontrolleri ise Sekil 6.1-C-1°de gosterilen semaya gore
gerceklestirilmistir. Genom entegrasyon kontrolleri i¢in kullanilan F-MTT1-5’/R-MTT1-
3’ dis primerleriyle beklenen biiyiikliik olan 5059 bg biiyiikliigiinde bant elde edilememis,
kimerik primerler kullanilarak yapilan PZR kontrollerinde beklenen biiytikliiklerde
bantlar elde edilmistir (Sekil 6.1-C-2).

Indiikleme Sonrasi Toplam RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve PZR Kontrolleri
mRNA kontrolleri i¢in deney grubu olarak: B2086-TthIFNp hiicreleri 38 °C su

banyosunda ~4 saat boyunca inkiibe edilerek indiiklenmistir (indiiklemelerde “i+”
kisaltmast kullanilmaktadir). Indiiklenmemis negatif kontrol olarak: B2086-TthIFNf
((indiiklenmemis ornekler igin “i-’kisaltmasi kullanilmaktadir) 30 °C etivde
calkalamasiz bir sekilde ~4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Transform edilmemis B2086
(i+) hicreler ise ikincil negatif kontrol olarak kullanilmistir. Transform edilmemis bu
B2086 (i+) hucreler ise 38 °C su banyosunda ~4 saat boyunca inkiibe edilerek
indiiklenmigtir. Her ii¢ grup icin de ~20 milyon hiicreden elde edilen pelet, RNA
izolasyonunda kullanilmistir. RNA izolasyonu Trizol ile gergeklestirilmistir (Ek-3
Protokoller - TRI ile RNA Izolasyonu).

Toplam RNA’dan mRNA izolasyonu polyA Purist-MAG magnetic mRNA
saflagtirma kiti (Cat# AM1922, AMBION) ile gergeklestirilmistir. Bu izolasyonun
manti81 islendikten sonra olgun hale gelen mRNA ’larin uglarinda bulunan 16-18 bazlik
Adenin bolgesinden yararlanilarak manyetik takili Timin niiklotidinin kullanilmasidir. Bu
sekilde toplam RNA havuzunda ~%3 oraninda bulunan mRNA’lar izole edilir. Islemler
Kitin protokoliine gore gergeklestirilmistir. mRNA’dan ¢cDNA sentezi i¢in RevertAid
First Strand cDNA sentez kiti (Fermentas, K1622) kullanilmistir. cDNA sentezinde ~2,5
ug mRNA kullanilmistir.
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Deney yaptigimiz hiicrelerin genomunda, entegre edilen DNA bdlgelerinin var
oldugunu gDNA ile gosterdikten sonra, bu ilgili bolgelerden mRNA dretilip
iiretilmedigini kontrol etmek i¢in elde edilen mRNA’larin cDNA’lar1 PZR’da kalip olarak
kullanilmistir.  Hem interferon hem de neomisin direng genine 06zgii primerler
kullanilarak reaksiyon gerceklestirilmis ve ilgili biiyiikliikleri {retip iiretmedigine
bakilmigtir.  Bu deney ic¢in PrimeStar DNA polimeraz (#R010A, TAKARA)
kullanilmistir. Kalip cDNA’lar 1/10 oraninda seyreltilmis ve 30 uL hacmindeki reaksiyon
i¢in 2 puL kalip kullanilmastir.

Elde edilen mRNA’lar ise, Tetrahymena thermophila katalaz genine 6zgu
primerler ile ve mRNA’larin agaroz jele 5’er uL direk yiiklenmesi ile kontrol edilmistir.
Interferon B gen spesifik primerleriyle 1. kuyuda 1s1-soku ile indiiklenmis B2086-TtIFNP
hattiyla yapilan cDNA kontroliinde beklenildigi gibi 606 b¢ hizasinda bir bant vermis,
indiiklenmemis ve negatif kontrol hiicrelerinde ise bant elde edilememistir (Sekil 6.1.D-
1). Bu veriler 1s1ginda kullanilan HSP70 promotorunun 1si-soku ile indiiklenerek, mMRNA
iirettigi bulgusuna varilmistir. Neomisine 6zgiin primerler ile yapilan kontrolde de benzer
bir bulguya rastlanmistir, indiikklenmemis, negatif kontrol ve kalipsiz PZR kontrollerinde
gorillen zayif bantlar ise primer kontaminasyonu isaret etmektedir. Elde edilen
cDNA'’larin hepsinde de katalaz genine ait cDNA’larin oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.1.D-
2).

Ko, A
£ o A
Mo B
\ T. thermophila Makrogekirdek
Genomu MTT1 Gen Lokusu

12xHistidin pNen‘aTt!FNﬂ ®
7805 bp
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entegre edilecek 856 bg
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gDNA PZR Kontrolleri
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Sekil 6.1. Indiiklenmesi 1s1-soku promotoru ile gerceklestirilecek olan Tt-hIFNB ekspresyon
kasetinin Tetrahymena Genomuna Entegrasyonu, gDNA, mRNA ve protein Gretimi,
saflagtirilmasi ve western blot analizleri. A) Genom entegrasyonu icin olusturulan vektor
¢izimi (SnapGene programm GSL Biotech; snapgene.com). B) Olusturulacak Genom
Entegrasyon Kaseti. T. thermophila makrocekirdek genomuna homolog rekombinasyon
(dizi-dizi benzerligi) ile MTT1 promotoru, Neomisin direnclilik geni, BTU2 sonlandirma
dizisi HSP70 (HSP70-2 geninden alinmistir, TTHERM 00125640, Yu vd.,2011) promotoru,
interferon B, ve MTT1 terminasyon dizilerini iceren gen hedefleme ve yer degistirme kaset
yapisi. C-1) B2086-TtIFNB gDNA kontrollerinde kullanilan kimerik primerlerin sematik
gosterimleri C-2) B2086-TtIFNp gDNA kontrolii: 1. kuyu i-MTT-5" ve g-MTT-3’
primerleriyle PZR, 2. kuyu F- TtIFNB -Mscl ve R-MTTL1ter’ primerleriyle PZR. 3. kuyu
F-MTT1-5" ve F-Neo4 primerleriyle PZR, 4. kuyu F-Neo4 ve R-MTT1ter primerleriyle
PZR. 5. kuyu i- TtIFNB -Mscl ve g- TtIFNp -Fsel primerleriyle PZR. 6.-10. kuyular farkl
bir klona ait sonuglar. 11. kuyu F-TtIFNf -Mscl ve R-TtIFNB-Fsel primerleriyle kalipsiz
PZR kontrold. 12. kuyu markor: GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo, SM0313) D-1)
Genoma entegrasyon hatlarinin mRNA (cDNA) iiretebilme analizi: 1-4. kuyular
interferon primerleriyle PZR 1. kuyu 38°C’de indiiklenmis TtIFNB 2. kuyu 38°C’de
indiiklenmemis TtIFN, 3. kuyu 38°C’de indiiklenmis B2086 negatif kontrol hiicreleri. 4.
kuyu kalipsiz PZR Kkontrolii. 5-8. kuyular neomisin primerleriyle PZR. 5. kuyu 38°C’de
indiiklenmis TtIFNB 6. kuyu 38°C’de indiiklenmemis TtIFNB, 7. kuyu 38°C’de
indiiklenmis B2086 negatif kontrol hiicreleri. 8. kuyu kalpsiz PZR kontrolii. 9. kuyu
markdr. D-2) Genoma entegrasyon hatlarinda katalaz geninin mRNA (cDNA) ifade
analizi: 1-4. kuyular katalaz primerleriyle PZR. 5-7. kuyular mRNA’nin agaroz jel
kontrolleri. 1. kuyu B2086-TtIFNp (i+) cDNA. 2. kuyu B2086-TtIFN (i-) cDNA. 3. kuyu
B2086 (i+) cDNA. 4. kuyu PZR kontrolii (kalipsiz) bant yok. 5. kuyu B2086-TtIFNp (i+)
MRNA. 6. kuyu B2086-TtIFNp (i-) mRNA. 7. kuyu B2086 (i+) mRNA. 8. kuyu markor:
GeneRuler 1 kb plus DNA ladder (Thermo, SM1331)

SDS-PAGE Jel Elektroforezi, Ni-NTA Saflastirmasi ve Western Blot Analizleri

Ek-2’deki (Biitiin protein ¢alismalari igin kullanilan genel protokoller Ek-2’de
verilmistir.) protokollere gore protein izolasyonu ve Ni-NTA saflastirmasi yapilmistir
(protein izolasyonunda kullanilan T100-B liziz tamponundaki NaCl oran1 300 mM). Biri
interferon B antikoru ile, digeri ise 6X histidin antikoru ile muamele edilmek iizere iki

SDS-PAGE jeli dokiilmiistiir. Saflastirilan 6rneklerden SDS-PAGE jelinde yurdttldikten
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sonra western blot analizi ve devam edilmistir. Western blot deneyinde blotlama islemi
Turbo-Blot (BIO-RAD) cihazinda 25V, 1.0A, 30° olarak ayarlanmistir. Bloklama gece
boyu 4 °C’de hafif ¢alkalamali tablada % 5 siit tozu igeren TBS-T ile yapilmustir. Birincil
antikor ile muamele; anti-interferon P rabbit poliklonal (IFNB, FL-187 Santa Cruz)
1:2000 oraninda gece boyu 4 °C’de hafif ¢alkalamali tablada % 5 siit tozu igeren TBS-T
ile yapilmistir. Ikincil antikor olarak goat anti rabbit (A00098 GenScript), 1:10000
oraninda oda 1sisinda 4 saat hafif ¢alkalamali tablada % 5 siit tozu igeren TBS-T ile

yapilmistir. Goriintiileme islemi TMB ile gerceklestirilmistir.

30°C Biiyiitiilmiis Hiicrelerin 38°C induklenerek mRNA sentezi ve yeniden 30°C’ye
alinarak mRNA’lardan Protein Urettirilmesi (Recovery ile Uretme) (Yu vd., 2012)

30 °C’de Hucrelerin Buyutulmesi: Hiicreler NEFF besiyerinde biiyiitiilmiis ve
sayist ~1.500.000 hiicre/ml, ~100 ml kiiltiir kullanilmigtir. 10 ml 6rnek 1500 g’de 5 dk.
santrifiijlenerek toplam protein ve dig ortam icin 6rnekler elde edilmistir.

38 °C’de Hiicrelerin Indiiklenmesi:~85 ml hiicre kiltiirii peletlenerek 38 °C su
banyosunda 1sitilan 120 mL besiyeriyle yeniden ¢oziilmiis ve ~Isaat 38 °C’ su
banyosunda inkiibe edilerek siire sonunda toplam protein ve dis ortam igin 10 mL hiicre
kiiltiirtinden 6rnekler alinmastir.

30 °C’ye Ahnan Hiicrelere Protein Uretirilmesi: ~1saat 38 °C’ su banyosunda
inklibe edildikten sonra ~105 ml hicre kalttrd, 30 °C’, 120 rpm ¢alkalamali etiive
alinarak sicakligin 30 °C’ye geldikten 15 dk., 30 dk., 1 saat, 3 saat, 6 saat ve 24 saat sonra
10’ar mL ‘den toplam protein ve dis ortam, 5’er mL’den de RNA i¢in 6rnekler alinmustir.

Protein Izolasyonu: Toplam protein izolasyonu icin elde edilen peletler liziz
tamponu ile ¢6ziilmiis ve 10’ buzda ara ara vortekslenerek inkiibe edilmistir. Hiicrelerin
pargalanmasi i¢in protein peletlerinin lizerine goz karar1 bir miktar (¢eyrek kasik) 0,2
mm’lik celik bilyelerden konularak 8 devirde 4’ Bullet Blender ile muamele edilmistir.
Sonra hiicreler buza alinarak 10 dk. inkiibe edilmis, ~20 dk. +4 °C sogutmali santrifiijde
13000 g’de santrifujlenerek stpernatantlar “Cozinir Toplam Protein” olarak

kullantlmistir.

Ni-NTA Agaroz tanecikleri ile “Batch Tip” Saflastirma: Dis ortamlar igin 1’er
ml, toplam proteinler icin 500°er ul Ni-NTA agaroz kullanilmistir. Uygun miktarlardaki

agaroz 500 g’de 5 dk. siire ile santrifiijlenerek list s1vi uzaklastirilmigtir. Dengeleme igin
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~7-8 kat1 D-dengeleme tamponu (50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, 10 mM imidazole,
pH 8.0 NaOH ile) ile yeniden ¢ozilerek 500 g’de 5 dk. santrifiijlenmis ve siipernatant
uzaklastirilmis, {izerine ilgili proteinler konularak 1 saat oda 1sisinda hafif ¢alkalamali
tablada inkiibe edilmistir. Ornekler ~7-8 kat yitkama tamponu (50 mM NaH2POs, 300 mM
NaCl, 20 mM imidazole. pH 8.0 NaOH ile) ile 2 kez yikanmig ve ~300 pl eliisyon
tamponu (50 mM NaH2PQO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole. pH 8.0 NaOH ile) yerine
2x SDS-PAGE yiikleme tamponu ile ¢6zilen 6rnekler, 2 dk. oda 1sisinda inkiibe edilmis

ve santrifiijlenerek slipernatantlar analizde kullanilmistir.

SDS-PAGE ve Western Blot: Elde edilen 6rnekler 10’ar ul + 2’ser pL 6X yukleme
tamponu ile jellere yiiklenmistir.

Protein ¢alismalarindaki tiim 6rnekler yaklasik 8-10 milyon hiicre peletinden elde
edilerek protein izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. T100-B Liziz tamponunun igerigi 300
mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, 50 mM Tris-Hcl pH 7.5, %1 Triton X-100, 2mM PMSF,
1xPIC (Protease Inhibitor Coctail, -Roche). seklinde hazirlanmis ve her bir 6rnek i¢in ~1-
1,2 mL liziz tamponu kullanilmistir. Protein Ornekleri, izolasyon ve Ni-NTA
saflastirmasindan sonra ¢dziicii olarak 2x yiikleme tamponu ile ¢6zlilmiistiir. SDS-PAGE
jeli %12 klasik yontemle hazirlanmistir. Toplam protein ve toplam proteinden yapilan
Ni-NTA afinitik saflastirmalari hem SDS-PAGE jelinde kosturulmus hem de western
blotlamayla analiz edilmistir. Ozellikle 38°C’de indiiklenen deney grubunda 20-22,5
kDa biiyiikliigiinde beklenen interferon f’nin dogal monomer formu veya dimer, trimer,
tetramer gibi formalar1 , negatif kontrol, pozitif kontrol ve indiikklenmemis deney grubu
ile karsilagtirlldiginda bu biiytikliiklerde bir protein bandi goriilmemistir (Datalar

sunulmamistir).

Tablo 6.1. pNeo4-TtIFN vektorii dizi analizi sonucunun CLUSTAL O (1.2.1) ile dikey hizalamasi

Dizi_analizinden GCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGT
Bizim_verdigimiz GCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGT
Dizi_analizinden TGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTT
Bizim_verdigimiz TGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTT
Dizi_analizinden TTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGG
Bizim_verdigimiz TTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGG
Dizi_analizinden TATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGA
Bizim_verdigimiz TATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGA
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ATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA
ATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA

GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGA
GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGA

CAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAA
CAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAA

CTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACA
CTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACA

CCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTA
CCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTA

CTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCAC
CTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCAC

TTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGC
TTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGC

GTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAG
GTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAG

TTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGA
TTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGA

TAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTT
TAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTT

AGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATA
AGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATA

ATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAG
ATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAG

AAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAA
AAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAA

CAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTT
CAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTT

TTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGC
TTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTICTTCTAGTGTAGC

CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAA
CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAA

TCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAA
TCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAA

GACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGC
GACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGC

CCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA
CCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA
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GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAA
GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAA

CAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
CAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG

GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCC
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCC

TATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTG
TATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTG

CTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTG
CTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTG

AGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG
AGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG

AAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAAT
AAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAAT

GCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATG
GCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATG

TGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGT
TGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGT

TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACG
TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACG

CCAAGCTCGAAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCG
CCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCG
**

GCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATAT ALY NRRYARNIAY;
AAAAATATTTAAAAATAAAAAATAATAAGGGTTTTGAATAACTCCTTTAATTTAAATACA
AAAAATATTTAAAAATAAAAAATAATAAGGGTTTTGAATAACTCCTTTAATTTAAATACA
CATTTTTAAATTTTTTTTAGCTCTTTAAATATTCATAAAAATAAAAAATAACTAACTAAA
CATTTTTAAATTTTTTTTAGCTCTTTAAATATTCATAAAAATAAAAAATAACTAACTAAA
AATAAATAAAAAGATAATAATGATTAAAGGTATAATACTGAATAAGAAAAAACATAATAG
AATAAATAAAAAGATAATAATGATTAAAGGTATAATACTGAATAAGAAAAAACATAATAG]
AGTACTTATTTTTTATATCACTATTTTTAATATCTTGAAAGCAAAACTTTTTTATATATC
AGTACTTATTTTTTATATCACTATTTTTAATATCTTGAAAGCAAAACTTTTTTATATATC
TTAAAATATATTGTATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTAAATTTCAAATATATTGATAAA
[TTAAAATATATTGTATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTAAATTTCAAATATATTGATAAA
AAAGATGACATGTTTTTTAAAGAAAACATGAAATATAAAATAGATAAATATCAATTATT
AAAGATGACATGTTTTTTAAAGAAAACATGAAATATAAAATAGATAAATATCAATTATT
TATTTATTAAATATATAAGCTGCTCAAAACATAGCTCATTCATCAATTATAATATGTGAA
[TATTTATTAAATATATAAGCTGCTCAAAACATAGCTCATTCATCAATTATAATATGTGAA
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[TCATTAATTTTCAAAATATTACTCATTATTTAGGCTATCATTTATTTTTTATTTTCAAT
[TCATTAATTTTCAAAATATTACTCATTATTTAGGCTATCATTTATTTTTTATTTTCAAT
ATCCGTTTCTATTATATTTTAATATTAAGTTGTGATTCTTGAATTTTGTGTCATGAATTA
ATCCGTTTCTATTATATTTTAATATTAAGTTGTGATTCTTGAATTTTGTGTCATGAATTA
TTTGTAAATCTTTTTATTTCTGATAAAAAATATAAATTGATTGACTCATGATTTAAATCA
[TTTGTAAATCTTTTTATTTCTGATAAAAAATATAAATTGATTGACTCATGATTTAAATCA
TGAGTCAACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAGATGTGATTCTTGA
[TGAGTCAACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAGATGTGATTCTTGA
ATCTCTCTTGAATATAAAGTAATTTTTTATATTTCTGATATAATTCTTAGCTACGTGAT
ATCTCTCTTGAATATAAAGTAATTTTTTATATTTCTGATATAATTCTTAGCTACGTGAT
CACGATTTATACAATGATCCATATAAAATAATGTAAATAGTGTATATATATATATTCGTC
CACGATTTATACAATGATCCATATAAAATAATGTAAATAGTGTATATATATATATTCGTC
TTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATAAAGCTCTAATAAAA
[TTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATAAAGCTCTAATAAAA

LUV PNV VAR VXS RV VAATGATTGAACAAGATGGTTTACACGCTGGTTCTCC
S Y S MY YA TGATTGAACAAGATGGTTTACACGCTGGTTCTCC

CGCCGCTTGGGTCGAAAGACTTTTCGGTTATGACTGGGCTCAACAAACCATCGGTTGCTC
CGCCGCTTGGGTCGAAAGACTTTTCGGTTATGACTGGGCTCAACAAACCATCGGTTGCTC

TGATGCCGCCGTCTTCCGTCTTTCTGCTCAAGGTCGTCCTGTTCTTTTCGTCAAGACCGA
TGATGCCGCCGTCTTCCGTCTTTCTGCTCAAGGTCGTCCTGTTCTTTTCGTCAAGACCGA

CCTTTCTGGTGCCCTTAATGAACTTCAAGATGAAGCTGCCCGTCTTTCTTGGCTTGCCAC
CCTTTCTGGTGCCCTTAATGAACTTCAAGATGAAGCTGCCCGTCTTTCTTGGCTTGCCAC

CACCGGTGTTCCTTGCGCTGCTGTCCTTGACGTTGTCACTGAAGCCGGTAGAGACTGGCT
CACCGGTGTTCCTTGCGCTGCTGTCCTTGACGTTGTCACTGAAGCCGGTAGAGACTGGCT

TCTTTTAGGTGAAGTCCCCGGTCAAGATCTTCTTTCTTCTCACCTTGCTCCTGCCGAAAA
TCTTTTAGGTGAAGTCCCCGGTCAAGATCTTCTTTCTTCTCACCTTGCTCCTGCCGAAAA

AGTTTCTATCATGGCTGATGCTATGCGTCGTCTTCATACCCTTGATCCCGCTACCTGCCC
AGTTTCTATCATGGCTGATGCTATGCGTCGTCTTCATACCCTTGATCCCGCTACCTGCCC

TTTCGACCACCAAGCCAAACATCGTATCGAACGTGCTCGTACTCGTATGGAAGCCGGTCT
TTTCGACCACCAAGCCAAACATCGTATCGAACGTGCTCGTACTCGTATGGAAGCCGGTCT

TGTCGATCAAGATGATCTTGACGAAGAACATCAAGGTCTTGCCCCTGCCGAACTTTTCGC
TGTCGATCAAGATGATCTTGACGAAGAACATCAAGGTCTTGCCCCTGCCGAACTTTTCGC

CAGACTTAAGGCCCGTATGCCCGACGGTGAAGATCTTGTCGTCACCCATGGTGATGCCTG
CAGACTTAAGGCCCGTATGCCCGACGGTGAAGATCTTGTCGTCACCCATGGTGATGCCTG

CTTACCCAATATCATGGTTGAAAATGGTCGTTTTTCTGGTTTCATCGACTGTGGTCGTCT
CTTACCCAATATCATGGTTGAAAATGGTCGTTTTTCTGGTTTCATCGACTGTGGTCGTCT

TGGTGTCGCCGACCGTTATCAAGATATTGCCTTAGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAACT
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TGGTGTCGCCGACCGTTATCAAGATATTGCCTTAGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAACT

TGGTGGTGAATGGGCTGACCGTTTCCTTGTCCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCTCA
TGGTGGTGAATGGGCTGACCGTTTCCTTGTCCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCTCA

ACGTATCGCCTTCTATCGTCTTCTTGACGAATTCTTCTGAGATCCTTAAATTAAAAATTC
ACGTATCGCCTTCTATCGTCTTCTTGACGAATTCTTCTGAGATCCTTAAATTAAAAATTC

AATATATATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTG
AATATATATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTG

TATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATT
TATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATT

TATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAA
TATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAA

TTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAA
TTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAA

AATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTAC
AATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTAC

TGGAAAAATGCAG
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CACCACCACCACCACCACHLEAYETA
CACCACCACCACCACCACHIEA T

[eXe)

ACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCAC]EZNLer GATCCTTAAAT
ACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACIEZ Ker GATCCTTAAAT
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GCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCA
GCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCA

AR R RS ECTVV.VVN[EO\CGTACTGGTACTGGAGAAGGATGCAAATGTACAAGTTGC
AATTTTTACTGGAAAAATGCACRo[elcypatog felerNer v Nelery [elo7.V-V-y [e PaXe7-v-Xeq ele:

CTGATCCAAACAGTGGATGTTGCTGCTCAAATAAGGCAAATAAATGCTGTGATGCTACT

CAAAGCAAGAGTGTTAGACTTGTTAATGTTGTAAATGAAATAAATATGTTAATTAAAAT
CAAAGCAAGAGTGTTAGACTTGTTAATGTTGTAAATGAAATAAATATGTTAATTAAAAT

TAAAATATGTTGATGTTGTAATTCATAATTGCATAAAATCAGTTTCGTATTTTATTAAAA
[TAAAATATGTTGATGTTGTAATTCATAATTGCATAAAATCAGTTTCGTATTTTATTAAAA

ACTTTAATATTATCATCCTAAAATTTATTAAAAAAAACTGTTATTAATAAATCAATAAT
ACTTTAATATTATCATCCTAAAATTTATTAAAAAAAACTGTTATTAATAAATCAATAAT

ATCGCTATTTCATAGATTTTTTTAAATGCAAAAGCAAGTATGTTATTTAAATTAAGTAAA
IATCGCTATTTCATAGATTTTTTTAAATGCAAAAGCAAGTATGTTATTTAAATTAAGTAAA

CATTGATTGAAAGTATTATCTACAGAAAAAAAAAATATATAATTTACTTTTTAATCAAT
CATTGATTGAAAGTATTATCTACAGAAAAAAAAAATATATAATTTACTTTTTAATCAAT

TAATTGGAAATTATTTTATATTTTTTAAAAATGAAAAAACATATATATTTATAATAAACA
[TAATTGGAAATTATTTTATATTTTTTAAAAATGAAAAAACATATATATTTATAATAAACA

AATCTGTAAATATAAAATTACACCATACATTTATATTAACAATGACTACTTTTAGAAAAA

AATTTAAAAAAAAATAAATTAATGTTTTATTTTAAATTTTGGTAAAAATACTCAACTTA
AATTTAAAAAAAAATAAATTAATGTTTTATTTTAAATTTTGGTAAAAATACTCAACTTA
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TTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCAC
TTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCAC

ATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAAC
ATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAAC

AGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGG
AGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGG

GTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTT
GTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTT

TCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATC
TCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATC

GGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTG
GGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTG

ATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGA
ATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGA

CGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACC
CGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACC

CTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAA
CTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAA

AAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAA
AAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAA

Dizi_analizinden: Dizi analizi i¢in gonderdigimiz Plasmid DNA’nin sonucu

Bizim_verdigimiz: Kagit iizerinden olmasi gereken DNA dizisi

Vektor icerisindeki genom entegrasyon kaseti ve icerigi

= MTT1 Promotoru 879 b
Sar1 Bolge | = Neo4 Direnclilik Geni 795 be
Yesil Bolge = BTU2 Sonlandirma 34 bg

= Klonlama Bélgesi 54 be

= HSP70.2 Promotoru 826 b
E.Yesil Bolge = interferon p Geni 606 bc
Turkuaz Bolge = His-Tag Dizisi 50 bg
Yesil Bolge | =BTU2 Sonlandirma 332 bg
= MTT1-3 terminasyon 1012 bg
Toplam Uzunluk

(Genom Entegrasyon Kaseti Uzunlugu) 4888 b¢
Klonlama Kaseti Uzunlugu 2826 bg
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Sonug olarak Tetrahymena hiicrelerinin MTT1 lokusuna entegre edilen interferon
protein iiretim kasetinin organizmanin genomunda varligi gosterilmistir. 38 °C 1s1-soku
ile HSP70 promotorununn transkripsiyonel olarak indiiklenebildigi ve hedef genlerin
mRNA’larinin drettirildigi gosterilmistir. Fakat protein {iretimine dair bir sonug elde
edilememistir. Interferonun neden iiretilemedigi diisiiniildiigiinde yanlis kozak dizisinden
kaynaklanmis olabilecegi diislinlilmiistiir. Tetrahymena’nin kozak dizisinin AAA ATGG
seklinde oldugu bildirilmistir (Brunk ve Sadler. 1990). Genoma entegrasyon icin yapilan
tasarimda ise interferon beta geninin ATG’sinden 6nce gelen dizi Mscl restriksiyon
enzim tanima bolgesi olan TGGCCA, yani kastette olusan pattern
TGGCCAATGTCTTACAACTTATTAGGTTTCTTA  seklindeydi. Buradan da
yukarida bahsedilen kozak dizisinin saglanamadigi i¢in ribozom makinesinin protein
sentezini baglatamadigina isaret ettigini diisiinmiistiik. Bu baglamda yeni bir tasarima
gecis yaptik. Daha Onceden, iirettirilecek rekombinant proteinde kalinti birakacagi
gerekcesiyle HSP70.2 promotorundan ¢ikarilan HSP70.2 geninin ATG’siyle birlikte 36
bazlik bélge yeniden eklendi ve Sekil 6.2°de dizi bilgisi verilen kaset olusturuldu.

HSP70.2 + TE-hIENR
TAAATTAAGTGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAACTAAAATTAAACAATTCCTTAAATTTATATTGTCA

GATATTTTAGCTATGTAATTTGCAAGCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATAAAACTAAAAAATATTCATTATATAATTAAAAA

AGGAACTTTTAAACAAAATATCTTAATTTCTATATTAATTTATTAATTATTTACTTTAAAGAAAAAGA  AACTTCTAAATCAAATT

AATTTTAAT TTTTTAATCTATCTAAATAGTAATAATTGTTATATTT AATATAAATTTAT AAATAAATACATTTTA
GCAAAATATTTATTTTTATATTT TAATTTTTTAATTTTAAAATATTTTTAAAAAAATTTG
GTTGTTTGGTTTGT TAATTATTTGTAAGTTTTAGTTTATAAT TTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGA

TTTTTTAATCTTTCCTTTTTCTTATTTGCTATTAATAAT ~ TTATTCATAAAG TTTAATAATTTAGAAA  TTACTGATT
TCTAAAATTCTTTTGTTATTAAAAAATACACTTCAAATTAAAAAAAATAAAATTTCCAA  TCTATCAGAAATTTTTTTCGCTTTA
AACAGCTAAAAAGAAATTTGATCAAAAATAAATAAT — TAATTCAAAAAAACAAAAAAAACACTCTCAACAAAAATCTTCAAAAAG
CGACTCAAACAAATAATTAAAAAAGTT TACAAAAIN I IC TN YN NV NN Y YN [T VNIV RITGGCCAATGACTAACAAA
TGCTTATTACAAATTGCTTTATTATTATGCTTCTCTACTACTGCTTTATCTATGTCTTACAACTTATTAGGTTTCTTACAAAGATCTT
CTAACTTCCAATGCCAAAAATTATTATGGCAATTAAACGGTAGATTAGAATACTGCTTAAAAGACAGAATGAACTTCGACATTCCTGA
AGAAATTAAACAATTACAACAATTCCAAAAAGAAGACGCTGCTTTAACTATTTACGAAATGT TACAAAACATTTTAGCTATTTTCAGA
CAAGACTCTTCTTCTACTGGTTGGAACGAAACTATTGTTGAAAACTTATTAGCTAACGTTTACCACCAAATTAACCACTTAAAAACTG
TTTTAGAAGAAAAATTAGAAAAAGAAGACT TCACTAGAAGAAAATTAATGTCTTCTTTACACTTAAAAAGATACTACGGTAGAATTTT
ACACTACTTAAAAGCTAAAGAATACTCTCACTGCGCTTGGACTATTGTTAGAGT TGAAATTTTAAGAAACTTCTACTTCATTAACAGA
TTAACTGGTTACTTAAGAAACCACCACCACCACCACCACIIINITNSSCE[cceedcee

W BHSP70.2 promotoru (Olasi Kozak Dizisi) +HgSIRrfolaNe=Tal ale(STaREe{silof-v4
VS B interferon Beta-6xHIS-tag-MIKMINEETA] = 606 bc

=862 bg

Sekil 6.2. HSP70.2 promotoru ve sonuna ekelenen 36 bg dizi ile Tt-hIFN-p’nin dizi bilgisi. HSP70.2
Promotoruna eklenen 36 bazhk diziyi iceren bolge; promotorun sonunda, Tt-hIFN-B’nin
5’ ucunda yer almaktadir. Turkuaz ile isaretli dizilerden biri veya ikisinin KOZAK dizisi
gibi davranmasi beklenebilir. Not: ilk olas1 Kozak dizisi ve takip eden ATG HSP70.2
geninden gelmektedir. ikinci kozak bolgesini takip eden ATG ise ilkiyle aym cercevededir.
Fakat ikinci Kozak dizisi, GC zengini oldugu icin gorevini yapamayabilir.

Olusturulan HSP70.2 (+36)-Tt-hIFNP kaseti pNeo4 vektoriine klonland: (Sekil 6.3). Bir

onceki deneydeki gibi lineer hale getirilen vektor biyolistik silah yontemiyle
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Tetrahymena hiicrelerine transforme edildi. Pozitif klonlardan yapilan deneylerde gDNA

ve mRNA varliklarinin gdsterilmis olmasina ragmen, protein tiretimi gosterilemedi.

7188) KpnI e

e e e

P s
i

(5841) Pmel
(5793) Fsel pNeo4-HSP70.2+36-Tt-hIFN-B
(5781) SexAT* . 7841 bp

Stul_; /

6x His

Sacl (2206)
NotI (2219)
.~ Xbal (2226)
Spel (2232)
BamHI (2238)
Smal (2246)
PstI (2254)

(5192) Mscl

(4328) Xhol
(4322) Sall
(4307) HindIII
(4292) Xbal
(4286} Spel .
(4280) BamHI ~ Smal (4276)

Sekil 6.3. pNeo4-HSP70.2 (+36)-Tt-hIFNp vektoriiniin yapisi

Tt-hIFNB’nin rekombinant {iretimi i¢in IRES elementi olarak gdrev yaptigim
diisiindiiglimiiz HSP70.2 geninin 36 bazlik boliimiiniin promotor dizisine yeniden
eklenmesi ile yapilan iiretim denemelerinden basarili bir sonu¢ alinamadi. Bunun olasi
nedenlerine baktigimizda translasyon baglama dizisinin taninmasini arttiran ve
Tetrahymena’nin yiiksek oranda ekprese edilen genlerinde 5' AAAAAATGA 3’ seklinde
olan Tetrahymena Kozak dizisi (Brunk ve Sadler, 1990) Tt-hIFN-B tasariminda 5'
TGGCCAATGA 3’ seklindedir. ATG baslama kodununundan énce GC zengini bir bélge
olan Mscl’in yeralmast A-T zengini bir organizmada translayon makinesinde sorun
yarattig1 diisiiniilmektedir. Bunu agsmak i¢in kullanilan ilk yontemde promotor dizisine
eklenen HSP70.2 genine ait ilk 36 bazlik bolgenin Tt-hIFN-B ATG’sinden ve Mscl kesim
bolgesinden dnce geliyor olmasi ve igerisinde ATG baglama kodonu bulunmasi, ribozom
makinesinin sorunsuz calisabilecegi ihtimali g6z onilinde bulundurulmus fakat protein
elde edilemediginden ikinci ATG’nin KOZAK dizisininde 6nemli oldugu ortaya
cikmaktadir. Yani olasilikla ribozomlar ilk KOZAK dizisine baglandiktan sonra
ikincisine ulastiklarinda mRNA’dan diismektedirler. Ribozom makinesinin translayonu
baglatabilmesi igin, stres sartlarinda IRES elementlerinin olmasi gerekmektedir.
Boylelikle dogru ATG’yi tarayarak olast bir translasyonu baslatabilir. Bu baglamda
HSP70.2 promotor dizisine eklenen 36 bazlik bolge IRES gorevi goriiyor ise
translasyonun baslamasi i¢in iyi bir kozak dizisine sahip ATG olmasi gerekir ki bizim

calistigimiz konstrakta IFN-B ATG’sinden 6nce Mscl (TGGCCA) yer almaktadir. Salim
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vd.,’nin 2008 yilinda yaptiklari kodon kullanimini ve baglama ve dur kodonlarinin (ATG
ve TGA) oncesi ve sonrasinda yer alan beser niikleotidi inceledikleri ¢aligmada, hem tiim
genlerde hem de yiksek miktarlarda eksprese edilen genlerde bu boélgelerdeki
niikleotidlerin pozisyonlarin Sekil 6.4’deki gibi oldugunu gostermislerdir. Buna gore,
IFN-B’nin klonlanmasinda kullanilan ve 5° bolgesinde HSP70 promotorundan hemen
sonra ve Tt-hIFNB genindeki ATG baslama kodonundan hemen once gelen Mscl
(TGGCCA) restriksiyon kesim dizisinin igerigi KOZAK dizisi olarak, en az tercih edilen
veya hi¢ tercih edilmeyen bir dizi gibi goriinmektedir. Yani, bu dizinin varliginin

ribozom makinesinin ¢alismasini engelledigi diisiiniilebilinir.

a Start codon contaxt

A$& -"-".IIGrenes TA$ AA H|gthExpreKedTAA

Sekil 6.4. Tetrahymena thermophila’da ATG oncesinde ve sonrasinda yer alan beser niikleotidin
frekanslarl. Hem tim genlerde hem de yiksek miktarlarda eksprese edilen genlerde bu
bolgelerdeki niikleotidlerin pozisyonlarinin tim genlerde AAAAATGAATAA veyiiksek
miktarda eksprese edilen genlerde ise AAAAATGACTAA seklinde oldugu bulunmustur (Salim
vd., 2008)

Tetrahymena

C-

Interferon beta protein iiretiminin olmamasinin diger bir nedeninin ise interferon
beta geninde bulunan ve 21 amino asitlik sinyal dizisinin olabilecegi disiiniildii.
Tetrahymena bu sinyal dizisini isleyemedigi ig¢in protein tretimi gergeklesmiyor
olabilecegi diisiiniildii ve interferon beta’dan bu sinyal dizisi ¢ikarilarak Tetrahymena’nin
kendi sinyal dizisi olan PLA36 eklendi ve 1s1-soku promotoru kontroliindeki yeni bir
tasarima geg¢ildi HSP70-2-PLA-Tt-hIFNB-6xHis. Interferon geninden 21 amino asitlik
sinyal bolgesinin ¢ikarilmasi ve 36 amino asitlik PLA sinyal dizisinin eklenmesi 6rtiisen

PZR yontemiyle gerceklestirilmistir (Sekil 6.5).

=

l [IIRLIINIL Deri Primer T
% : b 6X-His Tag

Sekil 6.5. HSP70-2+Tt-PLA+ Tt-hIFN-B-6xHis Kklonlama kasetinin bir araya getirmede
kullanilan primerlerin ortiisen PZR icin konumlar1 ve klonlama restriksiyon enzim
bilgisi.
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Xhol ve Fsel enzimleriyle kesilerek uglar1 hazir edilen genom entegrasyon vektori pNeo4
ve “Xhol-HSP70-2-PLA-Tt-hIFNB-6XHis-Fsel”, (Mochizuki, 2008) kaset DNA’s1
ligasyona alinarak, klonlanmistir. Yeni yapilandirilan vektor E. coli DH5-a kompotent
hlcrelerine transforme edilmis, elde edilen pozitif kolonilerden saflastirilan vektorlerin
restriksiyon parmak izi analizi ile pozitif koloniler belirlenmistir. pNeo4-HSP70-PLA-
Tt-hIFNB-6X-His vektorii (Sekil 6.6) Kpnl enzimiyle kesilerek dogrusal hale getirilerek,
Tetrahymena’ya transformasyonda kullanilmistir. gDNA ve mRNA kontrolleri pozitif

olan bu konstrakla yapilan indiikleme sonucu yine protein iiretimi ger¢eklesmemistir.

pNeod-HSP70.2-PLA-TthIFNG
THAA Iy
e Fsel (2052)

Tt-PLA

Xhol (3512

Sekil 6.6. pNeo4-HSP70.2-PLA-Tt-hIFNB-6XHis Vektor Yapisi. Genom entegrasyonu igin
olusturulan orijinsiz vektorde gosterildigi iizere MTT1 gen lokusunun MTT1-5" ile MTT1-
3’ u¢ dizi bolgeleriyle homoloji kollar: olusturulmus, bu iki kol arasina yerlestirilen kaset,
boylelikle organizmanin genomunda MTT1 gen lokusuna homolog rekombinasyon ile
entegre edilebilinecektir. MTT1-5" ile MTT1-3’ ug bolgeleri arasinda ayrica CdClz (agwr
metal) ile indUklenebilen MTT1 promotoru ve bu promotorun kontrolinde antibiyotik
secilimine olanak saglayacak olan Neomisin diren¢ geni, BTU2 transkripsiyon sonlandirma
bolgesi bulunmaktadir. Devaminda 1s1-soku ile indiiklenen T.thermophila’min HSP70-2
promotoru ve disari salgilatma dizisi PLA ve T.thermophila’ya kodon uyumlu interferon
beta geni ve 6XHis takisi ver almaktadir.

Protein iiretimi caligsmalarinda farkli yaklagimlardan; eger 45 kopyali genom
entegrasyon sisteminde {iretilecek protein miktarinin az olmasi halinde elde edilen
proteinin miktarinin artirilmasi i¢in iki farkli protokol uygulanmistir. Bunlardan birincisi
immuno ¢oktirmedir (Ek-2 Protokoller). Bu sekilde ortamda sadece interferon proteinleri
cekilmis olacakti fakat pozitif sonu¢ elde edilemedi. Bir diger yontem ise
Metanol/Kloroform/Su ile Protein Coktiirmesi ve Tampon Degistirme (EK-2 Protokoller)
denenmis ama sonug¢ alinamamustir.

Insan interferon beta proteininin rekombinant iiretimi i¢in yapilan bir diger ¢calisma
ise 8-10 bin kopyal1 ekstrakromozomal vektor sistemine gegmek, ve iiretilecek proteinin

varligini flizyon protein seklinde gostermek i¢in 10xHi-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFNf
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ekspresyon kaseti tanimlandi, bu sekilde hem GSTden kaynakli iyi ¢dzilinen fiizyon
protein iretilebilecek, hem GFP 1simasi ile gozle ve mikroskobik takip miimkiin
olabilecek hem de interferon beta protein kodlayan DNA dizisinin énindeki Enterokinaz

kesim bolgesi sayesinde interferon beta saflastirilabilecekti.

interferon beta proteininin kendi sinyal dizisini icermeyen ve N-ucunda 10X

Histidin, GST, GFP, Enterokinaz kesim bolgesini iceren vektoriin yapilandirilmasi
CdClz ile induklenebilir MTT1 promotu iceren 8-10 bin kopya orijinli (transient)

pVGF vektori kullanilmistir. Vektoriin igerisine klonlanacak kaset ortiisen PZR (Pogulis
vd., 1996) yontemi kullanilarak asagidaki adimlarda gergeklestirilmistir:

Sekil 6.7. pVGF vektdrine klonlanacak kasetin temsili gosterimi. pVGF vektdrinde CdCl: il
indiiklenebilen MTT1 promotoru kontroliinde eksprese edilecek kaset. GST, GFP,
Enterokinaz kesim bolgesi ve sinyalsiz Tt-hIFNB

1. Asama: GFP ile Enterokinaz+TtIFNB’nin birlestirilmesi

GFP’den bir ileri primer (daha sonra ayni primer GST ile birlestirme reaksiyonunda
kullanilacagi i¢in GST ile ortiisen 12 baz igerir = i-GFP+GST) ve GFP’nin 3’ bdlgesinden
tasarlanmis (Enterokinaz+TtIFNB’ ile ortiisen 12 baz igerir = g-GFP+E. Tt-hIFNp) geri
primer ile 736 b¢ biiyiikliigiinde bir parga tiretildi (E.Tt-hIFN = Enterokinaz+Tt-hIFNp).
Enterokinaz+Tt-hIFNf den (GFP ile 12 baz ortiisen bdlgeye sahip) ileri primer ve Tt-
hIFNB geri primer (g-Tt-hIFNB-Apal) ile 541 bg biiyiikligiinde bir parga tiretildi.
Uretilen bu iki parga ayr1 ayr1 jelden saflastirildi ve saflastirilan bu parcalar kalip olarak
reaksiyonun ilk adiminda kullanilir. 49 derecede Ortlisen bolgeler mega primer gibi
davranarak iki ayr1 gen parcasi birlesir ve sonraki adimda bu birlesen gen pargasi
cogaltilacak ana DNA olarak gorev yapar. Reaksiyonun ikinci adiminda i-GFP+GST/g-
Tt-hIFNBApal primerleri kullanilarak PZR reaksiyonu devam ettirildi. Elde edilen
blyuklik 1252 bg.

2. Asama: GFP+Enterokinaz+TtIFNB’ ile 10XHis+GST’nin Birlestirilmesi

10XHis+GST’den ileri primer (i-10xHis-Pmel) ve GST nin gerisinden GFP ile ortiisen
boélgeye sahip geri primer (g-GST+GFP) ile 708 b¢ biiyiikliigiin tiretildi.
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GFP+Tt-hIFNB konstragindan GST ile ortlisen bolgeye sahip bir ileri primer (i-
GFP+GST) ve TtIFNB’nin geri primeri ile (g-Tt-hIFNB-Apal) GST ile oriisen bolgeye
sahip 1264 bg biiyiiklgiinde GFP+E.TtIFNB’ bolgesi iiriiretildi. Uretilen bu iki par¢a ayr1
ayr1 jelden saflastirildi ve saflastirilan bu parcalar kalip olarak (mega primer) reaksiyona
eklendi ve i-10xHis-Pmel ve g-Tt-hIFNB-Apal primerleri kullanilarak ortiisen PZR ile
birlestirildi. Elde edilen biiyiikliik 1925 bg (Sekil 6.8).

Tablo 6.2. Kullanilan Primerler

i-GFP+GST 5’ GTCTGGTCCTTAATCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTG 3’
g-GFP+E.TtIFNB |5 GTCGTCGTCGTCTTTGTATAATTCGTCCATACCGTGAGTAATACC 3’

i-E.TtIFNB+GFP 5 CGAATTATACAAAGACGACGACGACAAATCTTACAACTTATTAGG 3
i-10XHis-Pmel 5 AAAGTTTAAACATGCACCACCACCACCACCACCACCACC 3
0-GST+GFP 5’ CTTCACCTTTAGATTAAGGACCAGACCAGGTAGCTCTTTG 3’
g-TtIFNB-Apal 5> AAAACTAGTGGGCCCTCAGTTTCTTAAGTAACCAGTTAATCTG 3’

o O ] W] N[

Pmel - SR H=1925 bg
Pmel
GTTTAAACATG

AAATTAATGTCTTCTTTACACTTAAAAAGATACTACGGTAGAATTTTACACTACTTAAAAGCTAAAGAATACTCTCACTGCGCTTGGA
CTATTGTTAGAGT TGAAATTTTAAGAAACTTCTACTTCATTAACAGATTAACTGGTTACTTAAGAAACTGAGGGCCCIGYE:AD]

Sekil 6.8. 10XHis-GST-GFP-E.Tt-hIFN kaset dizi bilgisi.

Bu kasetin 5’ ucunda bulunan Pmel ve 3’ ucunda bulunan Apal restriksiyon kesim
bolgeleri ile pVGF (pIGF-1) vektoriine klonlama yapilmistir (Sekil 6.9). Bu sekilde

sitoplazmik protein tiretimi gergeklestirilecektir.
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Sekil 6.9. pVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFNf Vektoriiniin Temsili Yapisi. 8-10
bin kopyaya c¢ikabilen vektor sistemi ile ekstrakromozomal protein expresyonu CdCI2 ile
indlklenebilen MTTI1 promotoru kontorlinde gergeklestirilir. Bu vektor igerisinden
promotordan sonra saflagtirmada kullanilabilecek Histidin takist ve GST takis1 yer almaktadir.
Go6z ve mikrskopla takip i¢in GFP takisi, devaminda Enterokinaz kesim bdlgesi ve Enterokinaz
ile kesildikten sonra kendi sinyal dizisini icermeyen interferon beta protein kodlayan dizi
bulunmaktadir.

Biyolistik silahla PVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFNf
vektorunin Tetrahymena thermophila hicrelerine transformasyonu ve pozitif

transformant secimi

Biyolistik silah ile Tetrahymena’ya ekstrakromozomal vektor aktarimi konjugatif
B2086 ve Cu428 wrklarina gergeklestirilmistir (Cassidy-Hanley vd., 1997). 100 pg/mL
konsantrasyonu denk gelecek sekilde antibiyotik (paromomisin) baskisi1 kurulmustur.
Antibiyotik oran1 500 pg/mL c¢ikartilarak pozitif transformantlar elde edilmis
rekombinant irklarin kontrolii; CdCly ile induklendikten sonra floresan mikroskobu GFP
filtresinde incelenerek GFP 1s1mas1 gosterdigi teyit edilmis (Sekil 6.10) ve bu irklarin s1vi
azot stogu yapilmistir. Negatif kontrol hiicrelerinde ve indiiklenmemis deney grubu

hiicrelerinde 1s1ma goriilmedi (Veri sunulmamustir).

Sekil 6.10. pVGF-MTT1- 10XHis-GST-GFP-E.Tt-hIFNp  vektoriinii iceren hiicrelerin
induklendikten sonra GFP floresan filtresindeki mikroskobik géruntuleri (Mikroskop
kamerasinin bulunmadig1 donemde cep telefonu ile ¢ekilmistir).

Ekstrakromozomal pVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-Ent. Tt-hIFNB  vektorini
iceren hicrelerin CdClz ile indiklenmesi ve rekombinant Tt-hIFNp protein iiretim

analizleri: Protein Izolasyonu, Ni-NTA saflastirmasi ve SDS-PAGE
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Mikroskobi incelemelerinde, indiiklendikten sonra GFP 1s1masi1 gosterdigi goriilen
kilturlerden protein izolasyonu ve Ni-NTA saflastirmasi yapmak i¢in 100’er mL ekim
yapildi, Negatif kontrol olarak da 100 mL Tetrahymena Cu428 irkindan ekildi. Yaklagik
3 gln calkalamasiz bir sekilde 30 °C’de buydtulen hicreler 2 pg/mL CdCl; ile
indiiklendikten 12 saat ve 24 saat sonra 6rnekler alindi.

Kltirler 1500 g’de 3 dk. santrifujlenerek peletler elde edildi. Peletler TPIST-2
(Tetrahymena Protein Izolasyonu ve Saflastirma Tamponu -2) ile liziz edildi (50 mM
NaH2PO4.2H.0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, %1 Triton X-100, 2 mM PMSF,
1XPIC pH 7.4-7.6) ve 2 mL’lik mikrosantrifiij tlplerine bolundikten sonra buzda 15 dk.
ara ara vortekslenerek inkibe edildi, sonra, 7 devirde 5 dk. stireyle Bullet Blender’da 0,2
mM’lik ¢elik bilyelerle parcalama islemi yapildi. Tekrar buzda 10 dk. inkiibe edildikten
sonra 4 derece sogutmali santrifiijde 13.000 rpm’de 20 dk. santrifijlendi. Stpernatant
toplam protein izolasyonu olarak ayr tiiplere alindi, pelet ise TPIST-2 ile yeniden
coziilerek ayr1 saklandi.

Tris-Glisin SDS-PAGE ve Dogal (Native)-Page analizleri yapabilmek i¢in 150’ser
puL ornekler 50°ser uL 4X Laemmli ylikleme tamponu [(BioRad 4X Laemmli = 277,8
mM Tris-HCI pH 6.8 % 44,4 gliserol % 0,02 Brom Fenol Blue, % 4,4 SDS) %10 B-
merkaptoetanol] ile karistirild1 ve 6-7 dk. kaynatilarak denatiire edildi, dogal page i¢in f3-
merkaptoetanol kullanilmadi ve kaynatma islemi yapilmadi.

Ni-NTA saflastirmasi Protino Ni-NTA Agaroz Tanecikleri (MACHEREY-
NAGEL, Almanya) kullanilarak asagidaki gibi ger¢eklestirilmistir.

Kiltirlerden izole edilen ~4-5’er mL toplam protein, 1’er mL protino Ni-NTA
tanecikleriyle g/b +4 °C’ de hafif ¢alkalamali tablada inkiibe edildi. Ertesi giin ¢aligmalar
+4 derece dolap igerisinde yapilmaya devam edildi.

Havada asili duracak sekilde diizenek hazirland: ve filtreli kolonlara Ni-NTA ile
baglanan 6rnekler konuldu, kolonlarin altlarina tipalar takildi ve 2-3 dk. beklenildi, sonra
tipalar agildi ve kolonda tutulmayan kisim Flow Through (Baglanmayan Proteinler) buza
gomiili sekilde duran ayr tiiplere alindi.

1. yikama: 4 mL NPI-20 Tamponu (= 50 mM NaH2P04.2H20, 300 mM NaCl, 20
mM Imidazol) ile yapildi. Benzer sekilde tipalar kapatildi 2-3 dk. beklenildi, sonra tipalar
acilarak buz igerisine gomiilii olan 15 mL’lik santirfiij tiiplerine kolondan yikamalar

alindi.
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2. Yikama: 5 mL NPI-50 Tamponu (50 mM NaH2P0O4.2H>0, 300 mM NaCl, 50
mM Imidazol) ile benzer sekilde yapildi.

1. Eltsyon: Tipalar kapaliyken eliisyon tamponundan (50 mM NaH2PO4.2H-0,
300 mM NacCl, 400 mM Imidazol) 1 mL eklendi ~15 dk. beklenildi, sonra elte edildi.

2. Elusyon: 2 mL eklendi ~15 dk. beklenildi, sonra elue edildi.

3. Elasyon: 2 mL eklendi ~15 dk. beklenildi, sonra elie edildi.

Eliisyon islemlerinde, 12. saat 6rnekleri ile 24. saat 6rnekleri arasinda, mikroskobik
incelemelerde GFP 1simasindan kaynakli ciddi bir fark goriildii. 24. saat 6rnekleri ¢cok
daha yesil oldugu gozlemlendi, bu mikroskopi incelemelerinde de SDS-Page 06n
analizlerinde de (Sekil 5A ve 5B) bu sekildeydi. Bundan dolayr Diger calisma ve
analizlerde 12. saat 6rnekleri kullanilmadi sadece 24. saat 6rnekleri kullanildi.

Tiim bu Flow Through, Yikamalar ve Eliisyonlardan SDS-PAGE igin 6rnekler
hazirland1 ve kalanlar -80’e kaldirildi. Toplam proteinlerin miktarlart BRADFORD
yontemiyle hesaplandi ve saflastirilan bu o6rneklerin yiliklenmesi denatiire sartlarda;
Laemmli yiikleme tamponu ile kaynatilarak %12’lik SDS-PAGE (Tris-Glisin) ile
gerceklestirilmistir (Sekil 6.11). SDS-PAGE analizlerine gére rekombinant 10XHis-
GST-GFP-Ent. Tt-hIFN fiizyon proteinin iiretimi indiiklemenin 12. Saati ve 24. saatinde
goriilmektedir (Sekil 6.11-A ve B). Hem toplam protein izolasyonunda hem de toplam
proteinlerin peletinde fiizyon protein kalin bir bant (siyah okla gosterilen) olarak
tiretilmistir. Ni-NTA saflastirmasinda ise her ¢ elisyonda da siyah okla gosterilen
yerlerde kalin bir bant elde edilmistir. Fiizyon protein bandimmin beklenen teorik
buylikligi ~74 kDa (https://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool) olarak
hesaplanmistir. SDS-PAGE jelinde Ni-NTA saflagtirmasi eliisyonlarinda goriilen
rekombinant flizyon protein bandimin biyiikliigii 55 kDa ile 70 kDa arasinda olup
tahminen 60 kDa civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Bu durum ya fiizyon proteinin
biraz daha kiiciik kostugunu veya bir kismmin kirilarak iiretildigini isaret etmektedir.
Histidin takis1 tek basina ~1.5 kda, GST takisi tek basina ~25 kDa, GFP takisi tek bagina
~26-27 kDa, Enterokinaz tek basina ~0,6 kda, glikozilasyonsuz ve sinyalsiz Tt-hIFNp tek
basina ~18-20 kDa, (glikozilasyonlu ~20-22 kDa biiyiikliigiindedir) yani toplamda
fiizyon proteinin biiyiikliigii 74-76 kDa’a karsilik gelmektedir. Enterokinaz kesim bolgesi
dahil Tt-hIFNPnin olmadigi taki kismimin tahmini biyiikliigii ise ~54 kDa’dur. Elde
edilen bantlarin enterokinaz kesiminin olmadigi interferon betanin, flizyon protein

seklinde iiretildigini diisiindiigiimiiz SDS-PAGE jelindeki biiyiikliigiiniin 54 kDa’dan
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biraz daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durumda yiksek miktarda dretilen ~74
kDa’luk Tt-hIFNB fiizyon proteini ig¢in ya daha kucuk kosmaktadir ya da gudik
iiretilmektedir. Bu durumun tespiti i¢in interferon beta gen kasetinin bulundugu bélgenin

dizi analizi ile kontrol edilmesi gerekmektedir.
A
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Sekil 6.11. Rekombinant pVGF-MTT1- 10XHis-GST-GFP-E.Tt-hIFNp hiicre hattindan yapilan
Ni-NTA afinitik saflastirmalarin SDS-PAGE Analizi A) Indiiklemenin 12. saat 6rnekleri,
B) Indiiklemenin 24. saat 6rnekleri. 1-8. kuyular Tt-hIFNB, 1: Toplam Protein, 2: Pelet, 3:
Ni-NTA Saf. Flow Through, 4: Ni-NTA Saf. 1. yikama, 5: Ni-NTA Saf. 2. Yikama, 6: Ni-
NTA Saf. 1. elisyon, 7: Ni-NTA Saf. 2. eliisyon, 8: Ni-NTA Saf. 3. elisyon, 9: markér
(Thermo Page Ruler) 10: Cu428 Negatif kontrol Toplam Protein. Siyah oklar tahmini
beklenen fiizyon protein bantlarini isaret etmek i¢in kullanilmistir.

PpVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFNB vektorii iceren hiicre
hattindan yapilan Ni-NTA saflastirmasi sonrasinda elde edilen proteinlerin

enterokinaz ile kesim analizi

Enterokinaz kesimi yapabilmek icin Oncelikle saflastirma ortaminda bulunan
inhibitor olan imidazolln uzaklastirilmasi (oraninin diisiiriilmesi) amaciyla deney grubu
24. saat 1. eliisyon 6rneginin 225 pL’si, 5 mL 25 mM Tris-HCI (pH 7.5) ile karistirilarak
10 kDa cutoff’lu filtreli santrifiij tipinde (Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Device,
10.000 cut/off, Merck Millipore, Almanya) ~35 dk. 4000 g’de santrifujlenerek ~200
pL’ye konsantre edildi.

Konsantre edilen 6rnekten 90 uL enterokinaz kesim reaksiyonuna alindi ve {izerine
10 pL 10X Enterokinaz kesim tamponu (25 mM TrisHCI, 50 mM NaCl and 2 mM CacCly,
pH 7.5, Kumar vd., 2017) ve 1 uL enterokinaz enzimi (NEB, Light-Chain Enterokinase,
#P8070S) eklendi. PZR cihazinda 23 °C’de 16 saat boyunca inkiibe edilerek kesim
gerceklestirildi. Kesim sonucu SDS-PAGE ile analiz edildi.

Rekombinant 10XHis-GST-GFP-Ent.Tt-hIFN flizyon proteini, enterokinaz kesim
bolgesinden yararlanilarak 54 kDa’luk 10XHis-GST-GFP-Ent taki kismi ile 22 kDa’luk
Tt-hIFN iki par¢aya boliinmesi beklenmektedir. Kesim PZR cihazinda 23 °C’de 16 saat

72



boyunca inkiibe edilerek gergeklestirildi. Sekil 6.12 kuyu 7°de, teorik biiyilikligii ~74 kDa
olarak beklenen ama 60 kDa civarinda kosmus olan fiizyon proteini enterokinaz ile
kesildikten sonra, ~60 kDa (sag kii¢iik ok) kesilmemis flizyon protein ile 10 kDa (okla
gosterilmeyen alt bant), 22 kDa, 26 kDa, 46 kDa ve 50 kDa ve 58 kDa’luk protein bantlari
olusturmustur. Entrokinaz kesiminde kullanilan 1. eliisyon, saflastirilmis 10XHis-GST-
GFP-Ent.Tt-hIFN fiizyon proteinin gortildiigii kuyuda (Sekil .12 kuyu 5) bu (10-13 kDa,
22 kDa, 26 kDa, 46 kDa ve 50 kDa’luk protein) bantlarin hicbiri bulunmamaktadir; yani
bu bantlarin hepsi entrokinaz kesim kokenlidir. Bu bulgular, bu hiicre hattinin 2 farkli
vektor igerebilecegini isaret etmektedir; mutasyonlu olmayan Tt-hIFNP protein kodlayici
bolge iceren vektorden Tt-hIFNB’nin beklenen (22 kDa ve 24 kDa) biiyiikliigiine yakin
22 kDa ve 26 kDa proteinler (retirken STOP kodon (reten mutasyonlu vektor
versiyonundan 10-13 kDa’luk gidik Tt-hIFN iiretilmektedir. Entrokinaz kesimindeki
46 kDa ve 50 kDa’luk proteinler ise 22 kDa ve 26 kDa’luk Tt-hIFNp olasilikla dimer
formlar1 (Karpusas, vd., 1997) oldugu distiniilmektedir. Giidiik iiretilmenin ana
nedelerinden biri Tt-hIFNB protein kodlayict bélgede bir mutasyon olabileceginden
pVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-Ent. Tt-hIFNB’ vektoriiniin Tt-hIFN kismu, tekrar dizi

analizine gonderilmis, olast mutasyon durumu kontrol edilmektedir.
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Sekil 6.12. pVGF-MTT1- 10XHis-GST-GFP-E. Tt-hIFNB hiicre hattindan yapilan indiikleme,
protein izolasyonu ve Ni-NTA saflastirmasi sonrasinda elde edilen 6rneklerin enterokinaz
ile kesimi ve analizi. Denatiire sartlarda SDS-PAGE, 1-7. kuyular deney grubu (Tt-hIFN). 9-
10. kuyular Cu428 negatif kontrol. 1: Toplam Protein, 2: Pelet, 3: Ni-NTA Saf. Flow Through,
4: Ni-NTA Saf. 1. yikama, 5: Ni-NTA Saf. 1. ellsyon, 6: Ni-NTA Saf. 3. ellisyon, 7. Ni-NTA
Saf. 1. ellisyon Enterokinaz Kesimi, 8: markor (Thermo Page Ruler) + GFP pozitif kontrol 9:
Cu428 Toplam Protein 10: Cu428 Ni-NTA Saf. 1. eliisyon. Siyah oklar tahmini beklenen flizyon
protein bantlarini isaret etmek igin kullanilmigtir. Not: Kirmizi ok, kesim sonucu 10-13 kDa’luk
guduk Tt-IENp pargasi.

PVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFNB vektorii iceren hiicre
hattindan yapilan Ni-NTA saflastirmasi ve enterokinaz kesim iiriinlerinin Kiitle

Spektroskopisi Analizleri

Ni-NTA saflastirmast sonucunda elde edilen Rekombinant fiizyon protein ve
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flzyon proteinin enterokinaz ile kesiminden sonra elde edilen bantlarin kiitle
spektroskopisi analizleri i¢in 6rnekler konsantre edilerek SDS-PAGE jelinde kosturuldu
ve ilgili bantlar (Sekil 6.13-A ve B) kesilerek analize gonderildi. MALDI-TOF MS
ve/lveya LC-MS analizleri hizmet alimi ile Kocaeli Universitesi Dekart Proteomik
Arastirma Lab’ma yaptirilmistir.

10XHis-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFN’ i¢inde bulundugu 2. Eliisyon 6rnekleri
enterokinaz kesimine alinabilmesi i¢in Once inhibitor gibi ¢alisan imidazolU
uzaklastirmak icin tampon degisikligine alindi. 2. eliisyon 6rneginden 800 uL aliarak
tzerine 15 mL PBS eklendi. Ultrasantrifuj tlplinde (Amicon) 4000 g, 40 dk. ile
santrifijlendi ve ~200 pL olarak geri alindi1 bdylelikle hem tampon degisikligi yapildi,
hem de 6rnekler 4 kat konsantre edildi. Buradan 120 pL konsantre ¢rnek enterokinaz
kesimine alindi, reaksiyon 23 derecede 18 saat boyunca siirdii. Konsantre edilen
kesilmemis ornek (Sekil 6.13A kuyu 2 ve Sekil 6.13-B kuyu 2) ve kesilmis 6rnek (Sekil
6.13-A kuyu 3 ve Sekil 6.13-B kuyu 3) ayr1 kuyularda SDS-PAGE jelinde kosturulduktan
sonra farklilik gosteren ilgili bantlar kesilerek analize gonderildi (Sekil 6.13).

A 2. Eli B 2.6l
Marker Kons“antle Ente:ask\;::z Marker Kuns:mtre Entell::sl:{iz:z
2. Eliisyon Kesimi 2. Eliisyon Kesimi
kba 4 _ 7 3 kDa 1 2 3
130— v [T W
100— 100— ==
70— — 70—
55— 55— -
'ﬁ'-t V"’-*%
35— -
26— -_ <= 25— - . <Tm
- @
15— 15— ==
10— “' 10— 4"
Sekil 6.13. pVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFNp’ vektoriinii iceren

rekombinant hiicre hattinin indiiklenmesi sonucu elde edilen proteinlerin Ni-NTA
saflastirmasinin Enterokinaz ile kesimi ve kiitle spektroskopisi analizi icin hazirlanmasi.
A) Konsantre edilen 2. ellisyon ve 2. eliisyonun enterokinaz ile kesiminden elde edilen bantlar.

B) Elde edilen bantlarin kiitle spektroskopi analizleri i¢in jelden kesilmis durumlarini gosteren
SDS-PAGE analizleri.

Sekil 6.12 ve 6.13’de ayrintili bir sekilde bulgu tanimi yapilan saflastirma ve
saflastirilan {iriinlin enterokinaz ile kesimi sonucu olusan bantlarin igeriklerinin
belirlenebilmesi i¢in; olas1 interferon beta proteinine denk gelebilecegi diisiiniilen

bantlardan ok ile isaretlenmis 3.4 interferon beta monomer biyiikliigiine denk
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gelmektedir. 3.2 ile gosterilen bant ise interferon betanin dimer yapmis formu olabilecegi
g6z Oniinde bulundurulmustur. Fiizyon proteinden interferon betanin kesildikten sonra
kalan diger proteinlerin dogru yerde olup olmadiklarini da anlayabilmek i¢in 3. kuyudan
3.1 ile gosterilen yerden kesilen bant 10xHistidin-GST-GFP-Enterokinaz’in beklenen
biiyiikliigiine denk gelmektedir. Saflastirma kuyusunda olmayan fakat enterokinaz ile
kesildikten sonra olusan 3.3 ile gosterilen bant da analiz i¢in se¢ilmis ve jelden kesilerek
hizmet alimi yoluyla, analize gonderilmistir. MALDI-TOF ve LC-MS analizleri
sonucunda gonderilen 6rnekler MASCOT programi ile insan veri tabani kullanilarak
incelenmis fakat interferon beta yerine interferon alfa proteininin bazi peptid dizileri (hem
2.1 ile gosterilen saflagtirma bandinin hem de 3.1, 3.2 ve 3.3. bantlarda) bulunmustur.
Monomerik Tt-hIFNB’nin 22 kDA’luk 3.4 ile isaretlenmis protein bandindan bir sonug
cikmamasi diger bantlara gore daha zayif protein bulundurmasindan kaynaklaniyor

olabilir, diisiincesindeyiz.

Bunlar 2.1. bandin analizinden:
3. sirada, Interferon alpha-14 OS=Homo sapiens GN=IFNA14 PE=1 SV=3,
5. sirada, Interferon alpha-5 OS=Homo sapiens GN=IFNA5 PE=1 SV=1,
6. sirada, Interferon alpha-6 OS=Homo sapiens GN=IFNA6 PE=1 SV=1,
33. sirada, Interferon alpha-16 OS=Homo sapiens GN=IFNA16 PE=2 SV=1
3.1. bandin analizinden:
2. sirada, Interferon alpha-14 OS=Homo sapiens GN=IFNA14 PE=1 SV=3
5. sirada, Interferon alpha-6 OS=Homo sapiens GN=IFNA6 PE=1 SV=1
3.2. bandin analizinden:
5. sirada, Interferon alpha-14 OS=Homo sapiens GN=IFNA14 PE=1 SV=3
43. sirada, Interferon alpha-6 OS=Homo sapiens GN=IFNA6 PE=1 SV=1
3.3. bandin analizinden:
4. sirada, Interferon alpha-14 OS=Homo sapiens GN=IFNA14 PE=1 SV=3
13. sirada, Interferon alpha-2 OS=Homo sapiens GN=IFNA2 PE=1 SV=1
seklindedir.

Tt-hIFNa tiirevleri i¢in protein amino asit dizileri https://www.uniprot.org/ web

sitesinden aratilarak elde edilmistir. Elde edilen dizilerin dikey hizalanarak

karsilastirmalart  ise  https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/  sitesi  (izerinden

yapilmustir.
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PVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFNp vektorii iceren hiicre hatti

ile biyoraktorde kiltlirizasyon

Stressiz ve optimum kosullarda hiicrelerin biiyiitiilerek rekombinant protein liretimi
icin en ideal sartlarin saglandig1 “biyoreaktorde iiretime gegisin” ilk c¢alismalari
gergeklestirilmistir. Peltier 1sitmali Infors HT Miniforce 2 (Infors AG, Bottmingen,
Isvigre) modelinde yapilan bu galismada; biyoreaktdr sicaklik 30 °C, pH 7.0 (Kiy, T., ve
Tiedtke, A., 1992), ¢cozlnlr oksijen (pO2) doyurulmus hava ile %25 (Weide vd., 2006),
impeller karistirma en diisiik 200 ve en yiiksek 400 ve toplam hava akis1 0.5 L/dk. olacak
sekilde ayarlanmistir ve genel goriintiisti Sekil 6.14-A’da verilmistir. Zamanla hiicrelerin
boliinmeleri ve yaslanmalari sonucu ortamm pH’sindaki artist pH 7.0 civarinda
ayarlamasi icin biyoreaktore 4M Asetik Asit soliisyonu baglandi.

Biyoreaktor’de buydtilen ekstrakromozomal pVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-
Enterokinaz-Tt-hIFNp vektoriinii igeren Tetrahymena thermophila’nin biiyiime egrisine
bakildiginda (Sekil 15, solda ki grafik); inokiilasyon 60.000 hiicre/ml olacak sekilde 1.5
L NEFF besiyerine konsantre edilmis hiicre hacmi ile yapilmis, sonrasinda 6rnek alinarak
hiicreler sayilmistir. Yaklasik 5 saat’lik Lag fazinda 60.000 hicre/ml’den 90.000
hiicre/ml’ye artis gerceklesmistir. Logaritmik faz yaklasik 20 saat siirmiis olup hiicre
yogunlugu 1.100.000 hiicre/ml’ye erismistir. Indiikleme islemi 900.000/1.000.000
hiicre/ml ulastiginda (14. Saat) 2 pg/mL CdCl> ile gergeklestirilmistir. Lag faz
indiiklemeden sonra yaklasik 10 saat daha siirmiis, 30. saatte hiicre yogunlugu 1.500.000
hiicre/m1’ye ulasmistir. Indiiksiyondan sonra bir képiik problemi ile karsilasiimamstir.
Inokiilasyonun ardindan 8., 12., 15., 18., 21., 24. 27. ve 32. saatlerde hiicre 6rneklemi
yapilarak, hiicre sayilari tespit edilmistir (Sekil 9) ve hiicre peletleri hassas terazide
tartilarak sonraki analizler i¢in -80 saklanmistir. Peletlerin esit hiicre sayisi iceren
peletlerinde, gram agirlik 21. saate kadar artig gosterirken bu saatten sonra azalis
farklilagsmasi tespit edilmistir (Tablo 1). Indiiklenen hiicreler Floresan mikroskobunun
GFP filtresinde incelenmis ve reaktdre UV lambasi tutularak da GFP 1simasi yoluyla
10XHis-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFNf rekombinant fiizyon proteinin iiretimi takip
edilmistir (Sekil 9). Indiiksiyondan 30 saat sonra hiicre davranislar1 saglikli ve canliyken
biyoreaktér durdurulmus, hiicreler santrifiij ile peletlenerek hasat edilmistir (Sekil 9).
10XHis-GST-GFP-Enterokinaz-Tt-hIFNB vektorii tasiyan Tetrahymena thermophila

hiicrelerinin biyorektor kiiltiirizasyonunda anormal bir durumla karsilagilmamais,
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kullanilan sartlarin hemen hemen optimum oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 6.3. pVGF-Tt-hIFN hatti biyoraktér cahsmalarindan elde edilen peletlerin agirhklar

LRI S 12 15 18 21 24 27 32

- 0,22 0,32 0,43 0,52 0,55 0,40 0,36 0,32

Indiiklemenin ardindan zaman zaman alman drnekler mikroskopta incelendiginde

elde edilen goriintiiler Sekil 6.15-D’de verilmistir.

Sekil 6.14.  10xHis-GST-GFP-Ent.TtIFNb hattinin Biyoreaktdr Sartlarinda inokiilasyon sirasinda
ve sonrasinda belirli saatlerde alinan ornekler. A) Biyoreaktdr kurulum oncesi steril
edilmis kiiltiir haznesi ve SPP besiyeri, B) Indiiklemeden sonra UV lambasi ile iiretimin
takibi, C) B’de goriilen durumun yakindan resmi, D) ise indiuklemeden sonra bir zaman
dilimlerinde alinmis 6rneklerin mikroskop altindalOxHis-GST-GFP-Ent. TtIFNb fiizyon
proteinini treten hiicrelerin gorintileri.

Bu hicre peletlerine B-merkaptoetanollii Laemmli yikleme tamponu eklenerek,
ornekler kaynatilarak patlatilmis, %13’lik SDS-PAGE jeline yiiklenmistir (Sekil 6.15).
65 kDa’luk 10XHis-GST-GFP-Ent.-Tt-hIFNP flizyon proteininin indiiklemeyle birlikte
8. saatte az miktarda tUiretildigi, 12.saatte bu proteinde artis oldugu ve 15.saatte maksimum
miktara ¢iktig1 goriilmektedir; 18.saatten sonra bu protein miktarinda azalma
goriilmektedir (Sekil 6.15-kuyu 1-3 ve 4-7). Sekil 6.15 kuyu 1’de biiyiik miktarda
bulunan iist protein bandi (67 kDa gibi); kuyu 2’de azalmis ve kuyu 3-7de ise gorilmez
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olmustur. Bu analiz sonuglarina gore hiicreler bir sonraki biyoreaktdre inokile edildikten
sonra hiicre yogunlugu yaklasik 1.5 milyon hiicre/mL civarlarina geldiginde 25. saat
civari logaritmik fazin sonu olacagindan indiiklemenin yapilmasi ve indiikledikten sonra
da yaklagik 15 saat sonra (25.saat ile 40.saat arasi1) biyoreaktor durdurularak hiicreler ve
dis ortam hasat edilmelidir. Biyoreaktorle ilgili ayarlarda iyilestirmeler devam

etmektedir.
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Sekil 6.15. 10xHis-GST-GFP-E.Tt-hIFNB hattimin biyoreaktor sartlari. inokiilasyon sirasinda ve
sonrasinda belirli saatlerde alinan Orneklerin mL’sindeki sayilarinin hesaplanmasiyla elde
edilen biiyiime grafigi (soldaki sekil), ve indiikleme gergeklestikten sonra belirli saatlerde
alinan 6rneklerin SDS-PAGE analizleri (sagdaki sekil). 1-7. kuyular indiiklemeden sonraki 8,
12, 15, 18, 21.4, 27 ve 32.3. saatlere ait toplam proteinler olup 8. markor (BlueElf Prestained
Protein markor, PS 105) + GFP pozitif kontrol (~27 kDa). Not: Hiicre Sayisi-Zaman grafiginde
kirmizi okla gosterilen, inokiilasyon zamanini gostermektedir.

Sekil 6.15.’de Tetrahymena biyoreaktor sartlarindaki biiylime egrisi; duragan
(stationary) faz 25. saat ile 40. saat arasinda yaklagik 15 saat slirmiis olup Oliim fazina
gecis 45.saat olabilir gibi goziikmesine karsilik, tam olarak belirlenememistir. 46. Saatte
bile hiicrelerin hala daha duragan fazda oldugu sdylenebilir. Indiikleme ve rekombinant
iiretim, hiicre bliylime grafigine gore 46. saate kadar stirdiiriilebilir gibi durmaktadir.
Lakin SDS-PAGE jelinde olabildigince esit yiiklenmeye calisilan toplam proteinlerin
davranigi 18. saatten sonra rekombinant protein liretiminde (siyah okla gdsterilen bantlar,
ozellikle tistteki 48 kDa ile 63 kDa arasinda kalan bantlar) bir diisiisiin meydana geldigi
yonundedir. Bu nedenle, bu sartlar altinda, veriler indiiklemeden sonra 15. saat civarinda
hasat yapilmasini tavsiye etmektedir.

Rekombinant interferon beta fuzyon proteinin (pVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-
Ent-Tt-hIFNp) iiretimi i¢in 8-10.000 kopyali pVGF vektoriine ilgili kaset klonlanarak

Tetrahymena thermophila’ya transforme edilmistir. CdClz ile indiksiyondan sonra
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olympus fliloresan mikroskop incelemesinde (Sekil 6.10) GFP 1simas1 goriilmiis,
indiiklenmeyen deney grubu ve negatif kontrol hiicrelerine ise 1s1ma goriilmemistir. GFP
1s1masinin goriilmesi demek GFP takisina sahip 10XHis-GST-GFP-Ent-Tt-hIFN fiizyon
proteininin indiiklemeden sonra iiretildigini isaretidir. Boylece flizyon protein yapisinda
GFP’nin 6niinde bulunan 6X Histidin ve GST takilarinin da tiretildigi anlagilmaktadir
(Sekil 6.11). 12 saatlik ve 24 saatlik indiiklemelerin ardindan elde edilen toplam protein
ve toplam proteinlerin Ni-NTA ile saflastirilmalarindan elde edilen proteinlerin
biiyiikliigii ~60-65 kDa olup fiizyon protein bandinin beklenen teorik biiyiikliigii olan 73-
74 kDa’dan daha kiigtiktiir (Sekil 6.12-B, 6. 7. ve 8. kuyulardaki okla gosterilen ellisyon
bantlar1 ~60-65 kDa civarindadir). Eger Tt-hIFNP’ flizyon protein icerisinde iiretilmemis
olsaydi, elde edilmesi gereken rekombinant flizyon proteinin 10XHis-GST-GFP-Ent taki
kisminin biyiikligii ~54 kDa civarinda olmaliydi. Fakat SDS-PAGE analizlerinde de
goriildiigii lizere saflagtirilan ve toplam protein ve hatta pelet icerisindeki fiizyon
proteinin biiyiikliigii 54 kDa’dan daha biiylik olup ~60-65 kDa civarindadir. 10XHis-
GST-GFP-Ent-Tt-hIFN fiizyon proteinin enterokinaz ile kesimi yapildiginda ise 60-65
kDa flizyon proteininin biiylikliigliniin 48 kDa distiigii goriilmektedir; bu reaksiyon
sonucunda yaklasik 10 kDa, 22 kDa, 24 kDA, 44 kDa ve 48 kDa biiyiikliigiinde tiretilen
rekombinant Tt-hIFNB’ salinmaktadir. Sekil 6.12-A’nin 5. ve 7. kuyular: birbirleriyle
karsilagtirildiginda; 5. kuyudaki saflagtirilan flizyon protein profilinin (ana bant 55
kDa’da daha biiylik), 7. kuyuda saflastirilan fiizyon proteinin enterokinaz ile kesimi
sonucu olusan profilden (kesimden sonra olusan ana bant beklenildigi gibi ~55 kDa
civarindadir) farkli oldugu goriilmektedir. Sekil 6.13-A’nin 2. kuyusunda ise 65 kDa’luk
ana kalin bantin hemen {izerinde ¢ok ince 74 kDa’luk bir bant daha mevcuttur, bu protein
bandi, 2. kuyudaki entrokinaz kesim reaksiyonunda da kesilmis goéziikkmektedir.
Yukaridaki Sekil 6’ entrokinaz kesim reaksiyonu degerlendirmesinden de anlasilacagi
Uzere Tetrahymena thermophila’ya transforme edilen vektorlerin bir kisminda interferon
beta’nin baslarinda meydana gelmis olabilecegini diisiindiigiimiiz bir mutasyondan
kaynaklt STOP kodunu olusmasi durumuyla aciklanabilmektedir ki 2. kuyudaki
enterokinaz kesim reaksiyonu sonucu olusmus olan 10 kDA’luk bantin giidiik Tt-h1FN-
> olabilecekken diger mutasyonsuz vektorlerden 65 ile 74 kDa’luk Tt-hIFN-B’
uretilmekte, bunlardan ise 22 kDa ile 24 kDa’luk proteinlerin kesilmektedir.

Tt-hIFNB’ rekombinant olarak {iretimin gergeklestigini ve enterokinaz ile de

kesilerek saf bir sekilde elde edilebilecegini kanitlamak icin bu bantlarin kiitle
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spektroskopi analizleri, hizmet alimi yoluyla yaptirilmistir. MALDI-TOF analizleri,
hIFNf’ye amino asit dizisince benzeyen hIFNa proteinlerinden bulmustur, bu bulgu ise
olasilikla iiretimin basarisiz oldugunu gostermektedir.

Tum bu sonuglardan sonra pVGF-MTT1-10XHis-GST-GFP-Ent. Tt-hIFNf
vektorinin Tt-hIFNB kismi, tekrar dizi analizine gonderilmis olup olasi mutasyon
durumu analiz edilmistir. Dizi analizi i¢in TtsfGFP proteinini kodlayan gen dizisinin
basindan tasarlanmis olan bir ileri primer (F-GFP+GST-Ort. Primeri) ile sanger yontemi
kullanilarak dizi analizi yaptirilmistir.

Orijinal dizi:

TCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTTCCTATTTTAGTTGAATTAGACGGTGACGTTAACGGTCACAAATTCTCTGTTAGAG
GTGAAGGTGAAGGTGACGCTACTAACGGTAAATTAACTTTAAAATTCATTTGCACTACTGGTAAATTACCTGTTCCTTGGCCTACTTT
AGTTACTACTTTAACTTACGGTGTTCAATGCTTCTCTAGATACCCTGACCACATGAAAAGACACGACTTCTTCAAATCTGCTATGCCT
GAAGGTTACGTTCAAGAAAGAACTATTTCTTTCAAAGACGACGGTACTTACAAAACTAGAGCTGAAGTTAAATTCGAAGGTGACACTT
TAGTTAACAGAATTGAATTAAAAGGTATTGACTTCAAAGAAGACGGTAACATTTTAGGTCACAAATTAGAATACAACTTCAACTCTCA
CAACGTTTACATTACTGCTGACAAACAAAAAAACGGTATTAAAGCTAACTTCAAAATTAGACACAACGTTGAAGACGGTTCTGTTCAA
TTAGCTGACCACTACCAACAAAACACTCCTATTGGTGACGGTCCTGTTTTATTACCTGACAACCACTACTTATCTACTCAATCTGTTT
TATCTAAAGACCCTAACGAAAAAAGAGACCACATGGTTTTATTAGAATTCGTTACTGCTGCTGGTATTACTCACGGTATGGACGAATT
ATACAAAT ST S S YA TCT TACAACTTATTAGG TTTCTTACAAAGATCTTCTAACTTCCAATGCCAAAAAT TATTATGGCAA
TTAAACGGTAGATTAGAATACTGCTTAAAAGACAGAATGAACTTCGACATTCCTGAAGAAATTAAACAATTACAACAATTCCAAAAAG
AAGACGCTGCTTTAACTATTTACGAAATGTTACAAAACATTTTAGCTATTTTCAGACAAGACTCTTCTTCTACTGGTTGGAACGAAAC
TATTGTTGAAAACTTATTAGCTAACGTTTACCACCAAATTAACCACTTAAAAACTGTTTTAGAAGAAAAATTAGAAAAAGAAGACTTC

ACTAGAAGAAAATTAATGTCTTCTTTACACTTAAAAAGATACTACGGTAGAATTTTACACTACTTAAAAGCTAAAGAATACTCTCACT
GCGCTTGGACTATTGTTAGAGTTGAAATTTTAAGAAACTTCTACTTCATTAACAGATTAACTGGTTACTTAAGAAAC)LELAciciciele/or\e

Yesil renk ile gosterilen GFP, Mor renk ile gosterilen enterokinaz kesim dizisi turuncu

renk ile gosterilen Tt-hIFN protein kodlayici dizi

Dizi Analizinden gelen sekans bilgisi ise asagidaki gibidir.

TGATTCCTATTTTAGTTGATTAGACGGTGACGTTAACGGTCACAAATTCTCTGTTAGAGGTGAAGGTGAAGGTGACGCTACTAACGGT
AAATTAACTTTAAAATTCATTTGCACTACTGGTAAATTACCTGTTCCTTGGCCTACTTTAGTTACTACTTTAACTTACGGTGTTCAAT
GCTTCTCTAGATACCCTGACCACATGAAAAGACACGACTTCTTCAAATCTGCTATGCCTGAAGGTTACGTTCAAGAAAGAACTATTTC
TTTCAAAGACGACGGTACTTACAAAACTAGAGCTGAAGTTAAATTCGAAGGTGACACTTTAGTTAACAGAATTGAATTAAAAGGTATT
GACTTCAAAGAAGACGGTAACATTTTAGGTCACAAATTAGAATACAACTTCAACTCTCACAACGTTTACATTACTGCTGACAAACAAA
AAAACGGTATTAAAGCTAACTTCAAAATTAGACACAACGTTGAAGACGGTTCTGTTCAATTAGCTGACCACTACCAACAAAACACTCC
TATTGGTGACGGTCCTGTTTTATTACCTGACAACCACTACTTATCTACTCAATCTGTTTTATCTAAAGACCCTAACGAAAAAAGAGAC
CACATGGTTTTATTAGAATTCGTTACTGCTGCTGGTATTACTCACGGTATGGACGAATTATACAAAGACGACGACGACAAATCTTACA
ACTTATTAGGTTTCTTACAAAGATCTTCTAACTTCCAATGCCAA?AATTATTATGGCAATTAAACGGTAGATTAGAATACTGCTTAAA
AGACAGAATGAACTTCGACATTCCTGAAGAAATTAAACAATTACAACAATTCCAAAAAGAAGACGCTGCTTTAACTATTTACGAAATG
TTACAAAACATTTTAGCTATTTTCAGACAAGACTCTTCTTCTACTGGTTGGAACGAAACTATTGTTGAAAACTTATTAGCTAACGTTT
ACCACCAAATTAACCACTTAAAAACTGTTTAGAGAAAAATTAGAAAAGAGACTTCACTAGAGAAATTATGTCTTCTTACACTTAAAAA
GATACTACGGTAGAATTTACACTACTAAAGCTAAAGAATACCTCTCACTGCGCTGACTATGTAGAGTGAAATTTAGAAACTCTACTCA
TAACGAATACTGGTTACTAGACTGAGCCACACACCACGACTCATTCTAATAACTAGCTAATGCCTCATTATCGTACCAAAATTCCATA
A

Her iki dizi de clustal omega ile dikey hizalanmis ve deneysel siiregte kullanilan

dizide bir nokta mutasyonu meydana geldigi ortaya ¢ikmustir. (Sekil 6.16).
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Orijinal GFP-E.TtIFNB' TCTACTCARTCTGITITATCTARAGRACCCTARCGRARARRAGAGRCCACRATGGTITTATTIA 440

Dizi Analizinden Gelen GFF-E.TtIFNB' ICTACTCARTCTIGITITATCTARAGACCCTARCGRRRARAGAEACCACATGETITIATTIA 631
B L P P T T
Orijinal GFP-E.TtIFHB' GRATTCGITACTGCIGCTIGETATTACTCACGSTATGEACGRATTATACRRAGACGRCGAC 720
Dizi Analizinden Gelen GFP-E.TtIFNB' GRAATTCGITACTGCIGCTIGEIATTACTCACGETATGEACGRATTATACRRRAGACGRCGAC 691
T P T T T P T
Orijinal GFP-E.TtIFNB' crist eyt vyt e g TCTTACARAGATCTTCTARCT TCCRATECC 780
Dizi_Analizinden Gelen GFP-E.TLIFNE' ertistpR ks isehlm gy ypw e e s TCTTACARAGATCTTCTARCTTCCARTGOCARN 751
B g T T B L
Orijinal GFP-E.TtIFNB' TTATTATGGECRAATTRRACGETAGATTAGRATACTGCTTARRACGACACGRARTGRARCTICGAC 340
Dizi_Analizinden Gelen GFP-E.TtIFNBE' ITATIATGGECARTTARACGETAGATTAGRATACTGCTTARRAGACAGARTGRACTICGAC 211
R T T T s T I S T
Orijinal GFP-E.ItIENB' ATTCCIGARGARATTARACARTTACARCARTTCCARRRRCRARGACGCTGCTITARCTIATT 200
Dizi_Amnalizinden Gelen GFP-E.TtIFNB' ATTCCIGRARGARRTTARACARTTACARACAATTCCARARACRARAGACGCTGCTITTAACTATT 871
B R T T T P T
COrijinal_ GFP-E.TtIFNB' TACGARATGTTACRRRACATITTAGCTATITTCAGACAAGACTCTICTICTACTGGIIGE 960
Dizi Analizinden Gelen GFF-E.TtIFNB' TACGRRATETTACRRRRCATTTTAGCTATITICAGRCARGACTCTICTICTACTGGTIIGE 931
B L P P T T
Orijinal GFP-E.TtIFNB' ARCGRRACTATTGTTGRARRACTTATTAGCTAACGTTTACCACCARATTAACCACTTARRR 1020
Dizi Analizinden Gelen GFF-E.TtIFNB' AL CGRALCTATTGITGRAARACTTATTAGCTARCEGTTTACCACCRARATTARCCACTTARR 931
B L P P T T
Orijinal GFP-E.TtIFHB' ACTGITTTAGAAGRRAARATTAGRARARGRAGACTTCACTAGRAGRARATTARTGTICTICT 1080
Dizi Analizinden Gelen GFP-E.TtIFNB' ACTGTITTAGRAGARR LA TTAGRRRRGRA-———-GACTTCACTAGAGRRR ——-TTRATGT-CTIC 1043

EETT LT ERET T ERET L T T T ERET T T

Sekil 6.16.  TtsfGFP-Tt-hIFNp dizi analizi sonucunun karsilastirilmasi. pVGF-MTT1-10XHis-GST-
GFP-Ent. vektori icerisinde zellikle Tt-hIFNf’nin DNA dizi bilgisini tespit etmek amaciyla
Sanger DNA dizileme teknigi ile yapilan analizde interferon beta proteinini kodlayan DNA
dizisinde renkli olarak gosterilen yerden sonra bir bazin silindigi tespit edilmistir.

GFP’nin 48. bazindan itibaren Enterokinazi ve TtIFNB’nin 51. bazina kadar (yani
dizi analizinden gelen sekans bilgisindeki 748. baz) diizgiin bir sekilde okunmustur Sekil
6.17)

CTTTCTTAGAAAGATGCTTGCTAACTTCCAATGGC AA[AATTATTATGGC TT

ETTCTAACTTEOAATECCAR

Sekil 6.17. Meydana gelen nokta mutasyonunun; dizilerin dikey olarak hizalanmasiyla ve gelen
y g y y y g
pik diagraminda eksik olan bazin yerinin gosterilmesi.

Interferonun 52. siradaki A bazi dizi analizinde okunmamus (dizi analizinden

gelen sekans bilgisinde soru isareti sar1 renkli “?” ile gosterilmistir) 67’den sonra 301.
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Baza kadar dogru bir sekilde okumus, devaminda diizgiin okumamaya baslamistir. Dikey
hizalamada da goriildiigii tizere renklendirilmis diziden (Sekil 6.16) sonra gelmesi gereke
A baz1 deneysel calismalarda kullanilan interferon beta DNA dizisinden bir sekilde
silinmis ve bu da bir ¢er¢ceve kaymasina neden olmustur. Olusan mutasyon interferon beta
gen dizisi icerisinde 52. Niikleotidin (interferon beta gen dizisinin basinda ATG yok)
silindigi seklindedir. Bu veriler 15181nda anlasiliyor ki; 52. niikleotidin silinmesiyle olusan
mutasyon interferon beta gen dizisinde bir ¢ergeve kaymasina neden olmaktadir bu
cerceve kaymasini takiben ise olusan durum asagidaki gibidir

ATG-TCT-TAC-AAC-TTA-TTA-GGT-TTC-TTA-CAA-AGA-TCT-TCT-
AAC-TTC-CAA-TGC-CAA-*AAT-TAT-TAT-GGC-AAT-TAA-ACG-GTA-GAT-
TAG-AAT-ACT-GCT-TAA-AAG-ACA-GAA-TGA

Bir baz silinmesi seklinde ger¢eklesmis olan nokta mutasyonu bolgesine kadar 17
amino asitlik bir protein Uretimi normal bir sekilde gergeklesir, 17. amino asitten sonra
cergeve kaydigi icin olusan yeni okuma ¢ergevesinde sonraki 18. amino asit kodonu TGA
seklinde oldugu i¢in protein sentezi durmaktadir ve 34 amino asitlik gilidiik bir protein
uretimi s6z konusudur. Nokta mutasyonunun tespit edildigi tarihe kadar yapilan
calismalardan net bir sekilde sonu¢ alinamamasinin nedeni iiretilen sadece 34 amino
asitlik bir gldiik peptid parg¢asi oldugundandir. Nokta mutasyonundan kaynakli
durumdan 6tlrQ ise western blot ve ELISA analizlerinde (datalar sunulmamistir) sonug
elde edilememistir. Buna ragmen nokta mutasyonu olmayan vektor i¢eren hatlarin da
olabilecegi ama bunlarin ¢ok az olmasindan kaynakli ¢ok diisiik bir iiretimin s6z konusu
olabilecegi goz oOniinde bulunduruldugunda pozitif olarak gordiigiimiiz baz1 datalarin

anlaml olabilecegine isaret etmektedir.

Tt-hIFNp’da Diizeltilen Nokta Mutasyonunun Dizi Analizi ile Teyiti

Tespit edilen nokta mutasyonu sonrasinda hizli bir sekilde sorunun ¢6ziimii i¢in
cinden gelen ilk interferon beta sentetik geni iizerinden ¢aligmalara yeniden baglanmis ve
olusturulan konstragin dizi analizi ile mutasyon icermedigi belirlenmistir.

E. coli DH5a kompotent hiicrelerinden elde edilen pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP 14.
Koloni Plazmid DNA’sia Sanger Dizileme yontemiyle dizi analizi yaptirilmistir.
Dizi analizleri Hem BM Labosis (BM Lab. Sist. Ltd. Sti. Ankara) hem de

Oligomer (Oligomer Biyoteknoloji A.S. Ankara) firmalarina hizmet alimi yoluyla
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gerceklestirilmistir. Her iki firmanin da analizleri ayni oldugundan ekte sadece Oligomer
Biyoteknoloji firmasinin analizleri verilmistir.

pVGF-Tt-hIFNB-TtsfGFP analizinde, MTT1 promotorunun sonundan tasarlanan
ileri perimer ile yapilan okuma ¢alismis ve analiz sonuglarindan elde edilen diagramlar

asagida verilmistir (Sekil 6.18).

BTTTAC T6Go TETCTTAC TTATTAGSTTTCTT QAT

Sekil 6.18. Sanger dizileme ile yapilan DNA dizi analizi. ileri MTT primeri okumasinda interferon
beta dizisinin basindan itibaren diizgiin bir sekilde okudugu goriilmekte olup piklerin
keskinligi dizilemenin giivenilir oldugunu gostermektedir.

Dizi analizinden gelen sonug ile orijinal DNA dizisi clustal omega ile dikey
hizalama yapilmis ve interferon beta ile GFP’nin diizgiin bir sekilde birlestigi, GFP’den
itibaren 282. baz dahil okumalarin diizgiin oldugu goriilmektedir.

pPpVGF-Tt-hIFNB-GFP Orijinal Dizi

EEEATGTCTTACAACTTATTAGGTTTCTTACAAAGATCTTCTAACTTCCAATGCCAAAAATTATTATGGCAATTAAA
CGGTAGATTAGAATACTGCTTAAAAGACAGAATGAACTTCGACATTCCTGAAGAAAT TAAACAATTACAACAATTCCAAAAAGAAGAC
GCTGCTTTAACTATTTACGAAATGTTACAAAACATTTTTGCTATTTTCAGACAAGACTCTTCTTCTACTGGTTGGAACGAAACTATTG
TTGAAAACTTATTAGCTAACGTTTACCACCAAATTAACCACTTAAAAACTGT TTTAGAAGAAAAAT TAGAAAAAGAAGACTTCACTAG
AGGAAAATTAATGTCTTCTTTACACTTAAAAAGATACTACGGTAGAATTTTACACTACTTAAAAGCTAAAGAATACTCTCACTGCGCT
TGGACTATTGTTAGAGTTGAAATTTTAAGAAACT TCTACTTCATTAACAGAT TAACTGGTTACTTAAGAAACTCTAAAGGTGAAGAAT
TATTCACTGGTGTTGTTCCTATTTTAGTTGAATTAGACGGTGACGTTAACGGTCACAAATTCTCTGTTAGAGGTGAAGGTGAAGGTGA
CGCTACTAACGGTAAATTAACTTTAAAATTCATTTGCACTACTGGTAAATTACCTGTTCCTTGGCCTACTTTAGTTACTACTTTAACT
TACGGTGTTCAATGCTTCTCTAGATACCCTGACCACATGAAAAGACACGACTTCTTCAAATCTGCTATGCCTGAAGGTTACGTTCAAG
AAAGAACTATTTCTTTCAAAGACGACGGTACTTACAAAACTAGAGCTGAAGT TAAATTCGAAGGTGACACTTTAGTTAACAGAATTGA
ATTAAAAGGTATTGACTTCAAAGAAGACGGTAACATTTTAGGTCACAAATTAGAATACAACTTCAACTCTCACAACGTTTACATTACT
GCTGACAAACAAAAAAACGGTATTAAAGCTAACTTCAAAATTAGACACAACGTTGAAGACGGTTCTGTTCAATTAGCTGACCACTACC
AACAAAACACTCCTATTGGTGACGGTCCTGTTTTATTACCTGACAACCACTACTTATCTACTCAATCTGTTTTATCTAAAGACCCTAA
CGAAAAAAGAGACCACATGGTTTTATTAGAATTCGTTACTGCTGCTGGTATTACTCACGGTATGGACGAATTATACAAACACCACCAC
CACCACCACCACCACCACCACCACCACIIINITACEEREdeecceeee

pPpVGF-TtIFNB-GFP dizi analizi sonucunda elde edilen dizi

(PVGF__[18081037]F-MTT1__HO02_18080081162)

CGATGACTTCACAGTTCTTTTTAGCTGATTCAGCGACAAAAAAACACTCTCAACAAAAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATAATT
AAAAAAGTTTACAAAATGGCCAATGTCTTACAACTTATTAGGTTTCTTACAAAGATCTTCTAACTTCCAATGCCAAAAATTATTATGG
CAATTAAACGGTAGATTAGAATACTGCTTAAAAGACAGAATGAACTTCGACATTCCTGAAGAAATTAAACAATTACAACAATTCCAAA
AAGAAGACGCTGCTTTAACTATTTACGAAATGTTACAAAACATTTTTGCTATTTTCAGACAAGACTCTTCTTCTACTGGTTGGAACGA
AACTATTGTTGAAAACTTATTAGCTAACGTTTACCACCAAATTAACCACTTAAAAACTGTTTTAGAAGAAAAATTAGAAAAAGAAGAC
TTCACTAGAGGAAAATTAATGTCTTCTTTACACTTAAAAAGATACTACGGTAGAATTTTACACTACTTAAAAGCTAAAGAATACTCTC
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ACTGCGCTTGGACTATTGTTAGAGTTGAAATTTTAAGAAACTTCTACTTCATTAACAGATTAACTGGTTACTTAAGAAACTCTAAAGG
TGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTTCCTATTTTAGTTGAATTAGACGGTGACGTTAACGGTCACAAATTCTCTGTTAGAGGTGAAGGT
GAAGGTGACGCTACTAACGGTAAATTAACTTTAAAATTCATTTGCACTACTGGTAAATTACCTGTTCCTTGGCCTACTTTAGTTACTA
CTTTAACTTACGGTGTTCAATGCTTCTCTAGATACCCTGACCACATGAAAAGACACGACTTCTTCAAATCTGCTATGCCTGAAGGTTA
CGTTCAAGAAGAACTATTTCTTTCAAAGACGACGGTACTTACAAAACTAGAGCTGAGTTAAATTCGAAGTGACACTTTAGTTACAGAT
TGAATTAAAGGTATTGACTTCAAAGAAGACGGTAACATTTAGGTCACAAATAGATACACTTCAACTCTCACACGTACATACTGCTGAC
AACAAACGTATAGCTACTCCAATAGACCACGTGAGACGTCTGTCATTAGCTGACACTACACAGATCAATGTGACGTCTGATATACTGC
AGCCATACTATCATCATCGGTTTATGAGACCGTAACGCATAGAGAAT

Her iki dizi de Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) dikey

olarak hizalanmis ve dizilemenin interferon beta-GFP fuzyon protein kodlayan DNA
dizisini bastan GFP’nin 282. bazina kadar okudugunu ve bu okuma igerisinde herhangi

bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 6.19).

Hnxton =

Clustal Omega

| Help & Documentation Blomformatics Tooks FAGQ

Results for job clustalo-120181226-122559-0255-49773258-p2m

Resuit ¥ F Treo Details

Download Alignment File  View resull with Jalview  Sand o Simphs Phylogeny  Send 1o Miews

CLOSTAL O(1.2.4) muleiple stquence aligesent

Sekil 6.19.  Dizi analizinden gelen sonuglar ile orijinal vektdran dizileri clustal mega ile dikey
olarak hizalanmasi. Interferon betadan itibaren GFP’nin 282. bazina kadar okumus ve bir
mutasyona rastlanmamaistir.
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EK-2. Genel Protokoller

Biyolistik Silahla Transformasyon ve Pozitif Transformant Segimi

Biyolistik silah ile Tetrahymena’ya gen aktarimi literatiirde yaygin bir yontemdir
(Cassidy-Hanley vd., 1997). Yontem asagida anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. T.
thermophila hicrelerine biyolistik silah yéntemiyle transforme edilecek olan vektoriin
dogrusallagtirilmis olarak kullanilmasi transformasyonun verimliligi arttirdig i¢in Kpnl
restriksiyon enzimi ile ikinci adimda tasarlanan vektorler kesilerek dogrusallastirilmistir.
Bunun i¢in ~30 pg vektor kesilerek, PZR saflastirma kiti ile saflagtirilmis, ~150 pL
elisyon tamponu igerisinde ¢Oziilmiistiir. Saflastirildiktan sonra ~15-20 ug
dogrusallagtiritlmis DNA 42 °C’de ~3 saat siireyle konsantre edilmis ve miktar 20 pL
hacime diistiriilmiistiir. Her seferinde yaklasik 2 pg/pIL olacak sekilde DNA ateslenmistir.

Altin partikiillerinin hazirlanmasi: ilk agsama olarak 30 mg 0.6 um altin tanecigi
(Bio-Rad 165-2262) tartilmistir. 1 mL steril su ile ¢oziilmiis ve 3-5 sn. vorteksleme ile
karnigtirllmistir.  Altin tanecikleri 5 sn. santrifiij yapilarak c¢oktiiriilmiis, siipernatant
uzaklastirilmis ve tanecikler %70’lik etanol ile bir kere yikanmistir. Sonrasinda sirasiyla
ayni islem bir kere % 100’liik etanol ve arkasindan da 1 mL su ile yapilarak, 500 pL
%350’lik steril gliserol ile altin tanecikleri ¢oziilmiis ve 40 pL’lik esit hacimlerde tiiplere

bolinerek -20°de saklanmastir.

Altin partikiillerine DNA’larin yapistirilmasi: Hazirlanan altin partikiilleri ile
Lineer formdaki DNA’ nin bir araya getirilip, altin partikiillerinin DNA ile kaplanmasi
gerckmektedir. Dogrusallastirilmis plasmid DNA’sinin konsantrasyonu 6nce 1 ul’ de 1
ng olacak sekilde ayarlanmistir. Kaplama igin hizli bir sekilde altin partikiillerini igeren
tiiplere sirasiyla 1puL dogrusallastirilmis vektor DNA’s1, 10 pl 2.5 M CaClz ve 4 pL
spermidin eklenmistir. Her ekleme ardindan ~3 saniye vortekslenmis ve tiim bilesenler
eklendikten sonra, 4°C’de 10 dakika calkalanmistir. Calkalamanin bitiminde, 4°C’de
10.000 g’de 6 saniye santrifiij edilen DNA kapli altin partikiilleri toplanmustir.
Siipernatant, pipetle nazik bir sekilde g¢ekilerek uzaklastirilmis ve yikama adimlarina
gecilmigtir. Vektor DNA’s1 bagl altin partikiilleri %70°lik 100 pL etanol ile yikanip,
spin attirilmistir. Siipernatant tekrar pipetorle ¢ekilerek uzaklagtirildiktan sonra, peletin

tizerine %100’liik 100 pL etanol eklenmis ve ayni1 islemler yapilmistir. Ardindan 40 pL
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%100’luk etanol vektor DNA’sina bagl altin partikiilleri iizerine pipetlenerek ¢6ziilmiis
ve makrotasiyici haznesindeki yerine yerlestirilmistir. Tam orta kismina ¢dziilen vektor
DNA’s1 bagh altin partikiillerin karisimi pipetle aktarilmis ve alkolii uzaklagmasi igin
desikatorde bekletilmistir.  Makrotasiyict iizerindeki kurumus altin, desikatérden
biyolistik silah igerisindeki aparatina, kurutucu kapsiil veya kurutucu bulunan bir petri

tabag i¢inde transfer edilmistir.

Biyolistik silahta kullanilacak hiicre hazirhgi: DNA’lar hazirlandiktan sonra iki
giin 6nceden baslatilan hiicre hazirhiginin son asamasina gecilmistir. Iki giin dncesinde
50 mL SPP besiyerinde somatik hiicreler bir gece biiyiitiilmiis ve ardindan hiicrelerin
yogunlugu 2x10° hiicre/ml oldugunda CU428-VII hiicreleri aclik tamponuyla yikanarak,
50 mL tamponda aghga alinmustir. Transformasyon giinii ise 2x10° htcre/ml
yogunlugundaki 50 mL’lik a¢ hucreler (veya konjugatif), konik dipli bir tipte 1100 g’de
3 dakika santrifiij edilerek toplanmis ve boylelikle her bir ategsleme i¢in 10 milyon hiicre
elde edilmistir. Siipernatant uzaklastirilip, bir atesleme i¢in 10 milyon hiicre 500 uL 10
mM Tris-HCI (pH7.5) igerisinde ¢oziilmiistiir. Daha 6ncesinde dairesel steril “whatmann
50 filtre kagidi bir petri tabagina (100 mm) yerlestirilmis ve steril edilmistir. Filtre kagidi
1 mL’lik 10 mM Tris-HC1 (pH 7.5) ile nemlendirilmis ve iizerine 500 pl aglik
tamponunda c¢oziilen hiicreler filtre kagidinin ortasindan baslanarak 3/4’liik kismina

kadar yayilmistir.

Atesleme ve sonraki adimlar: Hicreler ve DNA o6rnekleri hazir oldugunda
biyolistik silahla atesleme adimina gecilmistir. Rupture (patlayan) disk ile makro
tastyicinin yerlestirildigi kismin arasindaki mesafenin deney oncesi 3/8 in¢ yani 9.525
cm’ye ayarlandigi cetvel ile dlgiilerek teyit edilmistir. Cihazin i¢ ylizeyi %70’lik alkolle
temizlenmis ve izopropanol igerisinde ise bir tane 900 PSI rupture diski 1slatilarak hazir
bekletilmistir. Rupture disk, tutucu aparatina yerlestirilmis ve bu da partikil
bombardiman aparatinin i¢indeki disli helyum portu iizerine dondiiriilerek monte
edilmistir. Makro tasiyic1 da yerine yerlestirildikten sonra hiicreleri igeren petri tabagi
cihazin en alt rafina yerlestirilerek, atesleme i¢in gerekli sartlar saglanmistir. Helyum
tankinda calisma icin gerekli basmmcin 200-300 psi fazlast ayarlanip (6rnegin
calismamizda 900 psi ¢aligma basinci i¢in 1100’e ayarlanir), vakum pompasi galigtirilmis
ve cihazin Vac tuguna basilip (list kademe) ve ayni zamanda cihazin sol alt kismindaki

vac vanasi agilarak, haznenin i¢ vakumu gergeklestirilmistir. Vakum 26.5 - 27 Hg’ye
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kadar cekilir-gekilmez, Vac tusu Hold’a (alt kademe) alinmig ve vakum vanasi
kapatilmistir. Atesleme i¢in her sey hazir oldugunda, “fire (atesleme)” tusuna basilarak
atesleme yapilmistir. Atesleme sonrasi sirasiyla atesleme (fire) tusu birakilmis, daha
sonra Vac tusu, vent pozisyonuna alinmis (alt kademe), vent vanasi agilmis ve basing
sifira ulasinca, kapak acilarak hiicreler alinmigtir. Hiicreleri kurumaktan korumak igin
tizerlerine 10 ml 30 °C” de SPP eklenmis ve diger ateslemeler bitirilinceye kadar 30 °C‘de

inkiibasyona birakilmustir.

Onarim (recovery) ve secilim: 1X SPP biiylime besiyerine aktarilan hiicreler, 3
saat streyle kendilerine gelmeleri icin 30 °C’ de galkalamasiz bir sekilde muhafaza
edilmistir. Kadmiyumla indiiklenebilir promotordan antibiyotik direnci saglanacagi i¢in,
besiyerine 0,5 pg/mL CdCl; eklenmis ve 3 saat toparlanma siirecinin ardindan 100 pg/mL
konsantrasyonuna kadar Paromomisin baskist kurulmus ve besiyerindeki CdClz 1
png/ml’ye ¢ikarilmistir. Bundan sonra hiicreler diliie edilmis, 96 kuyucuklu plakanin her
bir kuyusuna 100 pL olacak sekilde paylastirilmistir. 30 °C” de 6 giinliik takibe alinan
hiicrelerin 3. giinlinde antibiyotik miktar1 300 ug/mL’ ye, 5. guninde ise 600 pg/mL, 7.
guninde ise 1000 pg/mL’ye ¢ikarilarak, pozitif transformantlar segilmistir. Hiicreler
pasajlanmaya devam edilerek organizmada (bir hiicrede) 45 kopya ile temsil edilen her
bir MAC kromozomunun da pozitif olmas1 amaglanmistir. Interferon hiicre hatlar1 i¢in
antibiyotik baskis1 6000 pg/ml’ ye ¢ikarilmis, insiilin igeren hatlar 1000 pg/mL baskidan
sonra diger adimlara gecilmistir. Tetrahymena thermophila B2086 ve/veya Cu428
irklariin her ikisine de interferon veya insiilin iceren dogrusallastirilmis vektorler
transforme edilmistir. Elde edilen tiim pozitif irklar i¢in sivi azot stogu yapilmistir.
Genoma entegrasyon kasetinin genomdaki konum dogrulugu, indiiklenebilirligi ile
protein Uretebilme durumunun teyit edilebilmesi i¢in rekombinant (interferon icin B2086
k1 ve insiilin i¢in Cu428) hatlardan gDNA, mRNA ve protein izolasyonu yapilarak

caligmalar gerceklestirilmistir.

TRI ile Toplam RNA izolasyonu

5-10 milyon hcre peleti i¢cin 1 mL TRI solisyonu (Fluka — Biochemica 93289)
kullanilir. Hiicre peleti bead beater (homejenizator) ile parcalanir (Bullet Blender, Next
Advanced). Uygun miktarda TRI soliisyonuyla dikkatli bir sekilde ¢oziilen pelet 5° oda
1is1sinda bekletilir. 12000 g, 4 °C’de 10 dk. santrifujlenir, pelet ekstraselliiler membran,
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polisakkarit ve ylksek molekdl kitleli DNA igerirken, RNA ve protein igeren stipernatant
ayr1 bir tiipe alinarak 5 dk. oda 1sisinda inkiibe edilir. Stipernatant iizerine kullanilan TRI
soliisyonun 0.2 kat1 kadar kloroform eklenir ve 15-20 sn. sert ve kuvvetli bir sekilde el ile
calkalanir ve 15 dk. oda 1sisinda inkiibe edilir. 12000 g, 4 °C’de 15 dk. santrifijlenir.
Renksiz iist faz ayri bir tiipe alinir (En altta kirmizimsi organik faz, bunun tizerinde DNA
iceren orta faz, en Uste RNA igeren renksiz faz bulunur.). Tiipiin igerisine kullanilan TRI
soliisyonunun 0.5 kat1 kadar 2-propanol (Isopropanol) eklenir ve tiip asagi-yukar1 hareket
ettirilerek hafifce karistirilir. 10 dk. oda 1sisinda inkiibe edilir. 12000 g, 4 °C’de, 10 dk.
santrifiijlenir. RNA beyazimsi bir pelet olusturur. Siipernatant dokiilerek uzaklastirilir.
Pelet 1 mL TRI soliisyonu icin 1 mL %75 etanol eklenerek (bu haliyle bir hafta +4 °C’de,
bir y1l ise -20 °C’de saklanabilir.) vortekslenir. 7500-10000 g, °C’de, 5 dk. santrifljlenir.
Eger RNA peleti siipernatant igerisinde goriiliirse ikinci bir santrifiij islemi daha yapilir.
Pelet iceren tup 10-15 dk. hava kurutmaya birakilir. RNA peletinin tamamen
kurumamasina dikkat edilir. Elde edilen pelet tercih edilen ¢oziicii i¢inde ¢oziilerek (100-
200 pL dH20) 60 °C su banyosunda inkiibe edilerek RNA’nin daha hizli ve rahat bir
sekilde ¢oziicii icerisine gegmesi saglanir. Uygun bir yontem ile RNA miktar1 6l¢tliir

(NanoDrop, ND-100 Spectrophotometer). RNA’nin safligi Azeo/A2g0> 1.7 olmalidir.

Toplam Protein izolasyonu ve Saflastirma

Toplam protein izolasyonu icin 6nce hucreler bir veya iki gun sureyle bayutdlur.
Hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda sayilir. ~25 milyon hiicre i¢in 3 mL T-100B liziz
tamponu (300 mM NaCl, 25 mM Tris H-Cl pH 7.5, % 1 Triton X-100, 2 mM PMSF, 1 X
Proteaz Inhibitor Kokteyli) kullamlir. Uygun miktarda hiicre 1500 g’de 6 dk.
santrifiijlenerek (Allegra 25R™ Centrifuge, Backman Coulter) peletlenir. Pelet 10 dk.
buzda bekletilir, ara ara pit pitlayarak karigtirilir. Sonra Bead beater ile 7.5 de 4 dk.
stireyle 0,2 um celik bilyeler ile homojenize edilir. Sonra 5 dk. buzda inkibasyon edilir.
Uygun tlplerde 13000 rpm, 4°C’de 20 dk. slreyle santrifujlenir. Stpernatant toplam

protein igerir.

Ni-NTA ile Afinitik Saflastirma: Nikel taneciklerinin histidine olan afinitesinden
yararlanilarak histidin takili proteinler saflastirilabilir. Bu baglamda Ni-NTA Agaroz
tanecikleri (Ni-NTA Agarose 100 mL, Qiagen) kullanilir. 4 mL toplam protein i¢cin 1 mL

Ni-NTA santrifijlenerek sulirisi elde edilir ve izerine toplam protein eklenerek g/b 4
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°C’de hafif calkalamali olarak inkiibe edilir. Ertesi giin yikama ve eliisyon adimlar
gerceklestirilir.

Yikama tamponu (50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol) veya T-
100B tamponu (20/25 mM Imidazol eklenir, PMSF ve PIC konulmaz) ile kolon hacminin
(kullanilan Ni-NTA miktarinin) iki kat1 ile bir veya iki defa yikanir. Yikama isleminde
ornekler 5-10 dk. tamponun igerisinde bekletilir. Elisyon ise kolon hacminin yaris1 kadar
hacimle yapilir. Eliisyon tamponu (50 mM NaH2POs, 300 mM NaCl, 250 mM/500 mM/
1000 mM Imidazol) érnege eklendiginde 10” inkiibe edilir ve bir kerede yapilmaya dzen
gosterilir. Gerekirse ikinci bir eliisyon, kullanilan imidazol oram artirilarak yapilabilir.
Tim uygulamalar buzda ve miimkiin oldugunca soguk + 4 °C’de yapilmaya 6zen

gosterilir.

Tablo 6.4. SDS-PAGE: %12°lik poliakrilamid jel kullanilir:

%12’lik Ayirma Jeli %12’lik Paketleme Jeli
% 30 Acrylamide/BIS 2mL 0.425 mL
1.5 M Tris H-CI 1.25 mL 0.5 M Tris-HCI 0.625 mL
% 10 SDS 50 pL 25 pL
dHx0 5 mL’ye tamamlanir 2.5mL’ye tamamlanir.
% 1 APS (Amonyum per sulfate) 25 pL 125 uL
TEMED 25uL 25uL

Yiikleme Boyas1 2X veya 6X olarak kullanilir.

6X Yiikleme Boyasi (pH 6.8’¢ ~1 damla NaOH ile ayarlanir): 0,006 g
bromofenol blue, 6 mL % 80’lik Gliserol, 1,2 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6.8, 2,8 mL dH-0,
1,2 g SDS. 6X yiikleme boyasina 0,1 M DTT veya istege bagl olarak %5 oraninda f3-
merkaptoetanol eklenir. Jel dikey elektroforez tankinda 60 V, maksimum mA’de yaklasik

3 saat kosturuldugunda preoteinler hemen hemen bastan sona kadar kosmus olurlar.

Western Blot Protokolu
SDS-PAGE elektroforezi bitince, jel oda 1sisinda ~5 dk. slreyle dH.O ile hafif

calkalamali cihazda (Biometra, Wt 17) yikanir. Sonra jel western transfer tamponu (25
mM Tris-Base, 195 mM Glisin, % 25 Metanol) i¢ine alinarak ~20 dk. boyunca hafif

calkalamali cihazda oda 1sisinda dengelenmesi saglanir. (Towbin vd., 1979).
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Jelin boyutuna gore kesilen blotlama isleminde kullanilacak 0.45 pum’lik PVDF
membran (IPFL00010, Immobilon®-FL, Merck) once 30’ metanol ile muamele edilerek
aktiflestirilir, daha sonra ~10’ siireyle western transfer tamponu i¢inde hafif calkalamali
cihazda, oda 1s1sinda inkiibe edilir.

Ikiser adet alta ve ikiser adet iiste olacak sekilde kesilmis kalin filtre kagitlari
(Sigma-Aldrich, P4681-100EA, Extra thick) western transfer tamponunda islatilir.
Bunlardan iki tanesi blotmay1 yapacak olan cihazin (Trans-Blot® Turbo, BIO-RAD)
tablasina yerlestirilir, filtre kagitlarinin iizerine membran onun iizerine jel ve jelin tizerine
de diger iki filtre kagidi konularak sandvi¢ yapilir ve tablanin iist kapagi takilir ve
blotlama islemi, 25 V, 10 A, 30 dk. sureyle gergeklestirilir.

Blotlama isleminden sonra membran ve jel ayr1 ayr1 kaplarda ~5 dk. sireyle, oda
1sisinda d.H2O ile hafif ¢calkalamali cihazda yikanir. Yikamadan sonra PVDF membran 5
kez, 5 dk. sureyle TBS-T ile inkiibe edilerek yikanir. Sonra membranin protein icermeyen
kisimlarinin bloklanmasi amaciyla % 5 siit tozu igceren TBS-T ile g/b + 4 °C’de hafif
calkalamal1 cihazda inkiibe edilir.

SDS-PAGE jeli ise comassi boyasi ile oda 1s1sinda ~30 dk.- 1 saat siireyle boyanr,
daha sonra d.H20 ile yikanarak boyanin jelden uzaklasmasi saglanir ve goriintiilenir.

Ertesi guin bloklamadan sonra PVDF membran 5 kez, 5 dk. sireyle TBS-T ile
inkiibe edilerek yikanir. Sonra membran birincil antikor ile muamele edilir. Bu islem
tavsan poliklonal anti interferon beta (IFNB FL-187 sc-20107 Santa Cruz) birincil
antikoruyla % 5 sut tozu iceren TBS-T iginde oda 1sisinda ~2 saat (veya g/b + 4 °C’de)
hafif ¢alkalamali cihazda inkiibe edilir.

Birincil antikor ile muameleden sonra membran 5 dk. sureyle TBS-T ile inkibe
edilerek yikanir. Sonra membran ikincil antikor ile (Goat Anti-Rabbit 19G (H&L)[HRP],
Gen Script Corp.) % 5 st tozu iceren TBS-T i¢inde oda 1sisinda ~2 saat (veya g/b + 4
°C’de) hafif ¢alkalamali cihazda inkiibe edilir.

Ikincil antikor ile muameleden sonra membran 5 kez, 5 dk. siireyle TBS-T ile
inkiibe edilerek yikanir. Sonra membrandan goriintii alabilmek i¢in, karanlik bir ortamda
~3 mL TMB (Prod# 37574, Thermo) ile muamele edilerek varsa protein bantlarinin
goriinmesi saglanir. Bantlarin goriinmesi TMB ile muameleden ~5 dk. sonra baglar.
Membran gorintilendikten sonra (Samsung Galaxy Alpha, cep telefonu ;) Membran her

zaman 151k gérmeyecek sekilde saklanir.
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Alternatif goruntileme: Alternatif bir gorintileme olarak, Li-Cor Odyysay-CLx
cihazinda (ikincil antikorlarin uglarina takilan kizil 6tesi boya sayesinde goriintii
alinmasina saglayan teknoloji yardimiyla), ikincil antikordan (IRDye® 800 CW Goat-
anti-Rabbit IgG (H+L) 0.5 mg 926-32211, Li-Cor) 1:10000 oraninda kullanilarak,
asagidaki ayarlarda goruntu elde edildi.

Cihazin tablasinda, sol alt kdseye membran yerlestirildi, bilgisayar yazilimindan bu
alan secildi (8.7 x 6.1 cm), tarama kontrolii alaninda; ¢6ziiniirlikk = 337 um, medium, 0.5
nm olarak ayarlandi, 700 IR kapali, 800 IR agik se¢ilerek tarama baslatildi ve 4 dk. 30 sn.
stirdii. Ayarlar degistirilerek 337 pm, high ve 0,5 nm yapildi, tarama ~8 dk. stirdu.

Metanol/Kloroform/Su ile Protein Coktiirmesi ve Tampon Degistirme

e ~100 pL protein 6rnegi 1.5 mL ependorf tiipiine konulur.

e 400 pL % 100 metanol eklenir ve vortekslenir. Tiipiin cidarinda kalan sivi spin
attirilarak toplanir.

e 100 pL kloroform eklenerek vortekslenir. (Yiksek fosfolipit iceren drneklerde
gerekirse 200 uL kullanilabilir) Spin attirlir.

e 300 pL mQ su (ultra saf su) faz ayrimi igin eklenir ve vortekslenir.

e 13000 rpm’de 1dk. oda 1sisinda santrifiijlenir ve proteinler goriiniir hale gelir.

e Olusan st faz dikkatlice uzaklastirilir. Protein tam ortadadir.

e 300 pL % 100 metanol eklenir ve vortekslenir.

e 13000 rpm’de 2 dk. oda 1sisinda santrifiijlenir ve proteinler pelet halinde goriiniir
olur.

e Siipernatant uzaklastirilir ve 10-15 dk. hava kurutma yapilir.

Alternatif olarak nitrojen veya argon gazi buharinda pelet kurutulabilir. Peletin
¢ok kurutulmamasina dikkat edilir. Cok kurursa proteinin ¢6ziinmesi zor olur. Sadece
kloroform ve metanol ortamdan tamamen uzaklagincaya kadar kurutulur. Pelet istenilen
tamponda ¢oziiliir. Boylelikle ister konsantre edilebilir, isterse tampon degistirilebilir,
istenirse her ikisi birden yapilabilir.

Protein: MeOH:Kloroform:Su orant her zaman 1:4:1:3’tiir ve bu orana sadik
kalinarak hacim artirilabilir. Bu protokol ile ortamda bulunan (varsa) SDS, Tx-100, tuz

ve B-merkaptoetanol uzaklastirilmis olur.
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EK-3. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Tris Base (Applichem A2264)

Tris-HCI (Sigma, 05432): 10 mM pH 7.5 olarak hazirlanan steril Tris-HCI

Borik Asit (Bio Basic BB0044)

Izopropanol (Riedel de Haen, 24137).

Etanol (Riedel, 071029)

» Etidyum Bromiir (EtBr) (Sigma, E8751): Konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde

dH20’da c¢oziilerek hazirlanmis ve ¢ozelti +4 °C’de muhafaza edilmistir. Agaroz jel
elektroforezinde, jel icerinde farkli biiyliklerde DNA’lara baglanarak 312-365 nm UV
1s181inda DNA’larin goriiniir olmasini saglamaktadir. Agaroz jel igerisine 0,5 pg/mL EtBr
olacak sekilde eklenmektedir.

e Agaroz A (Biomax, IB70073): Agaroz jel elektroforezinde DNA’larin
biiyiikliiklerine gore ayrilmasi i¢in %0.7 ve %1 araliginda ki farkli yogunluklarda
hazirlanan jellerde kullanilmistir. Jelin hazirlanmasi sirasinda agarozun ¢dziicii tamponu
olarak 1X’lik TBE (Tris- Borik Asit- EDTA) tamponu kullanilmistir.

» 10X TBE (Tris- Borik Asit- EDTA): 108 gr Trizma base ve 55 gr borik asit tartilarak
600 mL dH20’da tamamiyla ¢ozUlur ve ardindan ¢ozeltiye 40 mL 0,5 M pH 8.0 EDTA
eklenir, EDTA’ nin ¢6ziilmesinin ardindan tampon 1 L’ye tamamlanir. Hazirlanan
tampon 1/10 oraninda seyreltilerek 1X TBE olacak sekilde seyreltilmis ve agaroz jel
elektroforezinde kullanilmstir.

* 6X DNA Yukleme Tamponu (Thermo, #R0611)

* DNA markdr 0,5 pg/mL (Thermo, #SM0331)

* Tripton (Sigma, 95039)

* Maya ekstrat1 (Sigma, Y1625)

* Proteaz Pepton (Sigma, 82450)

» Sodyum Klorir NaCl (Merck, 1.06400)

* D (+) Glikoz monohidrat (Riedel-de Haen, 16301)

» Gliserol (Sigma, G2289): %80’lik gliserol E. coli hicrelerinin -80 °C stoklarinin
yapilmasinda ve kimyasal kompotent hiicre hazirliginda sirasinda kullanilmistir. %99°lik
gliserolden dH-0 ile %80’lige steril dH20 ile seyreltilen gliserol otoklav edildikten sonra
+4 °C’de muhafaza edilir.
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» Kadminyum Kilorur (CdCI2) (Sigma, 439800): Protein ekspresyon deneylerinde
MTT1 promotorunun indiikleyecisi olarak kullanilan CdCl,, promotor bolgeye
baglanarak o promotor kontroliindeki genin kontrollii bir sekilde iiretilmesine yardimci
olur. Stok soliisyonu 1000 mg/mL olacak sekilde hazirlanmastir.

* Paromomisin (Sigma, P9297): Stok soliisyonu 50 mg/mL hazirlanmis olan
paromomisin, Tetrahymena antibiyotik diren¢ geni varliginda, transforme edilen
plazmitin segiciligini saglar.

 Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep) (Sigma, P4333): PPY ve SSP besiyerlerinde
bakteri ve kiif kontaminasyonunu engellemek amaciyla kullanilmistir.

* Amfisilin (Sigma, A0104): E. coli’ de yapilan klonlama deneylerinde pozitif klon
seciciliginin saglanmasinda kullanilmistir. Stok soliisyon (1000X) 100 mg amfisilinin 1
mL steril dH2O’da ¢oziilmesiyle hazirlanir ve 0.45 um por ¢apli membran filtre ile

sterilizasyon yapilir. -20 °C’de muhafaza edilir.
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EK-4. Caismada Kullanilan Cihazlar, Kitler ve Enzimler

¢ Kullanilan Cihazlar

Etlv (Genhart, Thermo Shaker THO 220), Santriflij (Thermo IEC Micromax, Beckman
Coulter Microfuge 22R, ve Beckman Coulter Allegra 25R), Otoklav (Eastern Medical,
Vertical Autoclave), PZR Cihaz1 (Biorad, iCycler thermal; Applied Biosystem, Veriti
Thermal Cycler) , Agaroz Jel Elektroforez Aparati (Thermo EC Mini Cell EC320,
Thermo EC Midi Cell Ec 330 ve BioRad Mini SubCell GT), Gii¢ Kaynagi (Thermo
Electrocorporation EC250-90), UV Jel Goruntuleme Kabini (Uvitec M02 4611), pH
Metre (Crison, Basic 20), Vorteks (IKA MS2), Su banyosu (Memmert D-91126),
Nanodrop (Metek ND-100), Spektofotometre (UV- 2101 PC Shimadzu), Terazi (Ohaus
pro AV812), Gene Pulser Xcell (BioRad, 165-2666), Manyetik Karistirici  (Schott,
SLKS®), Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery System (Biorad, 165-2257)

¢ Kullanilan Kitler ve Enzimler

Genelet Jel Saflastirma Kiti (Thermo, #K0691), GeneJet Plasmid Mini Saflagtirma Kiti
(Thermo, #K0691), GeneJet Plasmid Midi Saflastirma Kiti (Thermo, #K0691), Primestar
HS DNA Polimeraz (Takara, R010Q), Tag DNA Polimeraz (Fermantas, EP0401), T4
DNA Ligaz (NEB, M0202S), Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, A1120)
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EK-5. Caliymada Kullanilan Besiyerleri

* LB Broth besiyeri (Lizojen Broth)

1 L hazirlamak i¢in 5 gr Maya ekstrati, 10 gr Tripton ve 5 gr Sodyum Kloriir kullanilir.
Hazirlanan karigim otoklav edilerek steril edilir ve oda sicakliginda saklanabilir. E. coli

hiicrelerinin s1v1 ortamda biiyiitiilmesi amactyla kullanilmigtir.

* LB Agar Besiyeri
37 gr. LB agar 1 L dH20’da ¢ozllup, 121 °C’de 15 dk. otoklavda steril edildikten sonra

antibiyotik eklenmesi amaciyla 55°C’deki su banyosuna alinir ve 1s1s1 diistiigiinde 1000X
amfilisinden her 1 mL igin 1 pL olacak sekilde 1X olarak eklenir ve petrilere yaklasik
20’ser mL olarak paylastirilir. Kontaminasyonun engellenmesi amaciyla +4 °C’de

saklanir. E. coli hiicrelerinin biiyiitiilmesinde kat1 besiyeri olarak kullanilmistir.

« SPP besiyeri
%?2 proteaz pepton (10 gr), %0.1 maya ekstrat1 (1 gr), %0.2 glikoz (2 gr) ve %0.0003 10
mM FeCl2.6H20 (finalde 33 uM olacak sekilde yani 3300 pl) olacak sekilde 11t besiyeri
hazirlanmaktadir. PPY besiyerine benzemekle birlikte igerigi glikoz sayesinde
zenginlestirilmis, boylelikle elektroporasyon sonrasinda ki kullanimlarinda hiicrelerin

kendilerini daha kolay iyilestirmelerine yardimei1 olmustur.
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EK-6. Klonlama Konakgs1 Escherichia coli ve ifade Konakcis1 Tetrahymena

thermophila

Escherichia coli

Klonlama konakgisi olarak NEB 10-beta Competent E. coli hiicreleri kullanilmis olup, bu
hiicreler DH10B 1rkindan tiirevlendirilmistir. Irkin genotipi araD139 A(ara-leu)7697
fhuA lacX74 galK (¢80 A(lacZ)M15) mcrA galU recAl endA1 nupG rpsL (StrR) A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) seklindedir. Ek olarak DHS5a 1rki da kullanilmistir ve genotipi fhuA2
lac(del)U169 phoA gInV44 ®80' lacZ(de)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17seklindedir.

Tetrahymena thermophila

T. thermophila’nin organizmal 6zelliklerine baktigimizda; silli, tek hiicreli, 50 um x 20
um ¢apli, 18°C-41°C gibi ¢ok genis bir sicaklik araliginda tath sularda yasayabilen bir
organizmadir. Bu organizmanin hiicresel fonksiyonlar1 kontrol eden makrocekirdek
(45ploid) ile kalitim faaliyetlerini idare eden mikrogekirdek (2n=10) sitoplazmasi iginde
birlikte bulunmaktadir. Basit ve ucuz kiiltiirizasyon, 2-4 saat gibi kisa boliinme zamanina

sahiptir.
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