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OZET

TETRAHYMENA THERMOPHILA’DA REKOMBINANT ILAC URETIM
VERIMLILIGINTI DUSUREBILECEK BiR PROTEAZ GENININ GEN SILME
YONTEMIYLE GENOMDAN SILINMESI VE KARAKTERIZASYONU
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Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2022

Danigsman: Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU

Bu tez calismasi ile 7. thermophila’nin dogal olarak salgiladigi proteazlarin disg ortama
salgilanan protein yapili rekombinant biyofarmosétikleri parcaladig ve iiretim verimliligini
diisiirdiigii hipotezi test edilmistir. Literatiir arastirmasi ve biyoinformatik yaklagimlarla
belirlenen sekretom proteaz genlerinden yiiksek ekspresyona sahip CTH34 geni somatik
homolog rekombinasyon, CYP6, CTH40, CTH90 ve CTHI15 genleri ise co-Delesyon
yontemleriyle makrogekirdek genomundan silinmis, dogal hiicre irki ile mutant hiicre
sekretomlariin proteolitik aktivitesi kazein ve rituksimab substratlarina kars1 in vitro olarak
Ol¢iilmiis ve SDS-PAGE ile substrat degredasyonu tanimlanmistir. CTH34’iin KO edildigi
irkta sekretomal proteolitik aktivite %34,3 oraninda diiserken biiyiime egrisinin logaritmik
ve duragan faz hiicre sayisinda ~%50 oraninda azalma bulunmustur. CYP6-KO 1rkinda ise
rituksimab substratinin pargalanmasinda belirgin bir diisiis SDS-PAGE’de gozlemlenirken
biliylime egrisinin duragan faz hiicre sayisinda ~%25 civarinda azalma goriilmiistiir. T.
thermophila’nin verimli bir sekilde rekombinant protein ilag liretimine CTH34 ve CYP6
genleri gibi proteaz genlerinin genomdan silinmesiyle uygun hale getirilebilecegi sonucuna
varilmistir.

Anahtar kelimeler: Proteaz KO, Sistein Proteazlar, Rekombinant Protein Uretimi
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ABSTRACT

ELIMINATION AND CHARACTERIZATION OF A TETRAHYMENA
THERMOPHILA PROTEASE GENE THAT CAN REDUCE RECOMBINANT DRUG
PRODUCTION EFFICIENCY BY GENE KNOCK-OUT METHOD

Seyma DURAN

Department of Biology
Programme in Molecular Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2022
Supervisor: Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU

In this thesis, the hypothesis that naturally secreted proteases of 7. thermophila degrede
protein-structured recombinant biopharmaceuticals secreted externally, and that reduce
production efficiency has been tested. Five of highly expressed secretome protease genes
were determined via literature research and bioinformatics approaches, and CTH34 gene was
deleted by somatic homologous recombination while CYP6, CTH40, CTH90 and CTHI15
were deleted by co-deletion, followed by mutant strain confirmation using PCR after
antibiotic selection. The proteolytic activity of wild type and mutant culture secretomes was
measured in vitro assays against casein and rituximab substrates, and substrate degradation
was confirmed by SDS-PAGE. While secretomal proteolytic activity decreased by 34.3% in
the CTH34-KO strain, cell number of the flask population in the logarithmic and stationary
phase of the growth curve also decreased by ~50%. Besides, it is observed that degradation
of the rituximab substrate was significantly reduced by CYP6-KO strain secretome compared
to wild type whereas the cell number in the stationary phase of the growth curve also
diminished by ~25%. According to forementioned findings, it was concluded that T.
thermophila can be efficiently tailored for recombinant protein drug production by deletion
of protease genes such as CTH34 and CYP6 from the genome.

Keywords: Protease KO, Cysteine Proteases, Recombinant Protein Production
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1. GIRIS
1.1.  Biyoteknolojik Ilaclar ve Rekombinant Uretim

Biyoteknoloji yeni {iriinlerin, tekniklerin veya siireclerin gelistirilmesi i¢in canlt
organizmalarin veya canli sistem bilesenlerinin kullanilmasidir. Tibbi biyoteknoloji ise as1
liretimi ve biyolojik ilaclar basta olmak {izere molekiiler tan1 tekniklerini ve tedavileri
icermektedir. Ozellikle biyofarmasotikler (biopharmaceuticals) ya da biyoteknolojik ilaglar
olarak isimlendirilen ve molekiiler biyoloji yontemlerinin kullanildigi biyoteknolojik
stireglerle gelistirilen bu molekiillerin {iretimi, insiilinin ilk kez rekombinant DNA
teknolojisiyle tiretilip pazarlandigi 1980’lerin basindan bu yana dikkat ¢ekici bir ivmeyle
artmig ve 2020 yili itibariyle kiiresel pazar paymi 284 milyar dolar seviyesine ¢ikarmistir
(Dorey, 2021; Morrow & Langer, 2020). Evaluatepharma tarafindan 500 ila¢ firmasindan
toplanan verilere gore hazirlanan raporda biyofarmasoétiklerin kiiresel satiglarinda artig
egilimi gozlenirken kimyasal tabanli kii¢iik molekiil ilaglarininki azalmaktadir, ayni fapora
gore 2019 yilinda diinya capinda en cok satilan regeteli ilk 100 ilag arasinda biyolojik
ilaclarin %53’liikk bir paya sahip oldugu bildirilmis ve bu oranin 2026 yilina kadar %55
seviyesine ¢ikacagi tahmin edilmistir (EvaluatePharma, 2019). Tiirkiye’de gbzlenen ilag satis
egilimi ise kiiresel pazardakine benzer bir profil gostermis, 2020 tarihli T.C. Sanayi ve
Teknoloji Bakanligi’nin ilag¢ sektorii raporunda 2015 yilinda 2,5 milyar TL olan biyolojik
ilag satis1 2019 yilinda 7 milyar TL’ye ulagmustir.

Kimyasal yollarla iiretilen, kiiciik molekiiler agirlikli geleneksel ilaglarla
kiyaslandiginda biyoteknolojik yontemlerle iiretilen biyofarmasoétiklerin birtakim avantajlari
mevcuttur ve bu avantajlar biyofarmasoétiklerin iiretimi ve satiginda goriilen ivmenin temel
nedeni olarak goriilmektedir. Oncelikle biyofarmasétikler yalmzca belirli molekiilleri,
dokular1 ya da hiicre gruplarini hedef alir ve geleneksel ilaglarla iligkili yan etkilere nadiren
neden olmaktadirlar. Ayrica geleneksel ilaglarla karsilastirildiginda biyofarmasétikler
yiiksek Ozgiilliik ve aktivite sergilemekte, geleneksel sentetik ilaglara zayif yanit veren
hastalarin tedavisini kolaylastirmaktadir (Craik vd., 2013; Mitragotri vd., 2014).

Sentetik ilaclarin aksine, protein tabanli biyofarmasoétikler oldukca kompleks yapida
olup basta Escherichia coli gibi prokaryotik sistemlerde ya da mantar (Saccharomyces

cerevisiae ve Pichia pastoris), memeli hiicre hatlar1 (Cin Hamster Ovaryum -CHO ve fare



miyeloma hiicre hatlar1) ve bocek hiicre hatlar1 gibi 6karyotik sistemlerde tiretilir. Fakat bu
canlt liretim sistemlerinin her birinin rekombinant protein iliretimi agisindan avantajli ve
dezavantajli yonleri mevcuttur. Mesela kiiltiirizasyonu oldukc¢a maliyetsiz ve protein liretim
verimliligi yiiksek olan prokaryotik konake¢i sistemleri insan proteinlerinin  dogru
katlanmasin1 ve post-translasyonel modifikasyonlar1 (PTM) tam gerceklestiremediginden
yilksek immiinojeniteye neden olmakta, diger yandan etkinligini arttirmak ve
immiinojeniteden kaginmak icin kullanilan memeli hiicre hatlar1 ise iiretim maliyetlerini
yiikseltmektedir. Bu konu Elguero ve ark. tarafindan yayinlanan derlemede daha detayli
olarak ele alinmistir (Elguero vd., 2019). Temel olarak rekombinant protein liretiminde
amacin en diisiik maliyet, yan etki ve immiinojenite ile en yiiksek {liretim, verim ve etkililigin
saglanmasit oldugu diisiiniildiigiinde, yeni iiretim sistemlerinin sinanmasi ve gelistirilmesi
oncelik verilmesi gereken konulardan biri olmaktadir. Bu noktada silli tekhiicreli 6karyotik
Tetrahymena thermophila (Protista) hem homolog hem de heterolog rekombinant protein
iiretimi gergeklestirilebilen alternatif bir iiretim organizmasi olarak 6ne ¢ikmaktadir ve daha
detayl1 bilgi asag1 boliimlerde verilmistir.

Biyolojik ilaclarin beseri kullanim1 s6z konusu oldugunda géze ¢arpan husulardan biri
iriiniin insandaki immiinojenitesi en aza indirilmeye ¢alisildik¢a iiretim ve kiiltiirizasyon
maliyetlerinin artmasidir. Bundan dolay1 rekombinant protein ve afinitik takili molekiil
iretiminde en diisiik maliyet, yan etki ve immiinojenite ile en yiiksek iiretim, verim ve
etkililigin saglanabilmesi i¢in yeni liretim sistemlerinin arastirilmasi ve gelistirilmesi, son
yillarda biyoteknoloji alaninda 6nde gelen arastirma konularindandir. Dolayisiyla tiretilmek
istenilen rekombinant proteinin spesifik 6zelliklerine (membran proteini, sitoplazmik protein
veya multimerik kompleks gibi) bagli olarak farkli ekspresyon sistemleri tercih edilmektedir.
Bu noktada silli tekhiicreli 6karyotik Tetrahymena thermophila (Protista) hem homolog hem
de heterolog rekombinant protein iiretimi i¢in alternatif bir konak¢1 organizma olarak 6ne
cikmaktadir. Daha detayl bilgi ileriki boliimlerde verilmistir.

Rutin kullanilan konakg¢1 organizmalarda rekombinant protein tliretiminde karsilasilan
en biiyiik sorunlardan bir tanesi hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteazlarin {iretim verimliligini
diistirmesidir. Ciinkii iiretilen rekombinant proteinler {iretici organizmanin dogal proteazlari
tarafindan parcalandigi, bu nedenle rekombinant protein miktarinda, kararliliginda ve

aktivitesinde diisiisler goriildiigii raporlanmistir (Demain & Vaishnav, 2009; Dorai vd., 2011;



P. Elliott vd., 2003; Gao vd., 2011; Hombergh vd., 1997; Lim vd., 2018; Mandal vd., 2016;
Sinha vd., 2005). Ozellikle iiretim sonras1 isleme (downstream processing) ve saflastirmay1
kolaylastirmak gibi cesitli avantajlardan dolay1 hiicre digina salgilatilan rekombinant protein
ilaclar, bu tez ¢alismasinin konusunu olusturan hiicre dis1 proteazlarca pargalanarak {iretim

verimliligini diistirmektedirler (Freudl, 2018; Peng vd., 2019; Quax, 1997).

1.2.  Proteazlar ve Rekombinant Uretime Etkileri

Proteazlar, protein molekiillerini olusturan aminoasitler arasindaki peptit baglarini
hidroliz reaksiyonu ile kiran ve hiicre boliinmesinden hiicre 6liimiine kadar ¢esitli biyolojik
stireclerde protein katabolizmasinda goérev alan enzim grubudur. Uzun yillar boyunca,
proteazlar iizerine yapilan g¢alismalarda proteazlarin sindirim sistemi igerisinde spesifik
olmayan protein par¢alama fonksiyonuna odaklanilmisken, giiniimiizde proteazlarin oldukca
spesifik proteolitik reaksiyonlar1 katalizledigi bilinmektedir (McDonald, 1985; Neurath &
Walsh, 1976; Vizovisek vd., 2018). Neredeyse tiim bitki, hayvan ve mikroorganizmalar
arasinda dagilim gosteren ve yiiksek organizmalarda kodlayict genlerin yaklasik %2-3’{inii
olusturan proteazlar enzim siniflandirmasinda hidrolazlar altinda (EC 3.4) yer alir. Hiicre ici
homeostazin devamliliginda pek ¢cok metabolik ve diizenleyici fonksiyona sahip proteazlarin
endiistriyel olarak deterjan, gida, deri islemeciligi ve terapotik uygulamalar gibi alanlarda
kullanim1 s6z konusudur (Gimenes vd., 2021; Mahajan & Badgujar, 2010). Protein yapisinda
aktivite gosterdikleri yere gore ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olmak tizere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Ekzopeptidazlar, protein substratin amino veya karboksi terminallerine
oldukc¢a yakin olan peptit baglarin1 parcalarken endopeptidazlar ise substratin terminalleri
hari¢ herhangi bir i¢ bolgesindeki peptid bagmi kirabilir. Endopeptidazlar katalitik
aktiviteden sorumlu amino asit kalintilarina bagl olarak serin, aspartik, sistein, treonin ve
glutamik peptidazlar ile metal iyonu gerektiren metalloproteazlar olmak iizere alt1 siniflara
ayrilmaktadir (Rawlings vd., 2012).

Prokaryotik ve dkaryotik rekombinant protein iiretim sistemlerinde iiretim siirecinde
karsilasilan en biiyiik sorun hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteazlarca iiretim verimliliginin
diisiiriilmesidir. Ornegin E. coli’"de RNA polimeraz sigma faktorii kodlayan gende (rpoH

geni) olusturulan bir mutasyonun rekombinant iiretilen S. aureus protein A ve TEM B-



laktamaz fiizyon proteininin (Spa-Bla) salgilanma miktarimi arttirdig: fakat hiicre duvar
protezlariin da (cell-envelope proteases) mutasyona ugradigi ikili mutant hatta ise 44 kat
gibi daha fazla bir artis bildirilmistir (Meerman & Georgiou, 1994). C. serevisiae’de yapilan
bir arastirmada insan D»s dopamin reseptoriiniin heterolog ekspresyonu dogal susta (wild-
type), tek proteaz KO hatta (pral) ve ¢ift proteaz KO hatta (pral ve prbl)
gerceklestirildiginde, ¢ift proteaz KO hattaki iiretim veriminin diger hatlardan daha yiiksek
oldugu immiinoblot analiziyle gosterilmistir (Sander vd., 1994). CHO-K1 hiicreleriyle
yapilan bir ¢aligmada ise bir transmembran serin proteaz olan matriptaz-1’in rekombinant
iiretilen proteinlerin degredasyonundan sorumlu ana proteaz oldugu bulunmus ve bu
proteazin genomdan silindigi hiicre kiiltiirlerinde mAb degredasyonunun neredeyse sifira
diistiigii hem in vitro hem de in vivo analizlerle gosterilmistir (Laux vd., 2018). Gelistirilen
bu CHO-K1 transmembran serin proteaz matriptaz-1 KO hiicre hatt1 Novartis Pharma AG
tarafindan patentlenmistir (Laux vd., 2019). Rekombinant protein liretim verimini arttirmaya
yonelik proteaz KO hatlarin gelistirilmesi tizerine olduke¢a fazla ¢alisma raporlandigindan bu
yaklagimin verimlilik artisina neden oldugu anlasilmaktadir (Hombergh vd., 1997; Idiris vd.,
2006; Jin vd., 2007; Kamaruddin vd., 2018; Kim vd., 2008, 2013; Kour vd., 2019; Kuroda
vd., 2007; Landowski vd., 2015; Laux vd., 2018; Li vd., 2019; Liu vd., 2021; Mandal vd.,
2014; Meerman & Georgiou, 1994; Pomerantsev vd., 2011; Sander vd., 1994; Yoon vd.,
2009, 2011).

Rekombinant protein iiretim verimliligini diisliren endojen proteaz sorunu, burada
verilen orneklerden de anlasilacag tizere verimliligi diisiiren ilgili proteaz(lar)in belirlenip
canli genomundan silinmesi yaklagimiyla giderilmistir. Heterolog protein ekspresyonu
konusunda benzer bir probleme (ileriki boliimlerde bahsedilmistir) sahip 7. thermophila igin
de bu tez kapsaminda ilgili proteaz(lar)in belirlenip genomdan silinmesi ile verimlilik artis1

saglanabilecegi hipotezinin test edilmesi amag¢lanmustir.

1.3.  Alternatif bir rekombinant protein iiretim konakcisi: Tetrahymena thermophila
Tath sularda 18-41°C aralifinda yasayan Tetrahymena thermophila (Sinif:
Oligohymenophora ve Familya: Hymenostomatidae) 30x50 pm boyutlarinda silli tek hiicreli

(unicellular) bir 6karyottur. Dogal sartlarda bakterilerle beslenen bu organizma, laboratuvar



ortaminda doku 6ziitlerinden tiretilen veya kimyasal olarak tanimlanmus steril besiyerlerinde
iiretilmektedir. Hiicre popiilasyonlari, optimum kosullar altinda yaklasik 2-3 saat olan
boliinme siiresi nedeniyle oldukca hizli iretilmekte, uygun biyoreaktdr sartlarinda
(¢6zlinmiis oksijen %20-60, pH: 7,0 ve sicaklik 30 °C gibi) hiicre sayis1 5 ile 20 milyon/ml
seviyesine c¢ikabilmektedir (Hellenbroich vd., 1999; Kiy & Tiedtke, 1992a, 1992b).
Tetrahymena canliligin temeli sayilabilecek katalitik RNA ve telomeraz mekanizmas ile
telomer yapist gibi nobel &diillii biyolojik olaylara 1sik tutan bir model organizmadir
(Brownell vd., 1996; Greider & Blackburn, 1985). Yasam dongiisii iki evreden olusan
Tetrahymena, zengin besin ortaminda boliinerek eseysiz ¢ogalirken besin yoklugunda farkli

ciftlesme tiplerinin konjugasyonu ile eseyli cogalir (A. M. Elliott & Hayes, 1953).
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Sekil 1.1. T. thermophila’min hiicre i¢i yapist ve hiicresel kompartmanlari. A) Organizmanin faz-kontrast
uygulanan stk mikroskobu altinda 100x goriintiisii. B) Hiicre i¢ci kompartmentalizasyonunu gosteren
sematik ¢izim. MAC,; Makrogekirdek, MIC; Mikrogekirdek, KK, Kontraktil koful, BK; Besin kofulu

Tiim siliatlarda oldugu gibi 7. thermophila’da da yapica-goérevce niikleer farklilagsma
(dimorfizm) goriilmektedir; yani genetik iiremede kullanilan 2n=10 kromozomlu genomu
tastyan mikrogekirdek (MIK) ve somatik hiicresel gorevleri icra eden genomu tasiyan
makrogekirdek (MAK) ayni sitoplazmada bulunmaktadir. MAK genomu, her biri ~45
kopyali (poliploid) ~200 farkli minikromozom ile ~9000 kopyal1 (poliploid) ribozomal DNA
(rDNA) mini-kromozomlarindan (5.8S, 17S ve 26S rDNA genleri) olusur (Eisen vd., 2006).
Organizmanin vejetatif evresinde transkripsiyonel olarak sessiz olan MiK, hiicrelerin eseyli

iireme evresinde Mendel genetigine bagli mayoz, haploid ¢ekirdek degisimi ve zigotik



cekirdek olusumu ile genetik ¢esitliligi saglar. MAK ise vejetatif evrede transkripsiyonel ve
translasyonel aktiviteyi saglayarak hiicre fenotipini kontrol eder. Yeterli besin i¢eren ortamda
vejetatif boliinme sirasinda replike olan MIK ve MAK kromozomlarindan MIK
kromozomlart mitoz ile boliiniirken MAK amitotik boliiniir. Boylece her MAK biriminde
bulunan baskin ve cekinik aleller zamanla fenotipik ayrigmaya (phenotypic assortment)
giderek 45 adet ploid birimin ayni aleller kopyasina doniismesine ve MAK’1n haploid genotip
ve fenotipmis gibi (Mendel genetigindeki homozigot cekiniklik veya baskinlik gibi)
davranmasina neden olur. Fenotipik ayrigsma tanim olarak bu durumda bir alelik varyant i¢in
baslangicta heterozigot genotipe sahip MAK DNA’sinin vejetatif ¢ogalma sirasinda ardigik
amitoz turlar1 sonucunda homozigot (fully assorted) hale gelmesidir (Sekil 1.2-A). Fenotipik
ayrisma mekanizmasi Sekil 1.2-B’de sematize edilmistir. MAK’1n S fazinda bir kez replike
olan MAK DNA’s1 amitotik olarak 2 yavru hiicre MAK’1na dagitilir. Bu siiregte iki kutup
arasinda ig ipligi olusumu, yogun kromozom kondensasyonu ve mikrotiibiillerin
sentromerlere baglanmasi gibi bilindik mitoz olaylarmin tiimii MAK bdliinmesi sirasinda
goriilmez (Cervantes vd., 2006; Flickinger, 1965). Boylece replike olan mutant alel ya da
alelik varyant kopyalart ayn1 hiicre MAK 1na taginabilir. Sonug olarak birbirini takip eden
amitotik boliinmelerle mutant alelin (mavi daire) ya da dogal alelin (sar1 daire) sabitlendigi
(homozigot ifade edildigi) MAK’a sahip hiicreler elde edilir (Sekil 1.2-B) (Allen & Nanney,
1958; Doerder vd., 1975; Merriam & Bruns, 1988; Nanney & Preparata, 1979; Orias &
Flacks, 1975). Fenotipik ayrisma dogada secici stres kosullarinda hizli somatik adaptasyon
saglarken laboratuvarda ise ilgili mutasyonlar1 veya fenotipleri izole etmek icin kullanilir.
Eseysel olarak olgun 7. thermophila hiicreleri yedi farkl ¢iftlesme tipinden birine
sahiptir ve her ¢iftlesme tipi baska bir ciftlesme tipiyle eslesebilirken ayni ¢iftlesme tipine
sahip hiicreler eslesemez (A. M. Elliott & Hayes, 1953; Nanney & Caughey, 1953). Sekil
1.4’te sematize edilen Tetrahymena konjugasyonunda mayoz (B), gametogenez (C ve D),
gamet cekirdeklerinin fiizyonu ve fertilizasyon ¢ekirdeginin (zigot) olusumu (E ve F) gibi
yiiksek oranda korunmus okaryotik siire¢cler bulunmaktadir. Zigotik ¢ekirdek iki kez mitoz
gecirerek (postzygotic mitosis) olusan 4 ¢ekirdekten ikisi (G) yeni MAK (MAK anlagen)
diger ikisi ise yeni MiK’e déniisiir (H). Bu siirecte eski MAK degrede edilir. Mitoz gegiren
zigotik MIK’ten yeni MAK olusmasi sirasinda genomda 3 yapisal farklilagma
gozlenmektedir. Bunlardan ilki MiK’teki transpozon kékenli IES (Internally Eliminated



Sequences) dizilerinin yeni MAK’tan silinmesidir. Bu silinme, MIK genomunda IES
bolgelerinden 26-32 bg biiyiikliiglinde scnRNA’larin (scanning RNAs) iiretilmesi ve bu
RNA’larin da yeni MAK’a taginarak MAK genomunda IES bdlgelerini isaretleyip ilgili
enzimlerin bu dizileri kesmesiyle saglanir. ikinci olarak yeni olusan MAK kromozomlari

CBS (chromosomal breakage sequences, CBS) denilen spesifik bolgelerden kesilerek DNA
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Sekil 1.2. Amitotik makroniikleer boliinme ve fenotipik cesitlenme. A) Fenotipik ¢esitlenme sonucu olast iki
sonlanim noktasi tamamen mavi ve tamamen sart MAK ile gosterilmistir. Vejetatif biiyiime sirasinda
MIK mitotik boliinmeye ugrarken, MAK amitotik olarak boliinmektedir. Mitotik olarak boliinen MIC
heterozigot kalir. B) Amitoz sonucu fenotipik ¢egsitlenmenin ¢alisma mekanizmasit gosterilmigtir.
Sekilde, alelik farklik/ mutant alel MAK kromozomlari tizerinde kirmizi ¢arpi ile temsil edilmigtir
(Gésterimin basit olmasi i¢in yalnizca bir MAK kromozomu alinmis ve G1 ploidisi 45 kopya yerine
5 kopya ile temsil edilmistir). S fazinda her bir MAK kromozomu, kopya sayisint iki katina
¢ctkarmaktadwr. Mutant alelin iki kopyast ya farkli yavru hiicrelere gider (gosterilmemistir) ya da her
iki mutant kopya aymi yavru hiicreye gider (1. Béliinme), boylece diger yavru hiicre dogal fenotip
aleli i¢in sabitlenmis hale gelir. Ilave hiicre béliinmeleri (3. béliinme), mutant alel icin sabitlenmis
MAK olusturmaktadir (en sagda bulunan hiicre). Sekilde verilen gen lokusu igin mutant alel
bakiminda heteroploid olan MAK lar yesil ile, sabitlenmis olanlar ise sari (dogal fenotip aleli) ve
mavi (mutant fenotip aleli) ile gésterilmistir.
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Sekil 1.3. Tetrahymena konjugasyonu. Tetrahymenanmn yagsam dongiistinde egeyli tireme konjugasyon ile
saglanmaktadir. Oval sekil ile temsil edilen hiicrelerin MAK ’lar1 (biiyiik daire) ve MIK 'leri (kiigiik
daire) barmndwrdiklart DNA ploidisiyle beraber gosterilmistir. Siyah be beyaz farkli aleller
bakimindan homozigot olan farkl: ¢iftlesme tipindeki iki hiicreyi temsil etmektedir. Mayoz sonucu
olugan haploid MIK yarim daire ile gosterilmistir. Kirmizi ile cercevelenmis cekirdekler konjugasyon
stirecinde apoptotik olarak elimine edilmektedir. Sekil Ruehle ve arkadaglarimin (2016)
derlemesinden diizenlenmis ve Tiirkce ye cevrilmigtir.

fragmentlerine ayrilir ve MAK 1 ~200 mini-kromozomu meydana gelir. Son olarak, olusan
mini-kromozomlar endoreplikasyon ile kopya sayilarini arttirarak her biri ~45ploid birimleri
olusturur ve poliploid MAK genomu tamamlanir. Ayni ¢ift parental hiicreden olusan dort
karyonid (J) konjugasyondan hemen sonra ayni fenotip ve genotipteyken takip eden ~100
vejetatif bolinmenin ardindan fenotipik ayrisma nedeniyle ciftlesme tipi de dahil

popiilasyonda fenotipik farkliliklar olusur (Mochizuki vd. 2002; Yao, Zheng ve Yao 1987).



T. thermophila’da yapilacak calismani amacina gore germ hatt1 (MIK) ¢ekirdeginde
ya da somatik (MAK) c¢ekirdekte fonksiyon kaybi (loss of function) mutasyonlar1 belirli
molekiiler yontemler kullanilarak tamamen hedefli bir sekilde olusturulabilmektedir. Hedefli
fonksiyon kaybi (loss of function) ¢alismalari i¢in dort yontem mevcuttur. Bunlardan ilki ve
uygulanabilirlik agisindan en basit olan1 homolog rekombinasyon ile somatik Knock-Out
yontemidir. Somatik KO’da poliploid MAK’ta knock-out edilmek istenen genin yerine
homolog rekombinasyonla bir antibiyotik diren¢ geni yerlestirilmekte ve bu antibiyotik
diren¢ gen aleli fenotipik ayrisma esnasinda artan antibiyotik baskistyla ilgili genin tiim
MAK kopyalarinin yerine gegerek MAK’1 mutant karakter agisindan sabit (homoploid) hale
getirmektedir. Fenotipik ayrigsma bazi hiicrelerde baslangigta 3-5 kopya olan diren¢ geninin
kopya sayisinin artmasina, antibiyotik baskisinin kademeli olarak arttirilmasi ile de daha
fazla diren¢ gen kopyasini (maksimum 45) tasiyan hiicrelerin secilmesini saglamaktadir
(Merriam & Bruns, 1988; Mochizuki & Gorovsky, 2005). Germ hatt1 KO’u olarak bilinen
ikinci yaklasimda somatik KO ile benzer bir yol izlenerek diploid MIK genomunda ilgili
genin iki kopyasindan biri yerine homolog rekombinasyonla bir antibiyotik diren¢ geni
yerlestirilerek hedef lokusta mutasyon ag¢isindan heterozigotluk olusturur. Farkli ¢iftlesme
tipindeki bu mutant heterozigot hiicreler homozigot mutant bir KO hatt1 elde etmek i¢in
konjugasyona alinir (Cassidy-Hanley vd., 1997; Mochizuki & Gorovsky, 2005). Ugiincii
yaklagim ise hedef gen dizisi sekansi ile bir A-tipi IES dizisinin kimerik konstraktinin
konjugasyon sirasinda hiicrelere aktarildigi ve yeni MAK olusumu sirasinda IES’ler ile
birlikte ilgili genin de ektopik eliminasyonunun indiiklendigi co-Delesyon (coDel)
yontemidir (Hayashi & Mochizuki, 2015) (Sekil 1.4). Transformasyon vektoriinde IES DNA
dizileri arasina klonlanan ilgili gen sekansi (1), ayn1 A-tipi I[ES’ler gibi yeni olusan MAK’ta
IES bolgelerinin isaretlenmesini saglayan scnRNA’larin iiretilmesini saglar (2). KO i¢in
hedeflenen gen dizisinden transkribe edilen scnRNA’lar yeni MAK’ta hedef gen ile
komplement olusturur ve gorevli enzimlerin bu bolgeyi IES gibi elimine etmesini saglar (3).
Tetrahymena’da son olarak CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/CRISPR-associated protein 9) sistemiyle MIK KO’u da
yapilabilmektedir. Rehber RNA (gRNA), Cas9 kodlayict dizi, mikroniiklear lokalizasyon
sinyali (NLS), paramomisin diren¢ geni ve BTU1 homoloji kollarin1 iceren CRISPR/Cas9

vektori standart transformasyon yontemleriyle MAK’ta BTU1 lokusuna entegre edilmekte,



antibiyotik seciliminin ardindan Cas9 proteini ve gRNA {iretimi kadmiyum ile indiiklenir.
Indiiklemeyle ekspresyonu arttirilan ve NLS ile MiK’e yénlendirilen Cas9-gRNA
kompleksi, gRNA ile yonlendirilen hedef bolgede cift zincir kirig1 olusturur. DNA kirigs,
olas1 in-del mutasyonlarina agik homolog olmayan birlestirme (NHEJ) ile tamir edilir. Bu
tamir sirasinda olusan in-del mutasyonu, mutant hattin uygun T.thermophila-STAR hatt1 ile
genomik dislama (genomic exclusion) ¢aprazlamasina alinmasiyla MAK a taginir (Sekil 1.3)

ve fenotipte homozigot olarak ifade edilir (Suhren vd., 2017).
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Sekil 1.4. coDel yontemiyle hedefli gen knock-out'n. Ortasina Notl restriksiyon kesim dizisi entegre edilen bir
tip-A IES dizisi (M-IES) pMcoDel rDNA vektoriine klonlanmistir. KO edilmek tizere hedeflenen DNA
dizisi Notl restriksiyon bolgesinden vektore yerlestirilir (1). Konjugasyonun ~7. saatinde transforme
edilen (2) vektordeki IES dizisinden ve araya yerlestirilen hedef DNA dizisinden scnRNA lar iiretilir.
scnRNA lar yeni olusan MAK 'ta hedef lokusun IES sanilarak silinmesine neden olur. Sekil, Hayashi
ve Mochizuki (2015) yayimindan diizenlenmistir.

Resesif bir fonksiyon kayb1 mutasyonu MIK’e yerlestirildiginde fenotipe etkisinin
goriilebilmesi i¢in MAK’a aktarilmas: ve MAK’1n KO alel bakimindan homoploid olmasi
gerekmektedir. Bu noktada 6nemli bir avantaj saglayan Tetrahymena’da resesif germ hatti
mutasyonlari, genomik dislama (genomic exclusion) ve sitogami (biparental ya da
uniparental) ile hem MiK hem de MAK ta “tiim-genom homozigot soy” iirctilerek ifade
edilebilir (Allen, 1967; Bruns vd., 1976; Cole & Bruns, 1992; Sanford & Orias, 1981).

Genomik dislama ¢aprazlamasinda normal bir hiicre, fonksiyonel haploid bir ¢ekirdek
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Genomik Diglama
Mutant Star hatti

1. Tur
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Sekil 1.5. Tetrahymena’da genomik diglama (genomic exclusion) ¢aprazlamasi. Semboller Sekil 1.4 'te oldugu
gibi kullamilmistir ve * mutant aleli belirtmektedir. MIK 'te heterozigot bir mutasyona sahip (yari
siyah-yar1 beyaz daire) hiicre defektif MIK e sahip star hattiyla caprazlamr (1. tur). Bu caprazlama
sonunda proniikleer degisim tekyonlii gergekleserek iki konjugantin da ayni genotipe sahip haploid
cekirdelere sahip olur (c ve d). Endoreplikasyonla kendini esleten haploid MIK diploid hale gelir.
Bu asamada hiicreler zengin besiyerine alindiginda konjugasyon devam etmemekte, hiicreler tiim-
genom homozigot MIK e sahip heterokaryonlar olarak kalmaktadir (e). Hiicreler aglikta tutulmaya
devam ederse ayni 1. tur ¢iftleri eski MAK 'larint koruduklar: i¢in tekrar konjugasyona girerek (2.

tur; f) tiim-genom homozigot homokaryon bir soy elde edilir (g). Sekil Ruehle ve arkadaglarinin
(2016) derleme yaymindan diizenlenmistir.

iiretemeyen hiicre irkiyla (STAR hat) konjugasyona alinmaktadir (Allen, 1967) (Sekil 1.5).
1. tur ¢aprazlamada normal hiicre hatt1 haploid gametik cekirdek iiretebilirken STAR hat
hiicresinde gametik haploid ¢ekirdek olusumu goriilmemektedir (b). Bu nedenle proniikleer
degisim sirasinda transfer sadece normal hiicreden STAR hatta dogru tek yonlii gerceklesir
(c ve d). Boylece konjugantlarin ikisine de birer haploid MiK dagitilmis olur. Bundan sonraki

adimda hiicre ¢ifti mikropipet ile mikroskop altinda farkli bir besiyeri bulunan bir hazneye
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alinirsa birbirinden ayrilir, bireyler yeniden beslenmeye baslar ve haploid g¢ekirdekler
“endoreplikasyon” ile diploid hale gelir (e), endoreplikasyon ile kendini kopyalayan haploid
MIK “tiim-genom homozigot” bir heterokaryon olusturur. 1. tur konjugasyondan sonra
beslenen hiicreler ortamda bulunan besiyerini tiikkettiginde aclik siireci baslar. Eski MAK ’lar1
sayesinde c¢iftlesme tiplerini de koruyan hiicreler aglik kosulunda tekrar bir araya
getirildiklerinde 2. tur konjugasyon normal gerceklesir (f ve g). Boylece konjugasyon
tamamlandiginda tiim-genom homozigot MiK’lerden tiim-genom homozigot MAK lar
olusacag icin MIK ve MAK’m ayn1 genetik koken kaynakli olmasindan dolay1 bu yeni nesil
bireylere “homokaryon Kkaryonidler” adi verilir. Bu tez kapsaminda genomik dislama
yontemi, 7. thermophila irkinin (SB210) ayn1 genotipi tastyan farkl ¢iftlesme tiplerine sahip
hiicrelerin  elde edilmesi i¢in kullanilmistir. Bunun nedeni, coDel ile KO
transformasyonunun, konjugatif hiicrelere uygulanmasi ve iiretilecek proteaz KO hatlarinin
kontrol 7. thermophila SB210 1rkiyla karsilastirilabilir olmasini saglamaktir (daha detayli
bilgi icin “Materyal ve Yontem” kismina bakiniz). Tiim-genom homozigot soy iiretme
teknikleriyle ilgili diger detayl bilgiler, atif yapilan bu kaynaklarda bulunabilir (Collins,
2012; Orias, 2012).

1.4.  T. thermophila’da Rekombinant Protein Uretimi

Tetrahymena’nin biyofarmasotik liretimde kullanimi modern biyoteknoloji a¢sisindan
genetik manipiilasyon tekniklerinin kolayca uygulanabilir olmas1 ile yiliksek bir potansiyele
sahiptir. Ayrica Tetrahymena’nin gorece biiylik boyutlari, niikleer dimorfizm kaynakli
kendilerine has genetik 6zellikleri ve basit mikrobiyal kiiltiirizasyon yontemleriyle yiiksek
hiicre sayilarma ulasabilmesi gibi avantajlar sunmaktadir. Ornegin DNA konstraktmin
homolog rekombinasyon yoluyla genoma entegre edilmesi sonucu olusturulan
transformantlarin pozitif se¢ilimi i¢in siklohekzamid, paromomisin, blastisidin ve puromisin
gibi antibiyotik belirtecleri gelistirilmis (Brown vd., 1999; Gaertig vd., 1994; Iwamoto vd.,
2014; Kahn vd., 1993), paramomisin ve siklohekzamid diren¢ se¢ilimi otonom olarak
kopyalanan vektorlerin transformasyonu i¢in de kullanilmistir (Sweeney ve Yao, 1989; Yao
ve Yao, 1991). Ayrica genetik manipiilasyonu kolaylagtiran indiiklenip baskilanabilir
promotorlar (Boldrin vd., 2006; Gorovsky vd., 2001; Hartmann vd., 2006; Shang vd., 2002;
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Yu vd., 2012), hiicre disina salgilatma dizileri (M. Hartmann vd., 2002; Weide vd., 2006)
ve ¢esitli rekombinat iiretim vektdrleri de mevcuttur (Caliseki, vd. 2021; Ustiintanir Dede ve
Arslanyolu 2020; Weide vd. 2007).

T. thermophila, insan proteinleri de dahil tibbi 6neme sahip pek ¢ok rekombinant
proteinin liretimi i¢in canli liretim sistemi olarak kullanilmis ve elde edilen proteinlerin etkili
bir aktivite gdstermesini saglacak katlanmalar1 ve PTM’leri tamamladigi gosterilmistir.
Tablo 1.4’de 6zetlenen rekombinant protein iiretim ¢alismalarinda anti-CD20 monoklonal
antikoru i¢in 20 mg/L/glin olarak belirtilen iiretim veriminin, pandemik ve/veya mevsimsel
gribe kars1 as1 adayi viral protein antijenlerinin iiretimi sirasinda 30 mg/L/glin seviyelerine
ciktig1 raporlanmistir (Calow vd., 2016; Meyer & Schmidhalter, 2014, ss. 311-313). Fakat
ozellikle CHO hiicre hatlarinda bu miktar beslemesiz biyoreaktdr kiiltiirtinde 0,1-1 g/L/giin
seviyesindeyken beslemeli kiiltiirde ise 1-10 g/L/giin seviyesine ¢ikmaktadir (Tihanyi &
Nyitray, 2020). Bu durum 7. thermophila nin CHO gibi tiretim konakgilariyla ticari tiretim
miktar1 agisindan kiyaslanabilir olmasi igin gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Tetrahymena’nin sekretomunda fosfolipidleri pargalayan fosfolipazlarin (Alam vd.,
1993; Arai vd., 1985; Guberman vd., 1999), oligosakkaritlerin glisidad baglarini pargalayan
glikosidazlarin (Banno & Nozawa, 1985), fosfotlarin uzaklastirilmasini katalizleyen
fosfatazlarin (Rasmussen vd., 1992) ve ozellikle proteinlerin peptid baglarin1 pargalayan
proteazlarin (Banno vd., 1983; Karrer vd., 1993; Kiy & Tiedtke, 1992b; Straus vd., 1992)
varligi literatiirde raporlanmistir. Kiy ve Tiedke (1992b) yiiriittiigii bir biyoreaktor kiiltiir
caligmasinda hiicre sayisi ile salgilanan toplam proteaz aktivitesi arasinda zamana bagl artan
bir ilisgki bulmustur (Kiy & Tiedtke, 1992b). MAK genomu sekanslamasi yapilan 7.
thermophila SB210 rkinin yaklagik 27.000 protein kodlayan geninden 480 tanesinin (%1,8)
cesitli proteazlar1 kodladigi, proteaz kodlayan gen sayisinin genoma oraninin diger canlilarla
karsilastirildiginda gorece az olmasina karsin tiire spesifik gen duplikasyonlarinin olustugu
en genis kiimenin bu proteazlarda bulundugunu raporlanmistir (Eisen vd., 2006). T.
thermophila’nin proteazlar da dahil sekretoma salgiladig1 protein igeriginin susa ve besin
kosuluna (zengin besiyeri veya acglik durumu) bagli degisiklik gosterdigi raporlanmig
(Madinger vd., 2010), bir diger calismada ise Tetrahymena sekretom proteazlari arasinda
sistein proteazlarin olduk¢a cogunlukta oldugu belirlenerek en baskin alti proteaz

kimliklendirilmistir (Herrmann vd., 2006). Tiim bu bilgiler dikkate alindiginda kiiltiir
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Tablo 1.1. T. thermophila'da rekombinant iiretimi sinanmis proteinler

Protein

Insan alkalin fosfataz enzimi

Insan DNaz I enzimi

Plasmodium falciparum GPI-¢apali
sirkumsporozoit (CS) proteini
Ichthyophthirius multifilis yiizey i-
antijeni

Insan serum albumini

HS5NI1 viral hemaglutinin
Plasmodium falciparum'dan sentetik
MSP-1 blok 2 hibrit yiizey antijeni
Anti-CD20 monoklonal antikoru
(rituksimab)

Aminoglikozit 3-fosfotransferaz
HON?2 alt-tipi influenza antijeni NS1
(non-structural 1)

Plasmodium falciparum merozoit
ylizey antijeni C-ucu

Gelistirilmis cyan floresan proteini
(eCFP)

HINTI viral hemaglutinin

H3N2 viral hemaglutinin
Anti-insan transferrin antikoru

Super folder yesil florasan protein

Potansiyel Uygulama Alam

Akut bobrek hasart ve inflamatuar
bagirsak hastaliginin tedavisi

Kistik fibroz semptomlarinin tedavisi
icin kullanilan enzim

Sitmaya kars1 as1 aday1

Tatli su baliklarinin beyaz benek
hastaligina kars1 veteriner asist
Travmada kan hacmini eski haline
getiren insan kan plazma proteini
Pandemik gribe karsi as1 aday1
Sitmaya kars1 as1 aday1

Kanser tedavisi i¢in monoklonal
antikoru
Antibiyotik direnci belirteci

Kus gribine kars1 veteriner agisi

Sitmaya kars1 bir as1 adayinin alt
birimi

Haberci (reporter) protein

Mevsimsel grip asis1 aday1

Mevsimsel grip asis1 aday1

Inhibitér monoklonal antikor

Haberci (reporter) protein

Referans

(Aldag vd., 2011)

(Weide vd., 2006)

(Peterson vd., 2002)

(Gaertig vd., 1999)

(Kiy & Riising, 2005)

(Jayaram vd., 2010)
(Cowan vd., 2014)

(Calow vd., 2016)

(Kahn vd., 1993)
(Zhu vd., 2018)

(Weide vd., 2007)

(Yuvd., 2012)

(M. Hartmann vd.,
2009; Sachse, 2006)
(Sachse, 2006)
(Collins, 2011)
(Yilmaz & Arslanyolu,
2015)

ortamina salgilatilarak iiretimi saglanan heterolog proteinlerin, organizmanin endojen

sekretom proteazlari tarafindan degrede edildigi hipotezi olugmaktadir.
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1.5. Hipotez, Amac ve Ozgiin Deger

Sekretomal proteazlarca zengin olan 7. thermophila’da ticari dneme sahip proteinlerin
dretim verimliliginin dusiikliigii, kiiltiir ortamimna salgilanan proteazlar tarafindan
parcalanmalarindan kaynaklantyor olmasi, bu tez ¢aligmasinin test edecegi hipotez olarak
One siiriilmistiir. Tez calismasinin amact ise sekretomal proteolizden sorumlu proteaz
kodlayict genlerden en az bir tanesinin dogal itk SB210 MAK genomundan silinmesi ile
besiyeri ortaminda (spent culture medium, SCM) goriilen proteolitik aktivite diisiisiiniin
kazein gibi substralara karsi tanimlanmasidir. Hipotezin test edilmesi i¢in amag
dogrultusunda 3 adet deneysel hedef asagida tanimlanmastir;

1) Literatlir incelemesi, biyoinformatik aragtirmalar ile vejetatif biiylime sirasinda
kiiltiir ortamina extraseliiler olarak salgilanan heterolog proteinlerin parcalanmasinda gorev
alabilecegi dngoriilen 5 proteaz geninin belirlenmesi,

2) Belirlenen proteaz genlerinin homolog rekombinasyon veya coDel yaklagimlariyla
SB210 1rk1 makrogekirdek genomundan silinmesi (KO) ile mutant irklarin iiretilmesi, DNA
ve RNA seviyesinde mutantlarin karakterizasyonlariin yapilmasi,

3) Flask ortaminda fiiretilecek KO mutant irklarimin zengin besiyeri iceren ortamda
biiyiitiilerek kiiltiir ortamima salgiladigi proteaz aktivitesisinin kontrol hiicreleri ile
karsilagtirmali belirlenerek tanimlanmasi,

Bu tez ¢alismas1 6ncesi literatiirde proteaz yoksunu Tetrahymena irklarinin endiistriyel

amag ile olusturulmamis olmasi, tezin 6zgiin degerini olusturmaktadir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

Deney protokolleri ve primer dizileri tezin “EKLER” boliimiinde detayli bir sekilde
verilmistir. Kullanilan cihazlar, kitler ve enzimler (marka, siparis numarasi) deney ve/veya

protokoliin ilgili boliimiinde agiklanmistir.

2.1. Flask Ortaminda Biiyiitiilen Dogal Sus SB210’un Sekretomal Proteolitik

Aktivitesinin Belirlenmesi

T. thermophila SB210 susunun besiyeri ortamina salgiladig1 proteazlardan kaynakli
sekretomal proteolitik aktivitesi, ticari bir protein ilag olan Ritiiksimab (Rtm; MabThera) ve
insan serum albiiminin (HSA; EPORON marka eritropoitetin siringalarina raf omriinii
uzatmak amaciyla eklenmektedir) substrat olarak kullanilmasiyla gdosterilmistir. NEFF
zengin besiyeri (50 ml, %0.25 proteoz pepton, %0.25 maya 6ziitii, %0,5 glikoz, 33.3 uM
FeCl3) igeren flaska ~20.000 hiicre/ml olacak sekilde 7. thermophila SB210 1rk1 ekilmis ve
30 °C’de calkalama olmaksizin inkiibasyona (Genhart, Thermo Shaker THO 220)
birakilmistir. inokiilasyondan 3 giin sonra logaritmik faz sekretomu, ertesi giin ise duragan
faz sekretomu, 1000g’de 3 dk santrifiijlenerek (Beckman Coulter Allegra 25R) hiicrelerinden
arindirilmistir. Sekretomun igerdigi proteazlarinin aktivitesi icin 37 pg HSA substrati, enzim
olarak ise 13,25 pl konsantre edilmemis logaritmik veya duragan faz sekretomu karistirilip
30 °C’de 30 dk, 1,5 saat, 3 saat ve 6 saat reaksiyona alinmigtir. Her reaksiyon i¢in ayrica
10uM sistein proteaz inhibitdrii E-64 i¢eren bir reaksiyon tiipii daha hazirlanmistir. Belirtilen
reaksiyon siireleri sonunda ornekler EK-7’de detayli olarak agiklanan glisin-SDS-PAGE
protokoliine gore %15’lik yiiriitme ve %5’lik yiikleme jelinde kosturulmus ve coomassie
boyamasima alimmistir. Gece boyu distile su i¢inde arkaplan boyamasi uzaklastirilarak
(destaining) jeller BioRad Gel-Doc EZ (BioRAD, #1708270) cihazinda goriintiillenmistir.

Rtm substratinin proteolitik degredasyonunun gozlenmesi i¢in de benzer bir senaryo
uygulanmig, ancak sadece konsantre edilmemis duragan faz sekretomu ile reaksiyon
gerceklestirilmistir. Ayrica reaksiyon siiresi 1, 3, 6, 12, 24 ve 48 saat olacak sekilde
genisletilmigtir. Her muamele siiresi i¢in 3 pg Rtm substrat proteini ve 13,5 pl sekretom
ornegi iceren bir ¢ift deney tiiplinden birine 10 uM E-64 inhibitorii, digerine ise esit hacimde

taze NEFF eklenmistir. Belirtilen muamele zamani sonrasinda 6rnekler denatiire edilmeden
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(negatif kontrol hari¢c) EK-7’de detayl1 olarak aciklanan glisin-SDS-PAGE protokoliine gore
%12’lik yiiriitme ve %5’lik yiikleme jelinde kosturulmus ve coomassie boyamasina

alinmistir. Sonrasinda gece boyu arkaplan boyamasi uzaklastirilmis ve goriintiilenmistir.

2.2. Silinmesi Hedeflenen 7. thermophila Sekretom Proteazlarimin Belirlenmesi ve

Biyoinformatik Yaklasimlarla Tanimlanmasi

T. thermophila’da ekstraseliiler ifade edilen proteaz genlerini belirlemek ve bu genler
arasinda KO i¢in bir 6ncelik sirasi olusturmak i¢in agagida belirtilen yontem izlenmistir:

1) Sekretom proteazlar1 kaynakli proteolitik degredasyon bu proteazlar1 kodlayan genlerin
ekspresyon seviyesi ile dogrusal iliskili varsayimi, oldukga olas1 bir durumdur. Yani daha
yiiksek seviyede ifade edilen gen daha fazla proteaz enzimi iiretecegi icin sekretomun
proteaz aktivitesine daha fazla katkida bulunmalidir. Bu nedenle Madinger ve
arkadaslarinin (2010) zengin besiyeri sekretomunda belirledigi sekretomal proteaz
genleri, Tetrahymena Genom Veritabanindan (TGD) indirilmis (Stover, 2006) ve
vejetatif evrenin diigiik, orta ve yiiksek hiicre yogunluklarindaki (LI, Lm, Lh) mRNA
ifade seviyeleri ortalamalarina gore en yiiksekten diisiige dogru siralanmistir (EK-1).

2) Herrmann ve arkadaslar1 (2006) 7. thermophila ekstraseliiler ortamina oldukga fazla
salgilandigin1 saptadigt 6 farkli sistein proteazi TtCypl-6 olarak isimlendirmis, bu
peptidazlarin da mRNA ifade seviyeleri EK-1’deki siralama tablosuna eklenmistir.

3) Miao ve arkadaglar1 (2009) microarray analizi ile belirledikleri siirekli aktif sistein
proteaz genlerini ek tablo olarak yaynlamigtir. Bu listedeki proteazlar TGD’den
indirilmis ve salgilatma sinyal peptidi tasima olasilig1 %50°den yiiksek olan proteazlar
da EK-1’deki tabloya eklenmistir.

4) Birden fazla literatiir kaynaginda raporlanan proteaz genlerine dncelik verilerek mRNA
ifade seviyesi en yliksek olan 5 sekretom proteaz geni KO i¢in seg¢ilmis ve Tablo 2.1°de

bilgileri verilmigtir.
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Tablo 2.1. T. thermophila SB210 irkinin MAK genomundan KO edilmesi igin belirlenen sekretom
proteazlarinin genel bilgileri

Standartisim mRNA ifade  ER sinyal Aminoasit Biiyiikliik TTHERM Referans
seviyesi* dizisi sayis1 (kDa)

CTH34 59088 Var 375 41,5 00628610 (Miao vd., 2009)
CYP6 55563 Var 331 36,4 00760310 (Herrmann vd., 2006;

Madinger vd., 2010;
Miao vd., 2009)
CTH40 55479 Var 341 37,1 00641150 (Madinger vd., 2010;
Miao vd., 2009)
CTH90 33857 Var 324 35,9 00161130 (Madinger vd., 2010;
Miao vd., 2009)
CTH115 31189 Var 324 36,0 00683060 (Herrmann vd., 2006;
Madinger vd., 2010)

Proteaz genlerinin TTHERM numaralari, TGD veritabaninda verilen kimlik
numaralaridir. CTH[numara] ise TGD veritabaninda verilmis olan T7.thermophila gen
isimlendirme kurallarina gore verilen standart gen ismidir (CTH: katepsin) ve bu tez
kapsaminda genleri ifade ederken stantdart isimler kullanilmigtir. TTHERM_00760310 geni
icin veritabaninda herhangi bir standart isim verilmediginden Herrmann ve ark. yayminda
(Herrmann vd., 2006) verilen isme yakin bir isimlendirme yapilmustir. Tlgili proteazlara ait
gen dizilerine TGD veritaban1 ya da NCBI (National Center for Biotechnology Information)
gen veritabanindan ulagilmstir.

EK-1’de siralanan literatiirce saptanmis sekretom proteazlarinin sinyal peptidi
bulundurma olasiliklar1 SignalP-5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk) tahmin programi
yardimiyla belirlenmis ve olasilik >%50 olanlar “sinyal peptidi igerir” olarak
degerlendirilmistir (Almagro Armenteros vd., 2019). Ayrica MUSCLE (Multiple Sequence
Alignment, https://www.ebi.ac.uk) programi kullanilarak bu proteazlar arasinda hem
niikleotid hem de aminoasit dizisi bakimmdan benzerlik analizi yapilmistir (Madeira vd.,
2019). Son olarak silinmesi hedeflenen proteaz genlerinin korunmus motif ve benzerlige
dayali klan, aile ve alt-ailelerinin belirlenebilmesi i¢in aminoasit dizileri Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org)  veritabaninda  blastlanmis, secilen  Tetrahymena
proteazlarinin tanimlanmasi i¢in korunmus motif benzerligi ve ortiisme ylizdesi en yiiksek

olan eslesmeler secilmistir (Waterhouse vd., 2018).
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2.3. Homolog Rekombinasyon Yoluyla Gen Silme
2.3.1. Molekiiler klonlama ve KO vektoriiniin hazirlanmasi

CTH34in Tetrahymena MAK genomundan silinmesi homolog rekombinasyon KO
yontemiyle yapilmistir. Oncelikle KO vektoriine yapilandirmak iizere CTH34 geninin
upstream ve downstream bolgesinden homoloji kollar1 (HK) (sirasiyla 3" homoloji kolu ve 5’
homoloji kolu) dogal sus SB210 genomik DNA’s1 (gDNA) kalip olarak kullanilan PZR ile
iiretilmistir (EK-3.1). 5" HK {ireten primerlerin 5’ u¢larinda Notl ve Sall, 3" HK dizisini lireten
primerlerin ucunda ise Smal ve Kpnl restriksiyon enzim tanima dizileri bulunmaktadir (EK-
8). pCHXR-KO vektorii ile 3'HK fragmenti Smal ve Kpnl ile kesilip CHX direng¢ geninin
hemen ardina gelecek sekilde ligasyon ile klonlanmistir (EK-4.1) (Sekil 2.1). Ligasyon iiriinii
vektor kompetent E. coli DH5a hiicrelerine (InvitrogenTM Subcloning EfficiencyTM DH5a
Competent Cells #18265017) 1s1 soku ile transforme edilmis ve koloni PZR ile pPCHXR-5'HA
vektorlinii iceren bir koloniden, plazmit izolasyonu yapilmistir (Macherey-Nagel,
#740588.50). Elde edilen pPCHXR-5'"HA vektorii Notl ve Sall ile ikinci kez kesilmis ve uglart
ayni enzimle tragslanmis 5" HK, CHX diren¢ geninin hemen Oniine klonlanmistir. Pozitif
transformant bir E. coli kolonisinden plazmit izolasyonu yapilmis ve elde edilen vektor

pCHXR-CTH34KO olarak isimlendirilmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Makrogekirdek homolog rekombinasyon KO vektorii olan pCHXR-CTH34KO 'nun sematik yapist.
Tetrahymena’da homolog rekombinasyona dayalr somatik KO vektérii pCHXR-CTH34KO, CTH34
proteaz geninin KO 'u i¢cin modifiye edilmigtir. AmpR promoter, AmpR, ori ve lac operan dizileri,
vektoriin E. coli’de ¢ogalmasini ve vektorii tasiyan kolonilerin amfisilin direncine dayal segilimini
saglayan bluescript backbone dizisini olusturmaktadir. Kadmiyumla indiiklenen MTTI
promotorunun kontroliindeki mutant RPL36A (ribozomal protein L36A4 mutasyonu) CHX direnci
saglamakta ve BTU2 transkripsiyon terminasyon dizisiye beraber siklohekzamid diren¢ genini
(CHXR) olusturmaktadir. Notl ve Sall restriksiyon enzimleri CTH34 geninin upstream bolgesinden
tretilen 815 b¢ 5° HKy1, Smal ve Kpnl ise ayni genin downstream bélgesinden iiretilen 1469 bg
3’HK 'yt klonlamak i¢cin kullanminigtir. Yesil daireler ilgili HK 'larin PZR amplifikasyonunu saglayan
ileri (F) ve geri (R) primerleri belirtmektedir.

2.3.2. Tetrahymena hiicrelerinin kiiltiirizasyonu, transformasyonu ve secilimi

CTH34 geninin KO’u T. thermophila SB210 (TSC_SDO00703, gall-1/gall-1
[GAL1/GALI; gal-s, VI]) susunda uygulanmistir (https://tetrahymena.vet.cornell.edu). Bu
susun seg¢ilmesinin ilk nedeni MAK genom sekanslamasinin tamamlanmasi ile genom
verisinin mevcut olmasi, ikinci nedeni ise arastirilan diger diger iki susa kiyasla zengin
besiyerinde bulunan sekretom proteaz sayisinin goérece daha az olmasidir (Madinger vd.,
2010). Boylece KO edilen genin sekretomal proteolize katkisinin daha kolay gozlenebilecegi
diistintilmistiir. KO vektorii transformasyonu oncesi hiicreler 50 ml NEFF zengin besiyeri
iceren flaskta 30 °C’de ¢alkalama olmaksizin 1 milyon hiicre/ml yogunluga gelene kadar

bliylitiilmiistiir. Sonrasinda santrifiijleme yoluyla (1000g, 3dk) hiicreler ¢oktiiriiliip
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siipernatant bosaltilmig ve iizerine ~50 ml aclik tamponu (50 mM tris-HCl pH 7,4)
eklenmistir. Hiicreler aglik tamponunda bu sekilde 2 giin inkiibe edilmistir. Olusturulan
konstraktin SB210 hiicrelerine transformasyonu biyolistik silah (PDS-1000/He Particle
Delivery System, Biorad, 165-2257) ile literatiirde uygulanan rutin protokole gore
gerceklestirilmistir (Cassidy-Hanley vd., 1997) (EK-5.1). Transformasyondan hemen sonra
taze NEFF besiyeri eklenen transformant hiicrelere 3 saat sonra 4,5 pg/ml CdCl, eklenmis
boylece CHX direng geni ifadesi tetiklenmistir. 24 saat sonra bu kiiltiiriin 3 ml’si 6-kuyulu
tabaga alinarak 15 pg/ml CHX antibiyotigi (Serva, 15212) eklenerek inkiibasyona alinmustir.
Antibiyotikli hiicre kiiltiirii her bir kuyusuna 100 pl gelecek sekilde 96-kuyulu tabaga
dagitilmistir (toplam 24 kuyu). Takip eden 3 giin boyunca kuyular kontrol edilmis ve canli
kalarak-cogalan transformant kolonilere yaklasik her 2 giinde bir artan CHX ve azalan CdCl
konsantrasyonlarinda besiyeri ile periyodik pasajlama yapilmistir. Antibiyotik baskisiyla
yonlendirilen fenotipik ayrisma (yaklasik 20 giin veya 100 boliinme) sonucu MAK
genomunda hi¢ CHX diren¢ gen kaseti tasimayan (dogal alel bakimindan sabitlenmis)
hiicreler CHX baskisinda 6lmekte, sadece direng genini heteroploid ya da homoploid tastyan
hiicreler hayatta kalmaktadir (Boliim 1.3). Bu nedenle MAK genomunda CHXR geni
bakimindan sabitlenen hiicreleri heteroploidlerden ayirabilmek i¢in 240 pg/ml CHX ve 0,05
pg/ml kadmium baskisinda ¢ogalan kolonilerden tek hiicre izolasyonu yapilarak “tek hiicre
klon hatlar1” olusturulmustur. 45ploid MAK genomunda proteaz geni kopyalarininin timii
silinen KO tek hiicre klonlarinin belirlenebilmesi i¢in secilen klonlardan genomik DNA

izolasyonu yapilmistir (EK- 2).

2.3.3. Tek hiicre klonlarinin KO karakterizasyonu

Elde edilen genomik DNA’lar Sekil 2.2°de deneysel tasarimi sematize edilen 3 primerli
PZR analizi i¢in kalip olarak kullamlmistir. Ug primerli PZR, poliploid MAK ’taki CHXR
kopya sayisinin CTH34 kopya sayisina oranini géstermesi i¢in ileri primerin 5'"HK’dan, geri
primerlerden birinin CTH34 ve digerinin ise CHXR geni i¢inden tasarlandig1 bir KO kontrol
yontemi kullanilmistir (EK- 3.2). MAK’ta CTH34 lokusunun bulundugu minikromozom
kopyalarinda hangi varyant daha yliksek sayidaysa o varyanttan iiretilen PZR {iriiniiniin

agaroz jelde daha yogun bir bant vermesi prensibine dayanmaktadir. Béylece PZR sonucunda
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817 bg biiyiikliiglinde olan CHXR iiriinii ile 643 bg biiyiikliigiinde olan CTH34 iiriin bant
yogunluklari karsilagtirilip MAK taki kopya sayilari hakkinda degerlendirme yapilabilmistir.
Bu amagla 240 pg/ml CHX baskisi sonucunda klonlarin genomik DNA’lar1 kontrol edilmis
ve iki PZR {iriiniiniin de bant yogunluklariin esit oldugu goriilmesi lizerine artan antibiyotik
baskistyla pasajlama iglemine 720 pg/ml CHX konsantrasyonuna kadar devam edilmistir.
Tekrar genomik DNA izolasyonu yapilan tek hiicre klonlar1 3 primerli PZR analizine alinmig
ve tim klonlarda CTH34 bant yogunlugunun hala belirgin derecede yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle CHX konsantrasyonu hiicrelerin dayanabildigi maksimum
konsantrasyon olan 1080 pg/ml’ye kadar arttirilmis, bu siirecte hiicre kiiltiirleri oldukca
yavag proliferasyon gosterdigi i¢in pasajlanma siiresi 1 haftaya kadar ¢ikmistir. Son CHX
konsantrasyonundan (1080 pg/ml) elde edilen klonlardan izole edilen genomik DNA’lar
ticiincii kez 3 primerli PZR ile kontrol edilmistir. MAK genomunda dogal alelin kopya
sayisinin en az goriindiigli iki CTH34KO klon hatt1 sonraki ¢aligmalarda kullanilmistir.

CTH34 gen ifadesinin analizi i¢in sonraki adimda CTH34KO hatlarindan RNA izolasyonu

643 be

CTH34-F CTH34-R Proteaz kopyasi

1000 v 2000i 3000i 4000i

L IR | CEEL |

817 be

CTH34-F CHXR-R KO kopyasi

2000i = 4000i 6000i

CHXR | CTH34 37K |

Sekil 2.2. Poliploid MAK genomunda CTH34 geni kopya sayisiyla CHXR direng geni kopya sayisini
karsilastirmak icin tasarlanan 3 primerli PZR ¢alisma mekanizmasi. Siyah ¢ift ¢cizgiyle temsil edilen
DNA zinciri iizerinde CTH34 proteaz geni (kuirmizi), pCHXR-CTH34KO vektoriine klonlanan
homoloji kollari (agik mavi) ve CHXR antibiyotik diren¢ geni (mavi) gésterilmistir. Hem genomda
hem de vektorde ortak olan 5' HK ya spesifik tasarlanan ileri primerin (CTH34-F), CTH34 genine
spesifik tasarlanan geri primer (CTH34-R) ile verdigi PZR iiriinii (643 bg) kirmizi ¢izgiyle, direng
genine spesifik tasarlanan geri primer (CHXR-R) ile verdigi PZR iiriinii (817 bg) mavi ¢izgiyle
belirtilmistir. 3 primerin de dahil edildigi PZR sonucu hangi iiriin jelde daha yogun bant gériintiisti
olusturmussa kalp olarak kullanilan gDNA da o genin (KO kopyast ya da proteaz kopyasi) kopya
sayisi daha fazla demektir.
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yapilmis (NEB, #T2010), izole edilen RNA’larin 2000 ng’indan sentezlenen komplementer
DNA’lar (cDNA) (Thermo Scientific, #K1621) PZR i¢in kalip olarak kullanilmistir (EK- 6).

Secilen KO hatlarin MAK genomunda CHXR direng geni bakimindan homoploid olup
olmadigi incelenmistir. Bunu i¢in H1 ve H3 tek hiicre KO klon hat hiicreleri CHX antibiyotik
baskis1 olmadan 4 hafta boyunca 48-kuyulu tabakta 2-3 giinde bir taze NEFF besiyerine
pasajlanmistir (10 pl hiicre, 500 pl besiyeri). Bu siire boyunca H1 ve H3 KO mutant hat
hiicrelerinde az sayidaki CTH34 alel kopyasi (1-5 kopya) kalmis ise artik antibiyotik baskis1
kalkmis oldugu i¢in alt pasajlarda dogal CTH34 geni lehine ilerleyen fenotipik ayrigma
sonucu proteaz aleli artmig hiicreler olusacak, boylece popiilasyonda CTH34 proteaz aleli
tekrar ~45 kopya seviyesilerine ¢ikmasi s6z konusu olacaktir. Pasajlama esnasinda 1 aylik
stirenin her haftas1 alinan hiicre 6rneklerinin genomik DNA’s1 3 primerli PZR ile MAK
CHXR/CTH34 kopya miktarlar1 bakimindan analiz edilerek karsilastirilmistir.

Son olarak, Tetrahymena’da rutin uygulanilan sivi nitrojende hiicre dondurma
sonrasinda KO hatlar tekrar canlandirilirken CHX baskisinin gerekliligi arastirtlmigtir.
Bunun i¢in CTH34KO hatlardan birer tlip hiicre canlandirilmis (EK- 7.2), canlandirma
isleminden 4 giin sonra kiiltiirlerden 500 pl alinip her biri 5 ml NEFF igeren 12-kuyulu tabaga
2 tekrarli olarak inokiile edilmistir. Tekrarlardan birine 240 pg/ml konsantrasyonda CHX ve
0.05 pg/ml CdCl> eklenmis digerlerine antibiyotik eklemesi yapilmanmustir. inokiilasyondan
4 giin sonra CHX i¢ermeyen kuyulardan 5 giin sonra ise CHX’li kuyulardan genomik DNA
izolasyonu yapilmis ve 3 primerli PZR’de kalip olarak kullanilmasiyla canlanma sirasinda

eklenen antibiyotik baskisinin MAK CHXR/CTH34 kopya miktarlarina etkisi belirlenmistir.

2.4. Co-Delesyon Yoluyla Gen Silme
2.4.1. Molekiiler klonlama ile KO vektoriiniin hazirlanmasi

CTH34 proteaz geninin homolog rekombinasyonla MAK genomundan silinmesi
beklenenden daha uzun siirdiigii i¢in kalan 4 proteaz geninin KO’u coDel yontemiyle (Bolim
1.3) gergeklestirilmistir. Her bir hedef gen icin coDel vektorii hazirlanirken dncelikle PZR
yontemiyle genlerin iginden ~800-1000 bg biiyiikliigiinde DNA hedef dizileri tiretilmistir
(EK- 3.3). Gen i¢inden iiretilecek bu dizilere spesifik primer ¢iftlerinin 5’ u¢larina, liretilen

sekanslarin coDel vektoriine (pMcoDel) entegrasyonu i¢in gerekli Gibson assembly
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homoloji dizileri eklenmis (Gibson vd., 2009) (EK- 8) ve Notl ile IES bolgesi kesilerek agilan

pMcoDel vektoriine her bir gen dizisi Gibson assembly yontemiyle entegre edilmistir (Sekil

2.3).

/
(9462) NotI

=
e 1

7 0\
yd S npR promoter
V4 &
Vi <
/

pMcoDel

15.210 bp pMcoDel-CYP6KO

16.309 bp

Sekil 2.3. pMcoDel coDel KO vektoriiniin sematik yapisi ve gen dizi par¢alarinin klonlanma konumu. Vektor

rDNA mini kromozom formunda olup 178, 26S ve 5,85 rDNA genleri ile KO hedef dizinin klonlandig

transformantlarin  paramomisin direnci géstermesine neden olmaktadir. Vektoriin E. coli’ye
transformasyonu ve vektor amplifikasyonu icin gerekli elementler (AmpR promotoru, AmpR direng
geni, ori) CBS dizileri arasinda bulunmaktadir. CBS’ler vektoriin transformasyon sonrasinda bu
bolgelerden tammip kirilarak lineer hale gelmesini ve telomer eklenmesiyle rDNA minikromozom
benzeri bir yapt kazanmasin saglamaktadir. A) pMcoDel vektoriiniin herhangi bir eklenti (insert)
olmaksizin yapisini gostermekte olup IES dizisi ortasinda Notl tanima bolgesi icermektedir. B) Hedef
gen dizisi Notl kesim bélgesinden Gibson assembly yontemiyle vektore entegre edilmekte ve boylece
1ES dizisi arasina yerlesmektedir (CYP6 hedef dizisi ile temsil edilmistir).

Tablo 2.2. coDel yontemiyle Tetrahymena MAK genomundan silinmesi hedeflenen proteaz genleri. Gen

biiyiikliigii, KO edilecek genin niikleotid sayisini verirken hedef dizi biiyiikliigii, pMcoDel vektériine
klonlanmak iizere iiretilen hedef sekansin niikleotid sayisini belirtmektedir.

KO edilen gen Hedef dizi biiyiikliigii (bc) Gen biiyiikliigii (bc) Vektor ismi

CYP6 1103 996 pMcoDel-CYP6KO
CTH40 995 1026 pMcoDel-CTH40KO
CTHI90 821 1419 pMcoDel-CTH90KO
CTH115 819 975 pMcoDel-CTH115KO
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2.4.2. T. thermophila SB210 susunun star A*III susu ile caprazlanmasi

Tetrahymena’da homolog rekombinasyon KO yontemine gore hedef genin coDel
yaklagimiyla silinmesi daha kisa siirede gerceklesmekte fakat IES eliminasyonunun
konjugasyon sirasinda olmasi, yontemin konjugatif hiicre hazirlama ve uygulama siirecini de
icermesini gerektirmektedir. Bu durum ise uygulanabilirlik agisindan daha fazla organizmal
uzmanlik gerektigi anlamina gelmektedir. Tetrahymena Stok Merkezinden satin alinan
SB210 susu VI c¢iftlesme tipine sahiptir. Bu nedenle ancak farkli ¢iftlesme tiplerine sahip
B2086 ve CU428 gibi farkli bir sus ile konjugasyona alinabilmektedir. Fakat Madinger ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada zengin besiyeri ortamina salinan proteinlerden
olusan sekretom igerigi proteazlar da dahil suga bagh farkliliklar icermektedir (Madinger vd.,
2010). Bu nedenle coDel ile elde edilen KO mutant klonlarinin hem SB210 susundan
tiiretilen homolog rekombinasyon KO mutant CTH34-KO klonu ile hem de pozitif kontrol
olarak kullanilacak SB210 susu ile karsilastirmali final proteolitik aktivite
karakterizasyonlarin yapilabilnesi igin SB210 susundan farkli ciftlesme tipine sahip fakat
tiim genomu homozigot (alelik genetik yapis1 ayn1 olan) kardes klonlarin tiretilmesine ihtiyag
vardir. Bu amagla SB210 ki ile STAR A*IIl hatt1 ¢aprazlanmistir. Ciftlesme tipinin
belirlenmesi epigenetik regiilasyon ile fenotipik ¢esitlenmeye bagli oldugu i¢in (A. M. Elliott
& Hayes, 1953; Nanney & Caughey, 1953) bu ¢aprazlama sonucu olusan kardes karyonidler
aynt genotipe sahipken  eseysel olgunluga ulastiklarinda farkli ¢iftlesme tipleri
goriilebilmektedir.

SB210 ve A*III (TSC_SDO00015) hiicre hatlar1 1’er ml NEFF igeren 24-kuyulu tabaga
ekilip 1 giin 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin her iki kiiltiir de steril eppendorf
tiiplerine transfer edilip santrifiijlendikten (3000g, 3 dk) sonra siipernatant bosaltilip 1 ml
aclik tamponu eklenmis ve hiicreler tekrar kuyulara transfer edilmistir. 2 giin boyunca 30
°C’de aglikta birakilan SB210 ve A*III hiicre kiiltiirleri her birinden 150 pl alinarak bagka
bir kuyuda karistirilip ayni kosullarda konjugasyona alinmistir. Hiicreler karistirildiktan ~4,5
saat sonra ¢ift olusturan hiicreler gézlenmis ve 8 ¢ift izole edilmistir (1. tur ¢iftleri). izole
edilen giftler 1. tur sonrasinda birbirinden ayrilmis ve boliinmeleri i¢in NEFF besiyerine (200
ul) alimmus, 2 giin 30 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Daha 6nce yapildig: gibi tekrar agliga

alinan hiicrelerin her 4 saate bir gozlenerek c¢ift olusumu saglanmistir (2. tur) ve eslesen
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hiicrelerden yaklasik 8 saat sonra her 1. tur ¢iftinden 2-4 ¢ift olmak {izere ciftlesen hiicre
izolasyonu yapilmustir (2. tur ¢iftleri). izole ¢iftlere 200 ul NEFF besiyeri eklenmis eseysel
olgunluga ulasana kadar (~2-3 hafta) periyodik olarak giinliik taze besiyerine pasajlanmaistir.
Sonrasinda her 2. tur ¢iften tiiretilen kardeslerden 2-4 tek hiicre izolasyonu yapilmis, izole
edilen hiicreler 96-kuyulu tabakta yeterince ¢ogaltildiktan sonra her bir klon kiiltiir 5 ml
NEFF igeren cam tiiplere stoklanmistir.

Elde edilen tek hiicre klonlar1 farkl: ¢iftlesme tiplerine sahip oldugundan konjugasyona
girebilen (ergenlige ulasmis) klonlarin belirlenmesi icin her bir klon 1 ml NEFF igeren 24-
kuyulu tabaga ekilmis ve 2 giin ayni kosullarda boliinmeye birakilmistir. Cogalan tek hiicre
klonlar1 aglik tamponuna alinmis ve 2 giin de aclikta inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon
sonrasinda hiicreler kendileri hari¢ diger kardes hiicre kiiltiirleriyle 96-kuyulu tabakta esit
hacimlerde karigtirilmis ve 1 ila 2 saate bir konjugasyon yapip yapmadiklar1 4 ile 10. saatler
aras1 gozlenmistir. 10. saatin sonunda konjugasyon goriilmeyen kuyulardaki hiicreler igin
“hiicre klonlarindan en az biri heniiz eseysel olgunluga ulagsmadigindan veya karigtirilan
klonlar ayni ciftlesme tipine sahip oldugundan dolay1 konjugasyona girmedi” sonucuna
varilmistir.

Bagka bir klon hattiyla konjugasyona girebilen hiicreler i¢in 500 ul NEFF igeren 24-
kuyulu tabaga ekim yapilmis ve hiicreler 2 giin boliinmeye birakilmistir. Daha sonra, ¢cogalan
kiiltiirlerin 250 ul’si, 250 pl 2-deoksigalaktoz (5 mg/ml) (Alfa-Aesar, S25E026) ile
karigtirtlmistir. A*II1 ile 2 tur konjugasyonu da basarili bir sekilde tamamlayan hiicreler 2-
dgal diren¢ geni iceren MIK’ten gelistirilen MAK’a sahip olduklar i¢in 2-dgal’e direng
gostermekte, bu hiicreler bu nedenle 2-dgal eklendikten 4 giin sonra ¢ogalan direngli hiicre
kolonilerinin varligi ile ayirt edilmektedir. Bu tiim genomu homozigot kardes (2-dgal direngli
homokaryon) hiicre soylar1 SB210/2dR olarak isimlendirilmistir. 4 klon hatt1 (SB210/2dR 1,
SB210/2dR2, SB210/2dR 10 ve SB210/2dR11) se¢ilmis sonraki coDel KO konjugasyonunda
kullanilmak tizere stoklanmistir (EK- 7.1).

2.4.3. Tetrahymena hiicrelerinin kiiltiirizasyonu, coDel transformasyonu ve se¢ilim

Genomik dislama ¢aprazlamasiyla SB210 susunun soyundan elde edilen SB210/2dR 1
ve SB210/2dR10 hatlar1 50 ml NEFF iceren ayr1 iki flaska ekilmis en az 400.000 hiicre/ml
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yogunlugu gelene kadar (yaklasik 2 giin) 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Yeterli hiicre
sayisina ulasan hiicre kiiltiirleri 50 ml aglik tamponuna alinmis ve 2 giin de aglikta
birakilmigtir. Konjugasyon i¢in acliktaki hiicre sayilar1 thoma (Labart, 1/10 mm) sayimiyla
belirlenmis ve iki kiiltiir esit sayida, toplamda 40 milyon hiicre/ml olacak sekilde steril 1000
ml flaskta karistirilmis ve 30 °C’de ¢alkalama olmaksizin inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler
karistirildiktan ~4 saat sonra mikroskop altinda belirli bir alandaki ¢ift olusturan hiicreler ile
tek hiicreler sayilmus, ciftleri olusturan hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina boliimmesiyle
ciftlesme verimi hesaplanmistir (Lu & Wolfe, 2001). Ciftlesme verimi>%80 sart1
saglandiginda konjugasyonun 7. saatinde biyolistik transformasyon EK-5.2’de agiklandig1
gibi gerceklestirilmistir. Toplamda 4 konstrakt icin 4 atis yapilmis ve her atista 10 milyon
hiicre kullanilmistir. Transformasyon sonrasinda gece boyu aglik tamponunda birakilan
transformantlarin 2,5 ml’sine 2,5 ml 2X NEFF eklenmis, 3-4 saat 30 °C’de inkiibe edilmis ve
ardindan 100 pg/ml paramomisin eklenmistir. Antibiyotik se¢ilimini tamamlayan pozitif
transformant kolonileri 1 hafta daha rutin bir sekilde pasajlanip genomik DNA izolasyonu

icin 2 ml NEFF iceren 12 kuyulu tabaga inokiile edilmistir.

2.4.4. Tek hiicre klonlarinin KO karakterizasyonu

Pozitif transformant kolonilerden elde edilen genomik DNA’lar coDel KO kontrolii
icin kurulan PZR’de kalip olarak kullanilmistir. Silinmek istenen proteaz lokuslarinda
goriilen DNA eliminasyonunu kontrol etmek i¢in tasarlanan PZR’de ileri ve geri primerler
vektore klonlanan hedef DNA dizisine ~1000 baz uzakliktaki upstream ve downstream
bolgelerinden tasarlanmistir. PZR sonucu iiretilen {iriin bandi hedef lokusta delesyon oldugu
durumda daha kiigiik iken herhangi bir delesyon olmadiginda hesaplanan biiyiikliikte
goriilmektedir (Sekil 2.4) (EK- 3.4). Baz1 durumlarda PZR sonucunda hem delesyondan
kaynakl1 kiiclik bant hem de hesaplanan biiyiik bant goriilmektedir (Hayashi & Mochizuki,
2015). Bu durum paramomisin direngli transformantlarin makrogekirdegindeki hedef gen
45ploid kopyasinin bazilarinda coDel ile DNA eliminasyonu ger¢eklesirken bazilarinda
eliminasyon gerceklesmemis olarak yorumlanmistir. Bu nedenle paramomisin direngli
kolonilerde hesaplanandan daha kiigiik bir PZR iiriinii goriildiigii taktirde bu kolonilerden tek

hiicre klonlar1 olusturulmus ve klonlardan elde edilen genomik DNA’lar tekrar kontrol
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primerleriyle PZR’ye alinmigtir. Hedef proteaz sekansina ait tiim MAK kopyalarinin silindigi
klon hatlar (yani gen dizi biiylikligi hesaplanan PZR bandi goézlenmeyen klonlar)
isimlendirilip sonraki ¢aligmalar i¢in stoklanmistir.

MAK genomunda 45 kopyanin tam delesyonu gézlemlenen KO klonlar belirlenmis
ve 1 ml NEFF iceren 24-kuyulu tabaga ekilmistir. 2 giin siiren inkiibasyon sonrasinda RNA
izolasyonu yapilmis ve izole edilen RNA’lar KO klonlara ait cDNA sentezi i¢in kalip olarak
kullanilmistir. KO genlerine ait ekspresyon seviyesinin tayini, elde edilen cDNA’larin kalip
olarak kullanildig1 PZR ile belirlenmistir (EK- 6). Boylece KO hatlardaki coDel ile silinen
proteaz genlerinin ekspresyon seviyeleri dogal sus SB210 ile karsilastirilmistir. Silinen her
gen i¢in, KO edilen gen ifadesinin olmadig1 veya minimum oldugu bir KO hat se¢ilmis ve
sekretomal proteolitik aktivite ¢calismalarina bu hatlar ile devam edilmistir.

Silinen proteaz genlerinin tiim kopyalariin MAK’tan elimine edildiginden emin
olmak i¢in KO hatlar 1 ay boyunca paramomisin olmaksizin NEFF iceren cam tiiplerde
muhafaza edilmistir. Bu esnada vejetatif boliinmeye devan eden hatlarda eger silinen genin
dogal kopyasi varsa bu kopyanin fenotipik ayrigsma sonucu kiiltiirdeki baz1 hiicrelerde sayica
artmasi (recovery) beklenmektedir. Bu durumda “check” primerleriyle yapilan PZR
sonucunda sadece beklenen mutant dizi iiriinii degil hesaplanan gen kontrol {iriin biiytikliigi
de jelde gozlenmektedir. Bu nedenle 1 ay NEFF iceren cam tiipte muhafaza edilen KO hatti
kiiltiirlerinden genomik DNA izolasyonu yapilmis ve EK- 3.4’deki protokole goére PZR

kurulmustur.
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|coDeICYP6check-F |coDeICYPG—F coDelCYP6-R coDelCYP6check-R
2000/ 3000/ 40007 50001~
[ CYP6 geni >
B

KO i¢in hedeflenen Hedef sekans biiyiikliigii Hesaplanan PZR Delesyon kaynakh

proteaz geni (bg) kontrol iiriinii beklenen PZR kontrol
biiyiikliigii (b¢) iiriinii bityiikliigii (b¢)

CYP6 1103 3331 2228

CTH40 995 2938 1943

CTH90 821 2981 2160

CTH115 819 1905 1086

Sekil 2.4. T. thermophila MAK genomundan silinmesi hedeflenen proteaz genleri icin tasarlanmis coDel PZR
kontrol deney tasarimi. A) coDel KO igin hedeflenen genin (CYPG6) ve bu geni icerece sekilde iiretilip
pMcoDel vektoriine klonlanan DNA sekansinin siyah ¢ift ¢izgi ile temsil edilen MAK genomundaki
yerlesimi gosterilmistir. I¢ kisumdaki spesifik primerler hedef sekanslarin PZR ile iiretimini
saglarken geni ¢evreleyen “check” primerleri, PZR kontroliiyle beklenen DNA eliminasyonunun
gerceklesip gerceklesmedigini gostermektedir. Hesaplanan PZR iiriinii kontrol biiyiikliigii (bg), hedef
sekansin elimine edilmedigi durumda elde edilecek olan PZR iiriiniiniin boyutunu belirtmektedir. B)
Hedef genler icin hesaplanan ve beklenen PZR kontrol iiriinii bant biiyiikliikleri verilmigtir.

2.5. Proteaz KO Tetrahymena Hatlarinin Flask Ortaminda Biiyiime Egrilerinin

Cikarilmasi

Oncelikle flask ortaminda hiicre kiiltiirii cogalmas1 sirasinda 7. thermophila hiicre
sayist ile 600 nm’de OSlgiilen optik yogunluk (optical density, OD) arasindaki korelasyon
belirlenmistir. Spektrofotometrik OD600 6l¢iimii bakteriler i¢in uygulanan rutin bir hiicre
konsantrasyonu tayin yontemi olup Tetrahymena’da Ozellikle toksikoloji caligmalarinda
siklikla kullanilmaktadir (Dirghangi & Pagani, 2013; Mar vd., 2020; Xu vd., 2002). OD600-
hiicre sayisi/ml standart egrisinin olusturulabilmesi i¢in 50 ml NEFF igeren flaska 6n
kiiltiirden (starter) ~50.000 hiicre/ml olacak sekilde SB210 ekimi yapilmis ve hiicreler
calkalama olmaksizin 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Zamanla biiyiimeye devam eden
kiiltiirlin belirli saatlerinde (0, 8, 24, 32, 48, 56 ve 72. saat) Thoma lam1 kullanilarak hiicre
sayimi1 ve mikrotabak okuyucu (microplate reader) ile ayni saate ait 3 tekrarlt OD600 6l¢iimii
yapilmgtir. Olgiim alman saatlerdeki sayilan hiicre sayisina karsilik gelen OD600 degerleri

kullanilarak standart egri olusturulmustur.
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On kiiltiir olarak 10 ml NEFF igeren flasklara ekilen proteaz KO hatlar ve SB210, iki
giin boyunca 30 °C’de c¢alkalama olmaksizin inkiibasyona birkilmistir. Sonrasinda Thoma
lamiyla hiicre sayimi yapilan her bir hiicre kiiltiiriinden 50 ml NEFF igeren flasklara ~50.000
hiicre/ml yogunlukta olacak sekilde ekim yapilmig ve ayni kosullarda inkiibe edilmistir.
Hiicre kiiltiirleri biiyiimeye devam ederken belirli saatlerde (0, 8, 24, 32, 48, 56 ve 72. saat)
mikrotabak okuyucuyla OD600 6lgiimleri alinmis ve bu degerler daha dnce yapilan standart
egri formiilii kullanilarak hiicre sayist hesaplamasinda kullanilmistir. Birbirinden bagimsiz
olarak 3 kez tekrar edilen Olglimler sonucunda KO hatlarin dogal sus ile karsilagtirmali
bliylime egrisi grafigi olusturulmustur. Biiyiime egrisinde 48. saat dis ortam Orneklerinin

alindig1 saat olarak belirlenmistir.

2.6. T. thermophila KO Hatlardan Alman Dis Ortam orneklerinin in vitro
Sekretomal Proteolitik Aktivite Analizi

2.6.1. Sekretom orneklerinin konsantre edilmesi

Secilen 7. thermophila proteaz KO hatlar1 ile SB210, baslangi¢ hiicre sayisi ~50.000
hiicre/ml olacak sekilde 50 ml NEFF igeren flasklara ekilmis ve 48. saate kadar
biiytitiilmiistiir. Sonrasinda steril 50 ml falkon tiipe transfer edilmis ve 1100 g’de 4 dk
santrifiijlenerek hiicre peleti ¢oktiiriilmiistiir. Alinan 40 ml dis ortam, tiipiin toplam hacmi 15
ml oldugu i¢in 15+15+10 ml hacimlere boliinerek 10 kDa limitli ultrasantrifiij tiipleriyle
(Millipore Ultracel-10, UFC901024) 4000 g’de 250-300 pl’ye kadar konsantre edilmis ve
konsantrant ayr1 bir tlipte toplanmistir. Ardindan tiim konsantrantlar ultrasantrifiij tiipiine
yiiklenmig, 2 kez 11 ml 1X PBS tamponuyla yikanmis ve 1X PBS ile 1 mlye
tamamlanmistir. Boylece SB210 ve KO hatlardan alinan 10 kDa {iizerindeki sekretom
proteinleri 40 ml’den 1 ml’ye 40 kat konsantre edilmis ve 100’er ul’lik hacimlere boliinerek

(alikotlanarak) -80 °C’de muhafaza edilmistir.

2.6.2. Konsantre edilmis sekretom proteazlarinin proteolitik aktivitelerinin

karsilastirmah belirlenmesi

Flde edilen SB210 ve KO hatlara ait sekretom Orneklerinin Oncelikle Bradford

yontemiyle konsantrasyonlari belirlenmistir. Bunun i¢in diiz tabanli 96-kuyulu tabakta 250
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ul bradford reaktifi (Sigma, B6916) iizerine 5 pl sekretom 6rnegi eklenmis ve 10 dk oda
sicakliginda horizontal calkaliyicida inkiibe edilip 595 nm’de absorbans Ol¢iilmiistiir (3
tekrarli). Konsantrasyon 6l¢iimiinden sonra tiim sekretomlar 0,05 mg/ml’ye seyreltilmis ve
20 ul’si (toplam 1 pg protein) 6X 6rnek yiikleme tamponuyla karistirilip %12°lik SDS-PAGE
jeline yiiklenmistir (BSA 100 ng yiiklenmistir). EK-7.2°de verilen protokole gore kosturulan
jeller kisa giimiis nitrat boyamasina (Chevallet, Luche ve Rabilloud, 2006) ya da coomassie
G-250 boyamasina (EK-7.2) alinmistir

SB210 ve KO 1rk sekretomlarinin protein konsantrasyonlar1 0,01 mg/ml’ye esitlenip
Pierce kolorimetrik proteaz aktivite kitiyle (Thermo Scientific, #23263) proteolitik aktivite
analizine alinmistir. Kit protokoliine uygun sekilde 50 pl sekretom 6rnegi 4 tekrarli sekilde
diiz tabanl1 96-kuyulu tabaga eklenmis ve bu kuyulardan ii¢ii tizerine 100 pl siilsinile kazein
(2 mg/ml), bir kuyuya ise ayn1 hacimde 1X PBS ilave edilmistir (Blank). Plate 20 dk 30°C’de
inkiibasyona birakilmig, ardindan 50 ul TNBSA c¢alisma soliisyonu eklenmis ve oda
sicakliginda 20 dk inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbans (Asso) Ol¢iimii yapilmistir
(Epoch 2 microplate reader, BioTek). Blank A4so degeri, sekretom orneklerinin ortalama A4so
degerlerinden ¢ikarilarak AA4so degerleri hesaplanmistir. Sekretom proteaz aktivite deneyi
bagimsiz 3 tekrar ile yinelenmis ve SPSS’de one-way ANOVA analiziyle istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Sekretomlar ve siiksinile kazein reaksiyon karigimlarinin 10 pl’si
absorbans Ol¢limiinden sonra ayr tiiplere alinmis, 2pl 6rnek yiikleme tamponuyla (6X)
karigtirilip %18’lik glisin SDS-PAGE jeline yiiklenmistir (EK-7.2). Elektroforez sonrasi
jeller Coomassie boyamasina alinmis ve goriintiilenmistir. Siiksinile kazein ile 30 dk ve 40
dk inkiibasyon goriintiileri i¢in de ayni prosediir uygulanmis, sadece 30°C’deki inkiibasyon

stireleri uzatilmstir.
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3. BULGULAR

3.1. Flask Ortaminda Cogaltilan SB210 Irki Hiicre Kiiltiiriinden Aliman Kiiltiir
Ortammin Rtm ve HSA Substratlarina Kars1 Gosterdigi Sekretomal Proteolitik
Aktivite

T. thermophila hiicre kiiltiiriiniin vejetatif biliylime silirecinde SCM’ye salgiladig:
proteazlardan kaynaklanan sekretomal proteolitik aktivite, insan serum albiimini (HSA) ve
kanser ilact monoklonal antikor ritiiksimab (Rtm) proteinlerinin substrat olarak kullanildig1
birbirinden bagimsiz iki proteolitik degredasyon deneyi ile arastirilmistir. Sekretom
proteazlarindan kaynaklanan proteolitik aktivite, logaritmik faza kiyasla duragan fazda daha
fazladir (Sekil 3.1). 37 ug HSA substratinin kullanildig1 deneyde her iki fazda da ilk yarim
saatte gozle goriliir bir proteoliz gézlenmis, Sekil 3.1°de yesil ok ile gosterilen yaklasik 66
kDa biiyiikliigiindeki substrat, kirmiz1 oklar ile gosterilen 25 ve 35 kDa biiyiikliiglinde iki
biliylik pargaya aymrmistir (Sekil 3.1, 3, 5, 7 ve 9. kuyular). Sistein proteazlarin geri
doniislimsiiz inhibitorii olan E-64’lin eklendigi logaritmik ve duragan faz sekretomu iceren
orneklerde ise degredasyon neredeyse tamamen inhibe edilmis, sekretom eklenmeyen negatif
kontrol (1. kuyu) benzeri pargalanmamis bir protein bandi gozlenmistir (Sekil 3.1, 2, 4, 6 ve
8. kuyular).

Anti-kanser monoklonal antikor ilact olan Rtm’nin substrat olarak kullanildig: ikinci
deneyde ise E-64’lin eklenmedigi reaksiyon sartlarinda 250 kDa protein marker bandinin
iistiinde kalan Rtm dimeri (koyu yesil) ile 130-250 kDa arasinda kalan Rtm monomeri (agik
yesil) sekretom proteazlari tarafindan 12 saatte biiylik oranda parcalanmis, 24. saate kadar
ise neredeyse tamamen yok edilmistir (Sekil 3.2-A). Kirmiz1 oklar ile gdsterilen ~25 kDa ve
<25kDa biiyiikliiglindeki protein bantlari ilk 6 saatte goriillmezken 9. saatten 48. saate kadar
giderek artan bir yogunlukta protein bandina doniismesi, bu proteinlerin Rtm’nin
parcalanmasi ile olustugunu desteklemektedir. Reaksiyon ortamina E-64 eklenmesi Rtm’nin
parcalanmasini tamamen durdurmasa da 48. saate kadar 6nemli derecede azaltmis, kirmizi
oklar ile gdsterilen Rtm pargalarinin yogunlugunu da oldukea diistirmiistiir (Sekil 3.2-B). Bu
bulgular literatiirii destekler nitelikte olup 7. thermophila SB210 ikina ait sekretom

proteazlarinin yiiksek bir proteolitik aktiviteye sahip oldugunu, biiyiik cogunlugunun sistein

32



proteazlardan olustugunu ve sistein proteaz inhibitorii kullaniminin hiicre kiiltiir ortaminin

proteolitik degredasyonunu biiyiik oranda diisiirdiiglinii gostermistir (Herrmann vd. 2006).

A 30 dk 1.5 sa 3 sa 6sa
-E-64 +E-64 -E-64 {E-64 -E-64 +E-64 -E-64

_NK_+E-64

Logaritmik Faz

B

30 dk 1,5 sa 3 sa 6 sa
(kDa) M NK +E-64 -E-64 +E-64 -E-64 +E-64 -E-64 +E-64 -E-64

70 <
3 55
= 35 >
= [ |
w25+
o s
St
=
Q

15

Sekil 3.1. HSA proteininin Tetrahymena sekretom proteazlar: tarafindan biiyiime evresine ve muamele stiresine
bagl degredasyon analizi. Flask ortaminda biiyiitiilen SB210 hiicre kiiltiiriine ait konsantre
edilmemig logaritmik faz (A) ve duragan faz (B) SCM ornekleri 37 ug HSA ile degisen siirelerde in
vitro proteoliz reaksiyonuna alimarak coomassie ile boyanmis %15 °lik SDS-PAGE jelde
goriintiilenmistir. Yesil ok: HSA (66 kDa) ana protein bandi, Kirmizi oklar: HSA nin proteoliziyle
olusan protein bantlari, NK: negatif kontrol, +E-64: 10uM E-64 eklenmis reaksiyon, -E-64.: E-64
eklenmemis reaksiyon. M: PageRuler Plus, Prestained protein marker, #26619.
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Sekil 3.2. Monoklonal antikor ilact Rtm’nin Tetrahymena duragan faz sekretom proteazlari tarafindan
muamele siiresine bagh degredasyon analizi. A) Flask ortaminda biiyiitiilen SB210 hiicre kiiltiiriine
ait konsantre edilmemis duragan faz SCM érnekleri 3 ug Rim ile degisen siirelerde in vitro proteoliz
reaksiyonuna alinarak coomassie ile boyanmis %12 ’lik SDS-PAGE jelde goriintiilenmistir. B) ayni
reaksiyonlara 10 uM E-64 eklenmistir. Koyu yesil ok: f-mEt ilave edilmeyen dimer Rtm protein
bandi (~300 kDa), Ag¢ik yesil ok: -mEt ilave edilmeyen monomer Rtm protein bandi (~150 kDa),
Mor oklar: -mEt ilave edilen Rtm protein agir zincir (~50 kDa) ve hafif zincir (~25 kDa) bantlari,
Kirmizi oklar: Rtm’nin proteoliziyle olusan bantlar, NK: Negatif kontrol, M: PageRuler Plus,
Prestained protein marker, #26619.
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3.2. KO Edilmesi Amaclanan Sekretom Proteaz Genlerinin Biyoinformatik Olarak

Belirlenmesi

Literatiirde zengin besiyeri ortaminda biiyiitiilen Tetrahymena hiicrelerinin sekretomunda
ifade edildigi iddia edilen ve/veya literatiirde karsilasilip ER yonlendirme sinyal peptidi
bulundurma olasilig1 %50’nin iizerinde olan proteazlar arasindan ifade seviyesi en yiiksek
olan 5 tanesi se¢ilmistir. TTHERM 00083480 ve TTHERM 00683010 genlerinin ortalama
ifade seviyesi daha yiiksek olmasina karsin (Tablo EK-1.1) bu genlerin SB210 1rkindaki
mRNA ekspresyonu literatiirde raporlanmadig1 icin CTH34, CYP6, CTH40, CTH90 ve
CTH115 sekretomal proteolitik aktiviteden en fazla sorumlu olabilecek proteazlari kodlayan
olas1 genler olarak belirlenmistir (Materyal ve Yontem, Baslik 2.2). Hedeflenen 5 gen de
TGD veritabaninda papain ailesi sistein proteaz kodlayici gen olarak nitelendirilmis,
MEROPS peptidaz veri tabaninda (https://www.ebi.ac.uk/merops/) blastlama yapildiginda
hepsinin klan CA, aile Cl1 ve alt-aile C1A’ya (papain ailesi sistein proteazlar) dahil
peptidazlar kodladigi belirlenmistir.

Swiss-model programi ile yapilan modelleme CTH40’in katepsin B-benzeri,
digerlerinin ise katepsin L-benzeri bir proteaz yapisina sahip oldugunu gostermistir.
MUSCLE online program ile yapilan hizalamada hedeflenen genler tarafindan kodlanan
proteazlarin tiimiiniin, katalizi gergeklestiren (kirmizi) ve yardimci (mavi) amino asitleri
korudugu goriilmiistiir (Sekil 3.3-A). Ayrica CTH34, CYP6, CTH90 ve CTH115°de katepsin
L-benzeri sistein proteazlara 6zgii ERFNIN motifi (* ile isaretli) ile CTH40’da katepsin B-
benzeri sistein proteazlarda goriilen “occluding loop peptidi (gri) belirlenmistir. Enzimin {i¢
boyutlu yapis1 dikkate alindiginda papain ailesi sistein proteazlar arasinda 6zellikle katepsin
L-benzeri peptidazlarin pro-bdlgesinde korunan ERFNIN motifinin takip eden 3-sheet amino
asitleriyle kovalent olmayan baglar yardimiylapro-bolgenin stabilitesini sagladig:
belirtilmektedir (Wiederanders, Kaulmann ve Schilling, 2003). Papain ailesi sistein
proteazlarda bu pro-bdlgesi enzimin inhibe edilmesini ve zimojen aktivasyonuyla pH’a bagl
aktivasyonunu saglamaktadir. Katepsin B-benzeri papain ailesi sistein proteazlarda goriilen
“occluding loop” peptid dizisinin ise substratin C-ucunun enzime baglanmasini tesvik ederek
katepsin B’nin peptidildipeptidaz aktivitesinde etkili oldugu bildirilmistir (Musil vd., 1991).
Hedef genler ve ifade ettikleri protein dizleri arasinda yine MUSCLE ile yapilan benzerlik
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Sekil 3.3. Literatiir ve biyoinformatik arastirmalarla belirlenip KO edilmesi hedeflenen T. thermophila SB210
sekretom proteazlarimin korunmusluk ve benzerlik incelemesi. A) SB210 wkinda ifade edildigi
bildirilip ifade seviyesi en yiiksek olan 5 proteaz geni papain ailesi sistein proteaz (klan CA, alt-aile
ClA) kodlayici gen olarak suiflandirilmis, peptidazliarim amino asit dizileri bu ailenin temsilcisi
papain (Carica papaya) ile karsilastirildiginda katalitik amino asitler (kirmizi) ve katalizi tesvik eden
diger amino asit kalimtilarinin (mavi) tamamen korunmus oldugu goriilmiistiir. Bunlar diginda yine
papain ve hedef peptidaz dizilerinde ortak korunmus amino asitler siyah cergeveyle, katepsin L-
benzeri peptidazlara 6zgii ERFNIN motifi * ile ve katepsin B-benzeri peptidazlara 6zgii “occluding
loop” gri ile belirtilmistir. B) MUSCLE online hizalama programi kullanilarak hizalanan hedef
Tetrahymena proteazlarmmin gen dizisi (mavi) ve peptid dizisi (kirmizi) yiizde benzerlik skorlart

verilmistir.

61 * * * * * * 120
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36



analizi, bu DNA dizilerinin gen diizeyinde %50-57, protein diizeyinde %27-42 benzerlik
icerdigini gdstermistir (Sekil 3.3-B). Tetrahymena makrogekirdeginden silinmesi amaglanan
bu 5 proteaz geni ve kodladiklar proteinlerle ilgili bahsedilen biyoinformatik bilgiler Tablo

3.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Hedef proteazlar igin yapilan biyoinformatik analiz bilgilerini 6zetlenmesi.

TGD standartisim  CTH34  CYP6 | CTH40 CTH90 CTH115

TTHERM 00628610 00760310 00641150 00161130 00683060

NCBI gen ID

(NW 00..) 2476355.1 2476154.1 2476421.1 2476534.1 2475961.1

Kodladigi protein Klan CA, altaile C1A sistein proteaz

SignalP-5.0

salgilatma sinyal %100 %77 %70 %71 %60

peptid tahmini

Swiss-Model Insan Insan Insan I86F mutant Insan

Kalip protein prokatepsin L, | prokatepsin L, | prokatepsin B, papain, prokatepsin L,
lcs8.1.A lcs8.1.A 1pbh.1.A 4qrv.1.A lcs8.1.A

Swiss-Model

QMEANDisCo 0,68+0,05 0,68+0,05 0,74+0,05 0,68+0,05 0,69+0,05

skoru

3.3. T. thermophila’da CTH34 Geninin Homolog Rekombinasyon ile MAK

Genomundan Silinmesi

CTH34 sistein proteaz geninden PZR ile iiretilen 3’ ve 5’ homoloji kollarindan énce Smal-
Kpnl kesimini takip eden ligasyon ile 3'HK, ardindan NotI-Sall kesimini takip eden ligasyon
ile 5'"HK, pCHXR vektoriine CHX direng genini ¢erceveleyecek sekilde klonlanmistir (Sekil
2.1). Klonlamanin kontrolii ayni enzim ¢iftleriyle yapilan kesimlerin HK bantlarini
vermesiyle teyit edilmistir (Sekil 3.4-A1 ve A2). Vektor, Kpnl restriksiyon enzimiyle
lineerizasyonu sonrasinda 7. thermophila SB210 1rki hiicrelerine transforme edilmis ve
CHXR antibiyotik diren¢ geninin homoloji kollar1 yardimiyla CTH34 lokusuna yerlesmesi
amaglanmistir. 15 pg/ml CHX segiliminde hayatta kalan koloniler 240 pg/ml seviyesine
kadar artan antibiyotik ve azalan CdCl, konsantrasyonunda periyodik pasajlanmistir. Bu
asamada antibiyotik baskisina maruz birakilan kolonilerden 6 tek hiicre izole edilmistir. Tek
hiicre klonlarindan izole edilen genomik DNA 3 primerli PZR ile CHXR varyanti bakimindan
kontrol edildiginde tiim klonlarin MAK’larinda hala yar1 yartya CTH34 kopyalarini
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tasidiklar1 goriilmistiir (Sekil 3.4-B, 240 pg/ml CHX jeli, kirmiz1 ok). Boylece antibiyotik
baskis1 arttirillarak periyodik pasajlamalara  devam edilmis, 720 pg/ml CHX
konsantrasyonuna gelindiginde (Sekil 3.4-B, 720 pg/ml CHX jeli, kirmiz1 ok) klon hat
genomlart tekrar kontrol edilmis ve tiim hatlarin CHXR varyanti bakimindan heterozigot
olduklar1 gozlenmistir (bu esnada H2 klonu kaybedilmis, 5 klon hattiyla deneylere devam
edilmistir). Bunun {izerine antibiyotik baskisina 1080 pg/ml CHX konsantrasyonuna kadar
devam edilmistir. Bu konsantrasyonun SB210 hiicreleri i¢in hayatta kalabildikleri en yiiksek
CHX konsantrasyonu oldugu ve tek hiicre klonu hatlarin bir sonraki konsantrasyon olan 1200
pg/ml CHX konsantrasyonuna pasajlandiklarinda yasamadiklari gézlenmistir. Ayrica CHX
baskisi arttikca hiicrelerin pasajlama igin gerekli hiicre sayisina ulagmalari i¢in gegen siirenin
uzadig1 gortilmistiir. Hiicre kiiltiirlerinin periyodik pasajlama giinleri takip edildiginde, 240
pg/ml’den 360 pg/ml CHX igeren besiyerine pasajlama i¢in hiicrelerin yeterli yogunluga
ulagsmas1 2 giin siirerken 960 pg/ml’den 1080 pg/ml’ye pasajlama icin hiicrelerin yeterli
yogunluga ulagsmast 7 giin siirmiistiir. En son 1080 pg/ml CHX baskisindaki tek hiicre
klonlarindan genomik DNA saflastirilmig ve PZR kontrol deneyi yinelenmistir. Klon hatlarin
hepsinde CHXR mutant geninin CTH34 kopya sayisina kiyasla daha yliksek sayiya ulagsmis
oldugu, yani biiyiik oranda proteaz geninin KO edildigi ancak CTH34 kopyalarinin az sayida
da olsa korunmus olabilecegi goriilmiistiir (Sekil 3.4-B, 1080 pg/ml CHX jeli, kirmiz1 ok ve
mavi ok). CTH34 bant yogunlugunun gérece en az oldugu H1 ve H3 hatlar ileriki deneyler
icin secilmistir (Sekil 3.4-B yildiz ile isaretlenmistir).

38



1000 —|
1500—

750—]

1000 —
1500 —

1000 —

B 240 pg/ml CHX 720 pg/ml CHX
A\Q ®« ,\\Q ;0&
M P IS ERRE M e R
T
- o
ey —_—
1000+ _ " R e o e =
700_ue g O o2 SR 22 22 I - -
500 — -
1 2RO S dn oY 0y s 1 23 4 5 6 7

Sekil 3.4. pCHXR-CTH34KO vektoriine klonlanmak iizere geni gergeveleyen homoloji kollarimin (HK)
tiretilmesi, restriksiyon-ligasyon yontemiyle vektore entegre edilmesi ve transformant Tetrahymena
tek hiicre klonlarinin antibiyotik baskisina genomik seviyede cevabi. A1) CTH34 geninin downstream
béolgesinden PZR ile amplifive edilen 1469 bg¢ biiyiikliigiindeki 3'HK ve upstream bolgesinden
amplifive edilen 815 b¢ biiyiikliigiindeki 5°’HK bantlarint gosteren etidyum bromid ile boyanmug
agaroz jel goriintiisii. A2) pCHXR-CTH34KO vektoriine ait restriksiyon enzim ¢ifti (3'"HK i¢in Smal-
Kpnl, 5'HK icin Notl-Sall) kontrol kesimleri. Ustte kalan bantlar kesim sonrasi kalan vektor
iskeletini, alttaki bantlar ise kesilen HK ’lar1 géstermektedir. B) Periyodik pasajlamalar ile arttirilan
farkly CHX konsantrasyonlarinin transformant hatlarda MAK CTH34 kopya sayisina etkisi. CTH34
geni mavi ok ile gosterilen 643 b¢ PZR iiriiniinii, aynt lokusa yerlestirilmis CHXR geni kirmizi ok ile
gosterilen 817 b¢ PZR iiriinii olusturmaktadir. Yildiz sekli ileriki ¢alismalar icin segilip dondurulan
CTH34KO hatlari temsil etmektedir. M: Gene Ruler 1-kb DNA Marker, ThermoScientific #SM0313.
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Sekil 3.4-B’de goriilen CTH34 iiriinii bandin kaynagi MAK’ta kalan az sayidaki
proteaz gen kopyalari olabilecegi gibi genin MiK’ten gelen diploid kopyalarindan {iretilen
PZR fiirtinleri de olabilecegi géz ardi edilmemelidir. Bunun arastirilmasi i¢in 7. thermophila
CTH34KO hatlar1 olarak secilen H1 ve H3, 4 hafta boyunca herhangi bir antibiyotik baskis1
olmaksizin pasajlanarak boliinmeye zorlanmis ve her hafta kiiltiirlerden hiicre 6rnekleri
alinip genomik DNA izolasyonu yapilmistir. CTH34 kopya sayis1 bakimindan kontrol edilen
KO hat genomlarinda her iki hatta da 1. hafta sonunda proteaz geni kopya sayisinin arttig1
(recovery) ve ilerleyen haftalarda da gen kopya sayilarmin benzer profilde kaldig
goriilmustiir (Sekil 3.5-A kirmizi ve mavi ok ile gosterilen bantlar). Sonug olarak, maksimum
seviyede antibiyotik baskisina ragmen CTH34, SB210 hiicrelerinin MAK’indan tamamen
KO edilememis, proteaz geninin az sayida kopyast MAK genomunda korunmustur.

MAK ’ta silinemeyen CTH34 kopyalarindan proteaz ekspresyon seviyesi arastirilmis,
bunun i¢in 720 pg/ml CHX baskisinda biiyiitiilen H1 hatt1 ve SB210 hiicrelerinden RNA
izolasyonu yapilmis, hiicre kiiltiiriinde belirli bir zamanda ifade edilen genlerin mRNA’larin
da dahil oldugu toplam RNA igeriginden cDNA {iretilmistir. H1 ve SB210’a ait cDNA’larin
kalip olarak kullanildigi, CTH34 geni kodlayan bolgeye spesifik primerlerle yapilan PZR
sonucunda, bu genin dogal irkta ifade edildigi ancak CTH34KO hat H1’de korunan proteaz
geni kopyalarinin neredeyse hi¢ ekspresyona neden olmadigi bulunmustur (Sekil 3.5-B,
9.kuyu). RNA’larin kalip olarak kullanildigi PZR’de bant gdzlenmemesi, izolasyonda
genomik DNA kontaminasyonu olmadigimi ve elde edilen sonuglarin mRNA’dan
sentezlenen cDNA’lara ait oldugunu gostermistir. Bu durumda, H1 hattinda her ne kadar
gene ait tim kopyalar MAK genomundan silinememis olsa da bu kopyalarin CTH34
peptidazi ifadesi goz ardi edilebilir bulunmustur.

Herhangi bir genetik modifikasyona maruz birakilan 7etrahymena hatlarinm stabil bir
sekilde uzun siire saklanmanin yolu sivi azotta dondurmaktir. Bu nedenle elde edilen proteaz
KO hatlar da ihtiya¢ halinde canlandirilmak {izere zaman kaybetmeden sivi azotta
dondurulmusgtur. Son olarak bu hiicrelerin canlandirma sirasinda CHX gerektirip
gerektirmedigi incelenmistir. Stvi azottan alinip uygun bir sekilde canlandirilan H1 ve H3
hatt1 hiicreleri hareketlendikleri giin (canlandirma protokolii uygulandiktan 4 giin sonra) 2
ayr kiiltiir olarak ayrilmus, kiiltiirlerden birine 240 pg/ml CHX eklenirken digerine herhangi

bir islem uygulanmamistir. Genomik DNA izolasyonuna imkan verecek yogunluga gelene
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kadar (CHX+ kiiltiirler i¢in 5 glin, CHX- kiiltiirler i¢in 4 giin) inkiibasyona birakilan H1 ve
H3 kiiltiirleri yeterli hiicre yogunluguna ulasinca genomik DNA izolasyonu ig¢in
peletlenmistir. Esit DNA konsantrasyonu kullanilarak gerceklestirilen 3 primerli PZR ile
karsilagtirnllan MAK CTH34 kopya sayisinin canlandirma sirasinda CHX eklenmeyen
kiiltiirde daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 3.5-C). Sonug olarak, canlandirma sirasinda
CTH34KO fenotipinin korunmasi i¢in H1 ve H3’iin yeniden canlandirilmasi sirasinda
olabildigince kisa siirede antibiyotik baskist uygulanmasi ve deneysel ¢alisma Oncesinde
artan antibiyotik konsantrasyonlariyla bir siire periyodik pasajlanma yapilmasi gerektigi
anlagilmistir.

CTH34 ekspresyonunun elde edilen KO hatlar1 HI ve H3’de neredeyse tamamen
elimine edilmis olmasina ragmen Tetrahymena SB210 irkinda bu genin tam olarak KO
edilememesi, kiiltlirizasyon ve canlandirma sirasinda stirekli bir CHX bagimlilig1 yaratmistir.
Ortaya ¢ikan bu olumsuz durum tezde KO edilmesi amaclanan diger proteaz genleri igin bir
yontemsel alternatif gelistirilmesi ihtiyacin1 dogurmustur. Bu nedenle kalan 4 proteaz
geninin KO’u i¢in daha hizli KO hat elde edilmesini sagladigi one siiriilen ve
Tetrahymena’da DNA eliminasyonunun ektopik indiiksiyonuna dayali hedeflenmis gen
bozulmasi (targeted gene disruption) olarak ifade edilen co-Delesyon yaklagiminin

uygulanmasi benimsenmistir.
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Sekil 3.5. CTH34KO hat olarak segilen HI ve H3'in KO karakterizasyonu. A) 4 hafta boyunca CHX baskisi
olmadan pasajlanan HI ve H3 hatti hiicrelerinde CHXR (kirmizi ok) ve CTH34 bandr (mavi ok)
yogunlugunun degisimi. B) CTH34KO hatlardan HI icin yapilan CTH34 mRNA ifade analizi
sonuglar.. CTH34 eksp, kalip olarak cDNA larin ve gene ozgii primerlerin kullanildigi PZR sonucu.
DNaz; kalp olarak cDNA larin ve T. thermophila SB210 hiicrelerinde ekspresyonu oldugu bilinen
DNaz geni primerlerinin kullanildigi PZR sonuglari. gDNA kont.: Kalip olarak toplam RNA
izolasyonu ile elde edilen RNA larin ve DNaz primerlerinin kullanildigi gDNA kontaminasyonu
kontrol PZR reaksiyonu. Kwmizi ok: CHXR gen dirinii (817 bg). Mavi ok:
CTH34 gen iirtinii (643 bg). WT: SB210 wki cDNA kalip; NK: negatif kontrol; PK: pozitif kontrol
(SB210 ki gDNA kalp); Hl: CTH34KO hat HI ¢cDNA kalp. Sag tarafiaki jelde 3 primerli PZR,
CHXR ve CTH34 bandimin antibiyotik eklenen ve eklenmeyen kiiltiirlerdeki yogunluk farkint daha
net gostermek amactyla birer ¢ift primerle ayri tiiplerde kurulmustur. M: Gene Ruler 1-kb plus DNA
Marker, ThermoScientific #SM1343.
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34.

Yontemiyle MAK Genomundan Silinmesi

T. thermophila’da CYP6, CTH40, CTH90 ve CTHI115 Genlerinin coDel

Hedeflenen proteaz genlerinin biiyiik bir kismin1 kapsayacak sekilde tiretilen hedef
sekanslar Gibson assembly ligasyonuyla basarili bir sekilde pMcoDel vektdriiniin Not/

kesim bolgesine entegre edilmis, yapilandirilan vektorler EcoRI restriksiyon kesimiyle

dogrulanmistir (Sekil 3.6-B).
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Sekil 3.6. coDel yontemi ile 4 proteaz geninin genomdan silinmesi icin iiretilen hedef sekanslar ve bu
sekanslarin pMcoDel vektoriine entegrasyonu. Tetrahymena somatik genomundan silinmek tizere
hedeflenen CYP6, CTH40, CTh90 ve CTH115 genleri icinden belirlenmis hedef sekanslar (sirasiyla
1103, 995, 821 ve 819 bg) PZR ile iiretilmis (A) ve Gibson ligasyonuyla pMcoDel vektoriine
verlestirilmistir. Bu entegrasyon vektorde EcoRI restriksiyonuna karsi farkli par¢alanmalara neden
oldugu ic¢in (B) yapilandirilan vektorler EcoRI restriksiyonuyla teyit edilmistir. Kesim sonrasi
beklenen bant biiyiikliikleri: pMcoDel EcoRI kesimi: 8200-4800-2100 b¢g,; pMcoDel-CYP6KO EcoRI
kesimi: 8200-4800-2200-1000 b¢; pMcoDel-CTH40KO EcoRI kesimi: 8200-4800-2300-800 bg;
pMcoDel-CTHI0KO EcoRI kesimi: 8200-4800-2000-900 bg,; pMcoDel-CTHI115KO EcoRI kesimi.:
8200-4800-1700-1100 bg. M: Gene Ruler 1-kb plus DNA Marker, ThermoScientific #SM1343.

Bu vektorlerin Tetrahymena’ya transformasyonu konjugasyon sirasinda yapilmaktadir.
Konjugasyon sirasinda SB210 1irki genotipinin korunmasi i¢in sadece bu irkin genotipini
tastylp ayn1 zamanda birbirinden farkli ¢iftlesme tipleri sergileyen hiicre hatlarina ihtiyag
duyulmustur. Bu amagla SB210 hatt1 star A*III hatt1 ile genomik dislama ¢aprazlamasina
alinmig, sonrasinda eseysel olgunluga ulasmis izole edilen 24 tek hiicre klonu arasindan
konjugasyona girdigi gozlenen 11 tanesi se¢ilmis ve 2,5 mg/ml 2-dgal secilimine maruz

birakilmistir. 6 tek hiicre hattinin 2-dgal eklenen besiyerinde hayatta kalip ¢cogaldigi, diger
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yandan negatif kontrol SB210’da dahil kalan 5’inde 4 giiniin sonunda hiicre sayisinin gozle
goriiliir derecede diistiigli gozlenmistir (Sekil 3.7). Hem konjugasyona girip hem de 2-dgal
direnci gosteren hatlar tamamen SB210 1rki genomuna sahip, tiim-genom homozigot
hatlardir ve ayni genetik altyapiya sahip olduklari icin sekretomal proteolitik aktivite

degisimi acisindan SB210 ile karsilagtirilmalarinda sorun goriilmemistir.

+2-dgal 0. giin

+2-dgal 4. giin

SB210 SB210/2dR1 SB210/2dR7

Sekil 3.7. Star hat ile genomik diglama ¢aprazlamasi yapilarak SB210 wkindan tiiretilen, SB210 genetik
materyaline sahip Tetrahymena alt-wrklarmin 2-dgal segilimi. 2-dgal direng geni bakimindan heterokaryon
olan SB210 wrkinin star hat A*II ile konjugasyonu sonucu olusan soy 2-dgal direncine gére secilmistir. Kuyular
icindeki kiiciik noktalar Tetrahymenanmin isik mikroskopu (Nicon SMZ745, 5X biiyiitme) goriintiistidiir.
SB210/2dR1: 2-dgal diren¢li SB210 alt irki. SB210/2dR7: 2-dgal hassas SB210 alt irki. SB210: 2-dgal hassas

heterokaryon.

CYP6, CTH40, CTH90 ve CTHI15 proteaz genlerinin KO’u, 2-dgal se¢ilimini
tamamalayan hiicre hatlarindan iki tanesinin (SB210/2dR1 ve SB210/2dR10) konjugasyon
evresinde coDel transformasyonuyla gergeklestirilmistir. Par se¢ilimini tamamlayan
kolonilerden elde edilen tek hiicre klonlar1 taranmis, hedef dizilerin delesyonu nedeniyle bant
diismesinin (Sekil 3.8, yesil ok) goriildiigii CYP6KO klonlarindan 4, 8 ve 12 (Sekil 3.8-B1);
CTH90KO klonlarindan 5 ve 6 (Sekil 3.8-B3); CTH115KO klonlarindan 1, 8 ve 11 nolu
hatlar (Sekil 3.8-B4) secilmistir. CTH40KO hatlarin taranmasi i¢in ilk 6nce ~2000 bg

biiytikliigiinde bir DNA dizisi iireten dis “check” primerleri tasarlanmistir. Ancak kontrol

44



gruplar1 ¢alismasina ragmen (Sekil 3.8-A, 1 ve 2. kuyu) bu primer ¢ifti CTH40K O hatlarinda
iriin vermemistir (Sekil 3.8-A, 3. kuyu). Bunun nedeni ge¢ konjugasyon safhasinda IES
eliminasyonuyla tesvik edilen CTH40 co-delesyonunun, primer oturma bolgelerinden en az
birini de igerecek sekilde gerceklesmesidir. Bu sebeple CTH40 hedef sekansi kapsayacak
sekilde ~3000 bg biiytikliiglinde iiriin veren yeni bir primer ¢ifti tasarlanmigtir. Fakat bu
primer ciftinin hicbir sekilde PZR iiriinii vermedigi goézlenmistir (veri gosterilmemistir). A-
T zengini bir genoma sahip olan 7. thermophila’da tekrar primer tasarlamak yerine
CTH40KO klonlarina ait genomik DNA’lar, iyi ¢alistig1 bilinen bir primer ¢iftiyle (CTH34-
F/-R) PZR’ye alinmis ve ¢ogunda beklenen biiyiikliikte bant goriilmiistiir (Sekil 3.8-B2-b).
“CTHA40 check” primer ¢iftiyle sonu¢ vermeyip harici primer ¢iftiyle yapilan PZR sonucu
beklenen biiytikliikte bir bant veren CTH40KO klonlarindan 3, 6 ve 7 se¢ilmistir (Sekil 3.8-
B2-a ve B2-b). Secgilen CYP6KO hatlar “K” harfiyle, CTH40KO hatlar “L” harfiyle,
CTH90KO hatlar “M” harfiyle ve CTH115KO hatlar “N” harfiyle kodlanmistir.

Sonraki adimda secilen hatlarda KO edilen genlerin ekspresyonu incelenmistir. Bunun
icin tim KO hatlardan ve dogal itk SB210’dan total RNA izolasyonu yapilmis ve ilgili
proteaz genlerine spesifik tasarlanan primer ciftleriyle PZR kurulmustur. Sekil 3.9-A’da
goriildigi tizere CYP6KO hatlarin karsilagtirildigi SB210 RNA’s1 (WT) harig izole edilen
RNA’larin higbirinde genomik DNA kontaminasyon gdézlenmemistir. SB210°da bu genin
ekspresyonunun genomik DNA kontaminasyonu kaynakli goriilmedigi, daha sonra genomik
DNA kontaminasyonu i¢cermeyen bir SB210 cDNA’siin kalip olarak kullanildigi PZR ile
dogrulanmistir (veri paylasilmamistir). CYP6KO hatlardan K4 ve K8’de DNaz bantlarinin
cok zayif oldugu gozlenmis, bu hatlardaki CYP6 ekspresyonu noksanliginin nedeninin etkili
caligmayan kalip cDNA olabilecegi diisiiniilmiistiir. CTH40KO hatlarinda ilgili proteazlarin
ekspresyonunun durduruldugu, CTHI115KO hatlar1 ve K12’de ise gozle goriiliir oranda
azaldig1 goriilmiistiir. Bu nedenle sekretom caligmalari i¢cin KO hat se¢imi CTH40KO ve
CTH115KO hatlar1 arasinda rastgele yapilmistir. Sadece 2 klon hattinda coDel ile hedef
sekans eliminasyonu goriillen CTH90KO hatlarindan M5°de bu proteazin ifadesi hala SB210
hiicreleriyle ayn1 seviyede devam etmis, M6°da ise tamamen elimine edilmistir. /n vitro
proteolitik  aktivite analizlerine hedef proteaz genlerine ait ekspresyonlarin

azaldigr/durduruldugu K12, L3, M6 ve N8 hiicre hatlar1 ile devam edilmistir.
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Sekil 3.8. Pozitif coDel transformant kiiltiirlerinde tek hiicre klon hatlarimin olusturulmasi ve bu hatlarda hedef
gen eliminasyonunun kontrol edilmesi. A) CTH40 “check” primerleri ile kurulan kontrollii PZR
sonucu. B) CTH40KO hatlar hari¢ diger KO tek hiicre hatlarinda tasarlan “check” primerleriyle
hedef DNA dizisi eliminasyonu kontrol edilmis, delesyon kaynakli beklenen bantlarin (yesil ok)
goriildiigii hatlardan en fazla 3 tanesi (kirmizi yidiz ile isaretlenenler) ileriki ¢alismalar icin
se¢ilmistir. M: Gene Ruler 1-kb plus DNA Marker, ThermoScientific #SM1343.

Tetrahymena’da somatik KO hatlar yaratildiktan sonra yapilan genetik manipiilasyon,

amitoz ile boliinme ve fenotipik ayrigsmasnin goriildiigli vejetatif biiylime evresinde bu hat

kiiltiirlerinde stabil bir sekilde devam edebilmelidir. Bu nedenle aktif calisma sirasinda

zengin besiyeri i¢eren cam tiiplerde stoklanan Tetrahymena KO hatlarinin bu siirecte olasi

genomik degisimi incelenmistir. Elde edilen KO hatlar par olmaksizin NEFF iceren cam

tilplerde ~1 ay stoklanmis ve bu siirenin sonunda genomik DNA izolasyonu yapilmistir.

“check” primerleriyle PZR kontrolii yapilan KO hatlar1 genomik DNA’lar1 1 ay Oncesiyle

karsilastirildiginda (y1ldiz ile isaretli KO hatlar ile karsilik gelen isaretsiz hatlar) hi¢ bir hatta

silinen proteaz geninin geri doniisii (recovery) gozlenmemistir (Sekil 3.9-B). Sonug olarak 4
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Sekil 3.9. coDel ile hedef sekans eliminasyonu goriilen KO hatlarinda silinen genlerin ekspresyon analizi ve

~1 ay cam tiip stogunda tutulan KO hatlarin genomik kararliliginin belirlenmesi. A) Proteaz KO
hatlarda silinen proteaz genlerinin mRNA ifade analizi sonuglari. KO hat gen eksp: cDNA kaliplar:
ile gene ozgii primerlerin kullanildigi PZR sonucu (CYP6KO:680 bg, CTH40:995 bg, CTH90: 600
b¢ ve CTHI15: 600 bg), DNaz: ¢cDNA kaliplari ile SB210 hiicrelerinde ifade edildigi bilinen DNaz
geni primerlerinin kullanildigt PZR sonuglari. Genomik DNA kont.: RNA kaliplar: ile DNaz
primerlerinin kullanildigi gDNA kontaminasyonu kontrol PZR sonucu. WT: SB210 wrki cDNA kalip;
NK: negatif kontrol; PK: pozitif kontrol (SB210 ki gDNA kalip. B) ~1 ay NEFF iceren cam tiiplerde
antibiyotiksiz stoklanan KO hiicre hatlarindan elde edilen gDNA lar (* ile isaretlenmistir) ile daha
once ayni hatlardan izole edilen gDNA’larin ayni “check” primer ¢iftleri ile karsilastirilmigtir.
Dogal ik gDNA’sinda (SB210) ve 1 ay stoklanan L3 gDNA’sinda (* ile isaretlenmistir) bant
goriilmesi (sagdaki jel) daha énce agiklandigi gibi bu hatta silinen proteaz geninin geri kazanini
olmadigint géstermektedir. Genomik kontrol icin kullanilan primer c¢iftleri jel goriintiisii altinda
verilmistir. M: Gene Ruler 1-kb plus DNA Marker, ThermoScientific #SM1343.
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farkli sekretomal proteaz geninin KO edildigi, antibiyotik baskist gibi herhangi bir kimyasal

gerektirmeden kararli bir genoma sahip Tetrahymena mutant hatlar1 elde edilmistir.

3.5. Flask Ortaminda Dogal Sus SB210 ile Karsilastiirmah Olarak Proteaz KO

Hatlarina Ait Biiyiime Egrilerinin Cikarilmasi

Rekombinant protein {liretimi i¢in elzem olan bir husus iiretim konakg¢isinin besiyerinde
kiiltiirize edildiginde yiiksek hiicre yogunluguna ¢ikabilmesidir. Bu bakimdan KO edilen
genlerin flask ortaminda hiicre biiylimesine etkisinin belirlenmesi ve dogal sus ile
karsilastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla 5 proteaz KO hiicre hatti1 (CTH34KO HI,
CYP6KO KI12, CTH40KO L3, CTH90KO M6, CTH115KO N8) sivi nitrojenden
canlandirilmis ve 50 ml NEFF igeren flasklara ~50.000 hiicre/ml yogunluk ile inokiile edilip
72. saate kadar takip edilmistir. Ancak 6 flask kiiltiiriinii tekrarli olarak miikroskop altinda
thoma lamiyla saymak zahmetli bir siirectir. Bu nedenle hiicre sayimi OD600 6l¢iimleriyle
Sekil 3.10-B’deki standart grafige gore grafigin OD-hiicre sayist doniisiim formiilii
kullanilarak yapilmistir. Bagimsiz 3 deneysel tekrar ile olusturulan Tetrahymena proteaz KO
hiicre hatlar1 biiylime egrisinde, SB210 hiicre sayilar1 ve zamana bagl artis oranlar1 dikkate
alinarak ilk 8 saat lag fazi, 8-32. saat arasi1 erken log fazi, 32-48. saat aras1 ge¢ log fazi ve 48.
saat sonrast duragan faz olarak belirlenmistir. Yaklasik 50.000 hiicre/ml hiicre yogunluguyla
baslanan grafikte (Sekil 3.10-A) dogal sus SB210’a kiyasla (kirmiz1 egri) proteaz yoksunu
irklardan L3’iin (gri egri) zamana bagli bliylime egrisinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisim goriilmemistir. Bu nedenle CTH40’1in genomdan silinmesi popiilasyonun flask
ortaminda biiylime egrisine herhangi bir etki gostermemektedir. Buna karsin duragan faza
daha erken (~32. saat) girmis olan H1ve K12 hatlariyla diger KO hatlarda biiylime egrisinin
belirli fazlarinda SB210’a kiyasla istatistiksel olarak anlamli diistisler goriilmiistiir. H1 hatti
hiicrelerinde (sar1 egri) lag fazindan sonra biiylime olduk¢a yavaslamis ve en fazla ~750.000
hiicre/ml yogunluga ulasilabilmistir. Erken log fazi sonunda hiicre sayisim1 dogal sus
seviyesine ¢ikarabilen K12 (yesil egri) kiiltlirliniin ise ge¢ log fazinda ve duragan fazda hiicre
sayis1 yaklasik ayni kalmistir. Lag ve erken log fazinda K12 ile benzer bir biiylime egrisi
sergileyen M6 (kahverengi egri) ve N8 (mavi egri) sirastyla 48 ve 32 saat sonra genetik

manipiilasyona adaptasyon gostermis ve hiicre sayisinda SB210 benzeri degisim
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gozlenmistir. Standart sapma barlar1 ve SB210’a kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunan

(p £0,05) degerler EK-11"de verilen siitun grafikte gosterilmistir.

A

«’q)a

—S5B210
H1

—K12

Hiicre sayisi (x1000 hiicre/ml)

|

[ 8 24 32 48 56 72
Zaman (saat)

L J J JL J

Lag Erken Log Geg Log Duragan

y = 2844,9x + 29,991
R?=0,9926

HOUCRE SAYISI (X1000 HUCRE/ML)

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70
0D600

Sekil 3.10. Dogal sus SB210 ve KO hatlarin flask ortaminda biiyiime egrisi karsilastirmast ile 600 nm optik
yogunluk degerine karsi hiicre sayisi standart grafigi. A) SB210°un zamana bagh hiicre sayisi
artisina gore belirlenen fazlarda KO edilen proteazlarin popiilasyon biiyiimesine etkisi
goriilmektedir. Biiyiime egrilerinde renklerin temsil ettigi hiicre kiiltiirleri grafik iizerinde
verilmistir. B) SB210 flask kiiltiiriiniin thoma’da sayian hiicre sayisiyla mikrotabak okuyucu
yardimiyla alinan OD600 degeri arasindaki lineer iligki (R°=0,99) ve bu iligkiyi ifade eden lineer
egri formiilii gosterilmistir (sag iist kosedeki formiilde x yerine OD600 degeri girilerek hesaplanan
hiicre sayist bulunup bu sayr 1000 ile ¢carpilir).
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3.6. T. thermophila KO Hatlarimin in vitro Sekretomal Proteolitik Aktivite

Karakterizasyonu

Yaklagik ayn1 hiicre sayisindan baglatilip log faz1 sonu-duragan faz baslangicina kadar
biiyiitillen flask kiiltiirlerinin ayni saatinden alinan hiicresiz sekretom Ornekleri 40 kat
konsantre edilip protein miktar tayini yapilmis ve alikotlanarak saklanmistir. Her tekrar
calismasinda yeni bir tiip (alikot) ¢ikarilmis ve daha dnce sigir serum albiimini (BSA) ile
cikarilan standart grafik (Sekil 3.11-A) referans alinarak sekretom protein konsantrasyonu
hesaplamas1 yapilmistir. Deney tekrarlar1 sirasinda kullanilan alikotlardan hesaplanan
sekretom proteini konsantrasyon ortalamalar1 (mg/ml, N=6) Sekil 3.11-B’de standart hata
degerleriyle beraber verilmistir. Bradford ile hesaplanan protein konsantrasyonlarinin
dogrulugu, SB210 (WT) ve KO hat sekretom konsantrasyonlar1 esitlenip SDS-PAGE’de
yiriitiilerek teyit edilmek istense de sekretom proteinleri SB210 ve KO 1rklart arasinda farkl
bant profilleri olusturmus hem giimiis boyama hem de coomassie boyama sonucunda ana
bant yogunluklarinda tekrarli deneylere ragmen esitsizlik gézlenmistir (Sekil 3.11-C, ana
bant siyah ok ile belirtilmistir). Coomassie boyamasina gdre protein bantlarin1 daha detayli
gosteren SDS-PAGE gilimiis boyama sonucunda (Sekil 3.11-C, sol) SB210 ve KO
sekretomlar1 arasinda cogunlukla 15-55 kDa arasinda bantlagma ve bant yogunluk
farkliliklar1 goriilmesine ragmen o6zellikle K12 sekretomunun yiiklendigi 4. kuyu protein
bantlarinin hem say1 hem yogunluk bakimindan onemli derece diisikk oldugu fark
edilmektedir. Sekretom orneklerinin ayni miktarda yiiklendigi ve coomassie boyamasinin
yapildigi jel goriintiisiinde (Sekil 3.11-C, sag) ayni1 kuyuda ana bandin tizerinde 100-250 kDa
hizalarinda proteinlerin var oldugu ve ana bant ile bu bantlarin giimiis boyamayla
boyanamadig1 gézlenmistir. iki jel boyama yontemiyle de KO rklar ve dogal irk arasinda
protein miktari esitliginin teyit edilebilecegi bir referans bant belirlenememistir.

Sekretomal proteolitik aktivite analizi icin SB210 ve KO sekretom 6rnekleri 3 bagimsiz
tekrarli olarak stiksinile kazein ile reaksiyona alinmistir. CTH34KO hatt1 olan H1 hari¢ diger

proteaz yoksunu mutant irklarin sekretomal proteolitik aktivitesinde SB210 susuna kiyasla
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A y = 0,0499x + 0,0038
R? = 0,9903
06
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w
8
g 03
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0
0 2 4 6 8 10 12
Protein konsantrasyonu (ug/ul)
B Hicre SB210 H1 K12 L3 M6 N8
hatlar
Olgiilen 0,13 0,14 0,18 0,14 0,29 0,16
kons. 0,011 +0,007 +0,011 +0,019 +0,019 +0,012
BSA WT Hl KI2 L3 M6 N8 M BSA WT Hl KI2 L3

Sekil 3.11. 40 kat konsantre edilip alikotlanan SB210 ve KO flask kiiltiirleri sekretom orneklerinin
konsantrasyon tayini. Alikotlanan sekretomlarla yapilan her deney oncesi orneklerin bradford ile
absorbans olciimii alinmis ve daha énce olusturulan standart egri (A) formiiliine gére (R°=0,99)
konsantrasyonlart hesaplanmistir. B) Hesaplanan sekretom konsantrasyonu ortalamalart (N=6)
mg/ml cinsinden ortalamamin standart hatasiyla beraber verilmistir.
hesaplamasina gore esitlenen SB210 ve KO irki sekretom orneklerinin 1 ug’t %12 glisin SDS-PAGE
Jjelinde yiiriitiilmiis ve giimiis nitrat (sol) ya da coomassie (sag) ile boyanmistir. BSA (66,5 kDa)
glimiis boyama igin kontrol olarak eklenmistir. Siyah ok: Sekretom proteinleri arasinda en kalin
goziiken ana bant, WT: SB210 ki sekretomu, M: PageRuler Plus, Prestained protein marker,

#26619

o .

3h i 5

—-—u—uu—nw‘-—‘b—‘

51

C) Konsantrasyon



istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlenmezken H1 hatti sekretomunun proteolitik
aktivitesinde, parcalanan substrat miktarina karsilik gelen absorbans degerine gore %34,3
oraninda anlamli bir diislis yakalanmistir (Sekil 3.12, p<0,05; N=3). Siiksinile kazeinin
substrat olarak kullanildig1 reaksiyondan kolorimetrik dl¢tim sonrast alinan 6rnekler SDS-
PAGE jelinde yiiriitiildiiglinde H1 sekretomuyla muamele edilen substrat bandinin daha
yogun kaldig1 ve bu proteaz KO 1rk sekretomunda SB210’a kiyasla daha diisiik bir proteolitik
aktivite goriildiigii dogrulanmistir (Sekil 3.12-B1). Ayrica sekretomlarin siiksinile kazein ile
inkiibasyon siiresi 40 dk’ya kadar uzatildiginda bile SB210, K12 ve L3 sekretomu
kuyularinda substratin neredeyse tamamen parcalandigi, bunun aksine H1 kuyusunda
substrat bandinin hala korundugu (Sekil 3.12-B3) dikkat ¢ekmektedir. Sonug olarak in vitro
aktivite deneylerinde, bilylime egrisinin ayni saatinden alinip esit oranda konsantre edilen ve
proteolitik aktiviteye esit miktarda eklenen 5 proteaz KO hat sekretomundan sadece H1
sekretomunda istatistiksel olarak anlamli bir proteolitik aktivite diisiisii goriilmiis, bu da
Tetrahymena’da MAK genomundan silinen proteazlar arasindan sadece CTH34’iin
sekretomal proteolizi yavaslattigin1 bulgusunu ortaya ¢ikarmistir. Nitekim CTH34KO hat
H1’in kiiltiirizasyonu siirecinde hiicre sayisinin diisiik kalmasi ve KO karakterinin korunmast
icin siirekli bir antibiyotik baskisina ihtiya¢ duyulmasi, CTH34’iin olasilikla hiicre
boliinmesini de kapsayan 6nemli bir biyolojik gorev iistlenebilecegine igaret etmektedir.
Tez caligsmasinin ilk zamanlarinda SB210 ve KO kiiltiir sekretomlar1 10 kat konsantre
edilip esit miktarda sekretom Ornekleri siiksinile kazein ile 1 saat reaksiyona alindiginda,
CYP6KO hat K12’nin sekretomal proteolitik aktivitesinde anlamli bir diisiis oldugu
gOriilmis (veri sunulmamaistir), bu sebeple K12 sekretomu ayn1 zamanda Rtm ile de in vitro
proteolitik aktiviteye alinmistir. Reaksiyondaki miktarlar1 esitlenen (0,185 pg) 10 kat
konsantre sekretomlardan kaynaklanan Rtm dimer (Sekil 3.13, koyu yesil ok) ve monomer
(acik yesil ok) degredasyonu, K12 sekretom kuyularinda (Sekil 3.13-A, 3, 5, 7 ve 9. kuyu)
zamana bagli olarak ¢ok daha yavag artarken ¢alisilan tiim saatlerde kontrol olarak kullanilan
dogal irk SB210 kuyularinda (2, 4, 6 ve 8) gozle goriiliir derecede daha hizli parcalanma
oldugu gozlenmistir. Ayrica SB210 sekretomu tarafindan 35-55 kDa araliginda 3 belirgin
band olarak parcalara boliinen substratin K12 sekretomu tarafindan 2 belirgin banda
pargalandig1 (Sekil 3.13-A, kirmizi oklar) gériilmektedir. Ilerleyen zamanda SB210 ve KO

hat sekretomlar1 daha hassas ve giivenilir protein miktar 6l¢iimii i¢in 40 kat konsantre edilmis
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Sekil 3.12. SB210 ve proteaz KO hatlarin sekretomal proteolitik aktivitelerinin in vitro belirlenmesi. A) Proteaz
KO hatlar ile SB210°un sekretomal peptidaz aktivitesi kantitatif olarak o6l¢iilmiis (3 tekrarly) ve
ortalamalar siitun grafik olarak verilmistir. Hata barlar olgiilen degerlerin standart sapmasini
vermektedir. * sembolii p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli sonucu belirtmektedir B) 30
°C’de 20 dk (B1), 30 dk (B2) ve 40 dk (B3) inkiibasyona birakilan aktivite reaksiyonundan optik
okuma sonrasinda 10 ul érnek alinmig ve %18 SDS-PAGE jelinde yiiriitiilerek siiksinile kazeinin
(24 kDa) par¢alanma profili goriintiilenmistir. Yesil ok: kazein bandi; Kirmizi bantlar: kezeinden
parcalanan bantlar;, M: PageRuler Plus, Prestained protein marker, #26619; NK: negatif kontrol.
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ve esitlenen sekretom protein miktarlari siiksinile kazein ile 20 dk muamele edilerek proteaz
KO hatlarin sekretomal proteolitik aktivite degisimleri Olctilmiistir (Sekil 3.12-A). Bu
deneyde K12 sekretomunda kazeine karsi istatistiksel olarak anlamli bir aktivite diisiisii
gozlenmemistir. Fakat Rtm’ye kars1 yapilan in vitro proteolitik aktivite deneyinde 40 kat
konsantre SB210 ve K12’nin protein miktarlar1 esitlenmis (0,825 pg) sekretomlarinin
substrat lizerinde zamana bagh farklilagmis bir par¢alanmaya neden oldugu (Sekil 3.13-B)
ve Ozellikle 24. saatte proteaz KO 1rk1 K12’nin aksine SB210 sekretom proteazlarinin Rtm’yi
tamamen parcaladigini goriilmektedir (6 ve 7. kuyu). Bununla beraber bazi pargalanma
bantlarinin SB210 reaksiyonlarinda 3. saatten itibaren goriilmesine ragmen (gri oklar) bu
bantlarin K12 reaksiyonlarinda hi¢ gézlenmedigi ya da 24. saatten itibaren goriiniir oldugu
dikkat c¢ekmektedir. E-64 sistein proteaz inhibitoriiniin eklendigi 8. ve 9. kuyularda
proteolizin tam olarak durdurulamadigi fark edilmistir. Bunun olasi agiklamasi ise ilave
edilen inhibitdr konsantrasyonunun sekretom protein miktarindan fazla olmasi ve E-64’iin
reaksiyona dnceden eklenip proteaz inhibisyonu i¢in gerekli siirenin verilmemesi nedeniyle
yetersiz kaldig1 olarak diigiiniilmiistiir. Ayn1 muamele siiresine ragmen 40 kat konsantre
edilen sekretomlarin eklendigi reaksiyonlarda, 10 kat konsantre edilen sekretomlarin
eklendigi reaksiyonlara kiyasla daha fazla degredasyon ve bantlasma goriilmesinin nedeni
reaksiyondaki sekretom protein miktarlarinin  farkli olmasindan kaynaklandigi
diistintilmektedir (Sekil 3.13-A, 2, 3, 6, 7, 8 ve 9. kuyu ile Sekil 3.13-B, 2, 3,4, 5, 6 ve 7.
kuyu).
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Sekil 3.13. SB210 ile CYP6KO hat K12 'nin 10 kat ve 40 kat konsantre edilen sekretomlarinin Rtm substratina
karsi gosterdigi zamana bagli in vitro proteolitik aktivitesi. A) 3 ug Rtm’nin 10 kat konsantre edilmig
ve 0,185 ug’a ayarlanmis SB210 ve CYP6KO wk K12 sekretomlariyla zamana bagli proteolitik
degredasyon sonucu. B) A) 3 ug Rtm’nin 40 kat konsantre edilmig ve 0,825 ug’a ayarlanmig SB210
ve CYP6KO irk K12 sekretomlariyla zamana bagl E-64 eklenmis (10 uM) ve eklenmemis proteolitik
degredasyon sonucu. Koyu yesil ok: dimer Rtm protein band: (~300 kDa), A¢ik yesil ok: monomer
Rtm protein bandi (~150 kDa), Gri oklar: K12 sekretomunun sebep oldugu substrat
degredasyonunda goriilmeyip SB210’da goriilen parcalanma bantlari, Kirmizi oklar: Iki jel
goriintiisiinde de Rtm 'nin proteoliziyle olusan ortak parcalanma bantlari, NK: Negatif kontrol, WT:
dogal wrk SB210 sekretomu, M: PageRuler Plus, Prestained protein marker, #26619.
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4. TARTISMA

1960’lardan bu yana Tetrahymena tiirlerinde hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 proteaz
aktivitesinin arastirildigi pek ¢ok calisma mevcuttur. Bu caligmalar genel olarak
organizmanin besiyeri ortamina salgilladigi proteazlarin biyokimyasal ve enzimatik
karakterizasyonunu, biiyiime sirasinda besiyerine ilave edilen metabolitlerin proteazlar dahil
hidrolazlarin salgilanmasina etkisini, ekstraseliiler proteazlarin kismi saflagtirilmasini ve
biyoreaktorde iiretimini kapsamaktadir (Banno vd., 1982; Blum, 1975; De Coninck vd.,
2000; Dickie & Liener, 1962; Levy vd., 1976; Straus vd., 1992). T. thermophila’nin
sekretomuna salgiladig1 belirli proteazlarin makrocekirdekten silindikten sonra sekretomal
proteolitik aktivite degisiminin in vitro kosullarda arastirildigi bu calismada, silinen
proteazlar literatiirde c¢esitli Tetrahymena suslarinda hiicre-dis1 ortama salgilandigi
belirlenmis proteinlerdir (CTH34 peptidazi harig¢) (Tablo 2.1, Referanslar).

Besiyerine salgilanan proteazlarin homojen olarak saflastirilmasi, aktivite, molekiiler
agirlik, optimum pH ve aktivite gosterdigi substrata dayali grup ve/veya alt grubunun
(katepsin L-benzeri, katepsin B-benzeri vb.) tahmin edilmesi ilk kez Banno ve arkadaslari
tarafindan yapilmis, 7. pyriformis W susundan izole edilen sekretomal sistein proteazin pH
6,5-8,0 aras1 maksimum aktivite gosterdigi, 22-23 kDa biiytikliiglinde oldugu ve bu enzimin
katepsin B-benzeri Ozellikler sergiledigi raporlanmistir (Banno vd., 1983). Suzuki ve
arkadaglar1 yine 7. pyriformis’ten ardisik kromatografik yontemlerle 28 kDa biiyiikliigiinde
papain ailesi sistein proteazlara ait bir sekretomal proteaz izole etmis ve bu proteaz tetrain
olarak isimlendirmislerdir (Suzuki vd., 1997). Saflagtirmasi kismen gergeklestirilen tetrain,
SDS-PAGE jelinde 26 ve 28 kDa biiyiikliiglinde iki bant olarak goriilmiis, florojenik substrat
seciciligi bakiminda ise katepsin B-benzeri sistein proteaz olabilecegi tahmin edilmistir.
Ayrica hiicre kiiltlirii logaritmik fazdan duragan faza gecerken tetrain salgilanmasinin
zamanla arttig1 ve bu artisin dig ortamin toplam proteolitik aktivitesindeki yiikselis ile
ortlistiigli gosterilmistir. Bu bilgi tez kapsaminda ortaya konan ilk bulguyla (Sekil 3.1 ve
Sekil 3.2) tutarlilik gdstermektedir. Ayni yayinda hiicre inokiilasyonundan itibaren kiiltiir
ortammnin zamana bagli artan proteolitik aktivitesi, BSA substratinin jelde gozlenen
parcalanma oraniyla temsil edilmistir. 7. pyriformis’te sekretom proteazlarindan kaynakli

BSA’da (UniProt ID: P02769) goriilen bu parcalanma paterni, BSA ile amino asit dizisi
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bakimindan 9%75,95 benzerlik gosteren (MUSCLE ile hizalama yapilmistir) HSA nin
(UniProt ID: Q56G89) parcalanmastyla ortiismektedir (Sekil 3.1-A ve B). Tetrainin homojen
olarak saflagtirildigi, aminoasit dizisinin belirlenip hizalandigi ve enzimatik
karakterizasyonunun ortaya koyuldugu bir sonraki g¢aligmada (Suzuki vd., 1998), bu
proteazin 330 amino asit uzunlugunda (ilk 16 amino asit sinyal dizisi, 103 amino asit
proenzim dizisi ve 211 amino asit peptidaz dizisi) oldugu belirlenmis, duragan fazda daha
yiiksek seviyelere c¢iktig1 gosterilmistir. Ayrica homojen olarak saflagtirilan tetrainin
enzimatik ve dizisel 6zellikleri incelenmis ve aslinda katepsin L alt grubunun bir tiyesi
oldugu sonucuna varilmistir. Yayinda tam peptid dizisi verilen tetrain TGD’de aratilmis fakat
gen ya da protein bazinda herhangi bir bilgiye ulasilamamistir. Herrmann ve arkadaslari
yaymlarinda tetrainin CYP6 homologu oldugunu belirtmesi lizerine (Herrmann vd., 2006)
amino asit dizileri TGD’de blastlanmis ve 7. thermophila CYP6 ile %76 benzerlik gosterdigi
(E-skoru; le-134) goriilmiistiir (EK-10). Bu sebeple tetrain gibi CYP6’nin da sekretomda
aktivite gostermesi ve saflastirilabilecek kadar yiliksek miktarda olmasi oldukca olasidir.
Nitekim CYP6-KO 1rk sekretomunun (K12) siiksinile kazeine karsi istatistiksel olarak
anlamli bir aktivite digiisii gdstermemesine ragmen Rtm’nin proteolizini gozle goriliir
derecede diisiirmesi, bu olasilig1 desteklemektedir. Fakat K12 hatti sekretomunun Rtm
degredasyonunu ne kadar yavaslattigi hususunda daha ileri kantitatif analizler gereklidir.
Ayrica bu sonug Tetrahymena proteaz KO hatlarinin farkli proteinlerde farkli etkiye sahip
olabilecegi ihtimalini de diisiindlirmektedir. Bunun disinda literatiirde Tetrahymena
sekretomundan saflagtirllan ve dizi bilgisi paylasilan bir diger proteaz ise pCyp
(TTHERM _00881440) olarak isimlendirilen bir papain ailesi sistein proteazidir. Fakat bu
proteazin 6zellikle aglik evresinde ifade artigina sahip oldugu ve rekombinant protein iiretim
evresi olan vejetatif evrede ¢ok az ifade edildigi raporlanmistir (Karrer vd., 1993) (Tablo
EK-1.1). Her ne kadar T. thermophila sekretomunda tesbit edilen bir proteaz olsa da vejetatif
evrede ifadesi ¢ok diisiik oldugundan dolay1 pCyp ile ilgili inceleme sinirl tutulmugtur.

KO edilmek iizere Tetrahymena sekretom proteazlarinin arastirilmasi, Madinger ve
arkadaslarinin (2010) bu organizmada sekretom proteinlerinin (constitutive protein
secretion) c¢alismasi ile baglamistir (Madinger vd., 2010). SB210’un da dahil oldugu 3 irkta
zengin Dbesiyeri ve aglik kosullarinda sekretomda bulunan proteinlerin kiitle

spektrometresiyle kimliklendirdirilmesi yapilmis ve yayimin ek belgelerinde SB210, SB281
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ve CU428 susu zengin besiyeri ortaminda tesbit edilen sekretom proteinleri listelenmistir (Ek
Tablo-4). Listede sekretomal proteazlar secilip TGD veritabaninda mRNA ekspresyon
seviyesine gore Tablo EK-1.1’de siralanmistir. SB211irkinda MAK genomunda ifade edildigi
iddia edilen ilk 5 proteaz geni bu tez ¢aligmasinda ayni irkin genomundan silinerek mutant
irklar olusturulmustur. KO edilip sekretomal proteolitik aktivite diisiisiiniin en yliksek
goritildiigii gen olan CTH34 'in kodladig1 proteaz Madinger ve arkadaslarinin (2010) tesbit
ettigi sekretom proteinlerinden biri degildir. Yayinda SB210 da dahil flaskta calkalamali
biiylitiilen 3 Tetrahymena irkinin duragan faz dis ortami konsantre edilmis ve SDS-PAGE
jelde yiiriitiilmesiyle elde edilen sekretom protein bantlar1 (makalede 1 nolu sekil, 4. kuyu),
bu tezde sunulan SB210 sekretomu bantlartyla (Sekil 3.11-C, 2. kuyu, glimiis boyama jelinde
250 kDa iizerinde gériilen bantlar hari¢) biiyiikliik olarak karsilastirilmistir. iki sekilde de
belirgin olan bantlarin benzer biiyiikliiklere denk geldigi gbzlenmistir (bant biyiikliikleri
protein belirteclerine gore tahmin edilmistir). 7. thermophila kiiltiiriiniin sekretoma
salgiladig1 baskin peptidazlar1 kimliklendirmek icin yapilan bir diger ¢alismada (Herrmann
vd., 2006), organizmanin dig ortama salgiladig1 proteazlarin biiyiikk cogunlugunun sistein
proteazlar oldugu bilgisinden (Straus vd., 1992) yola cikilarak, sistein proteazlara yiiksek
afinite ve Ozgilinlikte baglanan E-64 inhibitoriiniin kullanildigi bir afinite stratejisi
gelistirilmistir. Bahsi gecen yayinda bu tez ¢alismasinda KO edilen CYP6 ve CTH115’in de
bulundugu 6 proteazin sekretomda baskin oldugu sonucuna varilmistir. Bu proteazlari
kodlayan genlerin ifade seviyelerinin gorece yliksek olmasi (Sekil EK1-1) tezde KO edilecek
proteazlarin hedeflenmesi ic¢in uygulanan yaklasimin mantikli oldugunu gostermektedir.
Ayrica Herrmann ve ark. tarafindan dis ortamda tesbit edilen bu 6 peptidaz Madinger ve
ark.’nin yayminda da zengin besiyeri ortaminda kimliklendirilen proteazlar arasindadir. Bu
proteazlardan CYP6’nin KO edilmesi kazeinden ziyade Rtm’ye kars1 sekretomal proteolitik
aktivite diisiisiine neden olurken CTH115’in KO edilmesi kazeine karsi aktivite diisiisiine
anlamli bir katki saglamamistir. Bu nedenle CTH115-KO mutant irkinin baska substratlar ile
arastirilmasina ihtiya¢ oldugu sonucuna varilmistir.

Madinger’in yayminda (2010) tesbit edilen CTH40 ve CTH90 genlerinin ifade
seviyeleri “baskin” proteazlardan yiiksek olmasina ragmen Herrmann’in (2006) ¢alismasinda
E-64 afinitesiyle dis ortamda yakalanamamis olmasi deginilmesi gereken bir diger konudur.

Bu durum ilk olarak CTH40 ve CTH90’1n kiiltiir ortamina salgilanmak yerine daha ¢ok hiicre
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ici endozomal ve/veya lizozomal yapilarda lokalize olabilecegi ve belirli bir fazda ya da bir
tepki olusturmak i¢in salgilanabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde 7. pyriformis
lizozomal yapilarin siikroz yogunluk sedimentasyonu yoluyla fraksiyonlara ayrilabildigi ve
bu fraksiyonlarin proteazlar da dahil asit hidrolaz igeriklerinin farklilastig1 bildirilmekte,
tercihen yiiksek yogunluklarda gelen lizozomlardan hiicre disina salgilama yapildig: iddia
edilmektedir (Blum, 1976; Miiller vd., 1966). Daha yakin tarihli bir c¢alisma, 7.
thermophila’da CTH40 gibi bir diger catepsin B-benzeri sistein proteaz olan CTH39’un
(TTHERM 00083480) fagozomda gorevli bir protein oldugunu ve CTH39-GFP ile
olusturulan flizyon proteinin 7Tetrahymena fagozomlarimin lumeninde lokalize oldugunu
gostermisitir (Jacobs vd., 2006). Tablo EK-1.1de ekspresyon seviyesine gore 4. sirada olan
bu peptidaz CTH40 ile %67 amino asit dizi benzerligi gostermektedir. Bu durum, hiicre dis
ortaminda tesbit edilen proteazlarin birincil gorevlerinin ekstraseliiler degredasyon
olmayabilecegi ve fazla miktarda ifade edilseler bile sekretomda miktarsal olarak azinlikta
kalabileceklerini igaret etmektedir. Bu acidan bakildiginda CTH40-KO ve CTH90-KO
hatlarda sekretomal proteolitik aktivite diislisii goriilmemesi bu peptidazlarin asli olarak
intraseliiler vezikiillerde gorevli olmalariyla agiklanabilir sonucuna varilmistir.

Salgilatma sinyal peptidi bulundurma ile ekspresyon seviyesinin yiiksekligi dikkate
alinarak secilen CTH34’lin gen kopyalarmin kismen silinmesi ile ifadesinin baskilanmasi,
SB210 wrkinda %34’liik bir proteolitik aktivite kaybina neden olmustur. Ancak bu gen
somatik KO yontemiyle hicbir sekilde MAK genomundan tamamen silinememis ve
ifadesinin baskilandigi KO hatti H1’in flask kiiltiiriindeki hiicre sayisinin yiiksek derecede
diismesine neden olmustur. Bu durum ilk olarak proteazin regiilatif bir goérevinin
olabilecegini akla getirmekle beraber flask kiiltiirlinde hiicre sayisindaki azalmanin nedeni
olarak ortama eklenen CHX baskisi da diisiiniilebilir. Bunun iizerine H1 hatt1 hiicreleri CHX
baskisinin hiicre sayisina etkisinin gozlenmesi i¢in CHX iceren ve icermeyen flasklara
ekilmigtir ve CHX icermeyen flask kiiltiirinde H1’in hiicre sayisinin daha da diistiigii
gozlenmistir (Sekil 4.1). Ikinci olarak literatiirde Tetrahymena katepsinleriyle (katepsin
lizozomal proteazlarin genel ismidir) ilgili yapilan ¢alismalara bakildiginda aspartil katepsin
CTH3’tin (TTHERM 00321680) peptid sekresyonunu saglayan mukozist kesiciklerinin
olusumu i¢in gerekli GRL (granule lattice) propeptidini isleyerek fonksiyonel hale getirdigi
ve CTH4’ln (sistein katepsin, TTHERM 00445920) de GRL proteinlerinin normal
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kesilmesini ve iglevsel mukozist olusumunu sagladigi bildirilmistir (Kumar vd., 2014, 2015).
Bu agidan diisiiniildiigiinde CTH34 proteinin de hiicrede proliferasyonu etkileyen hayati bir
regiilatif gorevinin olmasi oldukga olasidir. Son olarak ise CHX in ¢esitli hiicre kiiltiirlerinde
cift zincir kirig1 olusturararak DNA hasar1 yaratmak i¢in kullanilmasi (Gonzalez-Suarez vd.,
2009; Tsabar vd., 2015), yogun CHX baskisinda tutulan ve kiiltiirize edilen CTH34-KO 1rk
H1’de bu antibiyotigin DNA bozulmasindan kaynakli hiicre biiyiimesinin etkilemesine neden
olmus olabilir. CTH34’iin hiicre proliferasyonuyla iligkili bir fonksiyonunun olup olmadigi,
bu genin germ hatt1 KO yaklagimlariyla (homolog rekombinasyon ya da CRISPR/Cas?9 ile)
MiK’ten silinip star hat caprazlamasiyla elde edilen homozigot KO soyunun
yasayamadiginin teyit edilmesiyle 6grenilebilir. MIK KO hattin hayatta kalmasi durumunda
diisiik hiicre sayisina ragmen dogal sus ile karsilastirmali olarak bir model substrat protein
secilmeli ve rekombinant protein iiretim verimliligine etkisi ssnanmalidir. Ciinkii hiicre say1s1
dezavantajina ragmen diisen sekretom proteolizinin toplam verimi yiikseltmesi de bir

olasiliktir.
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Sekil 4.1. Flask kiiltiirizasyonu sirasinda CHX eklenmemesinin CTH34KO hatti HI klonu hiicre sayisina etkisi.
“Materyal ve Yontem” béliimiiniin 2.5 bashginda agiklanan protokol ayni sekilde uygulanmus fakat
esit sayida HI hattr hiicresi ekilen bir flaska 240 ug/ml CHX ve 0,05 ug/ml CdCl: eklenirken diger

flaska eklenmemistir. Bu durumda biiyiime egrisinde lag fazi olarak belirtilen ilk 8 saat sonrasinda
CHX eklenmeyen flask kiiltiiriinde hiicre sayisimin ¢ok yavag arttigi gozlenmistir. Deney 1 tekrarl
olarak gergeklestirilmistir.
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Hem kantitatif hem de kalitatif in vitro proteolitik aktivite deneylerinde proteaz
yoksunu mutant Tetrahymena kiltiirleri ve dogal SB210 kiiltiirii arasinda sekretoma
salgilanan proteazlardan kaynaklanan proteolitik aktivitelerin tarafsiz bir sekilde
karsilagtirilabilmesi ic¢in flask kiiltlirlerine ayni hiicre sayilariyla inokiilasyon yapilmis,
birbirine yakin fazlardan (log fazi sonu/duragan faz baslangici) ayni zamanda sekretom
toplanarak ayn1 konsantrasyon prosediiriinden geg¢irilmis ve her deneye esit miktarda protein
yiiklenmistir. Bu ¢aligma sekretomal proteolitik aktivite degisimini temel olarak reaksiyona
eklenen toplam protein miktar1 esitligine gore degerlendirmistir. Bu nedenle sekretom
konsantrasyon 6l¢iim giivenilirligini arttirmak i¢in sekretom proteinleri 40 kat konsantre
edilmis, boylece toplam sekretom protein miktar1 bradford ile dl¢iilebilir araliga ¢ekilmistir.
Alikotlanarak -80 °C’de muhafaza edilen sekretom ornekleri her ¢alisma i¢in bir kez
¢oziilmiis, kullanilan her alikotun 6nce protein konsantrasyonu 6l¢iilmiis ve 6l¢timlerde ciddi
bir sapma olmadigr teyit edilmistir (Sekil 3.11-B). Bradford ile Oolgiilen protein
konsantrasyonlarina dayali esitlenen protein miktarlarinin gergekten esit oldugunun teyidi
icin sekretomlar ayrica SDS-PAGE jellerinde ytiriitiiliip hem glimiis nitrat hem de coomassie
ile boyanmistir (Sekil 3.11-C). Fakat iki boyamada da mutant irk ve SB210 sekretomlarinin
birbirinden bant ¢esitliligi ile bant yogunlugu agisindan olduke¢a farklilastigi gozlenmistir.
Bunun birinci nedeni genomdan silinen/ ifadesi baskilanan proteaz genlerinin hiicresel bir
fonksiyonu (6rnegin direk veya indirek transkripsiyonel veya post-transkripsiyonel
regiilasyon ile) kontrol eden bir sinyal kaskatinin parcasi olmasi ve bu nedenle
yoksunlugunda bagka sekretom proteinlerinin protein ifadesinin azalmasina veya artmasina
neden olmasidir. H1 (CTH34-KO) ve K12 (CYP-KO) kiiltiirlerinde yapilan proteaz
delesyonununun/ baskilanmasinin flask kiiltiirii biiytime egrisini etkilemesi, boyle bir etkinin
hipotetik olarak bulundugunun kabiilii ile agiklanabilir. Ikincisi ise organizma tarafindan
sekretoma salgilanan diger endojen proteinlerin de sekretom proteazlari tarafindan direk veya
indirek degrede ediliyor veya edilemiyor olmasi seklinde bir hipotez ile agiklanabilir. Bu
durumda proteaz yoksunu irk sekretomlarinda silinen proteaz genine bagli daha az
parcalanma olacagindan dolay1 dogal 1tk sekretomunun KO 1rk sekretomlarindan daha fazla
bir protein bantlagmasi (veya daha az bir protein bantlagsmasi) gosteriyor olmast miimkiin
olur. Sekil 3.11-C’de giimiis nitratla boyanan jelde (sol) 2, 3, 5, 6 ve 7. kuyulardaki ~70 kDa

hizasinda olan ana protein bant yogunlugu ile bu protein altinda olusan bantlagma sayisi
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dikkate alindiginda kabaca bant yogunlugu azaldik¢a bantlagma sayisinin artmasi bu duruma
ornek olarak verilebilir. Bunun tek istisnas1 K12 sekretomunun yiiklendigi 4. kuyudur. Ancak
ilging bir sekilde bu kuyuda glimiis nitrat ile belirgin olmayan ana protein bandi ile tistiindeki
bantlarin ayni miktarda protein yiiklenen coomassie boyanmis jelde (sag) oldukca yogun
goriilmesi, bu hipotezi destekleyen drnek bir durum olarak verilebilir. Bu noktada glimiis
nitrat boyamastyla ilgili literatiir incelendiginde boyama metodunun ¢aligma prensibine bagl
olarak baz1 proteinleri boyayamadigi (negatif boyama); yani bant goriinimi ve
yogunlugunun protein miktarindan ¢ok Ozellikle proteinin amino asit dizisi tarafindan
indirgenen giimiis zerreciklerinin (silver grains) miktarina bagh oldugu goriilmektedir
(Hempelmann ve Krafts, 2017; Yiiksel ve Gracy, 1985). Sonug olarak belirtilen iki sebepten
herhangi biri (ya da her ikisi) nedeniyle protein miktari esitligi SDS-PAGE ile teyit edilemese
de alikotlar arasi bradford olgiimlerinin tutarlilifi konsantrasyon Ol¢iimlerinin giivenilir
oldugunu gostermistir. Bu nedenle proteaz KO klonlarinin SDS-PAGE giimiis boyama
protein patternlerinin silinen genlere bagl degisim gostererek olustugu sonucuna varilmistir.

Hiicre disina salgilandigi bilinen ve hiicrede yiiksek ekspresyon seviyesine sahip 5
sistein proteaz kodlayict genin her biri 7. thermophila SB210 susu somatik makrogekirdek
genomundan silinerek proteaz KO hat olusturulmus ve bu KO hatlardan sadece birinde
%34,3’liik bir sekretomal proteolitik aktivite diisiisii bulunmustur. Ayrica mevcut bulgular
Tetrahymena’da bir proteazin sekretoma salgilaniyor olmasiin ve mRNA ifade seviyesinin
vejetatif evrede yliksek olmasmin, dis ortamdaki katalitik aktivitesiyle ve miktariyla
dogrudan iligkili olmayabilecegini gostermektedir. Bu nedenle biyoteknolojik rekombinant
protein iUretim verimliligi yiiksek hiicre hatlarimin yapilandirilabilmesi igin alternatif
cozlimlere ihtiya¢ oldugu anlasilmaktadir. Bu baglamda son yillarda medikal amagh
rekombinant protein liretimi i¢in en ¢ok tercih edilen memeli (0zellikle CHO) hiicre
hatlarinda iiretilmesi amaclanan biyofarmasotik proteinin dizisi, yapist ve biyolojik
ozelliklerine spesifik gelistirilen mutant hiicre {retimi ile sorun ¢dziimlenmeye
calisiimaktadir. Ornegin CHO’da “iiretilmesi zor (difficult to express, DTE)” proteinlerden
oldugu belirtilen TIMP-2 ve TIMP-3’iin (metalloproteinaz doku inhibitdrleri) rekombinant
iiretimi siirecinde bu proteinlerin tiretimini kisitlayan adimin “post-translasyonel islemler”
oldugu belirlenmistir. Sonrasinda bu sinirlama, furin proteazinin natif kesim bdlgesiyle

sekretuvar biliylime hormonunun pro-dizisinde kisa bir bdlgenin birlestirilerek bir flizyon
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proteini olusturulmasi ve rekombinant biyofarmasdtik proteinin hiicrede liretimiyle es
zamanli olarak yiiksek furin ifadesiyle ¢oziilmiistiir (Hussain vd., 2017). Uriin-spesifik
¢cozlim yaklagimlar1 sadece iriin miktarini arttirmaya degil glikoproteinler icin glikan
heterojenitesini diisiirmeye yonelik de gelistirilmektedir. Bu amagcla yapilan bir ¢aligmada N-
bagli glikosilasyonda belirleyici adimlar1 kontrol eden anahtar genleri belirlemek amaciyla
CHO glikosiltransferazlarinda bir KO goriintiilleme taramasi gergeklestirilmis ve CHO
hiicrelerinin KO edilen glikosiltransferazlar tolere ettigi gosterilmistir. Bu sayede CHO
hattinda yapilan tekli ya da c¢oklu glikotransferaz KO’lar ile siyalik asitsiz ama ¢oklu
LacNAc iceren EPO ve a6-fukosilasyon yoksunu homojen biantenar yapida N-glikan igeren
IgG iiretilmistir (Yang vd., 2015). Bu agidan Tetrahymena’da da benzer bir yaklagimla
iretilmesi amaglanan rekombinant proteine sipesifik sekretomal proteazlarin belirlenip
genomdan silinmesi ve iretim verimliliginin smrlt proteaz silinmesi sartlarinda
degerlendirilmesi, proteazlarca zengin bir organizmada heterolog protein iiretimi i¢in daha
dogrudan bir yaklasim olacaktir. Tetrahymena’nin biyolojik avantajlar1 da gbéz Oniine
alindiginda (genomik manipiilasyonun kolayligi ve KO edilen genlerin tek bir ¢aprazlamayla
homozigot olarak ifade edilebilmesi gibi) rekombinant {iretilen proteini parcaladig: tesbit
edilen proteazlarin tekli/¢oklu KO kombinasyonuyla iiretilen mutantlar ile canliliga negatif
etkisinin en az oldugu fakat iiretim verimliligine etkisinin en fazla oldugu mutant irklarin

gelistirilmesi bu tez ¢alismasinin 6nerdigi bir sonraki adimdir.
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5. SONUC

Tetrahymen thermophila SB210 susunda hiicre digina salgilandigi ve ekspresyon
seviyesi yiiksek oldugu literatiire gére Ongdriillen 5 proteaz geni belirlenerek, farkli iki
yontem ile organizmanin makcekirdek genomundan silinmis veya biiyilkk oranda
baskilanmigtir. KO hatlarin bu genetik modifikasyonu popiilasyon biiyiimesine ve sekretomal
proteolitik aktiviteye etkisi tanimlanmig, sekretomal proteolizin %34,3 oraninda diisen
CTH34KO hattinin H1 klonunun biiylime egrisinin de kontrole gére diisen bir egri gosterdigi
bulunmustur. CYP6KO hattinin K12 klonu ise kazeine kars1 anlamli bir proteolitik aktivite
diisiisii gostermese de ticari ilag molekiilii ritiiksimab substratinin pargalanmasini
yavaglatmig, fakat bu mutant hattin biiyiime egrisinin de proteaz delesyonundan olumsuz
etkilendigi bulunmustur. Bu bulgular 1s18inda Tetrahymena sekretomunda Onemli bir
proteolitik aktivite diisiisiine neden olabilecek proteazlarin hiicrede regiilatdr gorevi de
tistlenebilecegi bulunmustur. Fakat bu mutant hatlarin flask yerine optimum ¢ogalma sartlari
saglayan biyoreaktorde tekrar tanimlanmasi gerektigi ortaya c¢ikmistir. Rekombinant
tiretilmesi amaglanan proteinler iizerindeki degredasyon oraninin sekretomda yiiksek ifade
edilen belirli proteazlardan ziyade rekombinant proteinin amino asit dizisine bagli olarak
degistigi sonucuna varilmigtir. Bu sebeple iiretilmek istenen rekombinant proteine 6zgiin,
hiicre boliinmesini etkilemeyecek proteazlarin kimliklendirilmesi ve germ hatti KO
yontemleriyle (homolog MiK knock-out’u veya CRISPR/Cas9 KO’u) daha kararli mutant
irklarinin olusturularak arastirmalarin bu yonde devam ettirilmesi gerektigi sonucuna

varilmistir.
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EKLER

EK-1. Literatiirde Belirtilen Tetrahymena Sekretom Proteaz Genlerinin ifade
Seviyesine Gore Siralanmasi

Ekte verilen tablo literatlir kaynak alinarak olusturulmus ve genlere ait ifade
seviyelerine TGD’den ulasiimistir (TTHERM 00102779 numarali gen hari¢). TGD’de ifade
seviyesi bulunmayan proteaz genleri listenin sonlarina yerlestirilmistir. “MATERYAL ve
YONTEM” béliimiinde deginilen literatiir calismalarina gére CU428, sekretomunda SB210
ve SB281 suslarina kiyasla yaklagik iki kat daha fazla sekretom proteazi ifade etmektedir.

CU438 susuyla ilgili “+” ile isaretlenen proteazlar harici bilgi verilmemistir.

Tablo EK-1.1: T. thermophila besiyeri ortaminda sekretomda tesbit edilen ve gen ifade seviyelerine gore
listelenen proteazlar. Tabloda TTHERM numarasi verilen genlerin ifade ettigi proteinlere ait yaklasik biiyiikliik
(kDa), sinyal dizisi bulundurma durumu (V: var, Y: yok), proteaz grubu ve tesbit edildikleri suslar (+:
sekretomda tesbit edidi, -: sekretomda tesbit edilmedi) gosterilmistir. Bos kuyular ilgili sus sekretomunda
karsilik gelen proteazlara dair bilgi olmadigini belirtmektedir. TTHERM numarasi koyulastirilan proteaz
genleri Herrmann vd., 2006 yayininda sekretomda tesbit edilen proteaz genlerini ifade etmektedir.

Eksp. TTHERM Sinyal kDa Aciklama SB210 SB281 CU428 Cu438
seviyesi dizisi
sirast

1 00628610 A% 34 Papain ailesi 4 +
sistein proteaz

2 00760310 v 36 Papain ailesi + + + +
sistein proteaz

3 00641150 A% 37 Papain ailesi 4 4 =
sistein proteaz

4 00083480 Y 38 Papain ailesi - - +
sistein proteaz

5 00683010 \Y 37 Fosfolipaz Al 3 s 4 +

6 00161130 v 36 Papain ailesi + + +
sistein proteaz

7 00683060 A% 36 Papain ailesi 4 4 4+ +
sistein proteaz

8 00823810 v 66 Papain ailesi - - +
sistein proteaz

9 00066890 A% 48 C13 ailesi sistein 4 4 +

proteaz

10 00079650 v 37 Papain ailesi + + +
sistein proteaz

11 00755950 A% 36 Papain ailesi 4 4 4+ +
sistein proteaz

12 00530660 v 35 Papain ailesi + + + +
sistein proteaz

13 00079600 A% 37 Papain ailesi - - 4
sistein proteaz




14 00079610 v 37 Papain ailesi - - +
sistein proteaz

15 00102770 A% 137 Papain ailesi - - 4+
sistein proteaz

16 00079640 v 37 Papain ailesi - + +
sistein proteaz

17 00268060 A% 35 Papain ailesi 4 4 4 +
sistein proteaz

18 01256490 v 35 Papain ailesi + - -
sistein proteaz

19 00881450 A% 38 Papain ailesi - 4 +
sistein proteaz

20 00155260 v 355 Convertase - - +
subtilisin serin

proteaz
21 00289550 A% 57 Leishmanolysin - - 4+
¢inko
metallopeptidaz

22 00879300 v 38 Papain ailesi - - +
sistein proteaz

23 00881410 A% 38 Papain ailesi - - 4+
sistein proteaz

24 00881420 v 38 Papain ailesi - - +
sistein proteaz

25 00881440 A% 38 Papain ailesi 4 4 +
sistein proteaz

26 00802340 v 36 Papain ailesi - + +
sistein proteaz

27 00881330 A% 38 Papain ailesi - - 4+
sistein proteaz

28 00660360 v 37 Papain ailesi - - +
sistein proteaz

29 00660390 A% 38 Papain ailesi 4 - +
sistein proteaz

30 00660380 v 38 Papain ailesi - - +
sistein proteaz

31 00660410 A% 37 Papain ailesi 4 - +
sistein proteaz

32 00102779 v 137 Papain ailesi + + +
sistein proteaz

TOPLAM 16 16 30 6

EK-2. T. thermophila Genomik DNA izolasyonu

Tetrahymena gDNA izolasyonu, DNA izolasyon kiti (Promega Wizard Genomic
DNA Purification Kit, REF: A1120) yardimiyla kit protokolii uyarlanarak yapilmaktadir.
Protokol adimlar1 agagidaki gibidir:
I- KO hat hiicreleri ve SB210 2 ml NEFF igeren 12-kuyulu tabaga ekilmis ve 2-3 giin

bliytitiiliir.
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Eppendorf tiiplere alinan hiicre kiiltiirleri 14.000 g’de 5 dk santrifiijlenir. Siipernatant
atildiktan sonra temiz aclik tamponu eklenerek santrifiij tekrarlanir.

Pelete 300 ul Nucleilysis soliisyonu eklenip 1-3 sn vortekslenir ve pipetlenir. 65 °C’de
15 dk inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyonun ardindan tiipler oda sicakligina gelene kadar (~5 dk) beklenir. Soguyan
tiplere 3 ul RNase eklendikten sonra 3-4 defa ters-diiz edilir ve 37 °C’de 30 dk
inkiibasyona birakilir.

Yine tiipler oda sicakligina gelene kadar beklendikten sonra 100 pl protein precipitation
soliisyonu eklenir ve 20 sn vortekslenir.

16.000 g’de 3 dk santrifiijlenir. Santrifiij sonras1 proteinler ¢coker, siipernatant ise 1000
ul’lik pipetdr ile yeni tiiplere aktarilir.

DNA igeren yeni tiiplere 300 pul izopropanol eklenip yavasca 6-7 kez ters-diiz edilir.
16.000 g’de 1 dk santrifiijlenip siipernatant atilir ve 300 pl %70 etanol eklenir.

Tekrar 16.000 g’de 1 dk santrifiijlenip slipernatant pelete dikkat edilerek dokiiliir. Kalan
etanoliin de ugmasi icin tiipler kapaklar1 agik sekilde kurutma kagidi iistiine ters ¢evrilip
oda sicakliginda birakilir.

Alkol tamamen buharlastiktan sonra 50 pl rehydration soliisyonu eklenir. izole edilen
gDNA’lar hemen kullanilacaksa 65 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilir. Aksi durumda +4
°C’de gece boyu birakilip ertesi giin nanodrop ile konsantrasyon tayini yapilir.

Soliisyonlar kit ile temin edilmektedir.

EK-3. Tez Kapsaminda Uygulanan Rutin PZR Protokolleri

PZR sonuglari, aksi belirtilmedik¢e %1°lik hazirlanan agaroz jelde goriintiilenmis,

biiylik jel (7x12 cm) 120 V’ta 50 dk, kiigiik jel (4x7 cm) 85 V’ta 45 dk kosturulmustur.

EK-3.1. Somatik KO vektoriine klonlanmak iizere CTH34 geni 3’ ve 5’ homoloji

kollarimin amplifikasyonu

pCHXR vektoriine yerlestirilmek iizere CTH34’{in sirasiyla upstream ve downstream

bolgelerinden 5’HK ve 3’HK dizileri Taq polimeraz (Thermo Scientific, #EP0401)

kullanilarak asagidaki PZR protokolilyle tiretilmigtir. SB210 hiicrelerinden elde edilen
gDNA (280 ng/ul) kalip olarak kullanilmistir.



CTH34 5’HK’nin PZR ile tiretimi;

PZR icerigi PZR dongiisii
Bilesen Miktar Son Kkons. _—
Kalip 2 ul Raa e
10X Tag Pol. Tamponu 2 pl 1X 20k
25 mM MgClz 2pl 2,5 mM
2,5 uM F-primer 2 ul 0,25 uM
2,5 uM R-primer 2 ul 0,25 uM
5 u/pl Taq DNA pol. 0,2 ul 1,0u
2,5 mM dNTPmix 1,6 ul 0,2 mM
dH20 8,2 ul -
Son hacim 20 pl

CTH34 3’HK’nin PZR ile tiretimi;

PZR icerigi PZR dongiisii
Bilesen Miktar Son kons. .
Kalip 2 ul Rk
10X Tag Pol. Tamponu 2 pl 1X 20
25 mM MgCl2 2 ul 2,5 mM
2,5 uM F-primer 2ul 0,25 uM
2,5 uM R-primer 2 ul 0,25 uM
5 u/pl Taq DNA pol. 0,2 ul 1,0u
2,5 mM dNTPmix 1,6 ul 0,2 mM
dH20 8,2 ul =
Son hacim 20 pl

Elde edilen PZR firiinlerinin 2 pl’si, 3 ul dH20 ve 1 ul 6X DNA jel yiikleme boyasiyla
(Thermo Scientific, #R0611) karistirilip agaroz jelde goriintiilenmis kalani ise PZR
ptirifikasyon kiti (Thermo Scientific, #K0702) protokoliine gore saflastirilmistir.

EK-3.2. 3-primerli PZR ile CTH34-KO hatlarin genom kontrolii

CTH34 geninin MAK kopya sayisinin belirlenmesi i¢in ileri primerin 5’HK’ya
oturdugu, geri primerlerin ise birinin CHXR digerinin CTH34 gen ig¢i bolgeye oturdugu PZR
tasarlanmistir. Kalip olarak pCHXR-CTH34KO vektorii (10 ng/ul), SB210 gDNA’s1 (100
ng/ul), KO hatlarin gDNA’lar1 (100 ng/ul) kullanilmis, asagidaki Taq polimeraz (Thermo
Scientific, #EP0401) PZR uygulanmaistir.



PZR icerigi

Bilesen Miktar Son Kons.
Kalip 2 ul -

10X Taq Pol. Tamponu 1 pl 1X

25 mM MgClz 1 pl 2,5 mM
2,5 uM F-primer 2l 0,5 uM
2,5 uM R-primerl 1 pl 0,25 uM
2,5 uM R-primer2 1 ul 0,25 uM
5 u/ul Taq DNA pol. 0,1 pul 0,5u

2,5 mM dNTPmix 0,8 pl 0,2 mM
dH20 1,1 pl -

Son hacim 10 pl

PZR dongiisii

94°C

2:30dk

EK-3.3. coDel KO vektoriine klonlanacak hedef sekanslarin PZR amplifikasyonu

Asagida verilen protokol 4 proteaz hedef bdlgesi i¢in ayni1 zamanda uygulanmigtir.
Hedef dizinin PZR’sinde kalip olarak SB210 gDNA’s1 ve hata orani daha diisiik olan Q5-
High Fidelity DNA polimeraz enzimi (NEB, #M0491S) kullanilmigstir.

PZR icerigi
Bilesen Miktar Son kons.
Kalip (100 ng/ul) 2 ul -
5X QS5 React. Tamponu 2 pl 1X
2,5 uM F-primer 2l 0,5 uM
2,5 uM R-primer 2 ul 0,5 UM
2 u/pl QS5 DNA pol. 0,1 ul 02u
2,5 mM dNTPmix 0,8 pl 0,2 mM
dH20 1,1 pl -
Son hacim 10 ul

PZR dongiisii

Elde edilen PZR iiriiniin tamam1 2 pl 6X DNA jel yiikleme boyasiyla (Thermo

Scientific, #R0611) kanstirtlip agaroz jele yiiklenmis, jel kosturulduktan sonra jel

ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific, #0692) protokoliine gore jelden kesilip saflagtirilmistir.

EK-3.4. MAK’ta coDel ile olusturulan knock-out’un “coDel_check” primerleriyle teyit

edilmesi

Yeni olusan MAK’tan co-delesyon yoluyla silinen hedef sekanslarin tim MAK

kopyalarinda silinip silinmedigini teyit etmek i¢in Taq DNA polimerazla (Thermo Scientific,

#EP0401) asagidaki PZR protokolii uygulanmistir. Uzama siiresi (extension time)



coDelCYP6check primer ¢ifti igcin 72 °C’de 3:30 dk, diger “check” primer ciftleri i¢in ise bu

stire 3 dk olarak girilmistir. Primer ciftlerinin Tm sicakliklari tablo olarak verilmistir

Primer ¢ifti Tm Primer ¢ifti Tm
coDelCYP6check 55°C coDelCTH90check 50 °C
coDelCTH40check 56 °C coDelCTH115check 58 °C

PZR icerigi PZR dongiisii
Bilesen Miktar Son Kkons. 04°C 95°C
Kalip (100 ng/ul) 2l -
10X Taq Pol. Tamponu 1 pl 1X
25 mM MgClz 1l 2,5 mM
2,5 uM F-primer 1 pl 0,25 uM
2,5 uM R-primer 1l 0,25 uM
5 u/pl Taq DNA pol. 0,1 ul 0,5u
2,5 mM dNTPmix 0,8 pul 0,2 mM
dH20 3,1 ul -
Son hacim 10 pl

EK-3.5. Transforme edilen E. coli hiicrelerinde koloni PZR ile pozitif transformant

Kkolonilerin belirlenmesi

Is1 sokuyla vektor konstraktinin transforme edildigi kompetent E. coli DH5a hiicreleri

antibiyotikli LB agar iceren tabaga ekilip inkiibatdrde koloni biiylimesi beklendikten sonra

pozitif koloniler asagidaki koloni PZR protokoliine gore belirlenmistir.

1-

Kag adet koloni secilecekse o kadar PZR tiipli uygun sekilde isimlendirilip her birine
30 pl distile su eklenir.

Bek alevi yaninda bir tarafi genis steril kiirdan yardimiyla ilgili kolonilerden hiicre
toplanir (agar1 kazimamaya dikkat edilir) ve PZR tiipleri i¢indeki suda ¢oziiliir.
Yeterince hiicre toplanmigsa su raki beyazina donmektedir.

Tiipler 10 dk boyunca 95 °C’de termal dongiileyicide (thermal cycler) kaynatilip
ardindan 5 dk buzda bekletilir.

Sonrasinda E. coli lizatlar1 mini PZR santrifiijiiyle 5 dk santrifiijlenir.

Santrifiij sonrasi lizatin stipernatant kismi, Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific,
#EP0401) ile kurulan asagidaki reaksiyonda kalip olarak kullanilir.

Koloni PZR f{iriinleri agaroz jele yliklenip goriintiilenmistir.



PZR icerigi PZR dongiisii

Bilesen Miktar Son kons. 94 oC 95°C
Kalip (100 ng/pl) 4 ul -

10X Taq Pol. Tamponu 1 pl 1X

25 mM MgCl2 1 pl 2,5 mM

2,5 uM F-primer 1 pl 0,25 uM

2,5 uM R-primer 1 pl 0,25 uM

5 u/pl Taq DNA pol. 0,1 pl 0,5u

2,5 mM dNTPmix 0,8 ul 0,2 mM

dH20 1,1 pl -

Son hacim 10 pl

Primer ¢iftleri E. coli’de ¢cogaltilmak istenen vektore bagl olarak secilip Tm ve uzama
(extension) siiresi secilen primer ¢iftine gore belirlenmistir. Koloni PZR sonucunda elde
edilmek istenen vektorii iceren kolonilerden biri 10 ml LB broth besiyerine ekilip, plazmit
izolasyon kiti (Macherey-Nagel, REF:740588.50) ile kit protokoliine uygun plazmit

izolasyonu yapilmustir.

EK-4. KO Vektor Konstraktlarimin Molekiiler Klonlama Yoéntemleriyle Hazirlanmasi
EK-4.1. Restriksiyon ve ligasyon reaksiyonlariyla 5’ ve 3’ homoloji kollarinin pCHXR
vektoriine yerlestirilmesi

Homoloji kollarina spesifik primerler tasarlanirken 5> HK y1 lireten primer ¢iftinin 5’
uclarinda Notl (Thermo Scientific, #ER0591) ve Sall (Thermo Scientific, #ER0641), 3’
HK’y1 iireten primer ¢iftinin 5° uglarinda ise Smal ve Kpnl restriksiyon enzimi (RE) tanima
dizileri eklenmistir. Oncelikle pCHXR ve 5° HK ayr1 deney tiiplerinde Notl ve Sall ile cift
kesime (double digestion) maruz birakilmistir. Restriksiyon reaksiyon kosullar1 ve bilesenler

asagida gosterilmistir.

INSERT [ VEKTOR 37°C
Bilesen Miktar  Bilesen Miktar -
5’ HA dizisi (28 ng/ul) 28 pl Vektor (200 ng/pl) 12 pl
10X O tamponu 3,5ul 10X O tamponu 2 ul
10 u/ul Notl 0,75 ul 10 u/pl Notl 0,5 ul
10 uw/Ml Sall 0,75 pl 10 u/pl Sall 0,5 ul
dH20 2 ul dH20 Sul 8 oC

Son hacim 35u 20 pul



Reaksiyon sonrasi vektoriin tamami agaroz jele yiiklenmis, bos lineer vektor jelden
kesilerek ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific, #0692) protokoliine gore saflastirilmistir. Bu
sirada inser (vektore yerlestirilen dizi) de jele yiiklenmeden ayni kit ve protokol ile
temizlenmistir.

Insert ve bos vektérde RE kesimi sonrasi olusturulan birbirine komplementer
yapiskan uglar T4 DNA ligaz (NEB, #M0202) kullanilarak birlestirilmistir. Ligasyon
reaksiyonuna alinacak insert hacmi agagidaki formiile gére hesaplanmis ve vektor miktar: 50
ng, insert/vektor molar orani 6/1 olarak alinmistir. Ligasyon reaksiyon kosullar1 ve bilesenler

tabloda gosterilmistir.

vektor (ng) x insert (bg) insert
- x molar oran — = insert (ng)
vektor (bg) vektor
Bilesenler Miktar =
Insert (50 ng/ul) 0,5 ul

Vektor (40 ng/ul) 1 pl
10X T4 tamponu 1 pl

T4 DNA ligaz 0,5 ul
dH20 7 pl
Son hacim 10 pul

Ligasyon tirlinii kompetent E. coli DH5a hiicrelerine asagidaki protokole gore
transforme edilmistir:

1- 1 tlip (50 pl) kompetent E. coli hiicresi -80 °C’den ¢ikarilip buz iizerinde ¢oziiliir.

2- Ligasyon tlirlinliniin en fazla 5 pl’si (10 pg-100ng) hiicrelerin iizerine ilave edilir ve
25 dk boyunca buzda inkiibasyona birakilir.

3- Hiicreler tam 90 sn boyunca 42 °C su banyosunda tutularak hiicrelere 1s1 soku
uygulanir.

4- Ardindan 3 dk daha buzda tutulur.

5- 600 pl oda sicakliginda LB besiyeri eklenip 37 °C 200 rpm ¢alkalamal1 etiivde 1 saat

biiytimeye birakilir.



6- Etlivden alinan hiicreler 1:10 diliie edilerek amfisilin igeren ve oda sicakligina
getirilmis LB agar tabaklarina yayilir. 12-16 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona
birakilir.

7- koloni PZR kontrolii i¢in, olusan kolonilerin 10-15 tanesinden amfisilin iceren bagka
bir LB agar tabaga ¢izgi ekim yapilir ve yine gece boyu inkiibasyona birakilir.
Cogalan kolonilerden alinan hiicreler koloni PZR i¢in kullanilir. Pozitif kolonilerden

biri plazmit izolasyonu i¢in LB besiyerine inokiile edilir.

57 HK’nin pCHXR vektoriine yerlestirilmesinden sonra 3’ HK da vektordeki CHXR
genini ¢erceveleyecek sekilde vektore entegre edilmistir. Smal (Thermo Scientific,
#ER0661) ve Kpnl (Thermo Scientific, #ER0521) enzimlerinin optimum ¢aligtiklari
sicakliklar farkli oldugu i¢in asagidaki tabloda gosterilen bilesenlere enzim olarak 6nce Smal
eklenmis ve 1 saat 30 °C’de inkiibe edilmistir (tabloda yildiz isaretiyle belirtilmistir).
Ardindan Kpnl eklenmis ve 1 saat daha 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Kesilen vektor

agaroz jelde yliriitiilmiis, jel ekstraksiyon kiti protokoliine gore 3° HK inserti ile beraber

saflagtirilmistir.
INSERT [ VEKTOR

Bilesen Miktar Bilesen Miktar
3’ HA dizisi (28 ng/ul) 28 ul Vektor (110 ng/ul) 20 ul
10X Kpnl tamponu 3,5ul 10X Kpnl tamponu 3pul

10 u/pl Smal* 0,75 ul 10 u/pl Smal* 0,75 pl
10 u/Ml Kpnl 0,75 ul 10 u/Ml1 Kpnl 0,75 pl
dH20 2 ul dH20 5,5 pl
Son hacim 35 ul 30 pl

Ligasyon reaksiyonu daha once 5’ HK icin yapildig1 gibi gerceklestirilmis, vektor
miktart 50 ng, insert/vektdr molar orani 3/1 olarak alinmistir. Ligasyon {iriiniiniin E. coli

hiicrelerine transformasyonu yukarida agiklandig1 gibi yapilmistir.



65 °C

Bilesenler Miktar
Insert (23 ng/ul) 1,5 ul
Vektor (9 ng/ul) S5ul
10X T4 tamponu 1 pl

T4 DNA ligaz 0,5 pl
dH20 2 ul
Son hacim 10 pl

3> HK’nin vektdre yerlestirilmesiyle konstraksiyonu tamamlanan pCHXR-
CTH34KO vektorii Tetrahymena hiicrelerine transforme edilmeden once Kpnl enzimiyle
(Thermo Scientific, #ER0521) asagida gosterilen bilesenlerle ve reaksiyon kosullarinda

lineer hale getirilmistir.

Bilesenler Miktar 37 oC

Vektor (500 ng/pl) 20 pl {6sa

10X Kpnl tamponu 5ul

10 u/pl Kpnl 1,25 pl

dH20 23,75 ul 8°C
Son hacim 50 pl =

EK-4.2. Restriksiyon ve ligasyon reaksiyonlariyla hedef proteaz sekanslarinin pMcoDel
vektoriine yerlestirilmesi

CYP6, CTH40, CTH90 ve CTHI115 proteaz hedef dizilerinin PZR
amplifikasyonundan sonra her bir hedef sekans NEBuilder DNA Assembly karisimi (NEB,
#E2621L) kullanilarak Notl FD (Thermo Scientific, #FD0593) ile kesilen pMcoDel
vektoriinde IES dizisi arasina yerlestirilmistir. Bilesenler ve reaksiyon kosullar1 asagida
gosterilmistir.

pMcoDel vektoriiniin Notl FD ile kesimi;



Bilesenler Miktar e

Vektor (50 ng/ul) 68 ul 2sa

10X FD tamponu 8 ul

Notl FD 2 ul

dH20 2 ul 8°C
Son hacim 10 pl e

Kesim sonrasinda vektoriin 2 ul’si agaroz jele yiiklenip vektoriin tam kesildigi teyit

edilmistir. Kalan 77 pl kesilmis plazmit ise PZR temizleme kiti (Thermo Scientific, #K0702)

protokoliine gore saflagtirilmistir.

Hedef sekanslarin Gibson assembly yontemiyle pMcoDel vektoriine entegrasyonu;

Bilesenler Miktar 50 °C

Vektor (32 ng/pl) 2 ul iw

Insert (730-900 ng/ul) 1 pl

NEBuilder mix 3ul R
Son hacim 10 pl =

Reaksiyon bittikten sonra 4 proteaz hedef sekans icin de olusturulan vektorler daha

once bahsedilen protokol ile E. coli DH5a hiicrelerine transforme edilmis, biiyliyen

kolonilerden c¢izgi ekim yapilmis ve koloni PZR ile dogru vektorleri tasiyan koloniler

belirlenmistir. Sonrasinda bu kolonilerden vektor izolasyonu yapilmistir.

EK-5. T. thermophila’nin Biyolistik Parcacik Dagitim Sistemiyle Transformasyonu

0,6 um boyutlarinda 30 mg altin partikiilii (Bio-Rad 165-2262) tartilarak 1 ml steril

suda ¢Oziilmiis ve 5-10 sn vortekslenerek homojen hale getirilmistir. Suda ¢dziilen altin

partikiilleri kisa bir spin ile ¢oktiiriilmiis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Sonraki adimda

stirayla %70’lik ve %100’liik etanol ile yikanan partikiiller son olarak 1 ml su ile yikanmis

ve 500 pL %50’ lik steril gliserol ile ¢oziilmiistiir. Hazirlanan altin partikiilleri esit

hacimlerde tiiplere boliinerek -20 °C’de saklanmistir. Ayrica 0,1 M spermidin, ve 2,5 M

CaCl hazirlanip 0,2 pm’lik filtre ile steril edilmistir.



EK-5.1. Tetrahymena’da biyolistik silah ile somatik transformasyon

Tetrahymena’nin biyolistik silah ile transformasyonu Cassidy-Hanley ve arkadaglar

tarafindan basarili bir sekilde gergeklestirilmis rutin bir uygulamadir ve asagidaki adimlari

icermektedir:

1-

O-

10-

11-

Oncesinde somatik transformasyon igin hiicreler énceden 50 ml besiyerinde
biiyiitiiliir ve ~250.000 hiicre/ml konsantrasyona geldiklerinde santrifiijlenir (swing
rotorlu santrifiijde 1000 g’de 3 dk) ve ideali gece boyu olmak iizere en az 6 saat aclik
tamponunda (10 mM Tris, pH 7,4) inkiibe edilir.

Transformasyon giinii vektor DNA’larinin transformasyona hazir hale getirilmesi
icin oncelikle vektor 1 pul’de 3 pg olacak sekilde 55 °C’de yaklagik 1 saat konsantre
edilir.

3 pg DNA iizerine sirastyla 10 pL altin partikiili, 10 pl 2,5 M CaClp, 4 ul 0,1 M
spermidin her ekleme 6ncesi 3 sn. vorteksleme yapilarak eklenir. Verilen tiim hacim
ve Olgliler 1 atig i¢in gereken miktarlardir.

Tiim bilesenler eklendikten sonra DNA-altin karigimi1 4 °C’de 10 dk ¢alkalamali
olarak karistirilir.

Ardindan 4 °C’de 10.000 g’de 15 sn santrifiijlenerek DNA kapl altin partikiillerinin
cokmesi saglanir ve siipernatant dikkatlice uzaklastirilir.

Altin partikiilleri 6nce %70’lik 100 pl, sonra ise %100’lik 100 pl etanol ile spin
attirilarak yikanir.

Yikama adimindan sonra 10 pl %100’lik etanolde ¢oziilir ve steril kabinde
makrotastyici iizerine bosaltilarak kurumasi beklenir.

Kuruduktan sonra DNA kapli makrotasiyici, makrotastyici atesleme birimi iistiine
once durdurma perdesi olacak sekilde yerlestirilir ve cihaza yerlestirilir.

Her bir atis i¢in 5 milyon ag hiicre 50 ml falkon tiip dibinde santrifiijlenerek toplanir.
Stipernatant bosaltilarak 500 pl aclik tamponu eklenir.

Onceden otoklavlanmus iginde dairesel wattman kagidi olan cam petri tabagindaki
kagit nemlendirilir ve ¢oktiiriilen hiicreler filtre kagidinin ortasindan %4’liikk kismina
kadar dairesel olarak yayilir.

Cihaz1 calistirmadan 6nce 1 adet 900 psi’lik rupture disk izopropanolle islatilir ve

rupture disk tutma kapagina yerlestirilerek sikistirlir.



12- Biyolistik silah ¢alistirildiktan sonra vac diigmesi en iist kademeye getirilip vac

vanast acilarak sisteme gaz basinci dolmasi saglanir. Basing 26,5-27,0 Hg'ye
ulastiginda vac diigmesi hold’a getirilir. Hersey hazir oldugunda “fire” tusuna basilir.
DNA kapl partikiiller cam pepti tabagma sagildiktan sonra vac diigmesi vent
kademesine getirilir ve vent vanasi da agilarak basing dengelenir. Cihazdan ¢ikarilan

tabaga ~25 ml NEFF besiyerini eklenip gece boyu kendilerini toparlamaya birakilir.

EK-5.2. Tetrahymena’da biyolistik silah ile coDel vektoriiniin transformasyonu

coDel vektor transfprmasyonu somatik KO vektorii transformasyonundan farkli olarak

konjugasyondaki hiicrelere uygulanmaktadir. Bunun i¢in star hat caprazlamasiyla elde edilen

SB210/2dR1 ve SB210/2dR10 hatlar1 konjugasyona alinmis ve izlenen adimlar

listelenmistir:

1-

SB210/2dR1 ve SB210/2dR10 50 ml NEFF igeren flasklara ekilmis ve 2 giin 30 °C’de
biyiitiiliir. Biiytitiilen kiiltiirler santrifiijlenip a¢lik tamponuna alinir ve en az 6 saat
aclikta birakilir.

Transformasyon giinii her bir atig i¢in toplam 10 milyon hiicre (5 milyon
SB210/2dR1, 5 milyon SB210/2dR10) kiiltiirlerden gelen hiicre sayis1 esit olacak
sekilde steril bir flaskta (konjugasyona alinan kiiltiiriin hacim/yiizey alani= 1/10
oranin1 saglayacak bir flask) karistirtlir ve c¢alkalama olmaksizin 30 °C’de
inkiibasyona birakilir.

Yaklasik 4 saat sonra konjugasyona giren hiicrelerin girmeyenlere orani gézlenir. BU
oran %80 ve tistii olmalidir.

Atesleme konjugasyonun 7. saatinde yapilir. Bu saate gelinmeden 1 saat Once
yukarida bahsedildigi gibi vektor hazirligina (altinla kaplanmasi, alkolden gecirilmesi
vb.) baglanir. 7. saate gelindiginde konjugasyondaki hiicreler steril 50 ml’lik falkonda
toplanir ve swing rotorlu santrifiijde 900 g’de 3 dk santrifiijlenir.

Yukarida bahsedilen biyolistik atig adimlar1 uygulanarak hiicrelerin transformasyonu
tamamlandiktan sonra cam petriye 20 ml aglik tamponu eklenir ve konjugasyonu
tamamlamalar1 i¢in gece boyu inkiibasyona birakilir. Ertesi giin antibiyotik se¢ilimi
icin hiicreler 100 pg/ml paramomisinli besiyeri eklenerek 96-kuyulu tabaklara

pasajlanmustir.



EK-6. RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve PZR Uygulamasi

MAK genomundan silinen ilgili proteaz genlerinin KO hatlardaki mRNA ifadesini

incelemek i¢in agagida verilen protokol ve kitler kullanilmigtir:

1-
2-

KO hatlar ve SB210, 1 ml NEFF iceren 24-kuyulu tabakta 2 giin biiyiitiiliir.

RNA izolasyonu oncesi gerekli ben¢ ve araglari niikleazlardan temizlemek icin
%0,01"lik dietilpirokarbonatli (DEPC) su hazirlanir ve kullanimda olan her sey bu su
ile temizlenir.

Biiyiiyen Tetrahymena kolonileri eppendorf tiiplere alinarak 10.000 g’de 5 dk
santrifiijlenir. Bu islem siipernatant dokiildiikten sonra 1 ml temiz aclik tamponu
eklenerek tekrar edilir.

RNA izolasyon kitinde (Macherey-Nagel NucleoSpin RNA, 740955.50 ya da
Monarch Total RNA Miniprep Kit, T2010S) belirtilen protokole uygun olarak hiicre
peletlerinden total RNA izolasyonu yapilir ve nanodrop ile RNA konsantrasyonlari
Olciliir.

Total RNA’dan cDNAsentezi i¢in, her bir RNA 6rneginden 4 pg alinip toplam 20
ul’lik ekstra DNaz I (Thermo Scientific, EN0525) enzimiyle 37 °C’de 1 saat (gDNA
kontaminasyonunun goriildiigii durumda 2 saat) muamele edilir. Bu reaksiyonun 10
ul’si (2 pg RNA) cDNA sentez kiti (Abm EasyScript Plus cDNA Synthesis Kit,
#G236) protokoliinde belirtilen reaksiyon kurulur. Protokole gore 2ug RNA igeren
PZR tiiplerine 1 pl oligodT (10 uM) ve 1 pul ANTPmix (10 uM) eklenip niikleaz-free
su ile 14,5 pl’ye tamamlanir. Kisa bir santrifiijlemeden sonra termal dongiileyicide
65 °C’de 5 dk, 4 °C’de en az 1 dk inkiibasyona birakilir. Ardindan her tiipe 5X RT
tamponundan 4 pl, riboniikleaz inhibitoriinden (40 u/pl) 0,5 ul ve RTazdan (200 u/ul)
1 upl eklenir. Spin attirilan tiipler termal dongiileyiciye yerlestirilip 50 °C’de 50 dk,
ardindan 85 °C’de 5 dk inkiibasyona birakilir. Kullanilan bilesenler kit ile temin
edilmektedir.

Elde edilen cDNA’larin 1ul’si, ifadesi incelenen genlere spesifik primer ¢iftleriyle
beraber Taq polimerazla (Thermo Scientific, #EP0401) kurulan PZR igin kalip olarak

kullanilir.

EK-7. Tez Kapsaminda Uygulanan Rutin SDS-PAGE Protokolleri



EK-7.1. 6X ornek yiikleme tamponunun hazirlanmasi

Toplam 10 ml yiikleme boyasi hazirlmamak i¢in 50 ml’lik temiz bir falkon tiipe 2,1
ml distile su, 1,2 ml tris (0,5 M pH 6,8) ve 1,2 g SDS eklenir. SDS tamamen ¢oziinene kadar
50 °C su banyosunda 1sitilir ve ara ara kdpiirtmeden calkalanir. Ardindan 6 mg bromofenol
mavisi ve 4,7 ml %100 gliserol eklenerek karistima islemine devam edilir. Bu haliyle oda
sicakliginda saklanabilir. Eger yiiklenecek ornekler denatiire edilecek ise bu soliisyona %5
B-merkaptoetanol eklenir ve kullanimdan sonra kalan -20 °C’de saklanir. Eger yiikleme
tamponu olmasi gereken pH’da ise bromofenol mavisi eklendikten sonra net bir mavi renk

alir. Bu renk olugsmadig1 gézlendiginde tampon pH kontrolleri yapilarak tekrar hazirlanmistir.

EK-7.2. Glisin SDS-PAGE hazirhgi, orneklerin kosturulmasi ve boyanmasi

Uygun goriilen orandaki jel belirlenip gerekli kimyasallar asagidaki tabloda goriilen
miktarlarda ilave edilir. Amonyum persiilfat (APS) hari¢ (her seferinde taze hazirlanir) diger
kimyasallar 6nceden hazirlanip 4 °C’de muhafaza edilebilmektedir. Jel tamponu, ayirma jeli
ve yiikleme jelinde konsantrasyon ve pH olarak farklilik gosterip ayirma jeli i¢in 1,5 M Tris
pH 8,8 hazirlanirken yiikleme jeli i¢in 0,5 M tris pH 6,8 hazirlanir. 6x SDS-PAGE boyasi ile
karistirilan protein drnekleri maksimum 30 pl olacak sekilde kuyulara yiiklenir. Ornekler
yiikleme jelini gegcene kadar 60 V (10-15 mA), sonrasinda ise 85-120 V (30-35 mA)’da renkli
protein belirteci takip edilerek kosturulur (yaklasik 2-3 saat) ve ardindan %30 asetik asit,
%40 etanol, %0,05 coomassie brilliant blue G-250 (Thermo Scientific, #20279) iceren
coomassie soliisyonuyla 1 saat ¢alkalamali tablada boyama yapilir. Boyamasi biten jellerin

gece boyu distile su ile arka plan boyas1 akitilir (destaining) ve goriintiilenir.

Kimyasallar %S5 Yikleme %12 Ayirma %15 Ayirma %18 Ayirma
jeli jeli jeli jeli

ddH>O 5,7 ml 3,4 ml 2,4 ml 1,4 ml

Jel tamponu 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml

%30 akrilamit/bisakrilamit 1,7 ml 4,0 ml 5,0 ml 6,0 ml

%10 SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml

%10 APS 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl




TEMED 10 pl Sul Sul Sul

EK-8. T. thermophila Sivi1 Azotta Hiicre Dondurma ve Canlandirma Protokolii
EK-8.1. S1v1 azotta uzun siireli hiicre saklama

Cam tiip stoklarindaki hiicreler secilim antibiyotiklerini i¢eren (coDel transformant
hatlar i¢in gerekli degildir) 50 ml modifiye NEFF besiyerine ekilerek 30 °C’de 2-3 giin
biiylitiilmiis ve ardindan aglik tamponu olan Tris-HCI (pH 7.5)’ye alinmistir. Hiicreler aglik
tamponunda 30 °C’de 3 giin bekletildikten sonra 10 milyon hiicre olacak sekilde pelletlenmis
ve 500 pl steril aglik tamponu ile ¢oziilerek {izerine 2 ml steril %10 DMSO ilave edilmistir.
(oziilen hiicreler her birinde 300 pl olacak sekilde kriyo tiiplere paylastirilmis ve yarim saat
oda sicakliginda bekletildikten sonra Mr. Frosty dondurma kabina alinarak -80 °C’de gece
boyu bekletilmistir. Ertesi giin tiipler siv1 azota aktarilmis ve yerleri sivi azot defterine not

edilmisgtir.

EK-8.2. S1v1 azotta saklanan hiicrelerin canlandiriimasi

Sivi azottan ¢ikarilan tiipler dogrudan 42 °C’lik sicak su banyosuna konulmustur.
Yaklasik 1 dk i¢inde hiicrelerin iizerine daha 6nceden 42 °C’ye getirilmis NEFF besiyeri
ilave edilmis ve yavasga pipetlenerek hiicreler ¢oziilmistiir. Coziilen hiicreler daha 6nce 30
°C’ye getirilmis 10 ml NEFF besiyeri iceren petri tabagina alinmig ve hareketlenene kadar
30 °C’de inkiibe edilmistir (1-2 giin). Canlanan hiicre sayis1 pasajlanma seviyesine
geldiginde hiicrelerden cam tiip stogu olusturulmustur.
EK-9. Tez Calismasinda Tasarlanan ve Kullanilan Primerler

Tez kapsaminda PZ reaksiyonlarinda kullanilan primer dizileri asagida listelenmistir:

Primer ad1 Dizi (5°=23’)

CTH34-5’HA-F ATTGCGGCCGCCAATGACTTTCATGTCTGAGATG
CTH34-5’HA-R ATTGTCTACCTAAACCACATATCCTAAGAATGTG
CTH34-3’HA-F ATTCCCGGGAAGACGAGAATACTAATTGTGTC
CTH34-3’HA-R ATTGGTACCCATATCGTTTCATTATAGCCCGT
CTH34-F GATAGAATAGCTAGTAAGAATCC

CTH34-R CGAAGATTCTCTTTCTTTGGTTG

CHXR-R GTATAAATCGTGAATCACGTAGC

CTH34cDNA-F TGTTGATTGGAGAGACGCTGG




CTH34cDNA-R CTTAGCGAAACCAACACAACCG

coDelCYP6-F CTTTATTGTTATCATCTTATGACCGCACTTATTTCCTTGTTGGCTTAGC
coDelCYP6-R CTCATCAAGTTGTAATGCTAAAATGCGTAAACAAAGATTGAATGAAGCGAG
coDelCTH40-F CTTTATTGTTATCATCTTATGACCGCCTATCTTTATTGTCGCTGCCTTATTG
coDelCTH40-R CTCATCAAGTTGTAATGCTAAAATGCAGTAACGACTTGAGCTTCAATACC
coDelCTH90-F CTTTATTGTTATCATCTTATGACCGCAAGTACGGATTCAAGTTCGCTGAC
coDelCTH90-R CTCATCAAGTTGTAATGCTAAAATGCGTTAGGAGTAACCTAAACGAAGCTC
coDelCTH115-F CTTTATTGTTATCATCTTATGACCGCCAGATTGATAATTCATGCCATTTGTG
coDelCTH115-R CTCATCAAGTTGTAATGCTAAAATGCATAATGTAGTCGAAAGCAGAGTCC
coDelCYP6check-F AATTAAGTTGAGAAATGATAGCTGC

coDelCYP6check-R GAATTTTGCTGAAGCTAAATAGTAATC

coDelCTH40check-F CTACAAACAATTACGACGATATCCTTC
coDelCTH40check-R GGTAGCCAAAATTGAAAATGATGAAG
coDelCTH90 check-F ATGGAGTTCTATTTGTAAGTAGTC
coDelCTH90 check-R ATATTTCTATAATTTATTCTGATATTTTTCTC
coDelCTH115check-F GATGCATACATACATACAAGCAGC
coDelCTH115check-R AGACAAAGAGCTAATGGTAAGATATGAG

CYP6cDNA-R AAGTGTAGGCAACAGCATCAG

CTH115cDNA-F TACTCTTGTTGCTATCGCTGC

DNZ22-F (F-Xhol) ATAGGGCCCGTTTATGATGGATTCGTTTCAAAAATGC
DNZ22-R (R-Apal) ATGCTCGAGTATGAATAATCATGAAACTTAATAGGGCAAGT

EK-10. T. pyriformis Tetrain ve T. thermophila CYP6 Amino Asit Dizileri
>Tetrain T. pyriformis
MNWAQLLIGLTLLGAATVYVITRNPNADGHLEHYAFQKFKRNFGVTYKNQGEESYRLSVFEL
ENLKSIEANNANPLSTHVEEVNSFTDLTEEEFAARYLMKDLPQOMNKDLPILEMETLAAPQ
VIDWTAKNVLPPVKNQOQCGSCWAFSTAGMLEGVYNIHESPOQTPISEFSEQQLVDCCGAQGE
GCEGCNGAWPTDAVAYTQKEFGIVQESQYAYTAKDGSCKTALQGTGYKPSAQFQVAATDAAL
QAALQVQPISICVDASKWSSYSKGIFSNCSAKPSAADHAVLLVGLNADNTWKVRNSWGTSW
GOSGYITLAAGNTCGLENYATIYATY

>CYP6_T. thermophila

MKLTYFLVGLALIGAATVYLITRNPNGDGHLDMY SFLKEFKRSENVQYHNESEESYRLSVFEL
ENLKMIEKHNADSTRTYDQEVNQFADLTIEEFESRYLMKSLPSQLNKNLAVLNLNETASQP
IDWTTKNVLPGVKNQQOCGSCWAFSTAGLLESVYNIHNKPNTPISFSEQQLVDCCGAEGFEG



CEGCGGAWPTDAVAYTQKFGIVQESQYAYTAKDGKCNKTLEGVGYKPSQQFQVTASDAALQ
AATONQPISICVDASQWSSYASGVEPOSKCSSDPNAADHAVLLVGYNANGTWKVRNSWGTS
WGVGGYITLAAGNTCGLENYATIYATY

EK-11. Tetrahymena SB210 Susu Kiiltiirii ve KO Hiicre Kiiltiirlerinin Flask

Ortaminda Biiyiime Egrisi Karsilastirmasi
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Sekil EK-11.1: Sekil 3.10°da ¢izgi grafil olarak verilen SB210 ve KO hat flask kiiltiirlerine ait biiyiime egrisi
burada standart sapma barlarmin daha rahat gosterilmesi amaciyla siitun grafik olarak
verilmistir. p < 0,05°de SB210°a kiyasla anlmali olan degerler * ile isaretlenmistir. 0-8 saat:
lag fazi; 8-32 saat: erken log fazi; 32-48 saat: ge¢ log fazi; 48-72 saat duragan faz olarak
belirlenmistir. Biiyiime egrilerinde renklerin temsil ettigi hiicre kiiltiirleri grafik iizerinde

verilmigtir.
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