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OZET
TETRAHYMENA THERMOPHILA GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZIM
AILESINDEN “MU” ALT SINIFI UYELERINDEN BIRININ REKOMBINANT
OLARAK URETIMI VE ENZIMATIK KARAKTERIZASYONU

Handan Agelya KAPKAC

Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Mayis 2021
Danisman: Dog. Dr. Muhittin ARSLANYOLU

Sentetik bir ksenobiyotik olan 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) molekiiliine
maruz birakilan sucul tek hiicreli protist Tetrahymena thermophila min Glutatyon S-
transferaz (GST) enzimlerinin kimliklendirilmesi, rekombinant iiretimi ve enzimatik
karakterizasyonu, bu caligmanin amacini olusturmaktadir. CDNB ile 9 saat muamele
edilen hiicrelerin 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) test
bulgularinda, CDNB’nin LDso degeri 0.079 mM olarak bulunmustur. Toksik olmayan
CDNB dozlar1 ile muamele edilen hiicrelerden glutatyon afinitesiyle saflastirilmis 22 kDa
ve 23 kDa’luk GST proteinlerinin TtGSTm19 ve TtGSTm34 genleri tarafindan
kodlandiklari, 2D-jel elektroforezi ile MALDI-Tof MS/MS analizi ile ispatlanmistir.
CDNB’nin 0.072 mM doz muamelesi altindaki hiicrelerden affinitik saflastirilmis
GST’lerin toplam aktivitesi, zamana baglh artis gosterirken hiicre canlili§i azalmstir.
TtGSTm19 ve TtGSTm34 genlerinin mRNA ekspresyonu, toksik olmayan doz
araliginda, kontrol grubuna gore anlamli oranda artmistir. TtGSTm34'tin 660 bp cDNA
ORF'si, pIGF-1 vektoriine klonlanmig ve T. thermophila'ya elektroporasyon ile
transforme edilmistir. Rekombinant TtGSTm34-8xHis proteininin dual afinite
kromatografisi ile saflastirilmasi, SDS-PAGE ve Western blot analizi ile teyit edilmistir.
GSH ve CDNB’ye kars1 TtGSTm34-8xHis enzim kinetik analizi, optimum pH’sinin 7.0
ve optimum sicakliginin ise 25°C oldugunu, sirastyla 0.54 mM ile 0.47 mM Km degerleri
ile yiikksek enzim aktivitesine sahip gostermistir. T. thermophila’da toksik olmayan
CDNB dozlarinin detoksifikasyonda TtGSTm34’{in ve TtGStm19’un gorev alabilecegi

sonucuna varilmistir.
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Proteom analizi, Rekombinant enzim iiretimi.



ABSTRACT

RECOMBINANT PRODUCTION AND ENZIMATIC CHARACTERIZATION OF
ONE OF “MU” SUB-CLASS MEMBERS FROM TETRAHYMENA
THERMOPHILA GLUTATYON S-TRANSFERASE ENZYME FAMILY

Handan Agelya KAPKAC

Department of Biology
Programme in Molecular Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, May 2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU

The aim of this study is the identification, recombinant production and enzymatic
characterization of Glutathione S-transferase (GST) enzymes of aquatic unicellular
protist Tetrahymena thermophila exposed to the synthetic xenobiotic 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) molecule. The LD50 value of CDNB was determined by 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test as 0.079 mM at 9-
hour exposure. 2D-gel electrophoresis and MALDI-Tof MS / MS analysis of 22 kDa and
23 kDa GSTs purified by glutathione affinity from cells under subtoxic CDNB dose
treatment showed that they were encoded by the TtGSTm19 and TtGSTm34 genes. The
activity of affinitically purified GSTs increased with time under 0.072 mM CDNB dose
treatment, while cell viability decreased. The mMRNA expression of the TtGSTm19 and
TtGSTm34 genes increased significantly in the non-toxic dose range compared to the
control group. The 660 bp cDNA ORF of TtGSTm34 was cloned into pIGF-1 vector and
transformed into T. thermophila by electroporation. Recombinant TtGSTm34-8xHis was
purified by dual affinity chromatography, confirmed by SDS-PAGE and Western blot
analysis. TtGSTm34-8XHis enzyme kinetic analysis against GSH and CDNB showed
that the optimum pH was 7.0 and the optimum temperature was 25 ° C, and showed high
enzyme activity with Km values of 0.54 mM and 0.47 mM, respectively. In view of these
findings, it was concluded that TtGSTm34 and TtGSTm19 could be involved in T.

thermophila detoxification against subtoxic doses of CDNB.

Keywords: Tetrahymena thermophila, Glutathione-S-Transferase, Toxicity, Proteome

analysis, Recombinant enzyme production.
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1. GIRIS
1.1. Ksenobiyotik Detoksifikasyonu

Organizmalar yasamlar1 boyunca siirekli olarak ekzojenik ve endojenik kdkenli
toksik kimyasallara maruz kalirlar. Normal fizyolojik/biyokimyasal islevin ve
homeostazin siirdiiriilmesi icin organizmaya gerekli olmayan veya yabanci olan
(genellikle dis kaynakli)) tiim kimyasal yapilara ksenobiyotik denilmektedir.
Organizmalarin bu tiir bilesiklerin toksisitesinden kurtulma yetenegi, temel bir biyolojik
adaptasyon olup hayatta kalmayi saglar. Toksik bilesikler ile metabolitlerine karsi
organizmalar koruma saglayan farkli detoksifikasyon stratejileri gelistirmislerdir. En
temel strateji, zararli bilesikleri organizmaya daha az zararli olacak sekilde suda daha
fazla ¢6ziiniir hale getirmektir. Organizmanin genom kapasitesi ile bu yapilar detoksifiye
edilemezse, bilesik hiicrede birikerek toksik konsantrasyonlara ulasir ve organizmanin ya

yasamsal dengesini bozar ya da 6liimiine neden olur (Croom, 2012).

Hastalik tedavisinde kullandigimiz ilaglar ile c¢evremizi, besinlerimizi ve
sularimiz1  kirleten hidrofobik-elektrofilik (gecebilen-saldirgan) &zellige sahip
kimyasallar, hidrofobik engel olan hiicre membranindan kolaylikla gecerek, insan hiicresi
ve organizmalara, hatta hiicre ic¢i organellere girebilirler. Hidrofobik-elektrofilik
kimyasallar, hidrofobik olmalar1 dolayisiyla su ortaminda ¢6ziiniir olmamalarina karsi
lipid gibi hidrofobik ve bipolar yapilarda c¢oziinebilirler. Ksenobiyotikler
makromolekiillerin (DNA, RNA ve molekiiler protein makinalar1 gibi) hidrofobik
bolgelerine, hidrofobik kisimlartyla baglanarak elektrofilik saldirilarda bulunurlar. Sonug
olarak, makromolekiil yapisinda bulunmasi istenmeyen kovalent baglar olusur, boylece
makromolekiil yapis1 geri doniisii olmayan bir yapisal degisime ugrar, bu durum ise
genellikle fonksiyon kaybi veya toksik etki ile sonuglanir. Kimyasallarin toksik etkiye
neden olan hidrofobik-elektrofilik karakterleri, detoksifikasyonda gorev yapan “diisiik-
substrat secicilikli enzim sistemleri” tarafindan hidrofilik karakterlere doniistiiriiliir;
hiicresel amag, organeller arasi fiziksel membran engelini asamayan yani organeller arasi
serbest gecis yapamayan yapilara doniistiirme ile hiicre enzimleri tarafindan taninabilen
ve hiicre disina atma ile hiicresel kontroliin saglanmasidir (Rostami-Hodjegan ve Tucker,
2007).

Hiicreye reseptor bagimli veya bagimsiz yollarla giren toksik maddeler; “diisiik-

substrat segicilikli enzim sistemlerinin” gorev aldig1 Faz I (degistirme), Faz Il (ekleme)
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ve Faz Il (disar1 salgilama) asamalarindan olusan detoksifikasyon ile kontrol altina alinir
(Xu, C. ve ark., 2005). Faz I’de oksidasyon (C-H’in C-OH’a doniistimii), rediiksiyon,
hidrolizasyon, siklizasyon veya desiklizasyon enzimleriyle toksik kimyasal yapilara polar
yapilar eklenerek veya polar yapilar agiga ¢ikartilarak Faz II’ye hazirlanir (Sekil 1.1). Faz
I’de, boylece toksik kimyasal yapilar (veya ilag gibi ksenebiyotikler) karboksil (-COOH),
hidroksil (-OH), amino (-NH2) ve siilfidril (-SH) gibi polar gruplar kazanir. Faz II
enzimleri, genellikle Faz I enzimlerinin ekledigi veya yapida bulunan polar gruplara
glukronik asit, sulfonatlar, glutatyon veya amino asit gibi hidrofilik yapilarin ekleme
(konjugasyon) islemini gergeklestirerek, toksik-hidrofobik yapilar ¢o6ziiniir forma
doniistiiriiliir. Faz 111 asamasinda, bazen konjugatli-ksenobiyotik yapilar ilave metabolik
islemden gecirilir; 6rnegin glutatyon konjugati hiicreden atilmadan 6nce asetilsistein
(merkapturik asit) konjugatina doniistiiriiliir. Bu asamada glutatyon konjugatinda bulunan
y-glutamat ve glisin kisimlart gamma-glutamil transpeptidaz ve dipeptidazlar ile
uzaklastirilir. Konjugatta kalan sistein kismu ise asetillenir. Bazen metabolize edilemeyen
kismen toksik olan bu yeni tiirevlerden bazilari, eklenen anyonik takilar vasitasiyla
membran transport proteinleri veya ¢oklu-ila¢ direnglilik proteinleri (MRP) tarafindan
taninir, baglanir ve hiicreden disariya atilir. Faz I ve II enzimleri, toksik olmayan (ilag)
kimyasallara nadir olarak toksik karakter kazandirabilirken bazen de toksik olan
kimyasallarin hiicresel toksisitesini ortadan kaldirirlar. Ilag agisindan bu modifikasyonlar
aktivasyon veya inaktivasyon anlamina gelebilir. Boylece Faz I ve II enzimleri, hiicreye
yabanct olan kimyasal ve ila¢ yapilarmn “in vitro veya in vivo enzim

biyotransformasyonunda” gorev alabilirler.
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Sekil 1.1. Ksenobiyotiklerin enzimatik biyotransformasyonlary. Zararli molekiiller plazma zarindan hiicre

igine giris yapabilir ve hiicre i¢inde Faz I metabolizmasi enzimleri tarafindan hedef aliniriar.
Bu enzimlerin baslicalar: hidroksilasyon, oksidasyon ve indirgeme dahil olmak iizere farkl
reaksiyonlari katalizyen Sitokrom P450 ailesi iiyeleridir. Faz II metabolizmasinin ana rolii ise
Faz I'de modifiye edilmis ksenobiyotiklerin glutatyon (GSH) gibi hidrofilik molekiiller ile
konjugasyonu Glutatyon-S-transferaz gibi enzimler ile katalizlenir. Faz IIl'de olusan bu
konjugat molekiiller uygun transmembran (Efflux) pompalart ile aktif olarak hiicre digina atilir.
Bazi bilesiklerin ise Faz 2 metabolizmasindan direk olarak hiicre disina atilmast gergeklesir.

Sekil, Allocati ve ark., (2018) makalesinden tirkcelestirilmigtir.

1.2. Tla¢ Yapilarimin GST’ler ile in vivo ve in vitro Enzimatik Biyotransformasyonu
ve Biyoremidasyon’da GST’lerin Rolii

Son wyillarda, bliylik 6lgekli genom verileri, gelismis biyoinformatik araglar,
eksprese edilmis dizi etiket (EST) veritabanlar1 ve enzimlerin {i¢ boyutlu yapilarinin X-
1s1n1 ile belirlenmesi, kristallografi ve in silico gibi teknik ile bilimsel bilgide genisleme,

GST enzim ailesinin yapi-islev iligkisi ile tiir seviyeyesinde bilgilerimizi arttirmastir.

Giiniimiizde, PubMed veritabaninda, "Glutatyon S-transferazlar” ile ilgili
41.000’den fazla, yine GST enzimlerinin ana subtsrat1 glutatyon ile ilgili de 157.000°den

fazla kayit bulunmaktadir (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). GST’lere ilgi, tarimda

herbisit biyoremediasyonu, tipda karsinogenez ve klinik arastirmalarda ise ilag
direngliligi  hakkinda  biyokimyasal, fizyolojik ve toksikolojik Ozelliklere

odaklanmaktadir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

GST’ler bilinen GSH konjugasyon gorevi disinda izomerizasyon, indirgeme,
tasima, depolama, prostaglandin biyosentezi, tiyol transferi, hiicre apoptozu ve
peroksidaz aktivitesi gibi hiicresel gorevlerde de rol almaktadirlar (Board ve Menon,
2013; Hayes vd., 2005; Kanaoka vd., 1997).

Ilag biyotransformasyonu agisindan orneklenirse; Gunnarsdottir ve arkadaslari
(2002) 6-tiyoguanin (6-TG) kan kanseri ilacinin 6n formlart olan trans-6-(2-
Asetilviniltiyo) guanin (trans-AVTG) ve cis- 6-(2-acetilviniltiyo) piirinin (cis-AVTP)
normal hiicrelerde in vivo biyotransformasyonu sonucu daha az toksik etki gosterdigini
bildirmislerdir. Insan GST genlerinden 13 adedinin (4 adet GSTalfa, 4 adet GSTmu, 1
adet GSTpi, 1 adet GSTomega, 1 adet GST theta, 1 adet GSTzeta) rekombinant olarak
tiretilmesi ve kullanilmasi ile cAVTP [cis-6-(2-asetilviniltiyo)piirin] ve tAVTG’nin
[trans-6-(2-asetilviniltiyo)guanin] Oncii-ila¢ (prodrug) yapilarinin biitenon kismina
glutatyon eklenebildigi in vitro biyoformasyon ile aktif ila¢ formu olan 4-
glutatyonilbiitan-2-one ve biitanon 4-(bis-glutatyonil) biitan-2-one’in hiicre iginde bu
yolla doniistiigiinii HPLC, MS ve LC/MS/MS analizleri ile ispatlamislardir (Eklund, B.
ve ark., 2007). Bu calismada; 13 insan GST proteininden GSTmul-1 ve GSTmu2-2
proteinlerinin cAVTP’ye karsi en yliksek biyotransformasyon aktivitesine sahip oldugu
gosterilmigtir. Kan kanseri hiicrelerinde, boylece GST enzimleri yardimiyla bu 6n ilaglar

aktif formlar1 olan 6-TG’ye doniistiiriilerek, hiicreyi 6ldiirmektedir.

Biyoremidasyon agisindan ise sebze, meyve ve diger iiriinleri kontamine eden
funguslara kars1 oldiiriicii etkisi bulunan genis spektrumlu ve klorlu bir fungisit olan
klorotalonil (2,4,5,6-tetrakloroizofitalonitril) {izerinde GST etkisi arastirilmustir.
Klorotalonil, memelilere karsi toksik olmamasina karsilik baliklara karsi oldukca
toksiktir. Biyolojik olarak bu fungisitin kirletmis oldugu toprak, su ve yiyeceklerden
arindirilmasinin  (biyoremeditasyon) amaglandigi bir arastirmada; Ochrobacttrum
anthropi SH35B bakterisinden alinarak rekombinant {iretilen bir GST enzimi, glutatyon
varliginda klorotalonil’e mono, di ve triglutatyon ekleyerek, in vivo ve in vitro

biyotransformasyonun miimkiin oldugunu desteklemistir (Kim ve ark., 2004).

Su kaynaklarinin klorlanmasi sonucu fumik veya humik asitlerin klorinasyonuyla
olusan DCA (diklora-asetik asit) kanserojen olup igilebilir sular1 kontamine etmektedir.

Rekombinant rat ve insan GSTzeta enzimleri DCA’nin glutatyon bagimli oksijenasyonu



ile gliyosiklik asite biyotransformasyonu katalize ederek, toksisitesini ortadan
kaldirmaktadir (Tong, Z. ve ark., 1998).

Biyolojik ilag¢ ve/veya toksik etkiye sahip yukarida verilen ksenobiyotik 6rnekleri
gibi degisik kimyasallarin diisiik se¢icilikli substrat kullanan GST enzimleri tarafindan
eklenen glutatyonlar ile in vivo veya in vitro biyotransformasyonlarinin gergeklestigi
bilinmektedir. Toksisitesi giderilerek veya azaltilarak olusturulan bu yeni tiirevler, bazen
biyolojik ilag aktivesini ortaya ¢ikartirken bazen de muhafaza edilmesinde yardimci
olurlar. Bu nedenle; farkli tiirlerden elde edilerek rekombinant iiretilen GST enzimlerden
olusturulan enzim platformlari, ilag sanayisinden tarim uygulamalarina kadar genis bir

yelpazede enzimatik biyotransformasyonda in vivo olarak kullanilabilir.

1.3. Glutayon-S-Transferaz Enzim Ailesi

Hiicresel detoksifikasyon islemlerinde gorev alan glutatyon-S-transferazlar (E.C.
2.5.1.18), ilk defa 1960 yilinda sican karaciger hiicrelerinin sitoplazmasinda 1,2-dikloro-
4-nitrobenzen ve bromosiilfotalein ile GSH arasindaki konjugasyonu katalizlemesi ile
kesfedilmistir (Booth, J. ve ark., 1961). GST ailesine ait enzimler tiim canlilarda
bulunmaktadir (Ustiintanir Dede & Arslanyolu, 2019). GST enzimlerinin pek ¢ogu
sitozolik olmakla birlikte bir kism1 mikrozomal (diiz endoplazmik retikuluma yerlesik)
ve diger bir grubu ise mitokondriyaldir (Eaton, D.L. ve ark., 1999). Canlilar aleminde
hiicresel GST’ler oniki alt-sinif altinda toplanir; Alfa (A), Mu (M), Pi (P), Sigma (S),
Theta (T), Zeta (Z), Phi (F), Tau (U), Beta (B), Omega (O), Lambda (L), DHAR.
Mikrozomal GST’ler tek formda bulunur ve MAPEG ismiyle bilinir. Kloroplastta
bulunan GST’ler ise tek formda olup Kappa (K) ismiyle bilinir (Frova, C., 2006). Tiirler
arasinda GST alt-sinif izoenzim iiyeleri tipik olarak % 40 civarinda benzerlik bulunurken,
alt-siniflar arasinda bu benzerlik % 25 civarina diismektedir (Flanagan ve Smythe, 2011).
GST alt-simiflarinin tiimiine hicbir organizma sahip degildir ve tiirler arasinda alt-
smiflarin dagilimlan farklibk gosterir (Ustiintanir Dede & Arslanyolu, 2019). Zeta ve
theta gibi bazi1 GST alt-siniflar1 bakteri, bitki ve hayvanlarda yaygin dagilim gosterirken
diger gruplar ise sadece memelilere (alpha, mu ve pi), bitkilere (phi, tau, lamda ve
DHAR), boceklere (delta) ve bakterilere (beta) 6zglin kisitli bir dagilim gosterirler
(Frova, C., 2006). Bir tiiriin ayn1 GST alt-sinif iiyeleri arasinda ise protein seviyesinde
%60-80 gibi daha yiiksek benzerlik bulunabilirken, farkli alt-sinif iiyeleri arasinda %20-
30 oraninda benzerlik bulunur (Alberti, G. ve ark., 1996). Memeli sitozolik GSTleri iki



ana evrimsel gruba ayrilir. {1k grup; sigma, alfa, mu ve pi alt-simiflarin1 igerirken hepsi 1-
kloro-2, 4-dinitrobenzen (CDNB) igin yiiksek afinite gdstermesi yaninda GSH tiyol
grubunu stabilize etme islevini de goriirler, ayrica enzimin aktif merkezinde tirozin
kalintisina sahiplerdir. ikinci grup; omega, zeta ve teta alt-simiflarindan olusurken
CDNB'ye karst diisiik afiniteye sahiptirler ve enzimlerin aktif merkezinde tirozin
bulunmamaktadir (Dourado vd., 2008).

Sitoplazmik GST enzimleri, genellikle 200-250 adet aminoasit uzunlugunda ve
23-30 kDa molekiill agirliginda monomerlerin  bir araya gelmesi ile olusan
homodimerlerden olusur. Sitoplazmik GST’lerin her monomerinde birbirinden bagimsiz
hareket eden birer aktif bolge vardir. Proteinin N-ucunda GSH substratinin baglandig
“hidrofilik G bdlgesi” bulunurken (Sekil 1.2), C-ucunda hidrofobik substratlarin
baglandig1 “hidrofobik H bolgesi” yer alir (Shishido vd., 2017). G bolgesi, GSH 1n
baglanmasi i¢in tiim GST ailelerinde korunmusken, H bolgesi ise ¢ok ¢esitli substratlarin
baglanmasina izin veren “diisiik secicilikli”’ bir Ozellikte olup GST’den GST’ye
baglanabildigi substrat yelpazesi farklilagsma gosterir (Eaton, D.L. ve ark., 1999; Sheean,
D. ve ark., 2001).

Monoklorobenzenlerin bir {iyesi olarak CDNB, bir C-nitro bilesigidir. GST’ler
CDNB substratinin kloriine niikleofilik atakla glutatyon konjiige eder, bu nedenle in vitro

GST aktivite testlerinde bu bilesik GST enzimlerinin genel substrati olarak kullanilir

(Habig et al. 1974).
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Sekil 1.2. GST’lerin CDNB substratina GSH ekleyerek detoksifikasyon reaksiyonunu katalizlemesinin
sematik gdosterimi (Shishido vd., 2017’den tiirkcelestirilmistir). *MRP, ila¢ direnglilik

proteinleri.

Tim GST aile iiyelerinin {i¢ boyutlu yapilari atasal tiyoredoksin (thioredoxin)
katlanmasi gosterdigi ic¢in tiyoredoksin enziminden evrimlestikleri 6ne siirilmiistiir
(Frova, C., 2006). Tiyoredoksin katlanma yapisinda; N-terminal domain 4 adet [ tabakasi
ve 3 adet a-sarmaldan olusurken, C-terminal domaini sadece a-sarmal kivrimlardan
olusmaktadir (Allocati ve ark., 2018). Bu iki domain 8 amino asitten olusan serbest bir
yapiya sahip baglant1 bolgesi (loop) ile birbirine baglanir (Polekhina, 2001). Baglanti
bolgesi prolin’ce (Pro) zengindir. Bu baglanti bolgesi, memelilerin mu alt-sinift GST
enzimlerimde B-2 ile a-2 arasinda yer alan karakteristik yapis1 korunmus bir mu baglanti
bolgesi (loop) seklindedir (Dirr H. ve ark. 1994; Sheean, D. ve ark. 2001). Yiiksek
Okaryotlarda mu loop “GDAPDYDRSQ” motifi ile karakterize olup, bu motif T.
thermophila GST mu enzimlerinde bulunmamaktadir (Ustiintanir Dede & Arslanyolu,
2019). Fare GST M1-1 enziminde mu loop motifi silinmis ve enzimin ¢esitli substratlara
olan afinitesi ile katalitik aktivitesi ¢alisilmis ve mu loop’suz enzimin substratlara karsi
olan afinitesi azalirken (yliksek Km degerleriyle), katalitik aktivitesinde 6nemli bir

degisiklik gozlenmemistir (Hearne ve Colman, 2006).

1.4. Silli Tek Hiicreli Okaryot Tetrahymena thermophila GST Ailesi
Nehir ve g6l gibi sucul ekosistemlerde bitki gibi gesitli canlilardan veya
fabrikalardan, evsel atiklardan salinan ksenobiyotiklerin biriktigi sistemlerdir. Bu biriken
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ksenobiyotikler sucul ortamlarda yasayan tek hiicreli silli protistler ile diger organizmalar
icin Onemli stres faktorleridir. Ksenobiyotik toksisitesi hakkinda sillilerde yapilan
calismalar, esas olarak agir metal toksisitesi ile ilgili diren¢ (Gutiérrez ve ark., 2003),
hiicre biliylimesi (Diaz ve ark., 2006; Madoni ve Romeo, 2006), hiicresel yapida
degisiklikler (Martin-Gonzalez ve ark., Trielli ve ark., 2007), doza bagli enzim aktivitesi
ve gen ekspresyonu (Hong ve ark., 2015; Kim ve ark., 2017) konularin1 kapsar.

Diinyada yasamin evrimi boyunca, protistler, siirekli degisen ¢evre sartlarinda
yagsamalarindan dolay1 farkl tiirlerin salgiladigi ksenobiyotiklere dogal olarak maruz
kalmis olmalilardir. Bu g¢evresel baski sonucu; c¢ok hiicreli organizmalara kiyasla
protistler, tiim detoksifikasyon asamalarinda gérev alan diisiik substrat segicili enzim aile
tiyelerini kodlayan genlerin sayisini arttirarak, hayatta kalmis olmalidirlar (Trielli ve ark.,
2007). Tekhiicreli silliler icin model organizma olan T. thermophila’da GST enzim ailesi,
TtGSTmu, TtGSTtheta, TtGSTomega, TtGSTzeta, TtTMAPEG ve TtEF1G alt-siniflariyla
giiniimiize kadar gelmis ve toplam 70 adet {iyeye sahiptir (Ustiintanir Dede & Arslanyolu,
2019). Protistlerin ksenobiyotik metabolizmasinda gérev alan enzimleri kodlayan
genlerin duplikasyonu ve mutasyonlar ile farklilasmasina dayanan bu yiiksek kapasiteli
gen havuzu, yalnizca hiicresel toksik metabolik ara tiriinlerinin detoksifikasyonunu degil,
ayni zamanda habitatlarina salinan ksenobiyotiklere karsi da evrimlesmis olmalidirlar.

T. thermophila, tath su goéletlerinde yasayan, insan patojeni olmayan, silli, tek
hiicreli okaryotik bir canlidir. Olduk¢a ucuz olan besiyerlerinde, 12- 41 °C sicaklik
araliginda, kisa siirede biiyiik hacimlerde tiretilirler. Sistematikte, Ciliata sinifi Alveolata
alt-sinifinda yer alir. Hiicre ebatlari 40-50 pum uzunluk ve maksimum 20-30 pm
genislikten olusur. Bu organizmanin ¢ekirdek gorevini, ¢ok hiicrelilerden farkli olarak
ayni sitoplazmada yap1 ve gorev acisindan fiziksel olarak farklilagmis iki ¢ekirdek
istlenmigtir. Vejetatif yasam slirecinde transkripsiyonel olarak aktif olmayan
mikronukleus (MIK), 2n=10 kromozoma sahiptir ve sadece eseyli iiremede genetik
cesitliligi saglayan mayoz esnasinda gorev alir. Transkripsiyonel olarak aktif olan
makronukleus (MAK) ise yasamsal olaylar1 kontrol eder (Asai ve Forney; 2000).

T. thermophila GST’leri iizerine ilk ¢alisma 1988 yilinda yapilmis olup bu
organizmanin monomerik bir GST bulundurdugu bildirilmistir (Overbaugh, J. ve ark.
1988). Bu ¢alismada bir adet GST enzimi klasik kromatografik yontemlerle saflastiriimig
ve enzim aktivitesi tim GST substratlarina karst karakterize edilmistir. Ayrica

saflagtirrlan bu enzim bir fungisit olan PCNB’nin (pentakloronitrobenzen)



biyotransformasyonunu saglayarak, ndtralize edebilmistir. 2008 yilinda, T.
thermophila’nin zeta grubu iiyesi genlerinden TtGSTzl, E. coli’de histidin takisi ile
birlikte rekombinant protein olarak tretilerek, ¢ift afinitik taki olarak kullanilabilirligi
raporlanmstir (Ozig, C., 2008). T. thermophila GST’leri ile yapilan bir diger ¢alismada
ise TtGST ailesinin tiim iiyeleri gen diizeyinde belirlenmis, motif ve filogenetik analizi,
ailenin gen duplikasyonu ile genomik genislemesi, organizmanin degisik biyolojik
sathalarindaki GST enzim diizeyleri ile aktivitesi raporlanmistir (Ustiintamir Dede ve
Arslanyolu, 2019). T. thermophila genomunda bulunan olasi (putative) bu GST
genlerinin kodladigi GST proteinlerinin N-ucu bolgesindeki GSH baglanma ve C-ucu
bolgesindeki substrat baglanma motifleri ile yapilan biyoinformatik analizler ise GST alt-
aile tiyeleri arasinda daha fazla bir filogenetik iliski oldugunu ortaya koymustur. T.
thermophila’nin toplam ¢6ziiniir protein dziitleri Western blot ile analiz edildiginde,

incelenen tiim yagsam evrelerinde GST enzimlerinin bulunabilecegi bildirilmistir.

1.5. Hipotez ve Amac¢

Tetrahymena gibi sucul protistler evrimsel siirecte ¢esitli ksenobiyotiklere karsi
hayatta kalmak i¢in c¢esitli adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmistir (Bogaerts ve ark,
2001). Sentetik ve toksik ksenobiyotik olan CDNB gibi nitroaromatik bilesikler, diger
organizmalardaki gibi T. thermophila’da serbest radikallerin olusumu ve oksidatif stresi
indiikleyebilecegi; T. thermophila GST enzimlerinin ise bu stresi CDNB’ye GSH
ekleyerek detoksifiye edip organizmanin hayatta kalmasina yardimci olacag tez

calismasinin hipotezini olusturmaktadir.

CDNB’nin T. thermophila’da 6liimciil dozu ile yari 6limciil dozlarinin ne
oldugunun belirlenmesi, organizmanin verecegi detoksifikasyon cevabinda GST’lerin
genel olarak enzimatik rolii, GST’ler ile verilen hiicresel cevapta gorev alan GST’lerin
gen ve protein seviyesinde kimliklendirilmesi, bu genlerden en az birinin rekombinant
tiretilerek CDNB substratina karsi ilgisinin bulunup bulunmadiginin enzim Kinetik

calismalari ile ortaya konulmasi bu tez ¢alismasinin amacini olusturmaktadir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Boliiml- T. thermophila’nin CDNB Muamelesi, Detoksifikasyon Cevab1 ve

Gorev Alan GST Enzimlerinin Kimliklendirilmesi

T. thermophila hiicrelerinin CDNB ile muamelesi ile toksisitesinin belirlenmesi,



MTT (3- (4,5-dimetil-2-tiazol-2-il)-2,5-difenil-2h-tetrazolium bromiir) testi ile
gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda hesaplanan LDsp degerinin altinda kalan dozlarla
muamele edilen hiicrelerden izole edilen toplam ¢oziiniir proteinlerin toplam GST aktivite
analizi yapildiktan sonra glutatyon afinite yontemi ile GST proteinleri saflagtirilip 2D jel
elektroforez analizi ve kontrol grubuna gore farkli bulunan protein spotlarinin MALDI-
ToF MS/MS ile kimliklendirilmesi gergeklestirilmistir. Ayrica gorev aldigi
kimliklendirilerek belirlenen GST proteinlerini kodlayan genlerin mRNA ekspresyonu
Real-Time PCR yontemi ile analiz edilmistir.
2.1.1. CDNB toksisitesinin belirlenmesi

Hiicre canlilik testi daha 6nce Tetrahymena igin yayinlanan MTT protokoliinde
kiigiik degisiklikler yapilarak kullanilmistir (Zilberg ve Sinai, 2006). MTT testi
metabolik olarak aktif olan (canli) hiicrelerde sar1 renkli tetrazolium tuzunun mor renkli
formozan kristallerine mitokondride rediiksiyonu ile renk degisimine bagli (kolorimetrik)
canlilik tayini yapar.

Tez galigmasinda kullanilan Tetrahymena thermophila SB210 hiicreleri Cornell
Universitesi Tetrahymena Stok Merkezi’nden (Tetrahymena Stock Center Cornell

University, https://tetrahymena.vet.cornell.edu/index.php) tedarik edilmistir.

CDNB ana stogu; X mg tartilarak yaklasik 50 ul %96’lik etanolde ¢oziilerek
hazirlanmig sonrasinda kullanilan doz konsantrasyonlar1 distile su ile bu ana stoktan diliie
edilerek hazirlanmustir.

Hiicreler, Proteose Peptone Yeast Extract (%2 proteaz pepton, %0,1 maya ekstrati
33 uM FeCl2.6H20) besiyeri igeren petrilerde (Isolab Cat.no: 1.081.02.091, 90x17mm),
30+1°C etiivde, nem g¢emberi ortaminda kiiltiire edilmislerdir (Gaertig ve Gorovsky,
1992). Hiicrelerin senkronizasyonu sabit faz senkronizasyon protokoliinde yapilan kiigiik
modifikasyonlarla  gergeklestirilmistir ~ (Murata-Hori ~ ve  Fujishima,  1996).
Senkronizasyon i¢in logaritmik fazdaki hiicreler 3 kere acglik tamponuyla (0.6 g KH2POa,
0.15 g KoHPO4 ve 0.25 g MgSO4 1 L’de ¢oziilmiis pH 6.5’a NaOH ile ayarlanmistir)
yikanmistir. Her bir yitkama asamasi1 5900 g’de 3 dak. santrifiijlerle ger¢eklestirilmistir.
Sonrasinda hiicreler 2x10° hiicre/ml konsantrasyonuna yine aglik tamponu kullanilarak
ayarlanmistir. 24 saat aglik tamponuyla inkiibe edilen hiicreler 2XPPY besiyeriyle (aglik
tamponuyla esit hacimde) karistirilarak PPY konsantrasyonu 1x’e indirilmistir. Hiicreler
tekrar santrifiij edilip 1.200.000 hiicre/ml konsantrasyonuna getirilmis ve steril petri

kaplaria 20’ser ml eklenmistir. Hiicrelerin iizerlerine D1: 0,018 mM, D2: 0,036 mM,
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D3: 0,072 mM, D4: 0,109 mM, D5: 0,145 mM, D6: 0,210 mM final konsantrasyonda
olacak sekilde CDNB eklenmistir. Hiicrelerin inkiibasyonu, 9 saat boyunca nem
¢emberinde 30°C hibridizasyon firminda ¢alkalamaksizin gercgeklestirilmistir. Farkli
dozlarla muamele edilen petri tabaklarindan 3 saatte bir 110 pl hiicre alinarak, 8 farkli 96
kuyucuklu Elisa petrisine (Isolab; Kat No: 122.11.096) aktarilmistir. 96 kuyucuklu Elisa
petrisinde bulunan hiicre 6rnekleri iizerine MTT stogundan (10 mg/ml, Sigma M2003)
10 pul eklenmis, tabagin iizeri folyo ile kaplanip ve hibridizasyon firininda 4 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan formozan kritallerini ¢ézmek icin DMSO
soliisyonundan kuyulara 120 ul eklenmis ve 30 dakika karanlik ortamda bekletilmistir.
Elisa petri tabaklari, siire sonunda 570 nm’de Elisa Reader (SpectraMax Plus384

Absorbance Microplate Reader) cihazinda okutulmustur.

2.1.2. Toplam c¢oziiniir protein izolasyonu
Toplam protein izolasyonu 2x108 hiicre igin 3ml modifiye T100B liziz tamponu

(%1 Triton X-100, 300 mM NacCl, 25 mM Tris/HCI, pH 7.5, 2 mM PMSF ve proteaz
inhibitor kokteyli- Roche, Cat No: 4693159001) kullanilarak gergeklestirilmis ve
detaylar1 EK1’de verilmistir (Aslan ve Arslanyolu, 2015; Zhang ve Thompson, 1997).
Protein izolatlarinin miktar tayinleri ise Bradford soliisyonu (Thermo Scientific, Cat No:
23200) ile gergeklestirilmistir.
2.1.3. GST enzim aktivitesi testi

CDNB ile muamele edilmis hiicrelerden elde edilen proteinlerin GST aktivite testi
daha oOnce yaymlanan protokolde kiiclik degisikliklerle spektrofotometrik olarak
gerceklestirilmistir (Habig ve ark., 1974). Kisaca 96 kuyucuklu Elisa petrilerine (Isolab;
Kat No: 122.11.096) 20 pl protein 6rnegi ve 180 ul test tamponu (PBS pH 6.5, 10 mM
CDNB, and 10 mM reduced Glutathione) eklenip enzim aktivitesi i¢in BioTek The
Synergy™ HT Elisa Reader- Epoch 2 cihazinin kinetik programi ile 1’er dk. araliklarla
20 dk. boyunca 340 nm’de O.D’ler okunmugstur. AA340/dakika’yr hesaplamak i¢in
zamana bagli absorbans degisimi grafigi ¢izilip egim hesaplanmis ve bu e§imin formiilii
kullanilmistir. Aktivitenin {inite cinsinden degeri, 25°C’de 1 pmol substrati kataliz eden
enzim miktar1 olarak tammlanmistir (CDNB extinction coefficient 340 nm = 9.6 mM *
cm ™. Oncelikle U/ml cinsinden hesaplanan aktiviteler sonrasinda her bir érnegin
Bradford yontemi (Pierce™ Coomassie Plus Bradford Assay Reagent Cat no: 23238) ile
tayin edilen protein konsantrasyonlarina béliinerek U/mg cinsinden spesifik aktiviteleri

hesaplanmustir.
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2.1.4. GSH affinitesi ile GST enzimlerinin saflastirilmasi ve SDS-PAGE analizleri

CDNB’nin 0.018, 0.036 ve 0.072 mM dozlan1 ile 9 saat muamele edilen
hiicrelerden elde edilen toplam ¢oziiniir protein izolatlarindan T. thermophila sitoplazmik
toplam GST proteinleri, Glutathione SepharoseTM 4B (Cat No: GE17-0756-01)
boncuklartyla firmanin talimatlarina gore kullanilarak gergeklestirilmistir (EK1).
Glutatyona baglanmis GST proteinleri 300 pl eliisyon tamponu (5 mM Glutatyon, 50 mM
Tris-HCI, pH 8.0) ile 3 kere eliie edilmistir. Glutatyon affinite boncuklariyla saflastirilan
proteinler, 3,5 pg protein igeren hacimde %12,5’luk SDS-PAGE jeline (Laemmli ve ark.,
1970) yiiklenmis ve 200 Volt’ta 2 saat elektroforez yapildiktan sonra jel Comassie
Brilliant Blue (Page Blue- Cat No:24620 boyasti) ile boyanmugtir. Yiiriitiillen SDS-PAGE
jeli BIO-RAD GelDoc™EZ goriintiileme sisteminde analiz edilmistir.

2.1.5. 2D Jel elektroforezi ve MALDI-TOF MS ile protein kimliklendirme
2D-jel elektroforezi, jel analizi, spot kesimi ve proteinlerin MALDI-TOF MS ile
kimliklendirilmesi Kocaeli Universitesi, DEKART proteomics laboratuvarinda

gerceklestirilmistir (http:/kabiproteomics.kocaeli.edu.tr/).

2D-jel elektroforezi ReadyPrep 2-D Starter Kiti (Cat No: 163-2130) ve 17 cm
Nonlinear Stripler (pl 3.0-10.0) (Bio-Rad Laboratories) kullanilarak, firmanin tavsiye
ettigi protokolde baz1 degisiklikler ile gerceklestirilmistir (Akpinar ve ark., 2017). Protein
orneginin 10 pg’1 striplere emdirilmis ve izoelektrik fokuslama cihazinda (Biorad, Cat
No: Protean IEF Cell 1654001) stripler yiiriitiilmistiir. Fokuslama 50 Volt ile baglatilmig
sonrasinda lineer olarak arttirilarak 50.000 Volta ¢ikartilarak, toplamda 5 saat siiresince
gerceklestirilmistir. Islem sonunda stripler dengeleme tamponlari1 (Equilibration buffer 1
ve 2) ile muamele edildikten sonra hazirlanan %12’lik SDS-PAGE jelinin {ist kismina
yerlestirilmis, 6once 60 Voltta 1 saat, sonrasinda da 180 Voltta 1 saat yiiriitlilmiistiir.
Coomassie boyasiyla boyanan protein jellerindeki spotlar PDQuest Advance 2DE-analiz
yazilim1 (BioRad, USA) kullanilarak, kontrol ve diger deney gruplar1 ile
karsilastirilmistir. Yazilimin spotlara numara verme prensibi; spotlarin pl degerleri,
molekiiler agirliklari, spotlarin birbirlerine olan uzakliklar1 ve jeldeki konumlarina gore

olup, farkli jellerde ayn1 olan proteinlere ayni SSP numaralar1 verilmistir.
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2.1.5.1. Protein spot kesimi

Tiim jellerin spot icermeyen dis kenarlari, PDQuest Advance yazilimi kullanilarak
ayni sekilde kesilip, jeldeki boya lekeleri filtrelenmis ve tiim jellerin hedef alanlari
eslestirilmistir. Her bir spotun miktari, toplam gecerli spot yogunlugu ile normalize
edilmistir. Otomatik analiz, normalize edilmis alandaki spot sayisi ve hacimleri ile
yapilmistir. Kontrol jeline (CDNB ile muamele edilmemis Tetrahymena hiicrelerinin
GST proteinlerini igeren) gore ekspresyonu artmig (hacimsel olarak) ya da kontrol jelinde
bulunmayip doz muamele jellerinde tespit edilen spotlar (Tablo 3.1) ExQuest spot kesicisi

ile kesilip 96 kuyucuklu petrilere ayr1 ayr1 aktarilmistir.

2.1.5.2. Tripsinleme ve MALDI TOF MS analizi ile proteinlerin kimliklendirilmesi
Proteinlerin kimliklendirilmesi MALDI-TOF/TOF ile yapilmistir (ABSCIEX
5800 system). Protein spotlarindan tripsin kesimi ile peptitlerinin eldesi In-Gel Tryptic
Digestion (Thermo Cat no:89871) kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit’te TCEP (Tris
[2-carboxyethyl] phosphine) ve IAA (lodoacetamide) kullanarak, sistin aminoasidi
kalintilarinin rediiksiyonu ve alkilasyonu vasitasiyla distilfit bagi olusumu ya da yan
zincir modifikasyonlarint minimize edilmesi ve bdylece bilinmeyen kiitlelerin (masses)
MS analizinde ortaya ¢ikmasi engellendigi icin kesim Oncesi bu iki madde ile spotlar
muamele edilmistir. Kitte tavsiye edilen tiim adimlar herhangi bir degisiklik
yapilmaksizin uygulanmistir. Sonrasinda drnekler ZipTip C18 (Millipore Cat No:
7720070) resinleri kullanilarak tuzdan uzaklastirllmis ve konsantre edilmistir.
Resinlerden peptitler, a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid ¢ozeltisi (%50 asetonitril ve
%0,1 trifloroasetik asit iceren) ile eliie edilerek, MALDI plakasi lizerine aktarilmistir. AB
Sciex 5800 MALDI TOF/TOF cihazinda spotlarin okumasi gergeklestirilerek protein
kiitle parmak izleri elde edilmistir. Kiitle araligi1 400 ila 2000 Da olan TOF spektrumlari
pozitif iyon reflektor modunda kaydedilmistir. Spektrumlar, dahili standartlar olarak
tripsin oto-sindirim iyon piklerinin m/z (842.510 ve 2211.1046) degerleri ile kalibre
edilmistir. Toplam 8 spottan elde edilen peptid kiitle biyiiklikleri biyoinformatik
MASCOT programi ile analiz edilmistir. MASCOT programinin analizde kullanacagi
protein kiitiiphanesi, tiim Tetrahymena proteomunda bulunan proteinler ile yaklasik
olarak (Swissprot veritabanindan manuel olarak ¢ekilen) 16 milyon protein karistirilarak
tarafimizdan hazirlanmistir. Ayrica peptit kiitle parmak izleri (PMF-Peptide mass
fingerprinting) ProteinPilot (ABSCIEX, ABD) yazilimi kullanilarak Matrix Science'da

National Center for Biotechnology Information nonredundant (NCBInr) ve Tetrahymena
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thermophila ile tiir kisitlamasi, tripsin enzimi kesimi, sabit modifikasyon karbamidometil
(Cys) ve degisken modifikasyon (Met) oksidasyonu, 1+ peptit yiikii ve monoizotopik
olma kriterlerine gore aranmistir. MS / MS analizi i¢in 6rnek basina TOF spektrasinin en

giiclii piklerinden on tanesi dikkate alinarak analizler ger¢eklestirilmistir.

2.1.6. RNA izolasyonu ve Real-Time PCR

Qiagen RNeasy kiti (Cat No: 74104) kullanilarak toplam RNA saflastirilmis ve
RNaz icermeyen DNaz I enzimi (Promega, Kat. No: M6101) ile muamele edilmistir.
Toplam RNA izolatlarinin miktari, Thermo Scientific™ Nanodrop 2000
Spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir. GST genlerine 6zgii primer ¢ifti ve Tagman®

prob setleri, Primer Express 2.0 yazilim1 kullanilarak tasarlanmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. TtGST genlerinin tasarlanan primer ¢iftleri ve Tagman® proplart

Gen Ad1 Primer Seti Dizi (5'=3") Uriin (bp)
Forward primer TGCCGATATCTATGCTTACGTCT
TtGSTm13 }
Reverse Primer TTGGGGATGCTTTCGAAGTTIT 117
EAR90276.1* .
Internal oligo (prop) | CCTGAAGCCTACGCCGAATTTGCTGC
Forward primer TGGCTGATAAAATTGTTCTTGG
TtGSTm19
Reverse Primer TCCAAACCAATCAGCAGGAT 128
EAS07384.1% ;
Internal oligo GGGCTGGTCCTGGTAAGGCTCAA
Forward primer TGGCTCAACCTATCCGTTTC
TtGSTm34 -
Reverse Primer GGAATGTTGGGGAAGTCAAA 127
EAR99884.2* .
Internal oligo ACGCCAATCCTGAAGAATGGTTCG
Forward primer CAGAGTCAGATGCAATAGCTCAA
TtGSTm49 .
Reverse Primer GGCTATAAGCAAGCTGTCCAA 150
EARS86862.1* .
Internal oligo TGGCACAACCATTGAGGACAGAATCA

*GeneBank Erisim numaralar1.

Brilliant 111 Ultra-Fast QRT-PCR Master Mix (Agilent, Cat No:600885) ile tek-
basamakli Real-Time PCR gerceklestirilmistir (EK1). Tek-Basamakli kit reaksiyonunda
hem Reverse Transcriptase enzimini hem de Taq Polimeraz enzimi icermesinden dolay1
ayni PCR tiipiinde 6nce toplam RNA’dan RT-PCR reaksiyonu ile cDNA elde edilir, sonra
tiretilen bu cDNA PCR asamasinda kalip gorevi gorerek, Real-Time PCR tamamlanmis
olur. Real-Time PCR’lar Biorad CFX96 cihazi ve yazilimi kullanilarak ¢ tekrarl
yapilmistir. Kalip (RNA) veya Reverse Transcriptase enzimi igermeyen kontrol
reaksiyonlar1 her deney seti i¢in kurulmustur. Real-time PCR analizinde Tagman prop

kullanim1 ile ilgilenilen genin kopya sayisinin rakamsal degerlerle ifade edilen
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kantifikasyon yontemlerinden ‘Absolute Quantification’ yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde genlerin mRNA ifadesinin kopya sayisinin belirlenebilmesi i¢in kopya
sayilarinin bir standart egrisine ihtiya¢ duyulur. Bu standart egri ilgilenilen klonlanmis
geni igeren bir plasmitten PCR iiriinleri tiretilerek olusturulmustur. Bu PCR firiinleri ve
verilen formiil kullanilarak standart olarak belirlenen bu iiriiniin kopya sayist
belirlenmistir. Kopya sayist = PCR frliniiniin  konsantrasyonu (ng) x
6.022x10%%(Avogadro sayist) / PCR iiriiniiniin biiyiikliigii (bp) x 1x10° (nanogrami grama
cevirmek icin kullanilan katsay1) x 660 (1 baz ciftlik ¢ift zincirli DNA’nin ortalama

molekiiler agirligi-gram).

2.2. Boliim 2- T. thermophila Glutathione-S-transferaz mu 34 Geninin Protein
Kodlayan Bélgesinin Klonlanmasi, Rekombinant Protein Uretimi ve Enzimatik

Karakterizasyonu

Protein kimliklendirme c¢aligmalar1 igeren 1. Boliim sonucunda elde edilen T.
thermophila glutathione-S-transferase mu 34 geninin (TtGSTm34) protein kodlayici
cDNA dizi bolgesinin klonlanmasi, ayni organizmada homolog rekombinant protein

iretimi ve enzimatik karakterizasyonu asagida verilen adimlarla gerceklestirilmistir.

2.2.1. TtGSTm34 geninin rekombinant protein iiretim vektori pIGF-1’e
klonlanmasi ve T. thermophila hiicrelerine elektroporasyon ile transformasyonu
TtGSTm34 geninin TGD (Tetrahymena Genome Database) veritabaninda bulunan
protein kodlayici gen dizisi (GenBank Accession number: TTHERM 00661650) ve
proteinin aminoasit dizisi EK2’de verilmistir. pIGF-1-GSTm34 vektoriinde (Sekil 2.1-
A) TtGSTm34 geninin cDNA ORF’si Sekil 2.1-B’de verilen restriksiyon enzimleri,
enterokinaz ve 8XHis afinitik takisinin eklenmesiyle olusturulan rekombinant bir DNA

dizisi (726 bg) seklinde Pmel ve Apal arasina klonlanacak sekilde tasarlanmistir.
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NotI (2)
(MTT1 promoter]
Pmel (754)
Xhol (759)

A @NTS)

Enterokinase site
(8xHis!
Apal (1471)
3' rDNA flanking region
(CAP binding site
lac promoter
(Iac operator)
(lacZg)
AmpR promoter
AmpR

pIGF-1-
TtGSTmM34
5.85 e 16,369 bp

\ g 8
~Swrs— /

5’cgegtttaaacctcgagatgACAACTCTTGGTTACTGGGGCATCAGAGGTTTGGCTCAACCTATCCGTT
TCTTACTTGCCTACTTAGGTGTCTAATACACTAATAAGGCCTACGCCAATCCTGAAGAATGGTTCG
GAAAGGATAAGAATGAACTCGGCTTTGACTTCCCCAACATTCCCTACTTAATTGATGGTGATCTTA
AACTTACTGAATCTTCTGCTATTCCTATTTATCTTATCAGAAAGCACAAAAGAAACGAGTTGTTAG
GATCTTCTGCTGACGGTTCTTACAGTGAAAAGGAAGTTAGAGTCGCTTAAATTGTTGGTGTTATTA
GAGATCTTTTTAAGGAACTCACAGGCTTATGTTTCAACCCTGACTTCAAAAACATTAAAGAAAAGC
TCTACACTGAAAAGCTCGAACTCTTAATTAAGAGACTCGGTGCTTATCTTGGTGATAAGGAATTCA
TAGTTGGTACCTTGACTTATGCTGATTTTCTTTTCTATGAAGCCCTCAGCTATATTAGACATATTTAT
CCCCAAGCCATTTGTGCTACTCTTACTGCTTATATCAACAGATTTGAAAACCTCCCTGGTATTAAGG
AATACATTGCTAGCCATGCCTAAGAACTTAAGGTTTTCTTACCTCCTCAAAGAGCTACCTGGTCTG
GTCCTTAAgacgacgacgacaaacaccaccaccaccaccaccaccactgatgagggeeeg 3'

pIGF-1

TtGSTm34-8His

Sekil 2.1. pIGF-1-TtGSTm34 vektor tasarimi ve yapilandwrimasi. A. pIGF-I-GFP vektériiniin GFP
kodlayan dizisinin ¢ikarilmast ve yerine TtGSTm34-8xHis eklenmesiyle olusturulmugstur. B.
Rekombinant TtGSTm34-8XHis DNA dizisi. Kodon optimizasyonuna nadir kullanilan (rare)
kodon igermemesinden dolayr gerek duyulmamustir. Protein kodlayici bolgesinin translasyon
baslatma (atg) ve sonlandirma (tgatga) kodonlari kalin ve alt ¢izili olarak verilmigtir. Pmel
kesim bolgesi kirmizi; 8X His takist mavi, Enterokinaz kesim bolgesi koyu pembe; Xhol kesim

bélgesi yesil; Apal kesim bélgesi ise mor ile verilmistir. C. pIGF-1-GSTmu34 vektériiniin Pmel
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ve Apal restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu sonrasi klonlanan 726 b¢’lik biiyiikliikte
TtGSTm34-8XHis’in salindigimin jel goriintiisii ile gosterilmesi. Lambda DNA/EcoRI plus
HindIIl markert kullanilmistir.

pIGF-1 yapisinda bulunan kadmiyum ile indiiklenebilir MTT1-GFP-rpl29 protein
tiretim gen kasetinin i¢inde yer alan GFP kodlayic1 gen dizisi, Pmel ve Apal kesimi ile
salinmis ve ayni enzimlerle kesilmis, 8xHis takisi eklenmis TtGSTm34-8xHis’in
ligasyonu ile klonlanmasi planlanmigtir. T. thermophila’dan toplam RNA izolasyonu
Qiagen RNeasy Mini Kit (Cat No./ID: 74104) ile yapilmis ve toplam RNA, DNaz
muamelesinden (Promega RQ1l RNase-Free DNase Cat No: M6101) gegirilmistir.
RevertAid First Strand cDNA sentez kiti (Cat No: K1621, Fermentas) kullanilarak ~2,5
ng mRNA kullanimi ile cDNA sentezlenmistir. Ardindan elde edilen cDNA asagida

verilen primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir.

Tablo 2.2 Klonlamada kullamilan primerler

FGSTmu34pV2 | 5’CGCGTTTAAACCTCGAGATGACAACTCTTGGTTACTGGGGCATCAG 3
RIGSTmu34pV2 | 5’TITGTCGTCGTCGTCTTAAGGACCAGACCAGGTAGCTCTTTGAGG 3
R2GSTmu34pV2 | 5’ GGGCCCTCATCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTITGTCGTCGTCGTCTTAAGGACCS’

Enterokinaz kesim bdlgesi ve 8XHis takisi hem RIGSTmu34pV2 hem de
R2GSTmu34pV2 geri primerlerinin ardigik kullanimi ile yapilan iki PCR reaksiyonuyla
yerlestirilebileceginden, dncelikle FGSTmu34pV2 ve R1GSTmu34pV2 primeri ile ilk
PCR reaksiyonunda iiretilen DNA parcasi jelden kesilip saflastirilmis (Thermo, GenelJet
Gel Extraction Kit, #K0691) ve kalip olarak ikinci PCR’da kullamilmustir. Ikinci PCR
reaksiyonunda FGSTmu34pV2 ve R2GSTmu34pV2 primerleri kullanilmistir. Uretilen
726 be’lik saflastirilmis DNA parcast ve pIGF-1 vektorii u¢ kisimlart Pmel (NEB,
#R0560S) ve Apal (NEB, #R0114S) restriksiyon enzimleri ile kesilerek, yapiskan uglu
hale getirilmistir. Kesilmis pIGF-1 vektorii ve GSTm34-8XHis DNA’s1, %0,7’lik agaroz
jelde goriintiilenmis, 365 nm dalga boyundaki UV kabini altinda jelden kesilmis ve jelden
saflagtirma kiti (Thermo, GeneJet Gel Extraction Kit, K0691) ile saflagtirilmustir.
Yapiskan uglu TtGSTm34 geni ve pIGF-1 vektorii T4 DNA ligaz (NEB, M0202S) enzimi
ile 16 °C’ de gece boyu birlestirilmis ve E. coli XL1-Blue kompetent hiicrelerine
(Strategene Cat. No: 200249) 1s1 soku ile transforme edilmistir (EK1). Transformasyon
sonrast Amp’li tabaklardan elde edilen kolonilerden pozitif olanlar, Koloni PCR
yonteminde FGSTmu34pV2 ve R1GSTmu34pV2 primerleri kullanimi ile taranarak
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saptanmig (EK1), pozitif kolonilerden izole edilen plazmitler restriksiyon enzim (Pmel-
Apal) kesimi ile teyit edilmistir (Sekil 2.1-C). Kadmiyum ile indiiklenebilir MTT]1-
TtGSTm34-8xHis-rpl29 gen kasetini tasiyan yapilandirilmis vektor, pIGF-1-GSTm34
(21.625 bp) olarak adlandirilmistir.

2.2.2. Tetrahymena hiicrelerine elektroporasyon yontemi ile transformasyon ve
antibiyotik sec¢ilimi

Sivi azottan taze uyandirilan ve konjugatif hale getirilen Tetrahymena B2086-
CU428 hiicrelerine, BioRad Gene Pulser cihaz1 ile pIGF-1-GSTm34 vektori
elektroporasyon yontemi ile transform edilmistir. Tetrahymena hiicrelerine J. Gaertig ve
M. A Gorovsky’nin elekroporasyon ile transformasyon yontemi kismen modifiye
edilerek (EK1) kullanilmistir (Barchetta ve ark., 2008; Gaertig ve Gorovsky, 1992;
Yilmaz ve Arslanyolu, 2015). Pozitif transformant hiicreler, 5 ml 250 pg / ml Penisilin-
Streptomisin  (Pen-Strep) igeren SPP besiyerine aktarilmistir. 12-24 saatlik
inkiibasyondan sonra transformant hiicreler artan konsantrasyonlarda paramomisin
baskisina alinmistir (ilk glin 60 pg / ml, tiglincii giin 100 pg / ml ve besinci giin 120 pg /

ml paramomisin).

2.2.3. Transformant hiicrelerin CdCI2 ile indiiksiyonu

Transformant hiicreler, finalde Spug/ml olacak sekilde CdCl2 (Sigma, 439800) ile
36 saat boyunca indiiklenmis ve zaman zaman Ornek toplanarak toplam protein
izolasyonu 2.1.2°de anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir. izolatlar daha sonra %12,5°lik
SDS-PAGE jellerine esit gram (40 pg) miktarlarda yiiklenerek analiz edilmistir.

2.2.4. Toplam protein lizatindan Ni-NTA boncuklar1 ile GSTm34-8xHis’in
saflastirilmasi

Transformant hiicrelerin 30 saat kadmiyum indiiksiyonuna takiben hiicrelerden
toplam protein izolasyonu (2.1.2°de anlatildig1r gibi) gerceklestirilmistir. TtGSTm34
geninin C terminalinde bulunan 8X histidin takisi kullanilarak toplam proteinlerden Ni-
NTA boncuklart (Cat No:745400.25, Protino Ni-NTA Agarose) ile afinitik protein
izolasyonu yapilmis (EK1), izolasyonun her asamasinda toplanan 6rnekler SDS-PAGE
jeline yiiklenmistir. Boncuklar 3 kez 20 mM imidazol igeren yikama tamponu ile

yikandiktan sonra 250 mM Imidazol igeren Eliisyon tamponu ile 3 kez eliie edilmistir.
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2.2.5. pIGF-1-TtGSTm34 vektorii iceren transformant hiicrelerinden GSH afinitik
boncuklari ile TtGSTm34-8xHis’in saflastirilmasi ve Western-Blot analizi

TtGSTm34-8xHis proteinin glutatyona affinitesinin belirlenebilmesi igin
transformant hiicrelerden elde edilen toplam proteinler, GSH Sepharose 4B boncuklari
(GE Healthcare Cat No: 52-2303-00 AK) ile saflagtirllmistir. GSH Sepharose 4B
boncuklari ile saflagtirmada baglanma tamponu olarak PBS pH 7.3 (140 mM NacCl, 2.7
mM KCI, 10 mM NazHPOg4, 1.8 mM KH2POg4, pH 7.3) kullanilmis ve eliisyon tamponu
olarak ise 50 mM Tris-HCI, 10 mM reduced glutathione, pH 8.0 kullanilmistir. Toplam
¢Oziiniir proteinler, baglanmayan proteinler, yikama ile uzaklasan proteinler ve son
elisyonlar %12,5’lik SDS-PAGE jeline yiiklendikten sonra anti-6Xhistidin antikoru (Cat
No: 200-301-382S, Rockland) kullanilarak Western Blot analizi yapilmustir. Ikincil
antikor olarak ise kegi’de tiretilmis anti-fare 1gG -HRP poliklonal antikoru (GenScript,
Cat no: A00160) kullanilmigtr.

2.2.6. TtGSTm34-8xHis proteininin affinitik Ni-NTA ve GSH boncuklari ile ardisik

saflastirilmasi

TtGSTm34-8xHis proteininin Ni-NTA boncuklar1 ile saflastirilmasi sonrasi
eliisyon kuyularinda rekombinant protein haricinde goriilen proteinlerin varligi ikinci bir
taki ile saflagtirma gerektirmistir. Bunun i¢in; Ni-NTA boncuklari ile yapilan saflagtirma
sonrasi elde edilen eliisyon tiipleri bir araya getirilip (toplam hacim 60 ml) oncelikli
olarak eliisyon tamponunda bulunan Imidazol’iin uzaklastirilmas: i¢in Ultrafiltrasyon
(Amicon® Ultra-15 10K, cut-off 10kDa, Millipore Cat No: UFC901008) yontemi ile
tampon degistirilmistir. Ultrafiltrasyon tiiplerinin kapasiteleri 15 ml oldugundan ayni
tipte 4 kez santrifiij yapilmistir. Boylece sonraki asama olan GSH boncuklan ile
saflagtirmada rekombinant proteinin GSH boncuklarina baglanmasinda imidazoliin
negatif etkisi bertaraf edilmistir. Ultrafiltrasyon sonras: filtrede toplanan proteinlerden
GSH boncuklar ile ikinci bir afinitik saflagtirma gerceklestirilmis olup son Eliisyon
asamasi iki kez yapilmistir. Rekombinant TtGSTm34 proteininin hem Ni-NTA hem de
GSH boncuklari ile saflastirilmasinda elde edilen proteinler %12,5’1ik SDS-PAGE jeline

yiiklenerek analiz edilmistir.
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2.2.7. Rekombinant TtGSTm34 proteininin enzimatik karakterizasyonu

Rekombinant TtGSTm34 enziminin optimum pH’s1, iyonik siddeti ve sicakligi
belirlenmis, sonrasinda ise Km, Vmax, KCat Ve Kea/Km degerleri hesaplanmistir. Bu

deneyler esnasinda enzim aktivite 6l¢iimleri 2.1.3’te anlatildig1 gibi yapilmistir.
2.2.17.1. Optimum pH’n belirlenmesi

Rekombinant TtGSTm34 enziminin optimum pH’si1 belirlemek i¢in pH’s1 5,0,
5,5 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 olan 0,1M potasyum fosfat tamponlar1 ile pH’s1 8,0, 8,5, 9,0 ve 10
olan 0,1 M Tris-HCI tamponlar1 hazirlanmistir. Aktivite 6l¢timiinde 2.1.3’te kullanilan
test tamponundaki PBS yerine fosfat ve Tris-HCI tamponlari kullanilmistir.

2.2.1.2. Optimum iyonik siddetin belirlenmesi

Rekombinant TtGSTm34-8xHis enziminin optimum aktivite gosterdigi iyonik
siddetin belirlenmesi i¢in yine 2.1.3’te kullanilan test tamponundaki PBS yerine 0.00625
M, 0.0125 M, 0.025 M, 0.05 M, 0.1 M, 0.15 M, 0.2 M ve 0.3 M’lik hazirlanan potasyum
fosfat tamponlar1 kullanilmistir. Bu ¢6zeltilerin pH degerleri bir 6nceki deney sonucunda

bulunan optimum pH 7,0’ye ayarlanarak aktivite dl¢iimleri yapilmistir.
2.2.7.3. Optimum sicaklhigin belirlenmesi

Rekombinant TtGSTm34-8xHis enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakligin
belirlenmesi i¢in 6nceki deneylerde belirlenen kosullarda (0,2M potasyum fosfat tampon,
pH:7.0) aktivite 6l¢limii icin gerekli olan kofaktdr ve substratlari (finalde 1’er mM CDNB
ve GSH) ihtiva eden karisim, Elisa petri kuyusu igerisinde istenilen sicakliga ayarlanmis
olan su banyosunda 5’er dakika bekletilmistir. Istenilen sicakliga ulasan karisima enzim
pipetlenerek karistirilip hemen okuma yapilmistir. 5°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C,
40°C, 50°C ve 60°C’de aktivite dl¢iimleri gergeklestirilmistir.

2.2.71.4. TtGSTm34 enziminin GSH ve CDNB substratlart icin Km, Vmax, Kcat ve

ozgiilliik sabitinin (Kcat/ Km) belirlenmesi

Glutatyon S-transferaz enziminin GSH ve CDNB substratlari i¢in Km Ve Vmax
degerleri Lineweaver ve Burk (1934) metodunda bazi degisiklikler yaparak tespit

edilmistir. Bunun i¢in reaksiyonda; finalde 0,9 mM sabit GSH konsantrasyonunda 7 farkli
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CDNB konsantrasyonu (0.1125 mM, 0.225mM, 0.5 mM, 0.9 mM, 1.8 mM, 2.7mM ve
3.6 mM) ile 200 mM potasyum fosfat tamponunda 25°C’de aktivite 6lgiimleri yapilmistir.
Elde edilen bulgulara gore 1/V-{[CDNB] Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmis, bu grafik
yardimi ile CDNB ig¢in Km Ve Vmax degerleri belirlenmistir. Cizilen grafigin y=ax+tb
formiilii, egimde bulunduktan sonra Vmax degeri 1/b’den elde edilir. K ise; Km= ax Vmax
formiiliinden hesaplanir. Yine benzer sekilde 0,9 mM sabit CDNB konsantrasyonunda
GSH’1n 7 farkli konsantrasyonu (0.1125 mM, 0.225 mM, 0.5 mM, 0.9 mM, 1.8 mM, 2.7
mM ve 3.6 mM) ile aym sartlarda aktivite dlgiimleri yapilarak, 1/V[GSH] grafigi
cizilmigtir. Bu grafikten ise GSH igin Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Tiim aktivite
Olgtimleri optimal sartlarda gerceklestirilmistir. Daha sonra, Km ve Vmax degerleri
hesaplanabilmesi i¢in gergeklestirilen deneyde kullanilan enzim ¢6zeltisi iginde toplam
enzim (E:) miktari, kantitatif (Bradford) protein tayin yontemi ile belirlenmistir. Enzimin

turnover sayisini ifade eden Kear degeri ise Keat=Vmax/Et formiiyle hesaplanmustir.

Cesitli enzimlerin katalitik etkilerinin veya farkl substratlarin ayn1 enzimle iiriine
dontigiimiiniin karsilastirilmasinin bir yolu da tepkimeler i¢in 6zgiilliik sabitinin (Vo)

bulunmasidir. Ozgiilliik sabiti Vo=Kcat/Km formiilii kullanilarak hesaplanmustir.
2.2.7.5. Enzim inhibisyonu

TtGSTm34-8xHis enziminin in vitro inhibisyon deneyleri, Trute ve ark., (2007)
makalesindeki metotta bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. 96 kuyucuklu
petrilere oncelikle 20 ul enzim konulup lizerine inhibitérleri iceren 0,2 M potasyom fosfat
tamponu eklenmis ve 15 dakika inhibitor ile enzim 25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda 80 pul 0,2M potasyum tamponu (I mM CDNB ve 1 mM GSH igeren) ilave
edilip hemen reaksiyon baslatilmis, 340 nm’de 2.1.3’te anlatildig1 gibi OD okumalar1
yapilarak aktiviteleri olgiilmiistiir. Inhibitdrler ve final konsantrasyonlari; agir metal
olarak CuSOs (1 uM, 3 uM, 6.25 uM, 12.5 uM, 25 uM ve 50uM) ve CdCl2 (0.1 uM,0.5
uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM ve 15 uM) ile genel inhibitdr Etakrinik asit (0.001 mM, 0.01
mM, 0.1 mM ve 1 mM)’tir. Pozitif kontrol olarak rekombinant enzim, inhibitor icermeyen
200 mM potasyum fosfat tamponunda inkiibe edilmis ve sonraki asamalar inhibitor

gruplarinda oldugu gibi gerceklestirilmistir.
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2.2.7.6. Enzim kararlihik testi

TtGSTm34-8xHis enzim aktivitesinin zamana ve sicaklia bagli olarak degisimi,
optimum GST reaksiyon sartlarinda 25°C’de, pH:7.0’de ve 200 mM potasyum fosfat
tamponunda aragtirtlmistir. Zamana ve sicakliga bagl olarak aktivite degisim takibi;
enzim elde edildikten sonra 2 giin oda sicakliginda bekletildikten sonra, 10 giin +4°C
buzdolabinda, 6 ay ve 12 ay -20°C derin dondurucuda muhafaza edildikten sonra aktivite

Olctimlerinin tekrarlanmasi ile gergeklestirilmistir.
2.2.8. TtGSTm34 proteininin 3 boyutlu modellemesi

Proteinin ii¢ boyutlu modellemesi i¢in Oncelikle kristallografisi bitmis ve
proteinimize en yiiksek benzerlik gosterebilecek bir hedef protein modeli, expasy.org’da
Swiss-Model programinda aramayla baslandi. TtGSTm34’iin aminoait dizisinin bulucu
olarak gonderildigi programda en yiiksek dizi benzerligi (%41.03) Mus musculus’a ait
GSTMu7 proteini bulunmus olup Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/structure/2dc5) veri tabaninda 2dc5 pdb numarasiyla kayithdir.
TtGSTm34’nin 2dc5’ye gore homoloji modellemesi ve ¢izimi BIOVIA tarafindan
gelistirilmis “Discovery Studio 20217 yazilimi kullanilarak yapilmaistir.
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3. BULGULAR
3.1. Boliim 1- CDNB Substrati ile Muamelesine Kars1 T. thermophila’nin Biyolojik

Cevabmin Karakterizasyonu, Molekiiler Analizi

CDNB ile muamele edilen Tetrahymena hiicrelerinin toksisite ve total GST
aktivite analizleri, hayatta kalabildigi dozlarda bulunan TtGST proteinlerinin
kimliklendirilmesi ile belirlenen TtGST genlerinin transkriptomik analiz bulgulari, bu

boliim altinda tanimlanmustir.

3.1.1. CDNB’nin Tetrahymena hiicrelerinde toksisitesinin belirlenmesi

GST enzimlerinin bir substratt olan CDNB, sentetik iretildigi i¢in dogada
bulunmaz ve T. thermophila dahil bazi organizmalar tizerindeki biyolojik etkisi
bilinmemektedir. Bu nedenle; 0.018 mM ila 0.210 mM araliginda CDNB’nin farkli
dozlartile T. thermophila hiicreleri 9 saat boyunca muamele edilmis, boylece bu molekiile
kars1 organizmanin duyarlilig1 ve hayatta kalma dinamikleri incelenmistir (Sekil 3.1-A).
Kontrol hiicresinin canlilik degerinin (%100) altinda kalan degerler doza bagl toksisiteyi
temsil ederken; lstiinde olan degerler ise biyolojik mukavemet (detoksifikikasyon
mekanizmalarinin  devreye girdigini) degerlerine karsilik geldigi varsayilmistir.
Tetrahymena hiicrelerinin senkronize edildikten sonra her 4.5 saatte bir boliindiigli daha
onceden laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarla saptanmistir. Sekil 3.1-A’da, 3 saatlik
CDNB maruziyetinin hiicre canliigi iizerine istatistiksel olarak onemli bir etkisi
goriilmemistir. Ornegin 0.109 mM'da hiicre canliliginda yaklasik %20 artis goriiliirken,
0.018 mM ve 0.210 mM dozlarinda %?20’lik bir azalma goriilmiistir. 6. saat muamele
grubuna bakildiginda canlilik son 4 dozda 3. saate kiyasla diismiistiir; 9. saat muamele
edilen hiicre grubunda ise 0.018 mM doz harig tiim diger dozlarda diger saatlere kiyasla
canliligin %20’lere kadar diistiigli goriilmiistiir. Kontrole gore hiicre canliliklarinda
onemli miktardaki artis 9 saatlik muamelede 0.018 mM doz grubunda bulunmustur. En
yiiksek dozun hiicre canliligini %20’lere kadar diisiirdigii 9 saatlik muamele hiicre
grubunda gozlemlenmesinden dolay1r LDsg dozu Miller ve Tainter (1944)’e gore bu
grubun MTT test verileri kullanilarak hesaplanmistir. CDNB ile muamele edilmis T.
thermophila hiicrelerinde CDNB’nin LDsg degeri 0.079 mM bulunmus olup CDNB
muamelesinin doza ve zamana bagli olarak hiicre canlilhigini azalttigi sonucuna

varilmstir.
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Hiicre canliliginin korunmasinda glutatyonun okside ve rediikte formunun denge
icinde bulunmasi oldukga kritiktir. CDNB gibi glutatyona afinitesi olan bilesikler hiicre
icinde glutatyon tiikenmesine (GSH Depletion) neden olarak da oksidatif stresi

indiikleyebilirler (Mutoh et al., 2005).

CDNB’nin T. thermophila'da oksidatif strese neden olup olmadigini anlamak igin,
CDNB ile muamele edilen hiicrelerin GST enzim aktivitesi, zamana bagli olarak 3., 6. ve

9. saatte (yaklasik iki hiicre bdliinmesi) analiz edilmistir (Sekil 3.1-B).

[lk 3 saatlik hiicre grubunda; 0.018 mM- 0.210 mM CDNB ile muamele edilmis
hiicrelerde toplam GST aktivitesi, kontrol grubuna neredeyse esit bulunmustur. 6 saatlik
hiicre grubunda ise en diisiik doz olan 0.018 mM ve en yiiksek doz olan 0.210 mM ile
muamele edilen hiicrelerin toplam GST aktivitesi, kontrol hiicrelerinin seviyesine
neredeyse esittir, ancak 0.072 mM- 0.109 mM doz araliginda muamele edilen hiicrelerin
toplam GST aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla iki kat kadar beklenilmedik bir artis
gbzlenmistir. 9 saatlik hiicre grubunda, toplam GST aktivitesi yalnizca 0.072 mM ile
muamele edilmis hiicrelerde 6nemli 6l¢iide (yaklasik 5 kat) artmigtir. Ayrica 0.036 mM
ile muamele edilen hiicre grubu neredeyse 2 kat artig gostermis olmasina karsin 0.109
mM, 0.145 mM ve 0.210 mM dozlarin aktivite seviyesi kontrol grubuna gore daha diisiik

bulunmustur.

[lk ii¢ dozdaki toplam GST aktivitesi, 3 saat ila 9 saatlik zaman araliklarinda
artarken, hiicre canlilig1 testine baktifimizda yalnizca 0.018 mM dozundaki hiicrelerin
canlilii, ¢aligilan tiim zaman araliklarinda artmaya devam etmistir (Sekil 3.1-A). Bu
durumun aksine, gozlemlenen en yiiksek GST aktivitesi sadece 0.072 mM ile muamele
edilen hiicre grubunda 6lgililmiistiir. Sonug olarak, hiicre canlilig1 ve toplam GST enzim
aktivite grafiklerinin ikisinde birden 3, 6 ve 9 saatlik siirede artis egilimi olan tek veri,

0,018 mM CDNB ile muamele edilmis hiicrelerde gerceklesmistir.
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Sekil 3.1. Tetrahymenan 'nin CDNB 'nin ¢esitli dozlarina maruz birakilmasindan sonra MTT (% Canlilik
testi) ve toplam proteindeki toplam GST enzim aktivite grafigi A. CDNB ’nin dozlarina maruz
bwrakildiktan sonra Tetrahymena hiicrelerinin % canliltk veya hayatta kalma grafigi. CDNB ile
muamele edilmeyen (kontrol)grubu hiicrelerinden elde edilen O.D. degeri %100 olarak kabul
edilip, dozla muamele edilen gruplardaki O.D’ler kontrol yiizdesine gire oranlanarak
hesaplanmistir. B. Tetrahymena hiicrelerinin CDNB dozlarina maruz kalmasindan sonrast izole
edilen toplam ¢éziiniir sitoplazmik proteinlerinin toplam GST enzim aktivite grafigi. GST

aktiviteleri, toplam ¢éziiniir sitozolik proteinlerin mg't bagina GSH ile konjuge edilmis

25



CDNB 'nin dakikadaki umol déniisiimii olarak ifade edilmistir. Bulgular 3 bagimsiz deney
tekrarmin ortalama grafiginde + standart sapmalar ile verilmigtir. SPSS One-Way ANOVA
Tukey Testi, muamele edilmemig kontrol hiicrelerinden elde edilen degerleri deneysel gruplarla

P <0.05 'e gore karsilastirmak igin kullanilmis ve anlamli deney grublart * ile isaretlenmigtir.

3.1.2. Tetrahymena’nin CDNB toksisitesine cevap olarak iirettigi GST enzimlerinin
glutatyon afinitik tanecikleri ile saflagtirilmasi ve toplam aktivite analizi

CDNB hiicre toksisitesi bulgularina gore en yiiksek hiicre canliligi ve toplam
¢Oziiniir GST enzim aktivitesi, 9. saat i¢inde 0,018 mM, 0,036 mM ve 0,072 mM doz
muamelerinde goriilmiis olup bu biyolojik cevabin bir kisminin TtGST genlerinin bu
sartlara  transkripsiyonel ve/veya posttranslasyonel uyumu ile sagladigini
diisindiirtmiistiir. Bu uyum; toplam protein lizatlarindan glutatyon Sepharose 4B afinitik
tanecikleri kullanilarak saflastirllan GST proteinlerinin toplam aktivitelerinin doz
muamele grublarindaki karsilastirmasi seklinde Sekil 3.2-B’de verilmistir. Bu saflastirma
ve aktivite analiz deneyi 3 tekrarli olarak gergeklestirilmis ve saflagtirma sonunda
taneciklerden toplam 3 eliisyon yapilmis olup, 1. ve 2. eliisyonlarda saflastirilmis GST
bulunurken 3. eliisyonlarda aktivite 6l¢timiine yetecek kadar protein elde edilememistir.
Boylece GSH boncuklarindan 2 kere eliisyon yapilarak neredeyse baglanan tiim
proteinler eliie edilebilmistir. Saflagtirmasinin yikama soliisyonlar1 da aktivite analizi ile
kontrol edilmis fakat GST aktivitesi bulunamamuistir. EK 8’de bu ii¢ deneye ait verilerin
ayr1 ayr cizilen grafikleri verilmistir. 2. eliisyonlarda daha fazla enzim aktivitesi
gbzlendiginden bu 3 tekrarli deneylerin 2. eliisyonlarinin ortalama grafigi ¢izilmis ve
Sekil 3.2-B’de verilmistir. 0.072 mM CDNB ile muamele edilmis hiicre grubundan
saflagtirilan proteinlerin GST aktiviteleri kontrol grubuna kiyasla yaklagik olarak 2 kat

daha fazla istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (p<0.05).

GSH afinite kolonlarindan saflagtirilmis Tetrahymena GST’lerinin molekiil
agirliklari, CDNB ile muamele edilmis deney gruplar1 veya muamele edilmemis kontrol
gruplar ile karsilagtirmali olarak SDS-PAGE jelinde analiz edildiginde, yaklasik olarak
22 kDa ve 23 kDa biiyiikliigiinde iki biyiik bant olarak gozlemlenmistir (Sekil 3.2.A).
Tetrahymena’nin sahip oldugu GST enzimlerinin biyoinformatik olarak molekiiler
agirliklart 23 kDa ile 30 kDa arasinda degismektedir (EK3). Bu protein bantlarina
bakildiginda, doz gruplarinda kontrol grubuna kiyasla daha fazla protein bulundugu
anlagilmaktadir. 0.072 mM ile muamele edilen hiicrelerden elde edilen GST

proteinlerinin (Sekil 3.2.A’da 4. Kuyuda kirmiz1 ve siyah ok basi ile gosterilmis) diger
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kuyulara kiyasla daha fazla olabilecegi goriilmektedir. Sonug olarak; GSH afinitesi ile
saflagtirilmis toplam Tetrahymena GST'lerinin hem protein miktarinda hem de spesifik
enzim aktivitesinde ki artis, 9. saatte 0.018 mM, 0.036 mM ve 0.072 mM CDNB doz

muamelelerine karsi hiicrenin detoksifikasyon cevabi olusturdugunu desteklemektedir.
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Sekil 3.2. 0.018, 0.036 ve 0.072 mM CDNB dozlarina maruz birakilmis Tetrahymena hiicrelerinden elde
edilen toplam protein izolatlarindan GSH afinitik boncuklariyla GST enzimlerinin
saflastirilmast. A. GSH boncuklariyla saflastirimis GST proteinler, esit miktarda (3,5 ug)
olacak sekilde SDS-PAGE (%12.5) jeline yiiklenmistir;, 1) doza maruz birakilmayan kontrol
hiicresi, 2) 0.018 mM D1, 3) 0.036 mM D2, ve 4) 0.072 mM D3, M) protein standardr (Biorad
Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards, Cat No:1610363). B. GSH affinitesi ile
saflastirilan GST proteinlerinin aktivite grafigi. Hata ¢ubuklari, tic bagimsiz tekrar verisinin
ortalamasindan standart sapmalart temsil eder. * SPSS Tek Yonlii ANOVA-Tukey Testi,
muamele edilmemis kontrol hiicre grubu aktivite verileri ile deney gruplarinin

karsilastiriimasinda kullaniimis ve anlaml deney grubu yildiz ile igsaretlenmistir P < 0.05.
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3.1.3. CDNB’ye maruz birakilan T. thermophila hiicrelerinden GSH affinitesi ile
saflastirllan GST proteinlerinin kimliklendirilmesi

Protein ekspresyon analizi i¢in 2 boyutlu jel elektroforezi ve akabinde elde edilen
spotlardan MALDI-Tof MS/MS analizi gerceklestirilmistir (Deracinois et al., 2013).
CDNB’nin 0.018, 0.036 ve 0.072 mM dozlarina 9 saat maruz birakilan Tetrahymena
hiicrelerinden GSH affinitesi ile saflastirilan 22 ve 23 kDa olan GST proteinleri; pI 3-10
stripleri ile yiiklerine gore ilk boyutta ayrildiktan sonra biiyiikliiklerine gore ikinci boyutta
SDS-PAGE ile ayrilarak 2D jel elektroforezi gergeklestirilmistir, boylece kontrole gore
biyolojik tepki olarak iiretilen protein spotlar belirlenmistir (Sekil 3.3-A). Kontrol grubu
ile doz gruplarinin bulundugu jeller PDQuest yazilimi yardimiyla karsilastirildiginda,
yeni iretilen veya ifadesi artan protein spotlart mavi renk ile numaralandirilmistir.
Kontrol jeline (CDNB’ye maruz birakilmamis Tetrahymena hiicrelerinin GST
proteinlerini igerir) gore ekspresyonu artmis (hacimsel olarak) ya da kontrol jelinde
bulunmayip doz muamele jellerinde tespit edilen spotlar Tablo 3.1°de verilmis olup yesil
renkle renklendirilen spotlar analiz edilmistir. MALDI-ToF MS/MS ile 22 kDa’dan 1, 2
ve 3 numarali spotlar ve 23 kDa’dan 4, 5, 6, 7 ve 8 numarali spotlar analiz edildiginde,
22 kDa’dan gelen protein spotlarinin TtGSTm19 (Accession No: XP 001027626.1) geni
ve 23 kDa’dan gelen protein spotlarinin ise TtGSTm34 (Accession No: XP 001020129.1)
geni tarafindan kodlandigi, %64'in tizerinde bir eslesen peptid yiizdesi ile belirlenmistir
(Sekil 3.3-C). Eslesen peptidlerin dizi iizerindeki yerlesimleri ve peptidlerin listesi
EK6’da verilmistir. Maskot programi ile yapilan analiz skorlarinin 56°dan ytiksek olanlari
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Tim spotlar i¢in bulunan protein
skorlar1  Sekil 3.3-C’de verilmis olup en diisiik skor 247’dir. Kimliklendirilen
TtGSTm19’un hesaplanan molekiil agirligi 22 kDa iken, TtGSTm34’{inki 23 kDa olup
SDS-PAGE ile belirlenen molekiil biiyiikliiklerine yakin degerlerdir (EK3). 2D jelde ayni
protein bandindan ayrilan birden fazla protein spot olusumunun posttranslasyonel

modifikasyonlar gibi olasi izahlar1 tezin tartisma kisminda literatiir ile degerlendirilmistir.

TtGSTm19 ve TtGSTm34 proteinleri i¢in tahmini pl degerleri sirasiyla yaklasik
6.5 ve 7.7 (EK3) olmasina ragmen, TtGSTm19 ve TtGSTm34'iin tiim protein spotlart pH
8 ile pH 10 arasinda alkalin pH’da ayrilmistir. TtGSTm19 i¢in 0.036 mM jelinde spotl
ve 0.072 mM jelinde spot2 ile TtGSTm34 i¢in 0.018 mM jelindeki spot5, 0.036 mM
jelindeki spot6 ve 0.072 mM jelindeki spot7’nin protein seviyesinde ifade artislar goz ile
de fark edilebilmektedir. Kontrol grubu jelinde ana spotlardan 9909 no’lu spot ile 0.018
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mM jelindeki 9918 nolu spot, 23 kDa’luk TtGSTm34 olarak tanimlanmistir. Buna karsin
0.036 mM jelinde diger jellerden farkli olarak 9909 spotuna ek olarak 9917 no’lu spotun
ifadesi oldukca artmistir. CDNB dozunun konsantrasyonunun LDsp diizeyine yakin
oldugu 0.072 mM jelinde ana spot 9909’da TtGSTm34 olarak belirlenmistir. Spotlardaki
pl kaymasi ve ayni1 proteinlerin bir¢ok farkli pI’da bulunmasi; TtGSTm19 ve TtGSTm34
proteinlerinin translasyon sonrast modifikasyonlarla islenmis olabileceklerine isaret
etmektedir (Khoury, Baliban ve Floudas, 2011). Bununla birlikte, baz1 spotlar MALDI-
ToF MS / MS tarafindan analiz edilmemistir ve bu spotlarin kodlama genleri heniiz
tanimlanmadigindan CDNB'ye yanit veren farklt GST genlerininde olabilecegi goz ardi

edilmemesi gerekmektedir.

Tablo 3.1. PDQuest yazilimi ile kantitatif olarak 6lgiilen spot biiyiikliikleri ve kontrol grubu spotlarina
gore katsal farkliliklari. Yesil ile isaretli olanlar MALDI-TOF analizine alinan spotlardir.

SSP Konftrol D1 Kontrol-D1 D2 Kontrol-D2 D3 Kontrol-D3
Numarasi Kat farka Kat farka Kat farka

9918 176 20491 120 2197 1.2 75.8 -2

9911 440 9189 21 9678 22 3268 7

9917 168 1 -168 90555 135 1 -168

9910 277 29455 107 45125 163 15100 55

9915 11135 6633 -1,6 34527 3 156382 14

9909 10713 5593 -2 35446 3 50288 5

9916 1 1928 1928 4094 4094 11.6 11.6

9921 1 1 1 10.8 10.8 1514 1514
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1 163 806 79% TtGSTm19 26
2 14 969 85% TtGSTm19 31
3 15 423 64% TtGSTm19 17
4 21 479 67% TtGSTm34 21
5 148 247 37% TtGSTm34 9

6 135 592 73% TtGSTm34 23
7 19 682 73% TtGSTm34 22
8 13 482 68% TtGSTm34 21

Sekil 3.3. GST proteinlerinin 2D jel elektroforezi ve MALDI-TOF MS analizi. A. pH 3-10 stripleri
kullanilarak CDNB 'nin 0.018 (D1), 0.036 (D2) ve 0.072 mM (D3) dozlarina 9 saat maruz kalan
hiicrelerden afinitik saflastirilan GST proteinlerinin 2D jel goriintiileri. Kontrol jeli; doza maruz
birakilmayan hiicrelerden paralelde saflagtirilan GST protein jelidir. B. Protein spotlarinin
karsilastirabilmesi i¢in daha yakinlagtirilmig jel goriintiileri. MALDI-TOF MS analizleri mavi
rakamli protein spotlarimin kesimi ile yapilmistir. C. MALDI-TOF MS analiz bulgulari. *
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Kontrol jelindeki spotlarla doz jellerindeki spotlarin arasinda yogunluk ve hacim degigiminin

katsal ifadesidir.

3.1.4. CDNB’ye maruz birakilan Tetrahymena’larda kimliklendirilen TtGST’lerin
mRNA’larinin ifade degisimi

Hiicrelerin 9 saat 0.018 mM 0.036 mM ve 0.072 mM CDNB dozlar ile maruz
birakilmasi, hiicrelerin biyolojik cevabim1i TtGSTm19 ve TtGSTm34 genlerinin
transkripsiyonel olarak regiile ederek olusturabilecegi hipoteziyle, bu genlerin mRNA
ekspresyonlart TagMan prop kullanilarak Real-Time PCR yontemi ile arastirilmistir
(Sekil 3.4-A ve B). TtGSTm19 ve TtGSTm34 genleri ile birlikte, negatif kontrol grubu
olarak vejetatif evrede diisik mRNA ekspresyon profillerine sahip TtGSTm13 ve
TtGSTm49 kullanilmistir (Sekil 3.4-C) (Miao ve ark., 2009). Miao ve ark., (2009)
tarafindan vejetatif hiicrelerden elde edilen ve Sekil 3.4-C’de verilen TtGSTm19 i¢in
15.000-30.000 ve TtGSTm34 i¢in 40.000 birim mMRNA (AU) seviyeleri, bu genlerin Sekil
3.4-B’de kontrol i¢in verilen TtGSTm19 i¢in 4594 ve ve TtGSTm34 i¢in 9138 kopya
sayist degerlerine karsilik geldigi varsayilmistir. TtGSTm19 ve TtGSTm34 genleri i¢in
primer ve prob dizayn ederken bu iki gene homolog olan 2 adet daha gen tespit edilmistir.
Tetrahymena genomunda TtGSTm19 proteini ile niikleotid dizisi acisindan %92°li bir
benzerlik gosteren TtGSTm20 (TTHERM__ 00569160) gen dizisi bulunmaktadir (EK7).
EK7°de verilen TtGSTm19 ve TtGSTm20 genlerine ait niikleotid dizilerinin Clustal
Omega ile hizalanmastyla elde edilen dikey hizalamasi incelendiginde sadece TtGSTm19
icin spesifik primer ve prop (ileri primer mavi ile, geri primer pembe ile ve prop sar1 ile
renklendirilmistir) tasariminin miimkiin olmadigr bulunmustur. Bu nedenle, Sekil 3.4-
B'de gozlemlenen TtGSTm19 mRNA ekspirasyonunun hem TtGSTm19 hem de
kontamine edici TtGSTm?20 geninin mRNA ekspresyonunun toplami olabilecegi géz ardi
edilmemelidir. Benzer sekilde yine Tetrahymena genomunda TtGSTm34 geninin
niikleotid dizisine %70 benzerlik gosteren ve homolog olabilecegi diisiiniilen TtGSTm32
(TTHERM_ 00661620) geni bulunmaktadir. EK7’deki TtGSTm34 ile TtGSTm32
genlerinin niikleotid dizilerinin dikey hizalamalar incelendiginde ise TtGSTm19-
TtGSTm?20 hizalanmasindan farkli olarak primer ve probun baglanacagi niikleotidlerde
baz1 dizi bolgelerinin farkli oldugu bulunmaktadir. Buna karsin hem deneysel negatif
kontrol icin secilen TtGSTm13 ve TtGSTm49 genlerinin hem de bu ¢alismada mRNA
ekspresyonuna kontamine olabilecegi diisiiniilen TtGSTm20 ve TtGSTm32 genlerinin

vegetatif hiicrelerde (herhangi bir doz ile muamele edilmeyen) diisik mRNA
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ekspresyonlarina sahip olduklari Dede & Arslanyolu, (2019)’da rapor edilmistir. CDNB
stresi altinda MALDI-ToF MS / MS proteom analizinde; TtGSTm20 homologuna ait
peptid dizilerinin Mascot analizinde elde edilen peptid listesi iginde hi¢ bulunmamasi,
sadece TtGSTm19 proteininin peptid dizilerinin bulunmasi, yine benzer sekilde
TtGSTm32 peptid dizilerinin hi¢ bulunamamasi, sadece TtGSTm34 proteininin
bulunmasi, TtGSTm19 ve TtGSTm34’{in transkripsiyonel olarak tercih edildigini ve
mRNA kontaminasyonunun olmadigi hipotezini desteklemektedir (EK7). Bu bilgiler
1s181nda Sekil 3.4-B incelendiginde, 0.018 mM doz muamelesi TtGSTm19 ve TtGSTm34
MRNA ifade seviyesi kontrol seviyesiyesine yakin degerlere sahip olmasindan dolay1 bir
etki gostermemistir. 0.036 MM muamelesi ise sadece TtGSTm34 mRNA ifade
seviyesinde yaklasik 2 kat bir artisa neden olmustur. Fakat 0.072 mM muamelesi altindaki
hiicrelerde kontrol grubuna gore TtGSTm19 mRNA’s1 yaklasik 8 kat ve TtGSTm34
mRNA’s1 ise yaklasik 4 kat istatistiksel olarak anlamli bir mMRNA kopya artisi

gerceklestigi bulunmustur.
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Sekil 3.4. CDNB dozlarmma maruz birakilan hiicrelerde TtGSTml19 ve TtGSTm34 mRNA ifade
degisimlerinin Real-Time PCR ile belirlenmesi. A. Real time-PCR i¢in hazirlanan kopya
sayisimin bulunmasinda yardimct olan standart egri grafigi. Kopya sayisi standartlarinin
konsantrasyonlarimin  log degeri ile elde edilen Cq (kantitasyon déngiisii) degerlerine
kullanmlarak ¢izilmistir. B. CDNB (0.018, D2: 0.036 ve D3: 0.072 mM) dozlarina 9 saat maruz
kalan Tetrahymena hiicrelerinin GST genlerinde bulunan mRNA kopya sayilari. Konrol:
CDNB'’ye maruz birakilmamis hiicrelerin mRNA ekspresyon seviyesi. Hata ¢ubuklari, ii¢
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bagimsiz tekrarin standart sapmasin temsil eder. *CDNB muamelesine girmemis kontrol
hiicrelerinden elde edilen degerler ile giren deneysel grup degerlerinin P <0.05 (0.001) e gore
SPSS Tek Yonlii ANOVA Tukey Test analizi ile bulunan anlamli deney grubunu gdéstermektedir.
C. TtGSTm13, TtGSTm19, TtGSTm34, TtGSTm49, TtGSTm20 ve TtGSTm32 genlerinin vejetatif
hiicrelerde mRNA ekspresyon grafigi. Y ekseninde mRNA ekspresyon seviyesi gosterilirken, X
ekseninde LI, Lm ve Lh ile sirastyla diisiik (1x10° h/ml), orta (~3.5x10° h/ml) ve yiiksek (~1x10°
h/ml) sayida hiicre iceren Tetrahymena populasyonlarini gostermektedir. GST genlerinin mRNA
ekspirasyon profilleri, Tetrahymena Functional Genomics Database-TetraFGD'den
(http://tfgd.ihb.ac.cn/) elde edilmigtir. Veriler, Gorowski, Miao ve Pearlman Labs (Miao ve ark.,

2009) tarafindan elde edilen verilerin ortalamasi olarak verilmistir.

3.2. Boliim 2- TtGSTm34 geninin klonlanmasi, rekombinant protein iiretimi ve

enzim Kinetik 0zelliklerinin belirlenmesi

Bolim 1’de CDNB substratina karst Tetrahymena’nin  detoksifikasyon
mekanizmasimin Faz Il basamaginda rol oynayabilecek enzimleri kodlayan genlerin
TtGSTm19 ve TtGSTm34 olarak kimliklendirildigi sunulmustur. TtGSTm19 ve
TtGSTm34 genlerinin transkripsiyonel seviyede bir cevap olusturdugu Real-Time PCR
verileri ile 9 saatlik 0.072 mM doz muamelesinde belirlenmistir. Boliim 2’de ise bu iki
GST enziminden mRNA tepkisi daha yiiksek kopya sayili olan TtGSTm34’in
rekombinant olarak iretilip saflastirilmasi ve belirlenmis enzim Kkinetik parametre

bulgular1 sunulmustur.
3.2.1. TtGSTm34 geninin klonlanmasi, transformasyonu ve indiiksiyonu

Tetrahymena’ya ait TtGSTm34 geni kodon optimizasyonu yapilmaksizin
klonlama konakgis1 E. coli XL1-Blue hiicrelerine yontem kisminda anlatildigi sekilde
klonlanmig ve pozitif transformantlardan saflastirilan plazmitlerin teyidi restriksiyon
enzim kesimiyle gergeklestirilmistir. Sekil 2.1-C’de goriildigii tizere kesim reaksiyonu
sonrasi elde edilen TtGSTm34 DNA parg¢asi pIGF-1 vektoriine klonlanmis elde edilen
pIGF-1-GSTm34 vektorii kesildiginde, GSTm34-8xHis DNA pargasinin beklenen
biiyiikliigii olan 726 bg’lik par¢anin klonlandig: teyit edilmistir.

TtGSTm34-8xHis genini iceren pIGF-1-GSTm34 vektorii elektroporasyon ile
konjugatif Tetrahymena hiicrelerine transforme edilmis, antibiyotik seleksiyonu ile
secilen pozitif transformantlar, 36 saat boyunca CdCl; ile gen kasetinde bulunan MTT1

promotoru indiiklenerek zamana bagli TtGSTm34-8xHis iireten hiicre Ornekleri
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toplanmustir. Sekil 3.5°te zamana bagli toplanan hiicre 6rneklerinden saflastirilan protein
izolatlart SDS-PAGE jel’de kosturulmus ve Commassie blue boyasi ile boyanarak
gorlintiillenmistir. GST enzimlerinden beklenen 23 kDa biiyiikliigiinde bir protein

bandinin 6. saatten itibaren 36. saate kadar artan bir sekilde tiretildigi goriilmustiir.

M O 3 6 9 12 24 30 36

230

150 —»
100 —»

80 —»

60 —» :
50 —»
40 —»

Sekil 3.5. pIGF-1-GSTm34 vektorii iceren pozitif transformant hiicrelerinin CdCl; ile indiiksiyonu ve SDS-
PAGE analizi. Hiicrelerden saflastrilan toplam protein izolasyonlarimin yiiklendigi jel
Commassie blue ile boyanmistir. Rakamlar indiikleme zamanlarim saat olarak gostermektedir.
M; marker, protein standarti (NEB; Cat No: P7710 Prestained Protein Ladder, Broad Range
(10-230 kDa).

3.2.2. TtGSTm34 proteininin Ni-NTA ve GSH bagh boncuklariyla saflagtiriimasi
TtGSTm34 geninin C-ucunda bulunan 8x histidin takisi kullanilarak indiiksiyon
sonrasi toplam proteinlerden Ni-NTA boncuklar1 (40 ml lizata i¢in 20 ml %50 slurry
kullanilarak) ile TtGSTm34-8xHis protein izolasyonu afinitik olarak yapilmis,
indiiksiyon saatlerinden saflastirilan proteinler SDS-PAGE jelde analiz edilmistir (Sekil
3.6). Sekil incelendiginde FT (Flow-through) orneklerinde Ni-NTA taneciklerine
baglanamayan bir miktar 23 kDa’luk protein oldugu fark edilmektedir. ilk yikama
asamasinda tanecige baglanmayan ya da zayif affinite ile baglanan proteinlerin
uzaklastigi, 3. yikama asamasinda ise daha fazla protein kaybi olmadig1 goriilmektedir.
Ni-NTA’ya baglanan TtGSTm43-8xHis proteinleri, boncuklardan 20 ml 250 mM
imidazol eliisyonu (Sekil 3.6; kuyu E1, E2 ve E3), 3 kez gerceklestirilmistir. E3 eliisyonu
incelendiginde, boncuklardan halen rekombinant TtGSTm43-8xHis proteininin biraz
azalmasina ragmen alinabildigi goriilmektedir. Negatif kontrol (Sekil 3.6; NegE kuyusu)
kuyusunda ise “kadmiyum ile indiikklenmemis” pIGF-TtGSTm34 vektorii tasiyan T.
thermophila transformantlarinin Ni-NTA eliisyonu bulunmaktadir. NegE kuyusunda 24
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kDa’na karsilik gelen bir protein band1 gézlenmediginden rekombinant proteinin MTT1
promotorundan sizintili bir ifadesinin bulunmadigi kanaatina varilmistir. Sekil 3.6 nin
PozGST kuyusuna at karaciger GST’si (Cayman Glutathione S transferase Kit, Cat No:
703302) yiikklenmis olup yaklasik 75 kDa olarak dimerik GST biiyiikliigii civarinda
kosmustur.

M TP FT WL W3 El  E2 E3 NegE PozGST

150 kDa—
100kba __
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50kDa — _

37kDa __
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Sekil 3.6. pIGF-TtGSTm34 vektorii tastyan T. thermophila transformantlarmn CdCl, ile 30 saat
indiiksiyonu sonrasi TtGSTm34-8xHis'in Ni-NTA ile afinitik saflastirmasi. Transformant
hiicrelerin sonrasi toplam protein lizatindan Ni-NTA boncuklart ile saflastirma ve affinitik
proteinlerin SDS-PAGE jel goriintiisii. TP, toplam protein, FT; Ni-NTA boncuklarina
tutunamayan proteinler, W1 ve W3, boncuklarin 1. ve 3. yikamasinda toplanan proteinler, E1,
E2 ve E3; boncuklarin 1.,2. ve 3. eliisyonu, NegE; kadmiyum ile indiiklenmemis pIGF-
TtGSTm34 vektorii tastyan T. thermophila transformantimin Ni-NTA eliisyonu bulunmaktadir.
PozGST,; Ticari pozitif kontrol GST enziminin (Cayman Glutathione S transferase Assay Kit-Cat
No: 703302) 10 ug yiiklenmistir. Marker olarak Biorad Precision Plus Protein™ Unstained
Protein Standards Cat No:1610363) kullanimustir.

TtGSTm34-8xHis proteininin histidin takisi ile nikel taneciklerine afinitesi
yardimiyla saflastirilabildigi goriildiikten sonra hedef proteinin glutatyon boncuklarina
afiniteside arastinnlmistir. GSH boncuklariyla saflastirilan TtGSTm34-8xHis eliisyonlari,
anti-His antikoru ile Western-Blot analizine alindiginda 6ncelikle eliisyonlarda, 23 kDa
yerine 25-27 kDa hizasinda beklenen biiyiikliige ¢ok yakin biiyiikliikte rekombinant
protein bulundugu goézlenmistir (Sekil 3.7). Histidin takist bulunan kontrol proteini
TtsfGFP-6xHis’nin biyiikliigi 27 kDa’dur (Sekil 3.7, kuyu 1). TtGSTm34’iin beklenen
biiyiikliigii 23 kDa olup yaklasik 2,5 kDa olan 8X histidine takisiyla (Booth ve ark., 2018)
beraber rekombinant TtGSTm34-8xHis proteininin biiyiikligi 25,5 kDa biiyiiklige
ulagmaktadir; eliisyonlarda bulunan TtGSTm34-8xHis proteini de bu biiyiikliikte veya
27 kDa biiyiiktiir (Sekil 3.7, kuyu 4, 7-9). Negatif kontrol hiicresi olarak vektor icermeyen
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T. thermophila CU428 lizat1 kullanilmistir (Sekil 3.7, kuyu 2). Vektor igeren ve
indiiklenmis T. thermophila hiicre izolatlarindan saflastirilan toplam protein i¢inde ise
TtGSTm34-8xHis bulundugu, Sekil 3.7’in 4. kuyusunda gorilmektedir. GSH
boncuklarina baglanmayan proteinler (flowtrough) icinde TtGSTm34-8xHis’in
bulunmadigi yani tiim rekombinant proteinlerin GSH boncuklarina baglandig
goriilmektedir (Sekil 3.7, kuyu 5). GSH boncuklarinin yikanmasi agamasinda ise nispeten
az miktarda da olsa TtGSTm34-8xHis proteininin kolondan sokiildigi gorilmektedir
(Sekil 3.7, kuyu 6). Rekombinant 27 kDa biiyiiklige TtGSTm34-8xHis proteininin 3
elisyonda da bol miktarda eliie edildigi goriilmektedir (Sekil 3.7, kuyu 7-9).

250 kba —

150 kDa —
100 kDa —

75kDa =——

50kDa ——
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20kba —

W

Sekil 3.7. T. thermophila pIGF-1-TtGSTm34 vektorii iceren transformant hiicrelerin CdCly indiiksiyonunu
sonrast toplam protein izolatimin GSH boncuklar ile saflastiriimasiyla elde edilen proteinlerin
anti-His antikoru ile Western-Blot analizi. Birincil antikor olarak fare monoklonal anti-6XHis
taki antikoru (Cat No: 200-301-382S, Rockland) ve ikincil antikor olarak ise kegi anti-fare 19G-
HRP poliklonal antikoru kullanilmistir (GenScript Cat No: A00160). M; protein standarti
(Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards, Biorad Cat N0:1610363), 1; TtsfGFP-
6xHis western blot pozitif kontrolii (27 kDa), 2; plGF-1-TtGSTm34 vektorii icermeyen
T.thermophila CU428 wrkinin toplam protein izolatindan GSH affinitik saflastirmasi sonucu elde
edilen proteinler negatif kontrol olarak kullanimi, 3; pIGF-TtGFPmM34-8xHis vektoriinii iceren
T.thermophila’larin indiiklenmemiys transformant hiicrelerinden saflastirilan toplam proteinin
GSH affinitik boncuklart ile saflagtirilmis proteinler, pIGF-TtGFPmM34-8XHis vektorii iceren
T.thermophila’'min indiiklenmis transformant hiicreleri kullanimi ile 4, saflastirilan toplam
protein, 5; saflastirilan toplam proteinden GSH affinitik boncuklariyla saflastiriimast esnasinda,
GSH boncuklarina baglanmayan toplam proteinler (Flow trough), 6, GSH boncuklarinin
yikanmast ile uzaklastirilan proteinler, 7, 8 ve 9; GSH boncuklarina bagh TtGSTm34-8xHis

proteinlerinin sirastyla birinci, ikinci ve iigtincii eliisyonlari.
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3.2.3. TtGSTm34-8xHis’in Ni-NTA ve GSH affinitesi ile ardisik saflastirilmasi

Bagimsiz olarak Ni-NTA ve GSH afinitik boncuklariyla TtGSTm34-8xHis’in
yaklasik %80 civarinda saflastirilabileceginin goriilmiis olmasi, bu hedef proteinin Ni-
NTA ve GSH afinitik boncuklarmin ardisik sirayla kullanimiyla daha yiiksek saflik
seviyesinde saflastirilabilecegini isaret etmistir. Fakat Ni-NTA boncuklarindan eliisyon
sonucunda eliisyonlarda bulunan imidazol, TtGSTm34-8xHis’in GSH boncuklarina
baglanmasin1 engelleyeceginden ultrafiltrasyon ile tampon degisimi ve bdylece
imidazoliin uzaklastirilmasi saglanmistir. pIGF-1-GSTm34 vektorii igeren T. thermophila
kadmiyum ile indiiklenmis transformant hiicrelerinden saflastirilan toplam ¢oziiniir
proteinden TtGSTm34-8xHis, ilk dnce Ni-NTA boncuklari ile saflastirilmis ve eliisyon
igindeki imidazol ultrafiltrasyon ile uzaklastirilirken TtGSTm34-8xHis konsantre
edilmistir; sonrasinda GSH boncuklari ile afinitik saflastirma baslatilmistir. Ni-NTA ve
GSH boncuklari (dual) ile ardisik affinitik saflagtirma sonucunda elde edilen proteinler
SDS-PAGE’e yiiklenerek, Commassie blue ile boyanmistir (Sekil 3.8). Ni-NTA
boncuklarinin eliisyonu TtGSTm34-8xHis’in yaklasik %80 seviyesinde saflastirildigi
tekrar gostermistir (Sekil 3.8, kuyu 2). Ultrafiltrasyon ile tampon degisikligi ve konsantre
edildiginde Ni-NTA eliisyonunda yaklasik %20 oraninda bulunan kontaminant proteinler
net olarak goriilmektedir (Sekil 3.8, kuyu 5). GSH afinitik boncuklarina baglanamayan
TtGSTm34-8xHis’in bir miktari, Sekil 3.8’in 6. kuyusunda goriilmektedir. GSH affiniteli
boncuk saflagtirmasindan sonra elde edilen eliisyonlar; iki asamali ardisik afinitik
saflastirma stratejisinin kontaminant proteinleri nerdeyse tamamen uzaklastirdigini ve 27
kDa’luk rekombinant TtGSTm34-8xHis proteininin ise yaklasik %95 saflikta
saflastirildigini gostermistir (Sekil 3.8, kuyu 7 ve 8).
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Sekil 3.8. pIGF-TtGSTm34 iceren T. thermophila transformant hiicrelerinden ardisik olarak Ni-NTA ve
GSH afinitik saflastirma yapilarak TtGSTm34-8xHis in yiiksek saflikta eldesi ve SDS-PAGE
analizi. 1; protein standarti (Biorad Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards Cat
N0:1610363), 2; Ni-NTA saflastirma sonrast birinci eliisyon, 3 ve 4; Ultrafiltrasyonda birinci
ve ikinci santrifiij sonrast filtreden uzaklastirilan proteinler, 5; Ultrafiltrasyon filtresinde
muhafaza edilen TtGSTm34-8xHis ve kontaminant proteinler, 6, GSH affinitik boncuklarina
baglanamayan proteinle (flow-trough), 7 ve 8; GSH affinitik boncuklarindan eliie edilerek

saflastirilan proteinlerin birinci ve ikinci eliisyonlari.

3.2.4. Saflasgtirilmis TtGSTm34-8xHis’in enzimatik karakterizasyonu ve kinetigi

Rekombinant 7. thermophila 'nin 40 m1’lik kiiltirinden iki (dual: Ni-NTA ve GSH
affinitik saflastirma) asamali TtGSTm34-8xHis saflastirma stratejisinin ana ciktilar
Tablo 3.2’de 6zetlenmistir. Tablo 3.2’de verilen enzim aktiviteleri TtGSTm34-8xHis i¢in
optimize edilmemis reaksiyon (PBS tamponunda pH 7.3, oda 1sis1) sartlarinda elde
edilmigtir. Tablo incelendiginde, 40 ml’lik toplam hiicre protein lizatindan dual affinitik
saflastirma sonunda; TtGSTm34-8xHis enziminin final saflastirmas1 %25 verimlilikte,
3166 kat arttirilmis bir saflastirma ile 190 U/mg spesifik aktivite degerlerine ulasilarak
gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.2. Tetrahymena thermophila’dan rekombinant TtGSTm34-8xHis nin iki asamali afinitik

saflastirmast ve enzim aktivite analizi (GST enzim reaksiyonlart optimize edilmemis

sartlarda gerceklestirilmistir; oda 1sisi ve PBS pH:7.3)

Spesifik Saflastirma
Hacim Topla_m Top_la_m Aktivite Kati Verim
protein | Aktivite Y e .
(ml) (mg) (Unit) (umolmin™ mg | (Purification | (Yield)
9 protein 1) fold)

Lizat 40 137.37 9.2 0.06 1 100
Ni-NTA 60 2.34 5.4 2.30 38.33 58.69
Ultrafiltrasyon | 0.25 0.08 3.42 42.75 712.5 37.17
GSH boncuk 0.1 0.012 2.28 190 3166.66 24.78

TtGSTm34-8xHis’nin i¢in belirlenen optimum pH (Sekil 3.9), iyonik siddet
(Sekil 3.10) ve sicaklik (Sekil 3.11) sartlari, “200 mM fosfat tampon, pH 7.0 ve 25°C”

seklinde, saflastirilan bu enzim i¢in tekrar kullanildiginda spesifik aktivite 190 U/mg’dan
2.5 kattan fazla olan 453 U/mg’a yiikselmistir (Tablo 4.1).
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Spesifik Aktivite (umolmin'mg protein)

[41]
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pH

50 mM Tris-HCI tamponu

10

Sekil 3.9. Rekombinant TtGSTm34-8XHis enziminin GST enzim aktivite reeaksiyonunda iki farkli tampon

kullanilarak optimum pH i belirlenmesi. 50mM fosfat tamponu ve pH 7.0 de 418 umol min™*mg

protein™ spesifik aktivite gozlenmigstir. GST reaksiyonda,; tampon ve pH disindaki diger sartlar
ise 100mM CDNB, 100mM rediikte glutatyon ve 25°C dir. Elisa Reader n kinetik programinda
30 dk. boyunca 2’ser dk. araliklarla 340 nm’de okunan O. D’lerden spesifik aktiviteler

hesaplanmigtir.
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Sekil 3.10. Rekombinant TtGSTm34-8xHis enzim aktivitesinin optimum iyonik siddeti. pH 7.0’de 200 mM
fosfat tamponunda en yiiksek spesifik aktivite 436 umolmin-1mg protein-1 olarak bulunmustur.
GST reaksiyonda kullanmlan diger sartlar ise 100mM CDNB, 100mM rediikte glutatyon ve
250C dir. Elisa Reader’in kinetik programinda 30 dk. boyunca 2 ’ser dk. araliklarla 340 nm’de
okunan O. D’lerden spesifik aktiviteler hesaplanmistir.
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Sekil 3.11. Rekombinant TtGSTm34-8xHis enzim aktivitesinin optimum sicakliginin belirlenmesi. Degisik
sicakliklarin enzim aktivitesi tizerine etkisine bakilarak optimum sicaklk bulunmustur. Enzim
reaksiyonunda pH 7.0, 200 mM fosfat tamponu ve 25°C de en yiiksek spesifik aktivite olan 453
umolmin-1mg protein-1 bulunmugstur. GST reaksiyonda sabit tutulan diger sartlar 100mM
CDNB ve 100mM rediikte glutatyondur. Elisa Reader’da kinetik program kullanilarak 30 dk.
boyunca 2’ser dk. araliklarla 340 nm’de okunan O.D.’lerden spesifik aktiviteler

hesaplanmigtir.
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CDNB ve GSH substratlarinin Km degerlerinin belirlenebilmesi i¢in Lineweaver-
Burk egrileri ¢izilmistir (sirastyla Sekil 3.12 ve Sekil 3.13). Bu egriler yardimiyla CDNB
ve GSH’1n Kn degerleri sirasiyla 0.47 ve 0.54 mM olarak bulunmustur.

30 - y=2.2382x+ 4.669

R%=0.9967
25 4

20 -
15
10 -

5 .

1V, (umol/(min/ml))-1

0
1=

0 5 10
-5
1/ [CDNB] (umol/mi-)

'
[}

Sekil 3.12. CDNB substratina karst rekombinant TtGSTm34-8xHis enziminin Lineweaver Burk grafigi.
GST reaksiyonu 200 mM fosfat tamponu pH 7.0, 25°C, 100mM CDNB ve 100mM rediikte
glutatyonile gergeklestirilmistir. Elisa Reader in kinetik programinda 30 dk. boyunca 2 ser dk.
araliklarla 340 nm’de O. D ’ler 6lciilmiistiir.

30 -
Y = 2.6425x+ 4.888

25 - R? = 0.9954
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Sekil 3.13. GSH substratina kars: rekombinant TtGSTm34-8xHis enziminin Lineweaver Burk grafigi. GST
reaksiyonu 200 mM fosfat tamponu pH 7.0, 25°C, 100mM CDNB ve 100mM rediikte glutatyon
ile gerceklestirilmigtir. Elisa Reader in kinetik programinda 30 dk. boyunca 2 ser dk. araliklarla
340 nm’de O. D’ler dl¢iilmiistiir.

Kcat ya da turnover sayisi, diger bir adiyla devir hizi; bir enzimin tek bir aktif
bolgesi tarafindan birim zamanda {iriine doniistiiriilen substrat miktaridir. Tablo 3.3’te
GSH ve CDNB i¢in Kcat degerleri verilmis olup sirasiyla 186,9 ve 195,4 olarak
bulunmuslardir. Bir diger 6nemli kinetik sabiti ise katalitik etkinlik degeri olan Kcat/Km
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degeridir. Genellikle "0zgiilliikk sabiti" olarak anilan Kcat/Km orani, alternatif, rakip
substratlar iizerinde etki eden bir enzimin nispi oranlarini karsilastirmak i¢in kullanilan
yararli bir indekstir. Ayn1 zamanda enzimin genel olarak substrati iirline doniistiirme
yetenegini temsil eden en iyi degerdir. Bu g¢alismada; TtGSTm34-8xHis enziminin
katalitik etkinlik degerleri GSH ve CDNB igin sirasiyla 345.3 ve 407.7 olarak

hesaplanmustir.

Tablo 3.3. Rekombinant TtGSTm34-8xHis enziminin optimum sartlarda kinetik degerleri (25°C, pH:7.0 ve
200 mM fosfat tamponunda)

Substrate | Kn (MM) | Vimax (U/ml) Keat () Keat/Km
GSH 0.54 0.2 186.9 345.3
CDNB 0.47 0.21 195.4 407.7

3.2.5. TtGSTm34-8xHis enzim aktivitesine inhibitorlerin etkisi

TtGSTm34-8xHis enzim aktivitesine, agir metallerden CuSO4 ve CdCl; ile
ditiretik ila¢c olan GST inhibitorii Etakrinik asitin ¢esitli dozlarinin inhibisyon etkisi
incelenmis ve sonuglar Sekil 3.14’°te verilmistir. Kontrol grubunun aktivitesi 100 kabul
edildiginde CuSO4in 12.5, 25 ve 50 uM’lik dozlarinin aktivite iizerinde sirastyla %32,
%36 ve %38’lik istatiksel olarak anlamli bir inhibisyon etkisi bulunmustur. CdCl2’nin en
yiiksek dozu olan 15 pM’lik dozunda bile kontrol grubuna gore anlamli bir inhibisyon
etkisi bulunmazken, etakrinik asitin 0.01, 0.1 ve 1 mM’lik dozlarinda sirasiyla %76, %92

ve %98’lik istatiksek olarak anlamli bir inhibisyon etkisi gézlenmistir.
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Sekil 3.14. TtGSTm34-8xHis enzim aktivitesine c¢esitli inhibitorlerin etkisi. Veriler 3 bagimsiz deney
tekrarmmin ortalama ve + standart sapmalar ile grafik seklinde verilmistir. SPSS One-Way
ANOVA, Tukey Testi, kontrol hiicrelerinden elde edilen degerleri inhibitor eklenmis gruplarla
P<0.05 (0.001)'e gore istatiksel olarak karsilagtirilmis ve anlamli deney grublari * ile

isaretlenmigtir.

3.2.6. Degisik sicakhiklarin zamana bagh TtGSTm34-8xHis enzim aktivitesine
etkileri

Rekombinant TtGSTm34-8xHis enziminin oda sicakligi, 4°C buzdolab: ve -20°
C’de 12 ay boyunca araliklarla enzim aktivitesi 2.1.3’te anlatildig1 gibi takip edilerek
Olciilmiis ve sonuglar Tablo 3.4’te verilmistir. Tablo’da goriildiigii gibi 2 giin oda
sicakliginda birakilmis olan enzimde %82’lik bir aktivite kayb1 gézlenirken, 4°C’de 10.
gliniinde %33’likk bir aktivite kaybt olugmustur. -20°C’lik derin dondurucuda 6 ay

sonunda %?23’liik, 12 ay sonunda ise %39’luk bir aktivite kayb1 olusmustur.
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Tablo 3.4. Enzim kararlihigi testleri. Zamana ve sicakliga bagh olarak TtGSTm34-8XHis enziminin
aktivitesinin degisimi (Optimum GST reaksiyon sartlart 25°C’de, pH:7.0’de ve 200 mM
potasyum fosfat tamponunda).

Zaman Muhafaza Sicakhg SpeSi(fLijljr':\gl;tiVite % Kayip
0 giin Oda sicakligi (25°C) 453 -
2 giin Oda sicakligi (25°C) 78 82
10 giin Buzdolabi (4 °C) 302 33
6 ay Derin dondurucu (-20 °C) 348 23
12 ay Derin dondurucu (-20 °C) 275 39

3.2.7. TtGSTm34-8xHis proteinin 3 boyutlu Homoloji modeli

TtGSTm34’iin 3 boyutlu homoloji katlanma modeli, 2.2.8’de anlatilan asamalarla
olusturulduktan sonra Sekil 3.15te kalip olarak kullanilan Mus musculus GSTMu7’nin
protein yapisiyla beraber sunulmustur. Bu iki proteinin aminoasit dizilerinin dikey
hizalamasi, %43’liikk bir amino asit dizisel ayniliga sahip olduklarini gostermistir.
Tetrahymena GST’lerinin N-ucu bolgesi ¢ogunlukla bir BlalB202B3p4a3 tiyoredoksin
katlanmasi igerir. Sekil incelendiginde, her iki proteininin N-ucu bolgesinde 4’er adet
beta katlanma benzer sekilde goriilirken, C-ucu bolgesinde ise 6 adet sarmal yapi
bulunmakta olup toplamda 9’ar adet alfa katlanma goriilmektedir. TtGSTm34 proteinine
ait model Tetrahymena’da bulunan diger GSTm {iyelerine oldukca benzer sekilde
katlanmaya sahiptir (Ustiintanir Dede ve Arslanyolu, 2019).
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Sekil 3.15. TtGSTm34 ’in homoloji modellemesi. A. Kristal yapist aydinlatilmig Mus musculus GSTMu7
(pdb ID: 2dch) proteininin homoloji kalibi olarak kullaniimast ile TtGSTm34 proteininin
homoloji modellemesi olusturulmustur. G bolgesi olarak gosterilen N-ucu domain glutatyon
baglanmast ve H bélgesi olarak gosterilen C-ucu domaini ise CDNB gibi ksenobiyotiklerin
baglandig1 bélgeler olup yiiksek enzim aktivitesine uygun bir 3B katlanma modeli olugmustur.
Proteinler homodimer olarak bulunmasina karsin sekilde sadece monomer yapilar: verilmigtir.
Mavi ile gésterilenler beta katlanmalar olup ¢izgi seklinde, kirmizi ile gosterilenler ise alfa
katlanmalar olup kurdele seklinde verilmistir. B. Protein data bankasindan temin edilen M.

musculus GSTmu7’nun peptid dizisi ile TtGSTm34’iin dizisi,

kullanilarak dikey hizalanmigstir.
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4. TARTISMA
4.1. Boliim 1- T. thermophila’mmn CDNB Detoksifikasyonunda Gorev Alan GST

Enzimlerinin Belirlenmesi

4.1.1. CDNB toksisitesi ve enzim aktivitesi iizerine etkisi

Protistlerde ksenobiyotiklerle ilgili enzim aktivitesi ya da gen ekspresyonu
caligmalar1 agir metal stresi ile sinirlidir. Ornegin, Romero ve arkadaslarina gére (2019),
T. thermophila hiicreleri 24 saat boyunca 20 uM ve 30 uM selenyum dozlarina maruz
birakildiginda GSTol ve GSTz2 genlerinin mRNA ekspresyonlart 6nemli Olgiide
artmigtir. E. crassus'ta ise 24 saat boyunca 50 pg/L Pb maruziyetinde GSTtheta
ekspresyonu anlamli bir artis gostermistir (Kim ve ark., 2011). Benzer sekilde Cd ve Pb
ile muamele edilen Euglena gracilis'te GST'lerin ekspresyonu sirasiyla 2,16 ve 1,59 kat
artmistir (Khatiwada ve ark., 2020). Blepharisma japonicum 6 saat siireyle 1sikla
uyarildiginda BjGST1 ve BjGST2 genlerinin mRNA'larinin ekspresyonlart artmistir
(Takada ve Matsuoka, 2008). Tiim bu ¢alismalara karsin ksenobiyotik bilesiklere karsi
detoksifiye edici enzimler olan GST’lerle ilgili protistlerde yapilmis ¢alismalar oldukga
azdir. Bu ¢alismada, T. thermophila'nin ksenebiyotik olan CDNB dozlarindan 0,079

mM'nin (LDso) altindaki dozlara direng gelistirdigini bulunmustur.

CDNB’nin toksik olmayan dozlari ile muamele edilen T. thermophila’larda
kontrol grubuna gore (CDNB ile muamele edilmeyen hiicreler) istatistiki olarak anlamli
daha yiiksek toplam GST aktivitesi bulunmustur. T. thermophila, genomunda bulunan
GST gen kapasitesini ile 3 saatte olusan 0.018 mM CDNB doz toksisitesini, 6 ve 9
saattlerde detoksifiye edebilen bir biyolojik cevap olusturmustur. CDNB’nin 0.036-0.145
mM doz aralig: ile 3 saat muamele edilen hiicrelerde, hiicre canlilig1 yiiksek olmasina
karsin hayatta kalma oranlar1 6 ve 9. saatte, hiicre Oliimleriyle keskin bir sekilde

azalmustir.

T. thermophila hiicrelerinin 3., 6. ve 9. saatte en diisik iic CDNB dozuyla
muamelesi, toplam hiicresel GST aktivitesinde 1liml1 bir artis saglarken hiicre sagkalimini
da kismen arttirmistir. Glutatyon affinitesi ile saflastirilmis toplam GST’lerin spesifik
aktivitelerinde degisimler veya bu GST’leri kodlayan genlerin mRNA ekspresyon
seviyelerinin en diisiik iki dozda diisiik ¢ikmasi, detoksifikasyon regiilasyonunun diistik

dozlarda protein miktar: veya post-translasyonel modifikasyonlar ile gergeklestirildigini
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isaret etmektedir. CDNB’nin 0.072 mM dozu ile muamele edilen hiicrelerin toplam GST
aktivitesi, afinitik saflastrilmis GST’lerin spesifik aktivitesini ve TtGSTml19 ile
TtGSTm34'lin mRNA ekspresyonunu arttirmis olmasima karsin zamana bagli hiicre
hayatta kalma oranlarinin %50’lere kadar diismesine engel olamamuistir. Bu iki fazli doz
yaniti (biphasic response); sodyum arsenatin diisiik bir dozunun kiiltiire hamster
hiicrelerinin genel sagkalimi kontrole gore arttirmasi, daha yiiksek dozunun ise daha
diistik hayatta kalma oranlarina neden oldugu seklinde rapor edilmistir (Calabrese, 2013).
Sigir filaryal paraziti (Setaria cervi) icin de en disiik (10 pM) CDNB dozu, kontrol
grubundan da yliksek hiicre hayatta kalma oranini saglarken daha yiiksek doz (25 uM ve
50 uM) CDNB’nin 6 saatlik muamelesi ise sagkalimi sirasiyla % 76 ve % 90 azaltigi,
benzer bir doz yaniti olarak raporlanmustir (Tiwari ve ark., 2015). Wareing ve arkadaslari
(Wareing ve ark., 1993) tarafindan CDNB toksisitesi {izerine yapilan bir ¢caligmada ise
sekiz ay boyunca CDNB'ye maruz birakilan CDNB'ye direngli insan akciger kanser
hiicrelerinin 25 pM CDNB'de biiyiiyebildigini bildirmislerdir. Escherichia coli hiicreleri
2 mM CDNB ile muamele edildiginde, ilk 80 dakika canli hiicre sayilarinda higbir
degisiklik olmazken, sonrasinda hiicre canliliginda hizli bir diisiis olustugu raporlanmistir
(Ness ve ark., 1997). Bahsedilen bu literatiir bulgularina paralel sekilde, bu tez
calismasinda da T. thermophila’nin hayatta kalma orani CDNB konsantrasyonu arttik¢a
azalmakta ve CDNB dozu azaldikga artmaktadir (Sekil 3.1-A). Bu nedenle, CDNB
muamelesinin, T. thermophila hiicresinin genel hayatta kalma orani iizerinde diisiikk doz
uyarimi ve yiiksek doz inhibisyon etkisi gosteren iki fazli bir doz-yanit egrisine sahip

oldugu sonucuna varilmastir.

CDNB’nin organizmalar iizerinde oksidatif strese neden olmasi; sadece GST
enzim aktivitesi diizeyinde degil, ayn1 zamanda hiicresel glutatyon seviyesinde olusan
diisiis ile gergeklesmektedir. Ornegin; fiizyon mayasi S. pombe JY741 hiicreleri, CDNB
gibi bir oksidan ile muamele edildiginde hiicre i¢ci GSH konsantrasyonu azalmis ve
hiicresel GSH oram1 % 10'un altina distiigiinde siiperoksit radikal {iretimi artmasi
nedeniyle, hiicre hayatta kalma oran1 kontrol grubuna gore % 10’a kadar diismiistiir
(Mutoh ve ark., 2005). Su ortamindaki kirletici maddelere yiiksek seviyede maruz kalan
siliatlar, yiiksek metabolik aktivite ve kiigiik hiicre hacminden dolayr ksenobiyotik
stresine karsi hizli yanit verme becerisi gelistirmis olabilirler (Natecz-Jawecki, 2013).
Ornegin; fosforamidat (Benbouzid ve ark., 2014) ile muamele edilen Paramecium aurelia

hiicreleri ile sipermetrine maruz birakilan D. melanotictus kurbaga yavrularinda (David
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ve ark., 2012), GST aktivitesinde 6nemli bir artis olmustur. Bu tez ¢alismasinda
kullanilan en diisik CDNB dozu hipotetik olarak, T. thermophila'da hiicre sagkalimini
indiikleyici doz olup hiicresel GSH kullanimini veya tiretimini arttirici bir etkiye neden
olabilir. Daha yiiksek CDNB doz muamelesinde ise sadece GSH’in GST’lerce hizli bir
sekilde CDNB’ye konjugasyonuyla tiiketilmesi degil, aynm1 zamanda TtGST’leri
konjugasyon reaksiyonu ile mesgul ederek de oksidatif stresi arttigi 6ne siiriilebilir. Her
ne kadar bu tez ¢alismasinda, Awashthi ve arkadaslarinin (1981) raporladig: gibi, CDNB
muamelesinin GSH tiiketimine yol a¢tigi deneysel olarak gosterilemese de T. thermophila
hiicrelerinin oksidatif stresi TtGSTm19 ve TtGSTm34 enzimlerinin gen ekspresyonlarini
ve enzimatik aktivitelerini arttirarak, olasilikla transkripsiyonel ve translasyon sonrasi

modifikasyonlarla regiile ettikleri sonucuna varilmistir.

4.1.2. Protein kimliklendirilmesi

GSH affinite tanecikleri ile saflastirilan T. thermophila GST’lerinden 24 kDa
olaninin 2D-SDS-PAGE jeli ile proteinleri spotlarina ayristirilarak, MALDI-ToFF
MS/MS analizine alindiginda, TtGSTm34 geni (NCBI GeneBank no: XP_ 001020129.1)
oldugu kimliklendirilmistir. TtGSTm34 geninin CDNB’nin toksik olmayan dozlarina
kars1 aktivite artis1 olarak vermis oldugu cevap, mRNA kopya sayisinda artig olarak da
Realtime PCR deneyi ile teyit edilmistir. Boylelikle T. thermophila genomunda bulunan
70 farkli GST enzim kodlayan genlerden hangisinin GST’lerin genel substrati olan
sentetik CDNB kimyasalin1 en iyi kullanabilecegi, gen hedefleme yontemiyle (gene
targeting) TtGSTm34 olarak belirlenmistir.

MALDI-TOF MS/MS bulgulari, TtGSTm19 ve TtGSTm34’iin ksenobiyotik
CDNB’nin farkli dozlarina farkli izoformlariyla cevap olusturdugunu gostermektedir.
Proteinlerin biiylik cogunlugu translasyondan sonra amino asit dizilerinde ve/veya amino
asitlerde 200’den fazla degisik sekilde modifiye edilirler (Walsh.,2006). Proteinlerde
gergeklestirilen bu post-translasyonel modifikasyonlar (PTMs) genellikle protein
fonksiyonu, aktivitesini, hiicresel lokalizasyonu ve diger proteinler ile etkilesimleri
diizenleyen kovalent degisikliklerdir (Wang ve ark., 2014). PTM’lerden fosforilasyon,
asetilasyon, deaminasyon, alkilasyon ve sistein oksidasyonu ile fonksiyonel gruplarin
eklenmesi, cikarilmasi ya da degistirilmesi hem protein kiitlesinde hem de pI’sinda
farklilagmalara yol agar, boylece 2D jelde birgok PTM agisindan farkli izoformlarla

karsilasilabilinir. Bu nedenle; bu tez kapsaminda elde edilen bulgularda gézlemlenen
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izoformlarin olas1 modifikasyonlarin literatiir 15181inda degerlendirmek, CDNB’ye kars1
GST’ler ile olusturulan hiicresel tepkinin nasil regiile edilebilecegini anlamamizi

kolaylastiracaktir.

GST’lerin fosforilasyona (Nicholson ve ark., 1993), metilasyona (Johnson ve ark.,
1992), glikolizasyona (Kuzmich ve ark., 1991) ve asetilasyona (Shore ve ark., 1995)
ugradigi raporlanmistir. Bu modifikasyonlardan enzim akitivitesini sinyal yolaklari
lizerinden regiile edilmesine yardimci olan fosforilasyon, en sik karsilasilan post-
translasyonel modifikasyondur (Khoury ve ark., 2011). NetPhos yazilimi1 kullanarak
yaptigimiz biyoinformatik incelemede; TtGSTm19°da 2 serin, 3 treonin ve 5 tirozinin,
TtGSTm34’de ise 4 serinin, 2 treonin ile 3 tirozinin fosforile edilebilecegi ongdriilmiistir
(Sekil 4.1). Post-translasyonel modifikasyonlarin belirflenmesi Edman degredasyonu,
isotopik etiketleme ya da immiinokimyasal yollarla yapilabilmektedirler, ancak en etkili
ve giinlimiizde siklikla kullanilan yontem yiiksek hassasiyeti, kompleks protein
karigimlarinin dahi PTM’leri saptayan LC MS/MS yontemidir. Bu tez ¢alismasinin
bulgulari; gelecekte bu analiz ile Tetrahymena’nin CDNB ksenobiyotige karst GST
enzimlerinden TtGSTm19 ve TtGSTm34’de gerceklestirmis oldugu modifikasyonlarin
neler oldugunun arastirilmasini tavsiye etmektedir. Boylece, degisik CDNB dozlara karsi
TtGSTm34 ve TtGSTm19’un 2D jel elektroforezideki spot izoformlarinin nasil bir

regiilasyon mekanizmasi ile olustuklart anlasilabilir.
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TtGSTm19
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Phosphorylation sites predicted: Ser: 2 Thr: 3 Tyr: 5
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TtGSTm34
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Sekil 4.1. NetPhos yazilimi yardimiyla TtGSTm34 ve TtGSTm19 iizerinde olast fosforillenme bélgelerinin
tayini
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4.1.3. TtGSTm19 ve TtGSTm34 genlerinin ekspresyon analizi

Real-Time PCR ile 9 saatlik CDNB muamelesinde TtGSTm19 ve TtGSTm34’iin
MRNA ekspresyonunda goézlemlenen istatistiksel olarak 6nemli artiglar, bu genlere
dizisel homoloji gosteren TtGSTm20 ve TtGSTm32 genlerinin de mRNA ekspresyonlari
ile kontamine olmus olabilir (EK7). Ancak TtGSTm20 ve TtGSTm32 genleri stressiz
ortamda Real-Time PCR analizinde negatif kontrol genleri olarak kullanilan TtGSTm13
ve TtGSTm49 genleri gibi diisik mRNA kopya sayilarina sahiplerdir (Sekil 3.4-C).
CDNB stresinde ise TtGSTm13 ve TtGSTm49 genlerinin ekspresyonunda bir artis
gozlenmemektedir. Eger mRNA ekspresyonunda homolog olan genlerden bir
kontaminasyon oldugu diisiiliirse, bu smirli bir kontaminasyondur ¢iinkii MALDI-TOf
MS analizlerinde bu homolog genlere ait olabilecek proteinlerdeki spesifik peptidlere
rastlanmamistir. Bu nedenle; CDNB stresine karst TtGSTm19 ve TtGSTm34 mRNA
ekspresyon profillerindeki artisin, bu genlerinden regiilasyonuyla biyolojik bir cevaptan
kaynaklandigr ortaya ¢ikmaktadir.

4.2. Bolim 2- TtGSTm34 Geninin Homolog Olarak Rekombinant Klonlanmasi,

Ekspresyonu ve Enzimatik Karakterizasyonu

4.2.1. TtGSTm34 geninin klonlanmasi, homolog ekspresyonu ve saflagtiriimasi
TtGSTm34 proteinini kodlayan kodonlarin kullanim frekanslar1 Salim ve ark.,
(2008) gore incelenmis ve nadir bir kodon bulundurmadigi, dolayisiyla kodon
optmizasyonu yapilmaksizin rekombinant protein liretiminde kullanilmaya uygun oldugu
sonucu varilmistir. Okaryotik silli-tek hiicreli Tetrahymena thermophila’nin Glutatyon S
transferaz mu 34 (TtGSTm34) geninin protein kodlayict dizisi TtGSTm34-8xHis
formunda diizenlenerek, yine bu organizmada (=homolog olarak) 25-27 kDa’luk

rekombinant enzim olarak tiretilmistir.

TtGSTm34 enzimi; 657 bp kodlayict diziden transle edilen 219 aminoasitlik
(histidin takisiz olarak) bir uzunlukta olup 25 kDa biyiikliigiindedir. Benzer dizi
uzunlugu ile bir ¢ok GST enzimi literatiirde raporlanmistir; drnegin Penaeus monodon
kaplan karidesi (219 aa, 25.5 kDa) (Wang ve ark., 2016), Haemaphysalis longicornis-
asya kenesi (223 aa, 25.7 kDa) (Hernandez ve ark., 2018), Litopenaeus vannamei-pasifik
karidesi (215 aa, 25.18 kDa) (Contreras-Vergara ve ark., 2004), roGSTmul-tavsan (218
aa,2 5.4kDa) (Lee ve ark., 1995), Thais clavigera- kaya kabuklusu (217 aa, 26 kDa)
(Rhee ve ark., 2008), Rutilus frisii kutum- Hazar balig1 (625 aa, 25.6 kDa) (Ahmadi ve
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ark., 2020) benzer oOzelliklere sahiptir. Evrimsel olarak GST’ler, oksidatif stresin
gelismesine yanit olarak tiyoredoksin benzeri bir atadan evrimlesen ¢ok eski bir protein
iist ailesini olustururlar (Sheehan ve ark., 2001). TtGSTm34’iin N-terminalinde bulunan
benzer tiyoredoksin katlanmasi da Mus Musculus GST Mu 7 proteininine yiiksek

homoloji gostermistir (Sekil 3.15).

TtGSTm34-8xHis rekombinant proteini hem Ni-NTA hem de GSH boncuklariyla
yaklasik %80 saflikta saflastirilabilinmektedir. Saflastirma oranin1 %99’a ¢ikartabilmek
i¢in bu rekombinant protein 6nce Ni-NTA boncuklariyla histidin afinitesinden, sonra ise
glutatyon boncuklariyla proteinin G bolgesinin Glutatyon afinitesinden yararlanilmis, ¢ift
afiniteli saflastirma basariyla gerceklestirilmistir. Sekil 3.8°ki ¢ift afinite saflastirma
basamaklarindaki proteinlerin analiz jeline bakildiginda son yikama asamasinda bir
miktar rekombinant protein kaybedilse de son eliisyon kuyularindaki protein saflig
istenen miktarda elde edilmistir. Tablo 3.2 ¢ift affinite saflastirma sonrasi ilk bastaki
protein lizatina kiyasla son eliisyondaki proteinin yaklasik olarak 3000 kat daha saf elde
edildigini gostermektedir. Rhee ve ark., (2008) Thais clavigera GST mu genini E. coli de
rekombinant olarak iirettikten sonra proteini Ni-NTA kolonundan gecirmisler ve
baslangica gore 4.8’lik bir saflastirma katina ulagmislardir. Tablo 3.2’de goriildiigii tizere
TtGSTma34 proteinin ilk basamak olan Ni-NTA saflastirmasinda 38 katlik bir saflasgtirma

elde edilmistir.

4.2.2. Rekombinant enzimin optimum kosullarinin belirlenmesi, Kinetik sabitleri ve
inhibitorlerin aktiviteye etkisi

Enzim Kinetigi aragtirmasi igin bu tez c¢aligmasi kapsaminda, Oncelikle
rekombinant enzimin optimum sicaklik, pH ve iyonik siddeti saglayacak aktivite tampon
sartlar1 belirlenmistir. TtGSTm34 optimum olarak pH 7.0°de, 200 mM fosfat tamponunda
ve 25°C’de en yliksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. TtGSTm34-8xHis enzim
aktivitesine; CuSQO4, CdCl> ve Etakrinik asitin (ECA) ¢esitli dozlarinin inhibisyon etkisi
incelenmis ve Etakrinik asitin en yiiksek inhibisyona neden oldugu gozlenmistir.
Wongtrakul ve ark., (2005) Sitma GST’sinin (AdGSTD3-3) enzim aktivitesine 0.001
mM ECA’nin %35 inhibisyon ile inhibe ettigini raporlamistir. Bu tez ¢alismasinda ise
ECA’nin en diisiikk dozu olan 0.01 mM dozu TtGSTm34 aktivitesinin %76’sin1 inhibe
etmistir. ECA’nin TtGSTm34'iin aktivitesi tizerindeki inhibe edici etkisi, muhtemelen

inhibitoriin enzime baglanan GSH’in  SH-grubu ile dogrudan reaksiyonundan
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kaynaklanmaktadir. Bir diger ifadeyle; ECA, glutatyon ile konjugat olusturan bir keton
pargasma sahiptir (Wongtrakul ve ark., 2005). Bu ECA-GSH baglanma inhibisyon
reaksiyonu ise termodinamik olarak CDNB’nin GSH’a konjugasyonundan daha g¢ok
tercih edilir. Bu nedenle; ECA CDNB’ye gore daha giicli GSH tiiketim ajani olarak
davranig gosterir ve serbest GSH bulunmadigi i¢in enzim aktivitesi diiser. Agir metal
iyonlarindan CuSO4 ve CdCl,’iin TtGSTm34 {izerinde inhibisyon etkilerine bakildiginda
CuSOqiin 12.5, 25 ve 50 uM’lik dozlarinin aktivite iizerinde sirastyla %32, %36 ve
%38’lik bir inhibisyon etkisi gdzlenmistir. Bakir (Cu ? *) GST iizerindeki siilthidril
oksidasyonunu kolayca kataliz ettiginden GST inhibisyonuna neden olur. Qin vd., (2013)
tarafindan 50 puM’lik CuSO4’in Locusta migratoria-Afrika c¢ekirgesi’de %80’lik bir
inhibisyon etkisine sahip oldugu raporlanmistir. Calismamizda kullandigimiz bir diger
agir metal iyonu ise kadminyumdur. Ancak CdCl>’nin en yiiksek dozu olan 15 uM’lik
dozu bile kontrol grubuna goére anlamli bir inhibisyon etkisi gostermemistir. Cok daha
yiiksek doz olan 0.2 mM CdCl.’iin bile GST aktivitesini sican karacigerinde % 37 inhibe
edebilmistir (Dierickx, 1982). TtGSTm34’tiin rekombinant tiretimi igin transformant
hiicrelerin indiiksiyonu finalde 5 pg/ml, yani ~ 10uM CdClile gergeklestirilmekte olup,
10 uM CdCl> konsantrasyonunun sadece %?20’lik diisiik bir inhibisyon etkisi

bulunmasindan dolay1 rekombinant ¢alismalar i¢in uygun oldugu teyit edilmistir.

TtGSTm34-8xHis’in 453 U/mg'lik  spesifik aktivitesi Macrobrachium
vollenhovenii  GST’sinin 12.36 U/mg (Adewale ve Afolayan, 2005), Ruditapes
decussatus GST’sinin 361 U/mg (Hoarau ve ark., 2002) ve Bombyx mori GST’sinin 5.31
U/mg’lik (Yamamoto ve ark., 2012) spesifik aktivitelerinden daha yiiksek olup hem
enzimin etkinliginin hem de iki asamali afinitik saflastirmanin yetkinligini isaret

etmektedir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Cesitli organizmalardan elde edilen GST lerle TtGSTm34 iin kinetic sabitlerinin karsilastiriimasi

Ko Ko Kea/Krn Spesifik Aktivite

. ]
Organizma GsH) | conB) | (conB) (pmolm_m_lmg Referans
protein 1)
Tetrahymena 0.54 047 | 4077 453 Bu ¢aligma
thermophila
Litopenaeus 03350 | 03904 | 64293 440.12 (Contreras-Vergara ve ark.,
vannamei 2007)
Macrobrach'l_um 131 203 101 12.36 (Adewale ve Afolayan,
vollenhovenii 2005)
Homo saphiens - 5.8 7.9 75 (Hubatsch ve ark.,1998)
(?Ud'tapes 1.75 288 | 8134 361 (Hoarau ve ark., 2002)
ecussatus
Bombyx mori 0.52 0.48 4.46 5.31 (Yamamoto ve ark.,2012)

Km degeri enzimin substrata ilgi-baglanabilme (afinitesi) hakkinda bilgi verir.
Diisiik Km degeri, substrat i¢in yiiksek afinite anlamina gelir. Boylece diisiik Km’ye sahip
enzim diisiik subsrat konsantrasyonunda maksimum hiza ulasir ve enzim sature olur. 10
mM ve iistii Km degerleri yiiksek (zayif baglanmay: temsil eder) iken bunun altindaki Km
degerleri diisiik (giiclii baglanmay1 temsil eder) olarak tanimlamir (Berg ve Tymoczko,
2002). BRENDA enzim veritabaninda bulunan diger GST enzimlerinin kinetik degerleri
ile rekombinant TtGSTm34 enzimin degerleriyle karsilastirildiginda, TtGSTm34’nin
hem Glutatyona hem de CDNB substratlarina karsi daha diisiik Km degerlerine (0,54 mM
ve 0,47 mM) sahip olmasindan dolay1 bu substratlara daha yiiksek afinite ile baglandig
bulunmustur. Ornegin M. edulis GSTpi geni rekombinant olarak ekspres edilmis, bu
enzimin CDNB i¢in Km degeri 0.68 mM ve Vmax’1 103 pmol min * mg protein oldugu
bildirilmistir (Yang ve ark., 2004). Bir diger calismada, Rud tapes kabuklusundan
rekombinant olarak tiretilen RpGSTp proteininin biyokimyasal dzellikleri karakterize
edilmis, proteinin Glutatyon ve CDNB’ye ilgisi, Km cinsinden sirastyla 1.03 mM ve 0.56
mM bulunmustur. Bu enzimin CDNB substrat ile gergeklestirilen aktivite testinde, GST
aktivitesi ise 3.19 pmol min! mg protein~* raporlanmistir (Bathige ve ark., 2014).

TtGSTm34-8xHis enziminin GSH’a kars1 yiiksek afiniteye sahip olmasi, ayni
zamanda enzimin GSH afinitik boncuklar ile saflastirilmasi esnasinda saflastirma
verimliligi arttiran bir faktor oldugu boylelikle ortaya ¢ikmistir. TtGSTm34-8xHis’nin bu
ozelligi ise rekombinant DNA teknolojilerinde T. thermophila veya diger protein liretim
konakg¢ilarinda iiretilecek fiizyon proteinler icinde GST affinitik takisi olarak
kullanilabilinecegini tavsiye etmektedir. CDNB substratina karsi gostermis oldugu
yiksek afiifinite ise TtGSTm34-8xHis enzimininin GST enzim aktivite Kkitlerinde
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kullanim1 durumunda, ¢ok diisiik mg miktarlarinin bile, enzim aktivite reaksiyonlarinda
yeterli olabilecegini de gostermektedir. TtGSTm34-8xHis enziminin saniyede substrattan
iirtin tiretme hiz1 olarak bilinen Kea/Km degerlerinin yiiksekligi, ilag endiistrisinde bazi
kimyasal yapilarin enzimatik transformasyonunda kullanilabilecegini isaret etmektedir.
TtGSTm34 proteininden elde ettigimiz bu yiiksek GST aktivitesi onun hem ticari bir
enzim olarak hemde Enzim Kinetik kitlerinde kullanilabilecegini ortaya g¢ikarmis
oldugundan bu amagla piyasada satilan ticari enzimlerin aktiviteleri ile bir karsilagtirma

analizi yapilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Ticari olarak satilan GST enzimleri ile TtGSTm34-8xHis rekombinant enziminin aktivite
karsilastiriimast Kinetik sabitleri (* Optimum GST reaksiyon sartlart 25°C’de, pH:7.0 de ve
200 mM fosfat tamponunda)

GST (Firma adi) Spesifik Aktivite (umolmin Kaynak
mg protein )
Schistosoma japonicum GST (LSBio, Cat no: LS- 28-33 E coli
G627)
Schistosoma japonicum GST (MyBioSource, Cat no: .
MBS203158) >20 E. coli
Recombinant human Glutathione S Transferase alpha 1 5.8 E coli
protein (Abcam, Cat no: ab167981) '
Recombinant human GSTM2 protein (Abcam, Cat no: .
ab168017) e E. coli
Recombinant mouse Glutathione S Transferase mu 11 E coli
protein (Abcam, Cat no: ab168035) '
GSTML1 glutathione S-transferase (Creative Biomart, 68.9 E coli
Cat no: GSTM1-2473H ) ' '
Recombinant Human Glutathione S-transferase Mu 5 >90 E coli
Protein (Novusbio, Cat no: NBP2-52145) '
Rekombinant TtGSTm34-8xHis 453 T
thermophila

Tablo 4.2°de verilen ticari GST enzimlerinin aktiviteleri ile kasilastirildiginda
TtGSTm34’iin olduke¢a yiiksek olan aktivitesi, enzimin homolog olarak Tetrahymena
thermophila’da rekombinant {iretimi nedeniyle tiim translasyon modifikasyonlara sahip

olmasiyla agiklanabilir.

Enziminin degisik sartlar ve siirelerde yapilan raf dmrii analizleri (Tablo 3.4) ise
hizli degrede olmayan ve oda 1sisinda enzim aktivitesini belirli siirelerle muhafaza
edebilen 6zellikte oldugunu gostermistir. -20°C’de, 1 yil, gliserol ve fosfat tamponu
icinde muhafaza edilen TtGSTm34 enzim stoklari, enzim aktivitesinin sadece %39’luk

kismini kaybetmis olup aktif ve kararliligini siirdiirmektedir. TtGSTm34 enzimi, 10 giin
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+4 °C’de muhafaza edildikten sonra ise aktivitesinde yaklasik %33’liik bir kayip
olugsmustur. Oda sicakliginda 2 giin muhafaza edilen enzim ise aktivitesinden %82
oraninda kaybetmekte olmasina karsilik, kalan 78 U/mg’lik spesifik aktivitesi ile

piyasadaki ticari enzimlerle yarisabilir diizeydedir.
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5. SONUC

Tetrahymena thermophila’nin sentetik CDNB kimyasalina karsi antioksidan
mekanizmasinin Faz II enzimlerinden birisi olan GST enzimi 6zelinde olusturabilecegi
cevap bu tez kapsaminda arastirilmis olup, CDNB i¢in T. thermophila tizerinde LDsgdozu
0.079 mM bulunmustur. Bu doz ve altinda, hiicrelerin canliligi korunurken, genomunda
bulunan 70 adet GST iiyesinden TtGSTm19 ve TtGSTm34 hem transkripsiyonel hem de
translasyonel olarak diizenlenerek, biyolojik cevabin olusmasinda katkida
bulunmuslardir.  TtGSTm34 geninin detoksifikasyonda nasil bir rol oynadiginin
aydinlatilmasi i¢in Tetrahymena’da klonlanip ekspresyonuyla saflastirilan rekombinant
enzimin Kkinetik karakterizasyonu gerceklestirilmis ve 453 U/mg gibi yiiksek bir enzim
aktivitesine sahip olan proteinin ayni zamanda hem GSH’a hem de CDNB’ye oldukc¢a
diisik Km degerleriyle yliksek afinitesi oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

TtGSTm34-8xHis’in yiiksek aktiviteye sahip olmasi enzimin ticari olarak
kullanilabilirligini ortaya g¢ikartmistir. CDNB’nin substrat olarak kullanildigi enzim
aktivite deneylerinde enzimin ¢ok diisiik miktarlarinda bile (0,00046 mg) Delta optik
yogunluk (O.D absorbans) degisimi 0,1 olmasini saglamistir. Zamana bagli olarak
gbzlenen bu ideal absorbans degisimi rekombinant enzimin ¢ok kii¢iik miktarinin bile
aktivite testlerinde kullanilabilecegini, boylece enzim kinetik reaksiyonlarinda kullanim
miktarini ve enzim iiretim maliyetlerini diisiirecegini isaret etmektedir. Glutatyona olan
yiiksek affinitesi ise ayni zamanda TtGSTm34 proteininin rekombinant AR-GE

caligsmalarinda afinitik taki olarak kullanilabilirligi gostermistir.
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EKLER
EK 1. Deney Protokolleri
Toplam Protein izolasyonu ve Saflastirma

Toplam protein izolasyonu i¢in dnce hiicreler bir veya iki giin siireyle biiyiitiiliir.
Hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda sayilir. ~25 milyon hiicre i¢in 3 mL T-100B liziz
tamponu (300 mM NacCl, 25 mM Tris H-CI pH 7.5, %1 Triton X-100, 2 mM PMSF, 1 X
Proteaz Inhibitér Kokteyli) kullanilir. Uygun miktarda hiicre 1500 g’de 6’ dk
santrifiijlenerek (Allegra 25R™ Centrifuge, Backman Coulter) peletlenir. Pelet 10’ buzda
bekletilir, ara ara pit pitlayarak karistirilir. Sonra Bead beater ile 7.5 de 4’ siireyle 0,2 pm
celik bilyeler ile homojenize edilir. Sonra 5’ buzda inkiibasyon edilir. Uygun tiiplerde
13000 rpm, 4°C’de 20’ siireyle santrifiijlenir. Stipernatant toplam protein igerir.
Glutathione Sepharose 4B ile GST proteinlerinin saflastiriimasi

200 pl slurry (%50 boncuk, %50 boncuklarin saklandigi tamponu i¢eren karigim)
oncelikli olarak PBS (pH 7.3) tamponu-Binding Buffer (1 ml) ile iki kez yikanir. Biitiin
basamalarda santrifiij 500g’de 5 dk ¢evirilir. Hazir olan boncuklarin iizerine protein
ekstraktindan eklendikten sonra 45 dk. oda sicakliginda ¢alkalamali tablada inkiibe edilir.
Santrifiijden sonra siipernatanttan bir miktar FT (Flow-through) SDS PAGE’e yiiklemek
tizere ayrilir. Boncuklar ise 3 kez PBS ile yikanir. Sonrasinda 100 pl eliisyon tamponu
eklenip (10 mM Glutathione, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) 10 dakika oda sicakliginda
bekletilir ve santrifiij ile siipernatant saklanir.

Ni-NTA ile Afinitik Saflastirma:

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

40 ml lizata toplamda 10 ml (bed voliime) tanecik hacmine sahip boncuk
kullanildi. Bunun i¢in 2 ayr1 50 ml’lik falkon tiiptine 10’ar ml slurry eklendi. 500 g’de 5
dk. santrifiijden sonra tamponundan temizlenen ve herbir falkonda 5’er ml bulunan
boncuklar 6nce 45 ml NPI-10Tamponu (50 mM NaH2P0O4.2H,0, 300 mM NacCl, 10 mM
Imidazol) ile dengeye getirildi. Santrifiij sonrasi ise bu iki falkon tiipiine 20’ser ml protein
lizat1 eklenir ve gece boyu +4 °C’ de hafif ¢alkalamal tablada inkiibe edildi. Ertesi giin
calismalar +4 derece dolap icerisinde yapilmaya devam edildi. Havada asili duracak
sekilde diizenek hazirlandi ve filtreli kolona Ni-NTA ile baglanan 6rnek konuldu,

kolonun altina tipa takildi ve 2-3 dk beklenildi, sonra tipalar ac¢ildi ve kolonda tutulmayan
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kisim Flow Through (Baglanmayan Proteinler) buza gémiilii sekilde duran ayr tiiplere
alindi.

1. yikama (2 kez yapildi) : 150 mL NPI-20 Tamponu (= 50 mM NaH2P04.2H0,
300 mM NaCl, 20 mM Imidazol) ile yapildi. Benzer sekilde tipa kapatildi 2-3 dk
beklenildi, sonra tipalar agilarak buz igerisine gdmiilii olan 15 mL’lik santirfiij tliplerine
kolondan yikamalar alindi.

2. Yikama: 100 mL NPI-50 Tamponu (50 mM NaH,PO4.2H,0, 300 mM NaCl,
50 mM Imidazol) ile benzer sekilde yapildi.

1. Eliisyon: Tipalar kapaliyken eliisyon tamponundan 30 ml kolona (50 mM
NaH2PO4.2H20, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol) eklendi ~1 saat beklenildi, sonra eliie
edildi.

2. Eliisyon: 30 mL eklendi ~1 saat beklenildi, sonra eliie edildi.

1. ve 2. Eliisyon biraraya getirilerek deneyin sonraki asamalarinda kullanilmak tizere -20

derecede muhafaza edildi.

SDS-PAGE Jel Elektroforezi:
%12’1ik poliakrilamid jel kullanilir:
%12’lik Ayirma Jeli %12’1ik Paketleme Jeli

% 30 Acrylamide/BIS 2 mL 0.425 mL

1.5 M Tris H-CI 1.25mL 0.5 M TrisH-CI 0.625 mL
% 10 SDS 50 uL 25 uL

dH:0 5 mL’ye tamamlanir ~ 2.5mL’ye tamamlanur.

% 1 APS (Amonyum per sulfate) 25 uL 12.5 uL

TEMED 2.5 uL 2.5 uL

Yiikleme Boyas1 2X veya 6X olarak kullanilir.

6X Yiikleme Boyas1 (pH 6.8’¢ ~1 damla NaOH ile ayarlamir): 0,006 g bromofenol
blue, 6 mL %80’lik Gliserol, 1.2 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6.8, 2.8 mL dH20, 1.2 g SDS
icerir.6X yiikleme boyasina 0.1 M DTT veya istege bagl olarak %5 oraninda merkapto
etanol eklenir.Jel dikey elektroforez tankinda 60 V, maksimum mA’de yaklasik 3 saat

kosturuldugunda preoteinler hemen hemen bastan sona kadar kogsmus olurlar.
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Western Blot Protokolii

SDS-PAGE clektroforezi bitince, jel oda 1sisinda ~5” siireyle dH2O ile hafif
calkalamali cihazda (Biometra, Wt 17) yikanir. Sonra jel western transfer tamponu (25
mM Tris-Base, 195 mM Glisin, %25 Metanol) igine alinarak ~20’ boyunca hafif
calkalamali cihazda oda 1sisinda dengelenmesi saglanir. (Towbin, H. 1979).

Jelin boyutuna gore kesilen blotlama isleminde kullanilacak 0.45 um’lik PVDF
membran (IPFL00010, Immobilon®-FL, Merck) énce 30> metanol ile muamele edilerek
aktiflestirilir, daha sonra ~10’ siireyle western transfer tamponu i¢inde hafif ¢alkalamali
cihazda, oda 1s1sinda inkiibe edilir.

Ikiser adet alta ve ikiser adet iiste olcak sekilde kesilmis kalin filtre kagitlar:
(Sigma-Aldrich, P4681-100EA, Extra thick) western transfer tamponunda islatilir.
Bunlardan iki tanesi blotmay1 yapacak olan cihazin (Trans-Blot® Turbo, BIO-RAD)
tablasina yerlestirilir, filtre kagitlarinin lizerine membran onun tizerine jel ve jelin iizerine
de diger iki filtre kagidi konularak sandvi¢ yapilir ve tablanin st kapag takilir ve
blotlama islemi, 25 V, 10 A, 30’ siireyle ger¢eklestirilir.

Blotlama isleminden sonra membran ve jel ayr1 ayr1 kaplarda ~5° siireyle, oda
1s1sinda d.H20 ile hafif ¢alkalamali cihazda yikanir.

Yikamadan sonra PVDF membran 5 kez, 5’ siireyle TBS-T ile inkiibe edilerek
yikanir. Sonra membranin protein igermeyen kisimlarinin bloklanmasi amaciyla % 5 siit
tozu igeren TBS-T ile g/b + 4 °C’de hafif ¢alkalamali cihazda inkiibe edilir.

SDS-PAGE jeli ise comassi boyasi ile oda 1sisinda ~30°- 1 saat siireyle boyanir,
daha sonra d.H>O ile yikanarak boyanin jelden uzaklagmasi saglanir ve goriintiilenir.

Ertesi giin bloklamadan sonra PVDF membran 5 kez, 5° siireyle TBS-T ile inkiibe
edilerek yikanir. Sonra membran birincil antikor ile muamele edilir. Birincil antikor % 5
stit tozu igeren TBS-T iginde oda 1sisinda ~2 saat (veya g/b + 4 °C’de) hafif ¢alkalamali
cihazda inkiibe edilir.

Birincil antikor ile muameleden sonra membran 5’ siireyle TBS-T ile inkiibe
edilerek yikanir. Sonra membran ikincil antikor ile (% 5 siit tozu iceren TBS-T icinde)
oda 1sisinda ~2 saat (veya g/b + 4 °C’de) hafif ¢alkalamali cihazda inkiibe edilir.

Ikincil antikor ile muameleden sonra membran 5 kez, 5 siireyle TBS-T ile inkiibe
edilerek yikanir. Sonra membrandan goriintii alabilmek i¢in, karanlik bir ortamda ~3 mL

TMB (Prod# 37574, Thermo) ile muamele edilerek varsa protein bantlarinin gériinmesi
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saglanir. Bantlarin goriinmesi TMB ile muameleden ~5° sonra baslar. Membran

gorilintiilendikten sonra her zaman 151k gérmeyecek sekilde saklanir.

Brilliant 111 Ultra-Fast QRT-PCR Master Mix ile One-Step Real Time PCR

Reaksiyonu

Bu kit One-Step olmasindan dolayr Reverse Transcriptase enzimini de igerir,

boylece ayn1 PCR tiiplinde, hem RT-PCR reaksiyonu gerceklestirilerek cDNA elde edilir,

hem de iiretilen bu cDNA yine ortamda bulunan Taq Polimeraz enzimi i¢in kalip gorevi

gorlir ve qPCR reaksiyonu gerceklesmis olur. Deneyin islem basamaklar1 asagidaki

gibidir;

1- Real time Primerleri ve Problarindan 10.000 nanomolarlik stoklar hazirlandi.

Reaksiyon karisimi i¢inde finalde primer konsantrasyonu 400 nM iken Prob

konsantrasyonu 200nM’dir.

Elimizde daha oOnceden peletleyip dolaba kaldirdigimiz Kontrol(
CDNB’ye maruz birakilmayan), D1, D2 ve D3 dozlarina 9 saat boyunca
maruz kalmis hiicreler bulunmaktaydi. Bu hiicrelerden RNA izolasyonu
ve takiben Dnase Uygulamasi gerceklestirilmis olup, RNA miktarlar
nanodrop ile Olgiilmistiir. Bu RNA’lar kullanilarak hazirlanan tiipler
asagidaki gibidir. Standart her bir genin kendi DNA’s1 kullanilarak
hazirlandi. .2 adet NTC tiipii (i¢inde template yani RNA yok, GST
primerleri ve probu var)

4 adet kontrol grubu RNA, GST primerleri ve probu

4 adet D1 doz grubu RNA, GST primerleri ve probu

4 adet D2 doz grubu RNA, GST primerleri ve probu

4 adet D3 doz grubu RNA, GST primerleri ve probu

3 adet Standart Gst 1x107 diliisyon DNA, Gst primerleri ve probu

3 adet Standart Gst 1x107 diliisyon DNA, Gst primerleri ve probu

3 adet Standart Gst 1x10diliisyon DNA, Gst primerleri ve probu

3 adet Standart Gst 1x107 diliisyon DNA, Gst primerleri ve probu

3 adet Standart Gst 1x107 diliisyon DNA, Gst primerleri ve probu

3 adet Standart Gst 1x107 diliisyon DNA, Gst primerleri ve probu

2- Yukaridaki tiiplere eklenecek PCR bilesenlerinin formiilii;
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2X QRT-PCR master mix  10ul

Prob 1 ul 50°C 10’ ) 1X
Forward primer 1 ul 95°C 3 }
Reverse primer 1l 95°C 207 ) 40X
100 mM DTT 0,2 ul 60°C 307 }
RT/RNase block 1 ul
Template RNA 1ul (200ng)
dH20 4.8 ul

20 pl

E.coli XL1-Blue kompotent hiicre hazirhgi ve 1s1 soku ile transformasyon

E. coli XL1-Blue hiicreleri ticari olarak satin alinmis, stirekli kullanim igin
asagidaki protokol kullanilarak laboratuvarda kompotent haline getirilmis ve -80°C’ de

stoklanmustir.

1. LB agarda gelistirilen hiicrelerin bir kolonisinden LB broth besiyerine ekim

gerceklestirilir ve 37°C’ de calkalamali etiivde gelistirilmistir.

2. Ertesi giin 100 ml’ lik LB broth besiyerine baslangig kiiltiirden 300 pl alinarak
ekim steril sartlarda gerceklestirilmis ve 37°C’ de calkalamali etiivde OD’si 600
nm’de 0,2-0,4 olana kadar ¢cogaltilmistir.

3. OD degerine ulasildiginda 5000 g’ de 4°C’ de 5 dk. santrifiij gergeklestirilmistir.

4. Tim peletin tizerine 50 ml 50 mM CacClz eklenmis ve pipetor ile yavasca
hiicreler resiispanse edilmis ve 15 dk. buzda inkiibasyon gerceklestirilmistir.

5. Inkiibasyon sonunda 5000 g’ de 4°C’ de santrifiij 10 dk. santrifiij yapilmis ve
slipernatant atilmistir.

6. Peletin iizerine 4 ml 50 mM CaCl; ilave edilmis ve hiicreler resiispanse
edilmistir.

7. Uzerine 600ul saf gliserol ilave edilmis ve 100 pl olacak sekilde steril 1.5 ml’
lik ependorf tiiplere paylastirilmstir.

8. Tiim tiipler -80°C’ de 1s1 soku ile transformasyon adima kadar saklanmuigtir.

Is1 soku i¢in laboratuvarimizda daha 6nce hazirlanmis ve -86 °C’ de stoklanmis

E. coli XL1-Blue kompetent hiicreleri kullanilmistir. Deneye baslamadan 6nce hiicreler
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stoktan alinarak buzda 5 dk. bekletilmistir. Ardindan ligasyon iiriiniiniin timi{i kompetent
hiicrelere eklenmis ve 30 dk. buzda inkiibasyon gerceklestirilmistir. Siire sonunda 1s1 soku
daha 6nce 42 °C’ ye 1sitilmis su banyosunda 2 dk. olarak ger¢eklestirilmis ve ardindan 3
dk. buzda bekletilmistir. Sonunda, hiicrelerin iizerine 500 pl LB besiyeri eklenerek 37
°C’ de 1 saat gerceklestirilmistir. Siire sonunda 8000 rpm’ de 3 dk. santrifiij islemi
yapildiktan sonra bir miktar besiyerinde ¢oziilen pelet amfisilinli LB agar petrilerine
yayllmistir. Gece boyu (maksimum 16 saat) 37 °C’ de kolonilerin gelismesi icin
inkiibasyon gercgeklestirilmistir. Ertesi glin kolonilerden segilenlerin fazla miktarda
tiretilmesi i¢in yeni bir LB agar tabagina ¢izgi ekim ile yayillmis ve 1 gece inkiibe

edildikten sonra koloni PZR yapilmustir.

Koloni PZR ig¢in koloniler 25 ul distile suya kolonilerden 6ze ucu ile aktarim
yapilmis, 10 dk. 95°C’ de bekletilmis, ardindan buzda bekletilen 6rnekler 14000 rpm’de
2 dk. santrifiij edilmis ve siipernatanttan 2 pl alinarak, Taq DNA Polimeraz (Thermo
Scientific, # EP0401) ile PZR gerceklestirilmistir. 94°C* de 2 dk 6n denatiirasyon, 34
dongii olarak 95°C’ de 30 sn. denatiirasyon, 60°C’ de 30 sn, 72°C’ de 30 sn. (1 dk./kb),
1 dongli 72°C’ de 5 dk. olarak dongili tamamlanmistir. Pozitif kolonilerin belirlenmesi
icin %1’ lik jele yiikleme yapilmistir. Pozitif olarak belirlenen kolonilerden plasmid
izolasyon kitiyle (NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel,740588.50) plazmitler elde
edilmistir. Farkl restriksiyon enzimleriyle ve dizi analizi ile teyit islemleri yapilarak T.

thermophila hiicrelerine transofarmasyona hazir hale gelmislerdir.

Tetrahymena thermophila Hiicrelerine Konjugatif Elektroporasyon

1) 50 ml’ lik PPY besiyerine (250 pl penisilin-streptomisin ve 50 pl amfoterisin
iceren) Tetrahymena thermophila Cu428 irkindan 500 ul ve B2086 irkindan 600 pl
inokule edilmis ve 30 °C’ de calkamali etiivde 2 giin boyunca biliylimeye
birakilmistir.

2) Istenen yogunluga erisen hiicreler 8000 rpm’ de 7 dk santrifiijlenerek peletlenmistir.

3) Pelet 10 mM Tris.HCI (pH 7.5) aghik tamponu ile 2 defa yikanmis ve besiyeri
hacmi olan 50 ml aglik tamponunda (penisilin-streptomisin igeren) bir gece boyunca
30 °C’ de galkamali etiivde agliga alinmistir.

4) Aglikta 20 saat bekletilen hiicrelerden 3 tekrarli olarak thoma laminda sayim
yapilmistir ve hiicre sayist ml” de 3x105 olacak sekilde ag¢lik tamponunda (penisilin-

streptomisin i¢eren) ¢Oziilmiistiir.
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5) Bu islemin ardindan her iki irktan da esit hacimde hiicre alinarak (50 ml) 2 It’ lik
erlende konjugasyon islemi ¢alkalamasiz olarak 30 °C’ de baslatilmistir.

6) Konjugasyonun bagslatildigi ii¢ saatin sonunda 1s1k mikroskobu altinda hiicrelerin en az
%80’ ninin konjugasyona girip girmedigi kontrol edilmistir.

7) Konjugasyonun 7. saatinde hiicrelerden 500 pl alinarak iizerine 15 pl hoechst boyast
eklenmis ve 10 dk inkiibasyonun ardindan 1 pl fiksatif ile hiicreler oldiiriilmiis ve
fluoresan mikroskop altinda ¢ekirdek durumlari incelenmis ve konjugasyonun saati teyit
edilmistir.

8) Dogru sekilde ilerledigi teyit edilen konjugasyonun 9 bucuguncu saatinde hiicrelerin
tamami1 50 m1’lik iki falcon tiipe boliinerek 6.500g’ de 6 dk santrifiijlenmis ve 50 ml oda
sicakliginda bekletilmis HEPES ile yikanmustir.

9) HEPES ile yikanan hiicreler 6.500g de 6 dk santrifiijlenmis ve olusan pellet iki tiipteki
her bir pellet 500 ul HEPES ile ¢oziilmiistiir.

10) Bu asamaya gelmeden 6nce daha dnceki boliimde anlatilan plazmidler, ¢ok miktarda
elde edilmis ve 15 pg plazmid DNA’lar denk gelen hacim hesaplanmis ve ependorf
tiiplere aktarilmustir.

11) Buplazmid DNA’ larin iizerine toplam hacim 125 pl olacak sekilde HEPES eklenmis
ve karigim transformasyon saatine kadar oda sicakliginda bekletilmistir.

12) Elektroporasyon i¢in hazirlanmis 50 ml’ lik her kiiltiir i¢in 500 pul HEPES’de
¢Oziilmiis hiicrelerden 125 pl alinarak hazirlanan plazmidin iizerine eklenmistir, bir kez
pipetorle al-ver yapilarak 250 pl’ lik karisim hassas bir sekilde 0.4 cm’lik BioRad
elektroporasyon kiivetine aktarilmis ve hizli bir sekilde elektroporasyon cihazinin
soklayicisina yerlestirilmistir.

13) Elektroporasyon aletinin ayarlar1 200 Q’ da 25 uF kapasitor ile 0.44 kV ayarlanmis
ve elektrotransformasyon gerceklestirilmistir (Barchetta ve ark., 2008).

14) Elektropore edilen kiivetteki hiicrelerin {izerine 1 ml SPP besiyeri eklenmistir ve
pipetorle bir kere al ver yapilmaistir.

15) Ardindan hiicreler hizli ve dikkatli bir sekilde kiivetten 5 ml SPP (20 ml SPP i¢in
100ul Penisilin-streptomisin; 100ul Amfoterisin B) igeren tiiplere aktarilmistir. Gece
boyu 30 °C’ de ¢alkamasiz bir sekilde tutulmustur.

16) Konjugasyondan sonraki 18-24 saat ig¢inde hiicreler 60 pg/ml olacak sekilde

paromomisin ile seleksiyona baglanir.
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17) Konjugasyondan sonraki 3. giin 100 pg/ml olacak sekilde paromomisin miktari

arttirilir.
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EK 2. TtGST genlere ait protein kodlayici niikleotid ve aminoasit dizileri

TtGSTm19 (Accession No: XP 001027626.1)

>TTHERM 00569200 (coding)
ATGGCTGATAAAATTGTTCTTGGTTATTGGGCTGGTCCTGGTAAGGCTCAACCTTCCAGA
TATTTACTTGAAATCTCAGGAGTTAAATACGAAGAAGTCAGATACACTAATCCTGCTGAT
TGGTTTGGAAAAGACAAGTATGCCTTAGGATTATCTTTCCCTAACTTACCTTACCTTTTA
GATGGAGATGTAAAAATCACTGAAAGTGAAACTATCTTTGATTACTTGATCCACAGACTC
AACAAAACAGAACTTTTAGGCAAGGATAATGATAAGTACACTGTAGATACTCTCAGAAAC
CTCTTTTCTGATATTGGCACCAGATTGTACATGCTTACTTAAAAGGAAGGTGATGACAAA
ACTAAATTCTTAAACGAATAAGTTCTTCCTAAGATTAAAGATATCCACAAATTCTTAGGA
CATAAGGAATATCTTTTAGGATATTTCACTGCTGCTGACCTTTACTTCTTAAGTTTCGCT
AGAGGTTTTAAGGCTAATCTCCCTGAAGCTTACAAAGAATTTGCTGCAACCTTCGATCCT
TTGGTAACTAGACTTGAAGCCATTCCTTAAATTGCTGCTTATATTTCAGAAAAGCGTCAT
CCTTGA

>TTHERM 00569200 (protein)
MADKIVLGYWAGPGKAQPSRYLLEISGVKYEEVRYTNPADWFGKDKYALGLSFPNLPYLL
DGDVKITESETIFDYLIHRLNKTELLGKDNDKYTVDTLRNLEFSDIGTRLYMLTQKEGDDK
TKEFLNEQVLPKIKDIHKFLGHKEYLLGYFTAADLYFLSFARGFKANLPEAYKEFAATFEDP
LVTRLEAIPQIAAYISEKRHP

TtGSTm34 (Accession No: XP 001020129.1)

>TTHERM 00661650 (coding)
ATGACAACTCTTGGTTACTGGGGCATCAGAGGTTTGGCTCAACCTATCCGTTTCTTACTT
GCCTACTTAGGTGTCTAATACACTAATAAGGCCTACGCCAATCCTGAAGAATGGTTCGGA
AAGGATAAGAATGAACTCGGCTTTGACTTCCCCAACATTCCCTACTTAATTGATGGTGAT
CTTAAACTTACTGAATCTTCTGCTATTCCTATTTATCTTATCAGAAAGCACAAAAGAAAC
GAGTTGTTAGGATCTTCTGCTGACGGTTCTTACAGTGAAAAGGAAGTTAGAGTCGCTTAA
ATTGTTGGTGTTATTAGAGATCTTTTTAAGGAACTCACAGGCTTATGTTTCAACCCTGAC
TTCAAAAACATTAAAGAAAAGCTCTACACTGAAAAGCTCGAACTCTTAATTAAGAGACTC
GGTGCTTATCTTGGTGATAAGGAATTCATAGTTGGTACCTTGACTTATGCTGATTTTCTT
TTCTATGAAGCCCTCAGCTATATTAGACATATTTATCCCCAAGCCATTTGTGCTACTCTT
ACTGCTTATATCAACAGATTTGAAAACCTCCCTGGTATTAAGGAATACATTGCTAGCCAT
GCCTAAGAACTTAAGGTTTTCTTACCTCCTCAAAGAGCTACCTGGTCTGGTCCTTAATGA

>TTHERM 00661650 (protein)
MTTLGYWGIRGLAQPIRFLLAYLGVQYTNKAYANPEEWFGKDKNELGFDFPNIPYLIDGDL
KLTESSAIPIYLIRKHKRNELLGSSADGSYSEKEVRVAQIVGVIRDLFKELTGLCENPDFK
NIKEKLYTEKLELLIKRLGAYLGDKEFIVGTLTYADFLFYEALSYIRHIYPQAICATLTAY
INRFENLPGIKEYIASHAQELKVFLPPQRATWSGPQ
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EK 3. Tetrahymena thermophila hipotetik GST genlerinin molekiiler agirhklar: ve
izoelektrik pH’lar.

Biyoinformatik analizle tetrahymena’nin hipotetik olarak bilinen tim GST’lerin
dizilerinin molekiiler agirliklart (MW) ve izoelektrik pH’lar1 (pI) Expasy veritabaninda
hesaplatilmigtir. Tablo 0.1°’de tiim tetrahymena GST’leri ve Molekiiler agirliklart
verilmistir. Tablodan da gortildiigii tizere GST enzimlerinin molekiiler agirliklar1 23 kDa

ile 30 kDa arasinda degismektedir.

Tablo 0.1: Tetrahymena thermophila hipotetik GST genlerinin molekiiler agirliklart ve izoelektrik ph’lart.
“m”, Mu genlerini, “0” Omega genlerini, “t” theta genlerini, “z” zeta geni ve “MAAI”,
maleylacetoacetate isomerase enzimin kisaltmalaridir.

pl MW (dalton)
TtGSTm1 7.62 24754.01
TtGSTm2 7.64 24657.83
TtGSTm3 7.63 25972.41
TtGSTm4 6.75 25974.40
TtGSTm5 8.78 25934.45
TtGSTm6 7.64 25714.31
TtGSTm7?7 8.40 24245.73
TtGSTm8 8.43 24299.87
TtGSTm9 8.41 24368.93
TtGSTm10 6.97 24473.98
TtGSTm11 8.43 24286.83
TtGSTm12 8.74 24386.92
TtGSTm13 6.34 25528.13
TtGSTm14 5.80 26024.74
TtGSTm15 5.43 25716.42
TtGSTm16 7.62 25111.82
TtGSTm17 8.91 24044.62
TtGSTm18 6.74 23879.53
TtGSTm19 6.44 23135.52
TtGSTm20 8.49 23229.77
TtGSTm21 5.80 23497.88
TtGSTm22 5.19 23652.11
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TtGSTm23 7.72 23089.94
TtGSTm24 6.11 23935.34
TtGSTm25 6.42 24386.05
TtGSTm26 5.83 29222.18
TtGSTm27 8.10 46122.00
TtGSTm28 6.01 25899.90
TtGSTm29 5.46 26055.91
TtGSTm30 8.39 28174.64
TtGSTm31 Ekstra domain
TtGSTm32 8.31 25040.98
TtGSTm33 8.54 42802.24
TtGSTm34 7.68 23229.77
TtGSTm35 8.88 25441.59
TtGSTm36 Ekstra domain
TtGSTm37 8.90 25541.72
TtGSTm38 8.69 25188.00
TtGSTm39 6.15 26292.08
TtGSTm40 Basinda ABC

membran proteini

var
TtGSTmA41 8.67 29292.30
TtGSTm42 7.69 27027.04
TtGSTm43 5.84 26117.15
TtGSTm44 6.33 28038.19
TtGSTmA45 6.54 28047.16
TtGSTm46 6.97 28925.56
TtGSTm47 C terminal eksik
TtGSTmA48 6.85 26779.68
TtGSTm49 6.74 26638.22
TtGSTol 5.74 30661.98
TtGSTo2 6.85 30784.16
TtGSTo3 5.46 30476.76
TtGSTo4 6.02 30483.71
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TtGSTo5 7.02 30000.35
TtGSTo6 8.79 30565.00
TtGSTo7 9.25 35076.91
TtGSTt1 9.13 27968.36
TtGSTt2 8.98 27131.70
TtGSTt3 8.75 27960.12
TtGSTt4 8.88 27163.55
TtGSTt5 8.27 26072.93
TtGSTz1 5.99 25208.01
TtMAAI1 6.19 25294.14
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EK-4 Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

» Tris Base (Applichem A2264)

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

Borik Asit (Bio Basic BB0044)

» Izopropanol (Riedel de Haen, 24137).

Etanol (Riedel, 071029)

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

dH20’da c¢oziilerek hazirlanmis ve ¢ozelti +4 °C’de muhafaza edilmistir. Agaroz jel
elektroforezinde, jel icerinde farkli biiyliklerde DNA’lara baglanarak 312-365 nm UV
15181inda DNA’larin goriiniir olmasini saglamaktadir. Agaroz jel igerisine 0,5 pg/mL EtBr
olacak sekilde eklenmektedir.

* Agaroz A (Biomax, IB70073): Agaroz jel elektroforezinde DNA’larin
biiyiikliiklerine gore ayrilmasi i¢in %0,7 ve %1 araliginda ki farkli yogunluklarda
hazirlanan jellerde kullanilmistir. Jelin hazirlanmasi sirasinda agarozun ¢dziicli tamponu
olarak 1X’lik TBE (Tris- Borik Asit- EDTA) tamponu kullanilmistir.

* 10X TBE (Tris- Borik Asit- EDTA): 108 gr Trizma base ve 55 gr borik asit tartilarak
600 mL dH20’da tamamiyle ¢oziiliir ve ardindan ¢ozeltiye 40 mL 0,5 M pH 8.0 EDTA
eklenir, EDTA’ nin ¢oziilmesinin ardindan tampon 1 It’ye tamamlanir. Hazirlanan
tampon 1/10 oraninda seyreltilerek 1X TBE olacak sekilde seyretilmis ve agaroz jel
elektroforezinde kullanilmigtir.

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

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

* Tripton (Sigma, 95039)

* Maya ekstrati (Sigma, Y1625)

* Proteaz Pepton (Sigma, 82450)

* Sodyum Kloriir NaCl (Merck, 1.06400)

D (+) Glikoz monohidrat (Riedel-de Haen, 16301)
* Gliserol (Sigma, G2289): %80’lik gliserol E. coli hiicrelerinin -80 °C stoklarinin

yapilmasinda ve kimyasal kompotent hiicre hazirliginda sirasinda kullanilmistir. %99°1ik
gliserolden dH20 ile %80’ lige steril dH2O ile seyreltilen gliserol otoklav edildikten sonra
+4 °C’de muhafaza edilir.

* Kadminyum Kloriir (CdCI2) (Sigma, 439800): Protein ekspresyon deneylerinde

MTT1 promotorunun indiikleyecisi olarak kullanilan CdCl,, promotor bolgeye
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baglanarak o promotor kontroliindeki genin kontrollii bir sekilde iiretilmesine yardime1
olur. Stok soliisyonu 1000 mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir.

* Paramomisin (Sigma, P9297): Stok soliisyonu 50 mg/mL hazirlanmis olan
paramomisin, Tetrahymena antibiyotik diren¢ geni varliginda, transforme edilen
plazmidiin se¢iciligini saglar.

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

* Amfisilin (Sigma, A0104): E. coli’ de yapilan klonlama deneylerinde pozitif klon
seciciliginin saglanmasinda kullanilmistir. Stok soliisyon (1000X) 100 mg amfisilinin 1
mL steril dH20’da ¢6ziilmesiyle hazirlanir ve 0.45 pm por ¢apli membran filtre ile

sterilizasyon yapilir. -20 °C’de muhafaza edilir.
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EK-5 Calismada Kullamilan Cihazlar

Etiiv (Genhart, Thermo Shaker THO 220), Santrifiij (Thermo IEC Micromax, Beckman
Coulter Microfuge 22R, ve Beckman Coulter Allegra 25R), Otoklav (Eastern Medical,
Vertical Autoclave), PZR Cihaz1 (Biorad, iCycler thermal; Applied Biosystem, Veriti
Thermal Cycler) , Agaroz Jel Elektroforez Aparati (Thermo EC Mini Cell EC320,
Thermo EC Midi Cell Ec 330 ve BioRad Mini SubCell GT), Gii¢ Kaynagi (Thermo
Electrocorporation EC250-90), UV Jel Goriintilleme Kabini (Uvitec M02 4611), pH
Metre (Crison, Basic 20), Vorteks (IKA MS2), Su banyosu (Memmert D-91126),
Nanodrop (Metek ND-100), Spektofotometre (UV- 2101 PC Shimadzu), Terazi (Ohaus
pro AV812), Gene Pulser Xcell (BioRad, 165-2666), Manyetik Karistirici (Schott,
SLK®).
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EK 6. Eslesen peptitler ve Mascot analizi sonuclari.

Diziler lizerinde eslesen peptidler kirmiz ile renklendirilmistir.

Spot 1 TtGSTm1l9

1 MADKIVLGYW AGPGKAQPSR YLLEISGVKY EEVRYTNPAD WFGKDKYALG
51 LSFPNLPYLL DGDVKITESE TIFDYLIHRL NKTELLGKDN DKYTVDTLRN
101 LFSDIGTRLY MLTQKEGDDK TKFLNEQVLP KIKDIHKFLG HKEYLLGYFT
151 AADLYFLSFA RGFKANLPEA YKEFAATFDP LVTRLEAIPQ IAAYISEKRH

201 P
Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm Miss Sequence
5 - 15 1160.6156 1159.6083 1159.6390 -26 0 K.IVLGYWAGPGK.A (No match)
5 - 15 1160.6156 1159.6083 1159.6390 -26 0 K.IVLGYWAGPGK.A (Ions score
21 - 29 1021.5527 1020.5454 1020.5855 -39 0 R.YLLEISGVK.Y (No match)
21 - 34 1697.8806 1696.8733 1696.9035 -18 1 R.YLLEISGVKYEEVR.Y (No matc
21 - 34 1697.8806 1696.8733 1696.9035 -18 1 R.YLLEISGVKYEEVR.Y (Ions sc
35 - 44 1198.5219 1197.5146 1197.5455 -26 0 R.YTNPADWEFGK.D (Ions score
35 - 44 1198.5219 1197.5146 1197.5455 -26 0 R.YTNPADWEFGK.D (No match)
35 - 46 1441.6329 1440.6256 1440.6674 =25 1 R.YTNPADWFGKDK.Y (No match)
45 - 65 2338.1721 2337.1648 2337.2256 -26 1 K.DKYALGLSFPNLPYLLDGDVK. I (
47 - 65 2095.0566 2094.0493 2094.1037 -26 0 K.YALGLSFPNLPYLLDGDVK.I (Nc
66 - 79 1736.8555 1735.8482 1735.8781 -17 0 K.ITESETIFDYLIHR.L (Ions sc
66 - 79 1736.8555 1735.8482 1735.8781 =17 0 K.ITESETIFDYLIHR.L (No matc
89 - 99 1339.6106 1338.6033 1338.6416 -29 1 K.DNDKYTVDTLR.N (No match)
100 - 108 1022.5083 1021.5010 1021.5193 -18 0 R.NLFSDIGTR.L (No match)
100 - 108 1022.5083 1021.5010 1021.5193 -18 0 R.NLFSDIGTR.L (Ions score ¢
109 - 115 912.4534 911.4461 911.4786 -36 0 R.LYMLTQK.E Oxidation (M) (
123 - 131 1087.5773 1086.5700 1086.6073 -34 0 K.FLNEQVLPK.I (Ions score 4
123 - 131 1087.5773 1086.5700 1086.6073 -34 0 K.FLNEQVLPK.I (No match)
143 - 161 2260.0823 2259.0750 2259.1252 =22 0 K.EYLLGYFTAADLYFLSFAR.G (Nc
165 - 172 905.4407 904.4334 904.4654 -35 0 K.ANLPEAYK.E (No match)
165 - 184 2253.1082 2252.1009 2252.1477 -21 1 K.ANLPEAYKEFAATFDPLVTR.L (I
165 - 184 2253.1082 2252.1009 2252.1477 -21 1 K.ANLPEAYKEFAATFDPLVTR.L (N
173 - 184 1366.6674 1365.6601 1365.6929 -24 0 K.EFAATFDPLVTR.L (Ions scor
173 - 184 1366.6674 1365.6601 1365.6929 -24 0 K.EFAATFDPLVTR.L (No match)
185 - 198 1545.8009 1544.7936 1544.8450 -33 0 R.LEATIPQIAAYISEK.R (No matc
185 - 199 1701.9032 1700.8959 1700.9461 -29 1 R.LEAIPQIAAYISEKR.H (No mat
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Spot 2 TtGSTm1l9

1 MADKIVLGYW AGPGKAQPSR YLLEISGVKY EEVRYTNPAD WFGKDKYALG

51 LSFPNLPYLL DGDVKITESE TIFDYLIHRIL NKTELLGKDN DKYTVDTLRN
101 LFSDIGTRLY MLTQKEGDDK TKFLNEQVLP KIKDIHKFLG HKEYLLGYFT
151 AADLYFLSFA RGFKANLPEA YKEFAATFDP LVTRLEAIPQ IAAYISEKRH
201 p

Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm Miss Sequence

5 - 15 1160.6466 1159.6393 1159.6390 0 0 K.IVLGYWAGPGK.A (No match)

5 - 15 1160.6466 1159.6393 1159.6390 0 0 K.IVLGYWAGPGK.A (Ions score
21 - 29 1021.5840 1020.5767 1020.5855 -9 0 R.YLLEISGVK.Y (No match)

21 - 34 1697.9211 1696.9138 1696.9035 6 1 R.YLLEISGVKYEEVR.Y (No matc
21 - 34 1697.9211 1696.9139 1696.9035 6 1 R.YLLEISGVKYEEVR.Y (Ions sc
35 - 44 1198.5561 1197.5489 1197.5455 3 0 R.YTNPADWFGK.D (Ions score
35 - 44 1198.5562 1197.5489 1197.5455 3 0 R.YTNPADWFGK.D (No match)
35 - 46 1441.6655 1440.6582 1440.6674 -6 1 R.YTNPADWFGKDK.Y (No match)
45 - 65 2338.2256 2337.2183 2337.2256 -3 1 K.DKYALGLSFPNLPYLLDGDVK.I (
47 - 65 2095.1104 2094.1031 2094.1037 -0 0 K.YALGLSFPNLPYLLDGDVK.I (Nc
66 - 79 1736.8971 1735.8898 1735.8781 7 0 K.ITESETIFDYLIHR.L (Ions sc
66 - 79 1736.8971 1735.8898 1735.8781 7 0 K.ITESETIFDYLIHR.L (No matc
83 - 99 1981.0117 1980.0044 1980.0164 -6 2 K.TELLGKDNDKYTVDTLR.N (No n«
89 - 99 1339.6483 1338.6410 1338.6416 -0 1 K.DNDKYTVDTLR.N (No match)
89 - 99 1339.6483 1338.6410 1338.6416 =0 1 K.DNDKYTVDTLR.N (Ions score
93 - 99 867.4521 866.4448 866.4498 -6 0 K.YTVDTLR.N (No match)
100 - 108 1022.5349 1021.5276 1021.5193 8 0 R.NLEFSDIGTR.L (No match)
100 - 108 1022.5349 1021.5276 1021.5193 8 0 R.NLFSDIGTR.L (Ions score £
109 - 115 896.4835 895.4762 895.4837 -8 0 R.LYMLTQK.E (No match)
109 - 115 912.4791 911.4718 911.4786 =7 0 R.LYMLTQK.E Oxidation (M) (
123 - 131 1087.6089 1086.6016 1086.6073 -5 0 K.FLNEQVLPK.I (Ions score G2
123 - 131 1087.6089 1086.6016 1086.6073 -5 0 K.FLNEQVLPK.I (No match)
132 - 137 753.4558 752.4485 752.4545 -8 1 K.IKDIHK.F (No match)
143 - 161 2260.1318 2259.1245 2259.1252 -0 0 K.EYLLGYFTAADLYFLSFAR.G (Nc
165 - 172 905.4668 904.4595 904.4654 -6 0 K.ANLPEAYK.E (No match)
165 - 184 2253.1589 2252.1516 2252.1477 2 1 K.ANLPEAYKEFAATFDPLVTR.L (N
165 - 184 2253.1589 2252.1517 2252.1477 2 1 K.ANLPEAYKEFAATFDPLVTR.L (I
173 - 184 1366.7001 1365.6928 1365.6929 -0 0 K.EFAATFDPLVTR.L (Ions scor
173 - 184 1366.7001 1365.6928 1365.6929 -0 0 K.EFAATFDPLVTR.L (No match)
185 - 198 1545.8463 1544.8390 1544.8450 -4 0 R.LEAIPQIAAYISEK.R (No matc
185 - 199 1701.9454 1700.9381 1700.9461 -5 1 R.LEAIPQIAAYISEKR.H (No mat
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Spot 3 TtGSTm1l9

1 MADKIVLGYW AGPGKAQPSR YLLEISGVKY EEVRYTNPAD WEFGKDKYALG
51 LSFPNLPYLL DGDVKITESE TIFDYLIHRL NKTELLGKDN DKYTVDTLRN
101 LFSDIGTRLY MLTQKEGDDK TKFLNEQVLP KIKDIHKFLG HKEYLLGYFT
151 AADLYFLSFA RGFKANLPEA YKEFAATFDP LVTRLEAIPQ IAAYISEKRH

201 P

Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) Ppm Miss Sequence
16 - 29 1560.7998 1559.7925 1559.8671 -48 1 K.AQPSRYLLEISGVK.Y (No matc
21 - 29 1021.5427 1020.5354 1020.5855 -49 0 R.YLLEISGVK.Y (No match)
21 - 34 1697.8326 1696.8253 1696.9035 -46 1 R.YLLEISGVKYEEVR.Y (No matc
21 - 34 1697.8326 1696.8254 1696.9035 -46 1 R.YLLEISGVKYEEVR.Y (Ions sc
35 - 44 1198.4994 1197.4921 1197.5455 -45 0 R.YTNPADWFGK.D (No match)
47 - 65 2095.0073 2094.0000 2094.1037 -50 0 K.YALGLSFPNLPYLLDGDVK.I (Nc
66 - 79 1736.8087 1735.8014 1735.8781 -44 0 K.ITESETIFDYLIHR.L (No matc
66 - 79 1736.8087 1735.8014 1735.8781 -44 0 K.ITESETIFDYLIHR.L (Ions sc
89 - 99 1339.5886 1338.5813 1338.6416 -45 1 K.DNDKYTVDTLR.N (No match)
100 - 108 1022.4860 1021.4787 1021.5193 -40 0 R.NLFSDIGTR.L (Ions score 4
100 - 108 1022.4860 1021.4787 1021.5193 -40 0 R.NLEFSDIGTR.L (No match)
123 - 131 1087.5615 1086.5542 1086.6073 -49 0 K.FLNEQVLPK.I (No match)
143 - 161 2260.0303 2259.0230 2259.1252 -45 0 K.EYLLGYFTAADLYFLSFAR.G (Nc
165 - 184 2253.0561 2252.0489 2252.1477 -44 1 K.ANLPEAYKEFAATFDPLVTR.L (I
165 - 184 2253.0562 2252.0489 2252.1477 -44 1 K.ANLPEAYKEFAATFDPLVTR.L (N
173 - 184 1366.6350 1365.6277 1365.6929 -48 0 K.EFAATFDPLVTR.L (No match)
173 - 184 1366.6350 1365.6277 1365.6929 -48 0 K.EFAATFDPLVTR.L (Ions scor
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Spot 4 TtGSTm34

1
51
101
151

MTTLGYWGIR GLAQPIRFLL AYLGVQYTNK AYANPEEWFG KDKNELGFDF
PNIPYLIDGD LKLTESSAIP IYLIRKHKRN ELLGSSADGS YSEKEVRVAQ
IVGVIRDLFK ELTGLCFNPD FKNIKEKLYT EKLELLIKRL GAYLGDKEFI
VGTLTYADFL FYEALSYIRH IYPQAICATL TAYINRFENL PGIKEYIASH

201 AQELKVFLPP QRATWSGPQ
Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) Ppm Miss Sequence

11 - 17 754.4345 753.4272 753.4497 -30 0 R.GLAQPIR.F (No match)

18 - 30 1529.7806 1528.7733 1528.8289 -36 0 R.FLLAYLGVQYTNK.A (No match)

31 - 41 1311.5676 1310.5603 1310.5931 =25 0 K.AYANPEEWFGK.D (No match)

31 - 41 1311.5676 1310.5604 1310.5931 =25 0 K.AYANPEEWFGK.D (Ions score 49

42 - 62 2423.1602 2422.1529 2422.2056 =22 1 K.DKNELGFDFPNIPYLIDGDLK.L (No m

63 - 175 1475.8243 1474.8170 1474.8395 -15 0 K.LTESSAIPIYLIR.K (No match)

63 - 175 1475.8243 1474.8171 1474.8395 -15 0 K.LTESSAIPIYLIR.K (Ions score ¢

79 - 94 1712.7633 1711.7560 1711.8013 -26 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (No match)

79 - 94 1712.7633 1711.7560 1711.8013 -26 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (Ions scor

80 - 94 1556.6652 1555.6579 1555.7002 =27 0 R.NELLGSSADGSYSEK.E (No match)

98 - 106 954.5872 953.5799 953.6022 -23 0 R.VAQIVGVIR.D (Ions score 59)

98 - 106 954.5872 953.5799 953.6022 -23 0 R.VAQIVGVIR.D (No match)

98 - 110 1457.8147 1456.8074 1456.8766 -47 1 R.VAQIVGVIRDLFK.E (No match)
111 - 122 1440.6436 1439.6363 1439.6755 =27 0 K.ELTGLCFNPDFK.N Carbamidomethy
133 - 138 728.4636 727.4563 727.4843 -39 0 K.LELLIK.R (No match)

139 - 147 992.5225 991.5152 991.5451 -30 1 K.RLGAYLGDK.E (No match)

187 - 194 917.4757 916.4684 916.5018 -36 0 R.FENLPGIK.E (No match)

195 - 205 1288.6158 1287.6085 1287.6459 -29 0 K.EYIASHAQELK.V (No match)

195 - 205 1288.6158 1287.6086 1287.6459 -29 0 K.EYIASHAQELK.V (Ions score 49
206 - 212 856.4905 855.4832 855.4967 -16 0 K.VFLPPQR.A (No match)

206 - 212 856.4905 855.4833 855.4967 -16 0 K.VFLPPQR.A (Ions score 26)
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Spot 5 TtGSTm34

1 MTTLGYWGIR GLAQPIRFLL AYLGVQYTNK AYANPEEWFG KDKNELGFDF
51 PNIPYLIDGD LKLTESSAIP IYLIRKHKRN ELLGSSADGS YSEKEVRVAQ
101 IVGVIRDLFK ELTGLCEFNPD FKNIKEKLYT EKLELLIKRL GAYLGDKEFI

151 VGTLTYADFL FYEALSYIRH IYPQATICATL TAYINRFENL PGIKEYIASH
201 AQELKVFLPP QRATWSGPQ

Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) Ppm Miss Sequence
31 - 43 1554.7974 1553.7901 1553.7150 48 1 K.AYANPEEWFGKDK.N (No match)
79 - 94 1712.8925 1711.8852 1711.8013 49 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (Ions sc
79 - 94 1712.8925 1711.8852 1711.8013 49 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (No matc
98 - 110 1457.9221 1456.9148 1456.8766 26 1 R.VAQIVGVIRDLFK.E (No match)
133 - 138 728.5176 727.5103 727.4843 36 0 K.LELLIK.R (No match)
139 - 147 992.5910 991.5837 991.5451 39 1 K.RLGAYLGDK.E (No match)
170 - 186 2005.1179 2004.1106 2004.0251 43 0 R.HIYPQAICATLTAYINR.F Carbami
170 - 186 2005.1179 2004.1106 2004.0251 43 0 R.HIYPQAICATLTAYINR.F Carbami
187 - 194 917.5488 916.5415 916.5018 43 0 R.FENLPGIK.E (No match)
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Spot 6 TtGSTm34
MTTLGYWGIR GLAQPIRFLI AYLGVQYTNK AYANPEEWFG KDKNELGFDF
PNIPYLIDGD LKLTESSAIP IYLIRKHKRN ELLGSSADGS YSEKEVRVAQ
IVGVIRDLFK ELTGLCFNPD FKNTKEKLYT EKLELLIKRL GAYLGDKEFT
VGTLTYADFL FYEALSYIRH IYPQAICATL TAYINRFENL PGIKEYIASH

1
51
101
151

201 AQELKVFLPP QRATWSGPQ
Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm Miss Sequence
2 - 10 1066.5795 1065.5722 1065.5607 11 0 M.TTLGYWGIR.G (Ions score 2
2 - 10 1066.5795 1065.5722 1065.5607 11 0 M.TTLGYWGIR.G (No match)
11 - 17 754.4686 753.4613 753.4497 15 0 R.GLAQPIR.F (No match)
31 - 41 1311.6168 1310.6095 1310.5931 13 0 K.AYANPEEWFGK.D (No match)
31 - 41 1311.6168 1310.6095 1310.5931 13 0 K.AYANPEEWFGK.D (Ions score
42 - 62 2423.2512 2422.2439 2422.2056 16 1 K.DKNELGFDFPNIPYLIDGDLK.L (
63 - 75 1475.8762 1474.8689 1474.8395 20 0 K.LTESSAIPIYLIR.K (No match
63 - 175 1475.8762 1474.8689 1474.8395 20 0 K.LTESSAIPIYLIR.K (Ions scc
79 - 94 1712.8258 1711.8185 1711.8013 10 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (No ma
79 - 94 1712.8258 1711.8185 1711.8013 10 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (Ions
80 - 94 1556.7249 1555.7176 1555.7002 11 0 R.NELLGSSADGSYSEK.E (No mat
98 - 106 954.6270 953.6197 953.6022 18 0 R.VAQIVGVIR.D (No match)
98 - 106 954.6270 953.6197 953.6022 18 0 R.VAQIVGVIR.D (Ions score ¢
98 - 110 1457.8427 1456.8354 1456.8766 -28 1 R.VAQIVGVIRDLFK.E (No matck
111 - 122 1440.7021 1439.6948 1439.6755 13 0 K.ELTGLCENPDFK.N Carbamidon
133 - 138 728.4883 727.4810 727.4843 -5 0 K.LELLIK.R (No match)
139 - 147 992.5568 991.5495 991.5451 5 1 K.RLGAYLGDK.E (No match)
170 - 186 2005.0519 2004.0446 2004.0251 10 0 R.HIYPQAICATLTAYINR.F Carba
170 - 186 2005.0519 2004.0446 2004.0251 10 0 R.HIYPQAICATLTAYINR.F Carba
187 - 194 917.5097 916.5024 916.5018 1 0 R.FENLPGIK.E (No match)
195 - 205 1288.6632 1287.6559 1287.6459 8 0 K.EYIASHAQELK.V (No match)
206 - 212 856.5255 855.5182 855.4967 25 0 K.VFLPPQR.A (No match)
206 - 212 856.5255 855.5182 855.4967 25 0 K.VFLPPQR.A (Ions score 40)
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Spot 7 TtGSTm34
1 MTTLGYWGIR GLAQPIRFILI, AYLGVQYTNK AYANPEEWFG KDKNELGFDF

51 PNIPYLIDGD LKLTESSAIP IYLIRKHKRN ELLGSSADGS YSEKEVRVAQ

101 IVGVIRDLFK ELTGLCFNPD FKNIKEKLYT EKLELLIKRL GAYLGDKEFI

151 VGTLTYADFL FYEALSYIRH IYPQATICATL TAYINRFENL PGIKEYIASH
201 AQELKVFLPP QRATWSGPQ

Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) Ppm Miss Sequence
2 - 10 1066.5872 1065.5799 1065.5607 18 0 M.TTLGYWGIR.G (No match)
11 - 17 754.4692 753.4619 753.4497 16 0 R.GLAQPIR.F (No match)
31 - 41 1311.6246 1310.6173 1310.5931 18 0 K.AYANPEEWFGK.D (No match)
31 - 41 1311.6246 1310.6174 1310.5931 18 0 K.AYANPEEWFGK.D (Ions score 7
42 - 62 2423.2793 2422.2720 2422.2056 27 1 K.DKNELGFDFPNIPYLIDGDLK.L (Nc
63 - 75 1475.8926 1474.8853 1474.8395 31 0 K.LTESSAIPIYLIR.K (Ions score
63 - 75 1475.8926 1474.8853 1474.8395 31 0 K.LTESSAIPIYLIR.K (No match)
79 - 94 1712.8317 1711.8244 1711.8013 14 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (Ions sc
79 - 94 1712.8317 1711.8244 1711.8013 14 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (No matc
98 - 106 954.6304 953.6231 953.6022 22 0 R.VAQIVGVIR.D (No match)

98 - 106 954.6304 953.6232 953.6022 22 0 R.VAQIVGVIR.D (Ions score 57)
98 - 110 1457.8495 1456.8422 1456.8766 -24 1 R.VAQIVGVIRDLFK.E (No match)
111 - 122 1440.7144 1439.7071 1439.6755 22 0 K.ELTGLCFNPDFK.N Carbamidomet
111 - 122 1440.7144 1439.7071 1439.6755 22 0 K.ELTGLCFNPDFK.N Carbamidomet

133 - 138 728.4835 727.4762 727.4843 -11 0 K.LELLIK.R (No match)

139 - 147 992.5547 991.5474 991.5451 2 1 K.RLGAYLGDK.E (No match)

170 - 186 2005.0660 2004.0587 2004.0251 17 0 R.HIYPQAICATLTAYINR.F Carbami

170 - 186 2005.0660 2004.0588 2004.0251 17 R.HIYPQAICATLTAYINR.F Carb
124)

187 - 194 917.5101 916.5028 916.5018 1 0 R.FENLPGIK.E (No match)

195 - 205 1288.6677 1287.6604 1287.6459 11 0 K.EYIASHAQELK.V (No match)

206 - 212 856.5320 855.5247 855.4967 33 0 K.VFLPPQR.A (No match)

206 - 212 856.5320 855.5248 855.4967 33 0 K.VFLPPQR.A (Ions score 41)
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Spot 8 TtGSTm34

1 MTTLGYWGIR GLAQPIRFLL AYLGVQYTNK AYANPEEWFG KDKNELGFDF
51 PNIPYLIDGD LKLTESSAIP IYLIRKHKRN ELLGSSADGS YSEKEVRVAQ
101 IVGVIRDLFK ELTGLCFNPD FKNIKEKLYT EKLELLIKRL GAYLGDKEFI
151 VGTLTYADFL FYEALSYIRH IYPQAICATL TAYINRFENL PGIKEYIASH
201 AQELKVFLPP QRATWSGPQ
Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm Miss Sequence
11 - 17 754.4503 753.4430 753.4497 -9 0 R.GLAQPIR.F (No match)
31 - 41 1311.5873 1310.5800 1310.5931 -10 0 K.AYANPEEWFGK.D (Ions score
31 - 41 1311.5873 1310.5800 1310.5931 -10 0 K.AYANPEEWFGK.D (No match)
42 - 62 2423.1868 2422.1795 2422.2056 -11 1 K.DKNELGFDEFPNIPYLIDGDLK.L (N
63 - 175 1475.8403 1474.8330 1474.8395 -4 0 K.LTESSAIPIYLIR.K (No match)
63 - 175 1475.8403 1474.8331 1474.8395 -4 0 K.LTESSAIPIYLIR.K (Ions scor
79 - 94 1712.7877 1711.7804 1711.8013 -12 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (No mat
79 - 94 1712.7877 1711.7804 1711.8013 =12 1 K.RNELLGSSADGSYSEK.E (Ions s
80 - 94 1556.6908 1555.6835 1555.7002 -11 0 R.NELLGSSADGSYSEK.E (No matc
98 - 106 954.6041 953.5968 953.6022 -6 0 R.VAQIVGVIR.D (No match)
98 - 106 954.6041 953.5969 953.6022 -6 0 R.VAQIVGVIR.D (Ions score 51
98 - 110 1457.8420 1456.8347 1456.8766 -29 1 R.VAQIVGVIRDLFK.E (No match)
111 - 122 1440.6652 1439.6579 1439.6755 -12 0 K.ELTGLCENPDFK.N Carbamidome
111 - 122 1440.6652 1439.6579 1439.6755 -12 0 K.ELTGLCENPDFK.N Carbamidome
133 - 138 728.4719 727.4646 727.4843 =27 0 K.LELLIK.R (No match)
139 - 147 992.5432 991.5359 991.5451 -9 1 K.RLGAYLGDK.E (No match)
170 - 186 2005.0023 2003.9950 2004.0251 15 0 R.HIYPQAICATLTAYINR.F Carbanr
187 - 194 917.4939 916.4866 916.5018 -17 0 R.FENLPGIK.E (No match)
195 - 205 1288.6372 1287.6299 1287.6459 -12 0 K.EYIASHAQELK.V (No match)
206 - 212 856.5048 855.4975 855.4967 1 0 K.VFLPPQR.A (Ions score 34)
206 - 212 856.5048 855.4975 855.4967 1 0 K.VFLPPQR.A (No match)
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Ek 7. TtGSTm19 ve TtGSTm34 genlerinin homolog genleriyle hizalanmasi, protein
peptid dizilerinin karsilastirilmasi

TTHERM_ 00661650 (gene) GSTMu34
TTHERM 00661620 (gene) GSTmu32

TTHERM 00661650 (gene) GSTMu34
TTHERM 00661620 (gene) GSTmu32

TTHERM 00661650 (gene) GSTMu34
TTHERM 00661620 (gene) GSTmu32

TTHERM_ 00661650 (gene) GSTMu34
TTHERM_ 00661620 (gene) GSTmu32

TTHERM_00569200 (gene) GSTMul9
TTHERM 00569160 (gene) GSTMu20

TTHERM_ 00569200 (gene) GSTMul9
TTHERM 00569160 (gene) GSTMu20

TTHERM_00569200 (gene) GSTMul9
TTHERM_ 00569160 (gene) GSTMu20

ACTCTTGGTTACTGGGGCATCAGAGGTTTGGCTCAACCTATCCGTTTCTTACTTGCCTAC
ACTCTTGGCTACTGGAATGTTAGAGGATTAGGATAGTCTATCCGTTTCTTACTTGCTTAT

dok ok ok ok ok ok ok kokkok ok ok * kkkokk kk K * Fokkkkkkkkhkkkhkkkkkkk Kk

TTAGGTGTCTAATACACTAATAAGGCCTACGCCAATCCTGAAGAATGGTTCGGAAAGGAT
TTGGGTGTAGAATATAATAGTAAGGTTTATAGCACAGCAGAAGAATGGTTTGGTAAAGAT

*ok Kok ok kK *kkk ok KKk KKKk KAkK * * * * Kk kkkkkkkhkAkKkKk Kk KKk Akk

AAGAATGAACTCGGC CTACTTAATTGATGGTGATCTTAAA
AAAAATAACTTAGGTTTAGAATTTCCAAATATTCCTTATATTATCGATGGGGAATTTAAG

*ok kokk K K kk kk kk kk Kk Kk kkkkk kK K kk kxkkk Kok * ok kK

CTTACTGAATCTTCTGCTATTCCTATTTATCTTATCAGAAAGCACAAAAGAAACGAGTTG
CTTACTGAATCTTCAGCCATTCCTATCTATTTACTCAGGAAATACAAAAGAGCTGATTTA

Fokkkkkkkhkkkkhkhkkx Khk Khhkkkkrkk KKk * Kok ok ok kk ok kK ok ok Kk * ok Kok

ATGCCTGATAAAATTCGTTCTTCCGTTATTGGGCTGGTCCTGGTAAGGCTCAACCTTCCAGA
ATGGCTTATAAAATTGTTCTTGGTTATTGGGCTGGTCCTGGTAAGGCTCAACCTGCTAGA

KAK KK KN AAIAKRAA R I AR A AR AR I AR I AR I A h AR AR d Ak hk Ak dk Ak hk A hkhrhkkhkrxk* *x **k%

TATTTACTTGAAATCTCAGGAGTTAAATACGAAGAAGTCAGATACACTA
TATTTACTTGAAATCTCAGGAGTTAAATACTAAGATGTCAGATATTCTAAACCTGCTGAT

Kk hkhkkhhhkhhhkkhhhkhhhkhkhkhhkrhkhhkkkhk *khkk*x *rAkkhkx k% Kkhk kK kkKkKkKhkk kKK

EEEEEEER . » ~.GACAAGTATGCCTTAGGATTATCT TTCCCTAACTTACCTTACCTTTTA
TGGTTTGGAAAAGATAAGTATGCCTTAGGATTACCTTTCCCCAACTTACCTTACCTTATA

KAk A kA A kA hkhhAhkkhkx F*rxhkhkrhhkhkhrhkkhkrhkkhkrkhkx *rkkhrkhkk, hhkhkkhkrhkkhkrhkkhkrkkhkxk **

Sekil 0.1 A. TtGSTm34 ve TtGSTm32 nin, B. TtGSTm19 ve TtGSTm20 nin niikleotidlerinin Clustal Omega

ile hizalanmasi. Real-Time PCR 'da kullanilan ileri primer mavi, geri primer pembe, Prop sari

ile renklendirilmistir.
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Spot number 2, TtGSTMul9, sequence coverage 85%, Mascot Score 969*.

1 MADKIVLGYW AGPGKAQPSR YLLEISGVKY EEVRYTNPAD WFGKDKYALG
51 LSFPNLPYLL DGDVKITESE TIFDYLIHRL NKTELLGKDN DKYTVDTLRN
101 LFSDIGTRLY MLTQKEGDDK TKFLNEQVLP KIKDIHKFLG HKEYLLGYFT
151 AADLYFLSFA RGFKANLPEA YKEFAATFDP LVTRLEAIPQ IAAYISEKRH

201P

MASCOT SOFTWARE PEPTIDE LIST FOR SPOT 2

Start - End Obhserved Mr (expt)
5 - 15 1160.6466 1159.6393

5 - 15 1160.6466 1159.6393
21 - 29 1021.5840 1020.5767
21 - 34 1697.9%211 16€96.9138
21 - 34 1697.9%211 1696.9139
35 - 44 119%8.5561 1197.5489
35 - 44 1198.5562 1197.5489
35 - 4dg 1441.6655 1440.g582
45 - 65 2338.2256 2337.2183
47 - 65 2095.1104 2094.1031
66 - 79 1736.8971 1735.8898
66 - 79 1736.8971 1735.8898
83 - 99 1981.0117 19B80.0044
89 - 99 1339%.6483 1338.6410
89 - 99 1339%.6483 1338.6410
93 - 99 8€7.4521 866.4448
100 - 108 1022.5349 1021.527¢
100 - 108 1022.5349 1021.527¢
109 - 115 896.4835 895.4762
109 - 115 512.4791 511.4718
123 - 131 1087.6089 1086.e601le
123 - 131 1087.6089 1086.e601le
132 - 137 753.4558 752.4485
143 - lel 22€0.1318 2259.1245
1e5 - 172 505.4668 504.45595
165 - 184 2253.1589 2252.151¢
165 - 184 2253.1589 2252.1517

114)

173 - 184 1366.7001 1365.6928
173 - 184 1366.7001 1365.6928
185 - 198 1545.8463 1544.83%0
185 — 149 1701 9454 1700 9381

TTHERM 00569200 (protein)GSTMulS
TTHERM 00569160 (protein)GSTMu20

TTHERM 00569200 (protein)GSTMulS
TTHERM 00569160 (protein)GSTMu20

TTHERM 00569200 (protein)GSTMulS
TTHERM 00569160 (protein)GSTMu20

TTHERM 00569200 (protein)GSTMulS
TTHERM 00569160 (protein)GSTMu20

Mr (calc)
1155.
1155.
1020.
1696.
1696.
.5455
.5455
1440.
L2256
2094 .
1735.
1735.
1580.
1338.
1338.

ge6.
.5193
.5193
895.
.478¢e
1086.
1086.
L4545
2259.
.4654
2252.
2252.

1187
1187

2337

1021
1021

911

752

S04

13e5.
13e5.
1544.

1700

6390
6390
5855
9035
9035

6674

1037
8781
8781
01le4
641¢€
641¢€
4498

4837

6073
6073

1252

1477
1477

6529
6529
8450
Y]

PPm

W o om o oo

-0
-0
-4
-=

Miss Seguence

[l e T B Y e O T R G Y T R e e T P e Y

= o oo

AR AAA AR AAAARAAAARADT D DD DD AR

o oo

ALLEISGVE
YTNPAIWFGE.D (Ions score 53)
YTNPADWEFGE .D

YTNPADWFGEDEK. Y
.DRYALGLEFENLPYLEDGDVE. I
.YBLGLIFPNLPYL DEDVE.T
.ITESETIFDYLIHR.L (Ions score 120)
.ITESETIFDYLIHE.L
.TELLGEDNDEYTVDTLR. N
.DNDEYTVDTLR.N

.DNDEYTVDTLE.N (Iocns score £89)
YTVDTLR.N

.NLFSDIGTR.L

.NLESDIGCTRE.L (Ions score 51)
.4 TOE.E

.L TQOR.E Oxidation (M)
.FLNEQVLPE.TI (Ions score 36)
.FLNEQVLPE. I

.IEKDIHEK.F
.EYLLGYFTAADLYFLSFAR.I
ANLPEAYEK.E

. E F2ETFDPLVTR. L
. FE FRZRTFDPLVTE.L (Icns score
.EFilTFDPLVTR.L (Ions score 82)

.EF
.LEATPQIAAYISEK.R

.IVLGYWAGPGK.A
IVILGYWAGPGE.A (Ions score 84)
.YLLEISGVE.Y

. YLLEISGVKiIzR. Y (No match)

E.¥ (Ions score 122)

TFDPLVTR.L

TFALTEONTARYVTSFER H

MADKIVLGYWAGPGKAQPSRYLLEISGVKYEEVRYTNPADWFGKDKYALGLSFPNLPYLL 60
MAYKIVLGYWAGPGKAQPARYLLEISGVKYQDVRY SKPADWFGKDKYALGLPFEPNLPYLI 60
Bk KRR ERE AR A REK  KE KA AR K REKRE Khh s s RARERIRIAHAREE K F AT A -

DGDVKITESETIFDYLIHRLNKTELLGKDNDKYTVDTLRNLFSDIGTRLYMLTQKEGDDK 120

DGDVKITESETIFDYLIHKLNKTQLLGYDNDKY TVDTLENLIGDIGTRLOMLTQKEGDDK 120
R L L L Ll L T T

TKFLNEQVLPKIKDIEKFLGHKEYLLGYFTARDLYFLSFARGFKANLPERYKEFAATFDP 150
TKFLNEQVLPKIKDIHKFLGHKEYLLGYFTARDLYFLSFARNLEKKFYPETYQEFALTFDG 180

R R R R T E S T S kk-kekkk kEE
LVTRLEAIPQIAAYISEKRHF 201
LVTRLEAIPQIRAYISEKRHF 201

EE R

Sekil 0.2. Spot 2’de bulunan TtGSTml9 proteinindeki tanimlanan peptitlerin TtGSTm20 proteini ile

karsilastrilmasi. Mascot analizi sonucu elde edilen peptit listesinde pembe ile gésterilen

aminoasitler TtGSTm20 de bulunmamaktadir.
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Spot number 6, TtGSTMu34, sequence coverage 735%, Mascot Score 592.

1 MTTLGYWGIR GLAQPIRFLL AYLGVQYTNK AYANPEEWFG KDKNELGFDF
51 PNIPYLIDGD LKLTESSAIP IYLIRKHKRN ELLGSSADGS YSEKEVRVAQ
101 IVGVIRDLFK ELTGLCFNPD FKNIKEKLYT EKLELLIKRL GAYLGDKEF!
151 VGTLTYADFL FYEALSYIRH IYPQAICATL TAYINRFENL PGIKEYIASH
201 AQELKVFLPP QRATWSGPQ

MASCOT SOFTWARE PEPTIDE LIST FOR SPOT 6

Start - End Observed Mr (e
2 - 10 1066.5795 1065.
2 - 10 1066.5795 1065.
11 - 17 754.4¢68¢6 753.
31 - 41 1311.6168 1310.
31 - 41 1311.6168 1310.
42 - g2 2423.2512 2422,
63 - 75 1475.8762 1474.
63 - 75 1475.8762 1474.
79 - 94 1712.8258 1711.
79 - 94 1712.8258 1711.
80 - 94 1556.7249 1555.
98 - 106 954.6270 953.
98 - 106 954 .6270 953.
98 - 110 1457.8427 1456.
111 - 122 1440.7021 1439,
133 - 138 728.4883 727.
139 - 147 952.5568 991.
170 - 186 2005.0519% 2004.
(C) (Ions score 105)
170 - 186 2005.0519 2004.
(C)
187 - 194 917.5097 9l6.
185 - 205 1286.6632 1287.
206 - 212 856.5255 B55.
206 - 212 856.5255 855.

TTHERM 00661650 (protein) GSTMu34
TTHERM 00661620 (protein) GSTMu3z2

TTHERM 00661650 (protein) GSTMu34
TTHERM 00661620 (protein) GSTMu32

TTHERM 00661650 (protein) GSTMu34
TTHERM 00661620 (protein) GSTMu3z2

TTHERM 00661650 (protein) GSTMu34
TTHERM 00661620 (protein)GSTMul2

TTHERM 00661650 (protein) GSTMu34
TTHERM 00661620 (protein) GSTMu32

Xpt)

5722
5722
4613
6095
6095
24385
8689
8689
8185
8185
7176
6197
6197
5354
6948
4810
5495
0446

0446

5024
6559
5182
5182

Mr (calc) ppm Miss Sequence

1065.5607 11 0 M.TTLGYWGIR.G (Ions score 36)
1065.5607 11 0 M.TTLGYWGIR.G

753.4497 15 0 R.GLRQPIR.F

1310.5831 13 0 E.AYRNPEEWFGKE.D

1310.56831 13 0 EK.AYANPEEWFGEK.D (Ions score 63)
2422 2056 1le 1 EKE.DENELGFDFPNIPYLIDGDLK.L

1474.8395 20 0 EK.LTESSRIPIYLIER.K

1474.8395 20 0 K.LTESSRIPIYLIR.K (Ions score 92)
1711.8013 10 1 EKE.RNELLGSSRDGSYSEK.E

1711.68013 10 1 EK.BRNELLGSSADGSYSEK.E (Ions score 55)
1555.7002 11 0 R.NELLGSSADGSYSEK.E

953.6022 18 0 R.VRARQIVGVIR.D

653 .6022 18 0 R.VAQIVGVIR.D (Ions score ©63)
1456.8766 -28 1 R.VRQIVGVIRDLFK.E

1439.6755 13 0 K.ELTGLCFNFDFE.N Carbamidomethyl (C
727.4843 -5 0 EK.LELLIE.R

991.5451 5 1 EK.RLGAYLGDE.E
2004.0251 10 0 R.HIYPQAICATLTAYINR.F Carbamidomethyl
2004.0251 10 0 R.HIYPQATICATLTAYINR.F Carbamidomethyl
916.5018 1 0 R.FENLPGIK.E

1287.6459 8 0 EK.EYIASHRQELK.V

855.45%67 25 0 K.VEFLPPQR.R

855.45¢7 25 0 EK.VFLPPQR.Z (Ions score 40)

MCLYIYIYPPEKRYNFQEQOQINHKQNKTSLRNLIQYKOMTTLGYWGIRGLAQPIRFLLAY &0
MITLGYWNVREGLGQSIRFLLAY 22

* kkkkk .kkEk ok kkkkEkkk

120
B2

LGVOYTNKAYANPEEWFGKDENELGFDFENIPYLIDGDLKLTESSAIPIYLIRKHERNEL

LGVEYNSKVY STAEEWFGEDENNLGLEFPNIPYIIDGEFKLTESSATPIYLLEEYKRADL
DT T T T T

LGSSADGSYSEKEVRVAQIVGVIRDLFKELTGLCFNEDFKNIKEKLYTEKLELLIKRLGR
LGFSNDGSYSEREVRVAQLIGVIKDIYKETIPVCEFSPDFDEKIKDQAFAK-GEVLLEELVS

L R R e sEk kkk -kke . kekedk-k

180
141

YLGDREFIVGTLTYADFLFYEALSYIRHIYPQAICATLTAYINRFENLPGIKEYIASHAD
FLGDKEFLLSTLTYADFLLYEVLCYYKYIYPQATITPTLTAYMNRFENLPGIKQYIANPST
R N N T R T I T S R = S

240
201

ELKVFLPPQRATWSGFQ 257
NLEAFLPTFESTWSGFQ 218
sk kkk <k ko

Sekil 0.3. Spot 6’da bulunan TtGSTm34 proteinindeki tamimlanan peptitlerin TtGSTm32 proteini ile

karsilastrilmasi. Mascot analizi sonucu elde edilen peptit listesinde sari ile gosterilen

aminoasitler TtGSTm20 de bulunmamaktadir.
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EK 8. GSH affinitesi ile saflastirilan toplam GST proteinlerinin aktivite grafigi

Deney 1

D1-E1 D2-E1 D3-E1 . D1-E2 D2-E2 D3-El

L
o wu o

Specific Activity U/mg
]
[es N Vo N e NV |

w

o

Deney 2

0

DI1-E1 D2-E1 D3-E3 - D1-E2 D2-E2 D3-E2

w
=

o=}
w

ra
=

Specific Activity U/mg
= =
(=] (%3]

Deney 3

D1-E1 D2-E1 D3-E1 - D1-E2 D2-E2 D3-E2

= e
[RE I

Specific Activity U/mg
[
[=]

L= A - <]

Sekil 0.1. 3 tekrarli olarak gergeklestirilen CDNB 'nin D1(0.018 mM), D2 (0.036 mM) ve D3 0.072 mM
dozlarina maruz kalan T. thermophila hiicrelerine ait toplam GST proteinlerinin aktivite grafigi.

E1, GSH affinite saflastiriimasindaki birinci ekiisyonlar, E2 ise ikinci eliisyonlardr.
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EK 9. TtGSTm34 kodlayic1 gen dizili pIGF-I vektorlerini tasiyan E. coli ve T.

thermophila hiicre stoklar: (-86 Dondurucu ve Sivi Azotta)
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