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Gilinlimiizde neomisin direnglilik geni bulunduran replikatif plasmidler ile 7.
thermophila’ ya yapilan konjugant elektroporasyon (CET) verimliliginin ~% 1-
11 araliginda oldugu bilinmektedir; ne yazik ki bu verimlilik oran1t cDNA ve
genomik DNA Kkiitiiphanelerini taramak igin yeterli sayida vejetatif (somatik)
veya germ-hatti (kalitsal) iiretmeye yeterli gelmemektedir. Bu ¢alismanin amaci;
CET’ in verimliliginin kodon optimize neomisin diren¢ geni (neo4) ile C3
ribozomal DNA (rDNA) replikasyon orijini iceren replikatif bir plazmid ile
tanimlanmasidir. Bu calisma ile 3.8 kb C3 rDNA replikasyon orijini pH4T2
vektoriinden iiretilmis ve pNeo4 vektoriiniin HindIII-Sall kismina ligasyon ile
eklenerek pNeo4-ori vektorii tiretilmistir. Konjugant 7. thermophila hiicrelerine
15 pg pNeo4-ori’ nin elektroporasyonu gergeklestirilmistir. Transformant
hiicreler ~12-24 saatlik bir beklemeden sonra SPP besiyerinde final
konsantrasyonu 1 pg/ml olacak sekilde hiicrelerin yaris1 CdCI, indiiklenirken,
diger yaris1 CdCl,’ siz besiyerinde 7 giin boyunca paromomisin baskis1 100, 300
ve 600 pg/ml olacak sekilde secilim saglanmistir. Sonug olarak bu calisma, neo4
kaseti ile C3 orijininin birlikte bulunduran pNeo4-ori vektoriiniin elektroporasyon
ile Tetrahymena’ ya transformasyonunda kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: 7. thermophila, neo4, C3 orijin, elektroporasyon, konjugant
elektroporasyon.
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ABSTRACT
Master of Sciences Thesis

CODON OPTIMIZED NEOMYCIN RESISTANCE (NEO4) GENE IN A
REPLICATIVE PLASMID INCREASES THE TRANSFORMATION
EFFICIENCY OF CONJUGATIVE Tetrahymena thermophila by
ELECTROPORATION

Ayca Fulya Ustiintamir

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Advance Technologies Program
Biotechnology

Supervisor: Asist. Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU
2013, 54 pages

Today, efficiency of conjugant electrotransformation (CET) of Tetrahymena
thermophila with a replicative plasmid containing a paromomycin-resistant gene
is still known as ~1-11% range, which is not high enough for the efficient
production of germline or vegetative transgenic strains to screen cDNA or
genomic DNA library. The goal of this study is to determine the efficiency of
CET by using a replicative plasmid containing a paromomycin-resistant codon
optimized gene (neo4) and a C3 ribosomal DNA (rDNA) replication origin. In
this study, the 3.8 kb C3 rDNA replicative origin from pH4T2 were amplified
and ligated to HindIII-Sall site of pNeo4 vector to create pNeo4-ori. Conjugating
cells of the ciliate 7. thermophila were electroporated with 15 pg of pNeo4-ori.
Transformed cells were selected with paromomycin following ~12-24 hr of
growth on SPP medium. We observed resistant cells in first 2-3 days until 7" day
under increasing paromomycin (100, 300 and 600 pg/ml) with CdCI, (final
concentration 1 pg/ml) or without CdCIl,. These results indicate that the
electroporation of 7. thermophila with the pNeo4-ori constructed plasmid
containing C3 replicative origin and neo4 gene cassette is duable.

Keywords: Tetrahymena thermophila, neo4, C3 origin, pNeo4-ori,
electroporation, conjugant electrotransformation.
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1.GiRiS

Biyoteknolojik arastirmalarda kullanilan gen klonlama ve ifadesi, mutant
fenotiplerin tanimlanmasi, gen susturma, gen {irlinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonu
gibi yontemlerde DNA plazmidleri kullanilir. Klonlama ve protein ifade
plazmidlerinde DNA replikasyonun baslatilacagi konakc¢iya uygun bir
replikasyon orijini ve antibiyotik seleksiyonu saglayan antibiyotik direng gen
ifade kaseti bulunmaktadir. Hiicre antibiyotik baskisina alinarak, plazmiddeki
antibiyotik diren¢ gen ifade kasetini kullanmaya zorlanir ve plazmidin
muhafazasi saglanir, boylelikle transform hiicreler se¢ilir hale gelir. Bu sec¢ilme
isleminde verimlilik ayn1 zamanda gorev yapan replikasyon orijin dizisinin diisiik
veya yuksek kopya replikasyon kapasitesi ile iligkilidir; yani orijinin allelik dizi
kapasitesi muhafazanin etkinligini belirler (Sakai ve Komano, 1992). DNA
replikasyon orijini ile antibiyotik diren¢ gen kaset ikilisinin konakg¢iya biyolojik
uyumsuzlugu (diren¢ geninin kodon uyumsuzlugu gibi) replikasyon makinesinin
yavaslamasina ve hatta durmasina neden olabilir (Novick, 1987). Giiniimiizde bu
anlatilan temel prensipleri kullanan, farkli arastirma ihtiyaglar1 karsilayacak ¢ok
1yl tasarlanmis plazmidler, Escherichia coli, Homo sapiens, Pichia pastoris ve
Saccharomyces cerevisiae gibi birgok model organizma i¢in kullanimdadir. Bu
yaygin kullanilan konak¢i organizmalarin yetersiz kaldigi durumlar i¢in tek
hiicreli okaryot Tetrahymena thermophila (T. thermophila); kolay ve hizli
iretilmesi, patojen olmamasi, genis bir sicaklik araliginda yasayabilmesi (18-41
°C), makrogekirdek genom projesinin tamamlanmis olmasi, translasyon sonrasi
glikolizasyon gibi modifikasyonlar1 yapilabilmesi gibi 6zelliklerinden dolay1
alternatif Okaryotik protein iiretim konak¢i adayr olarak arastirmalara konu
olmaktadir ( Asai ve Forney ,1999). T. thermophila’ nin bu yonde kullaniminin
gelistirilmesi amaciyla, plazmidlerinde bulunan DNA replikasyon ve antibiyotik
seleksiyon gen kombinasyonlarmmin  birlikte ¢alisma  verimliliklerinin
tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Glintimiize kadar 7. thermophila’ nin vejetatif veya konjugatif hiicre
transformasyon plazmidlerinde, makrogekirdekte yer alan 10.000 kopya rDNA

minikromozom orijini kullanilmistir. Bu orijin disinda makrogekirdegin telomerli
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sentromersiz somatik minikromozomlarinda ~45 kopya saglayan fakat T.
thermophila plazmidlerinde heniiz kullanilmayan bir orijin daha bulunmaktadir (
Asai ve Forney, 1999). T. thermophila’ nin mikrogekirdegi kopya sayis1 bir olan,
telomerli ve sentromerli 2n=10 adet kromozoma sahiptir ve sadece konjugasyonla
ilgili olaylar ile gametik ¢ekirdek iiretiminde gorev alir. rDNA minikromozom
orijin bolgesi; cekinik B ve baskin C3 olarak bilinen iki farkli rDNA
minikromozom alleline sahiptir. B allelinde C3 alleline gore 42 bazlik bir
eksiklik bulunmaktadir (Levlie ve ark., 1988). Dolayisiyla Tetrahymena
konjugatif transformasyon deneylerinde, Tetrahymena eslerinin her ikisinin B
irkindan olmasina, aktarilacak plazmidin ise C3 orijinine sahip olmasina dikkat
edilir. Boylelikle atilan geni tasiyan plazmid, replikasyon avantajini kullanarak
endoreplikasyonda diger orijine baskin hale gelerek hiicre i¢i varligini
saglamlastirir (Asai ve Forney, 1999).

Tetrahymena plazmidlerinde neomisin gen ifade kasetleri bir¢ok farkli
promotor/terminatér dizi kombinasyonlar1 (neol, neo2, neo3... vs) halinde
bulunur. Kasetlerde yer alan neomisin diren¢ geni aminoglikozid 3'
fosfotransferaz  enzimini kodlar ve paromomisini de i¢ine alan neomisin
antibiyotik ailesinin tiyelerini fosforile ederek etkisiz hale getirir (Beck ve ark.,
1982). Ik neo kaset kombinasyonu Tetrahymena’ ya kodon uyumu yapilmamis
bakteriyel transpozon neomisin direng geninin 5' kismina Tetrahymena histon4
(H4) promotor dizisi ile 3' kismina da H4 geninin transkripsiyon terminasyon
dizisi eklenmesiyle (H4/neo1/H4) olusturulmustur (Kahn ve ark., 1993). Kimerik
neomisin gen iceren plazmidlerle Tetrahymena’ da yapilan transformasyon
deneylerinde antibiyotik baskisi altinda, orijin kaynakli antibiyotik direncine
sahip kontrol hiicrelerine gore neomisin gen direncine sahip hiicreler, 30 kat daha
fazla direnclilik goOstermistir. Bdylelikle neomisin geni Tetrahymena
transformasyon c¢aligmalarinda neomisin (paromomisin) diren¢ geni olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir (Kahn ve ark., 1993). Fakat bazi
deneylerde H4/neol/H4 kasetinde yer alan H4 gen dizi bdlgelerinin homolog
rekombinasyonla ana genom H4 lokusuna yerlesmesi, bu kasetin zayif yonii
olmustur. Dolayisiyla neomisin gen kasetinin 3' bolgesinde yer alan H4

transkripsiyon sonlandirma dizisi, beta tiibilin 2 (BTU2) geninin terminasyon
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dizisi ile yer degistirerek pH4T2 plazmidinde ki gibi hem orijin hem de H4-
/me02/BTU?2 kaseti igeren bir plazmid daha gelistirilmistir (Gaertig ve ark., 1994).
Olusturulan bu orijinli plazmidler gdstermistir ki; antibiyotik baskisi altinda
disiik verimlilikte (pAU-3 ~% 7.6+4) de olsa hiicrelerin se¢ilimi saglanmistir
(Gaertig ve ark., 1994). iki adet 1,9 kb’ lik rDNA orijini ile kodon uyumu
yapilmamis neomisin gen ifade kaseti (H4/neo/BTU gibi) bulunduran pAUH4-
12, pH4T2 ve p42L29B plazmidler, paromomisine diren¢li ~% 6,2-11,543
verimlilik araliginda hiicre seleksiyonu saglamistir. Neomisin kasetinde
kullanilan H4 promotoru hiicre dongiisiinde H4 ihtiyacina gore regiile edilen
artan azalan transkripsiyona sahiptir. Shang ve ark. (2002) tarafindan
H4/neo2/BTU2 kasetinde yer alan H4 promotoru yerine CdCIl, (2 pg/ml) ile
indiiklenebilen, yiiksek transkripsiyon saglayan MTT1 promotoru yerlestirilmis
ve MTT1/neo3/BTU kasetini olusturulmustur. Bu plazmid ile yapilan “vejetatif
hiicreler ile smirli” biyolistik silah transformasyon deneyleri, transformasyon
verimliligini (2 pg/ml CdCI, ile 25.000-30.000 hiicre/ug DNA) biraz daha
arttrmistir. Neomisin geninin H4 promotorlu kaseti ile MTT1 promotorlu kaseti
karsilastirildiginda, H4 promotorunun daha zayif oldugu ve MTT1 promotorunun
ise daha fazla paromomisine direngli hiicre sagladig1 goriilmiistiir (Shang ve ark.,
2002). MTT1 promotoru ile transformasyon verimliliginde biraz artis
saglanmasma ragmen E. coli gibi organizmalara (% 95) gore distk
transformasyon gozlenmistir. Bu antibiyotik segiciliginin, genomik DNA ya da
cDNA kiitiiphaneleri olusturmada yetersiz kaldigi bilinmektedir (Mochizuki,
2008). MTT1/neo3/BTU kasetinin transformasyon verimliliginin MTTI
promotor giicii eklenmesine ragmen diisiik kalmasinin ana nedeni, neomisin
geninin bakteriyel kodon sozIigii kullaniyor olmasidir. Neomisin diren¢ enzimini
kodlayan gen dizisi lizerinde 120 baz degisikligi yapilarak, Tetrahymena’ ya
kodon uyumu saglanmis ve MTT1/neo4/BTU kaseti olusturulmustur (Mochizuki,
2008). Orijinsiz lineer neo4 kaseti kullanilarak “vejetatif hiicrelerde” yapilan
biyolistik silah transformasyon deneylerinde orijinsiz neo3 gen susturma kasetine
gore 13 kat daha fazla basarili transformant iiretilmistir (Mochizuki, 2008).
Vejetatif hiicrelerde pozitif transformant se¢iliminin kodon optimizasyonu

yapilmis neomisini tasiyan plazmidlere gore 3. giin gibi daha erken bir siirede
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seleksiyonun yapilabildigi bildirilmistir. Bu caligmalara karsilik genellikle
Tetrahymena tranformasyonunun “konjugatif hiicrelerde” orijinli bir plazmid
kullanilarak yapiliyor olmasi ve bu kodon uyumlu neomisin geninin
transformasyon verimliliginin “konjugatif hiicrelerde” orijin ile birlikte nasil bir
verimlilikle ¢alisacaginin heniiz tanimlanmamasi ise literatiirde ki bilinmeyen
olarak tanimlanabilir.

Bu calismanin  amacmi, Tetrahymena kodon uyumlu neo4
(MTT1/ne0o4/BTU) antibiyotik seleksiyon kasetinin replikatif orijin ile birlikte,
konjugatif transformasyon hiicrelerinin seleksiyonunda nasil bir verimlilik ile

calisabileceginin arastirilmasi olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kullanilan Besiyerleri ve Hiicreler

T. thermophila CU428 ve B2086 wklar1 Cornell Universitesi, Tetrahymena
Stok Merkezi’ nden saglanmistir. Hiicreler PPY veya SPP besiyerlerinde gece
boyunca logaritmik faza ulasincaya kadar 30 °C’ de biiyiitiilmiistiir (Gaertig ve
Gorovsky, 1992).

Klonlama deneylerinde NEB 10-beta kompetent E. coli (NEB, C3019I)
hiicreleri kullanilmig ve LB broth veya LB agar besiyerlerinde 37 °C’ de gece
boyunca biiyiitiilmiistiir.

2.2 Plazmid Yapilandirilmasi

pH4T2  plazmidinden @ C3  replikatif  orijin  bolgesi 5’
TGATAAGCTTTAGGTTTTAGGAATCGCGGC 3" ileri primeri ve 5’
TATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCC 3’ geri primeri ile polimeraz
zincir reaksiyonu ile 3.8 kb olarak tiretilmistir. HindIII (Thermo, #ER0645) ve
Sall (Thermo, #ERO0501) restriksiyon enzimleri ile {iretilen orijin DNA
parcasinin u¢ kisimlar1 yapiskan uglu hale getirilmistir. Kodon optimizasyonu
yapilmis neomisin diren¢ genini iceren pNeo4 plazmidi (NCBI Erisim no:
EU606202) HindIlI-Sall enzimleri ile yapigkan uglu hale getirilmistir. Plazmid ve
hedef DNA % 0.7 lik agaroz jelde goriintiillenmis, 365 nm dalga boyundaki
UV kabini altinda jelden kesilmis ve jelden saflastirma kiti (Thermo, GenelJet Gel
Extraction Kit, #K0691) ile saflastirilmistir. T4 DNA ligaz (NEB, M0202S) ile
yapiskan uclu C3 orijin ve pNeo4 birlestirilmis ve NEB 10-beta kompetent E.
coli hiicrelerine 1s1 soku ile transforme edilmistir. E. coli NEB 10-beta
hiicrelerinden plazmid izolasyonu ile elde edilen pNeo4-ori plazmidinin HindIII-
Sall ciftli kesimi ve Xbal tekli kesimi parmakizi analizi ile klonlama teyit

edilmistir (bkz. Ek 7).
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2.3 T. thermophila Hiicrelerine pNeo4-ori Plazmidinin Elektroporasyon

Yontemi ile Transformasyonu

pNeo4-ori ve pNeo4-ori-sfGFP plazmidi ve kontrol olarak kullanilan
pNeo3 (Gaertig ve ark., 1994; Shang ve ark., 2002), pNeo4 (Mochizuki, 2008),
pHA4T2 (Gaertig ve ark., 1994) plazmidleri 100 ml LB’ de gece boyu 37 °C’ de
biiyiitiilmiis E. coli NEB 10-beta hiicrelerinden fenol-kloroform klasik
yontemiyle saflastiriimis, 100 pl eliisyon tamponunda (EB; Tris pH 8.0, Thermo
#K0691) ¢ozilmiistiir.

Transformasyonda kullanilacak CU428-VII ve B2086-II Tetrahymena
wrklar, 50 ml PPY besiyerinde eksponansiyal biiyiime fazma kadar 30 °C’ de
biiyiitiilmiis ve ardindan 10 mM Tris. HCI (pH 7.5) aglik tamponuyla yikanmis
hiicreler, calkalamali etiivde 18-24 saat ayni tamponla aclia alinmistir. Sabah
hiicreler thoma laminda sayilmus, hiicre sayis1 3x10°/ml’ e getirilmis ve her bir
hiicreden 50’ ser ml almarak, 2 1t’ lik erlende konjugasyona almmustir.
Konjugasyonun 7. saatinde hiicrelerin ¢ekirdekleri Hoechst ile boyanmis ve
konjugasyonun asamast fluoresan mikroskop altinda teyit edilmistir.
Konjugasyonun 9. saatinde hiicrelerin 100 ml’ si 6.500 g’ de 7 dk santrifiij
edilmis ve 50 ml’ lik 10 mM HEPES (pH 7.5) ile hiicreler yikanmstir.
Santrifiijlemeyle tekrar toplanan hiicre peleti, oda sicakligindaki steril 1 ml’ lik
10 mM HEPES ile ¢oziilmiistiir. Bu asamanin 6ncesinde 15 pg plazmid igeren
hacimler 125 ul’ ye HEPES ile tamamlanmistir. 125 pl’ lik plazmid DNA ve 125
ul’ lik hiicre karistirilmis, hizlica 0.4 cm’ lik kiivete aktarilmis ve BioRad Gene
Pulser aletine yerlestirilerek, 200 Q’ da 25 pF kapasitor ile 0.44 kV ayarlanarak
transform edilmistir (Barchetta ve ark., 2008). Elektropore edilen kiivetteki
hiicrelerin lizerine 1 ml SPP besiyeri (100U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin,
250 pg/ml amfoterisin B iceren) eklenmis, ardindan hiicreler kiivetten yavas bir
sekilde 5 ml SPP besiyerine steril olarak dokiilmistiir. 3 ml” si CdCl,
indiiklemesi yapilmayacak 6’ lik elisa petrisinin bir kuyusuna aktarilmis ve diger
3ml’ si ise CdCl, indiiklemesi yapilacak diger elisa petrisinin bir kuyusuna
aktarilmistir. Gece boyu 30 °C’ de calkalamasiz olarak 15 saat konjugasyondan

¢ikis ve boliinme sathasina alinmistir (bkz Ek 7).
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2.4 T. thermophila pNeo4-ori Plazmidinin Elektroporasyon Verimliliginin
Seleksiyon ile Analizi

Elektroporasyon isleminin ardindan 15 saat bekletilen konjugatif hiicre
kiiltlirii 1 pg/ml olacak sekilde CdCI; ile 1 saat boyunca indiiklenmis sonunda
100 pg/ml paromomisin baskisina alinmistir. Kiiltlir 96’ lik mikrotiterin her bir
kuyucuguna 100 pl olacak sekilde paylastirilmig ve 30 °C’ de 6 giinliik takibe
almmagtir. Takibin 3. giiniinde antibiyotik miktar1 300 ug/ml’ ye, 5. giliniinde ise
600 pg/ml’ ye cikarilarak pozitif transformant sayisi belirlenmistir. Ardindan
toplam transformant hiicre sayis1 Poisson Dagilim formiiliinde [S = 30 x A x (-
log OB A yerine poisson diliisyon faktorii (A=elektroporasyondan sonra
hiicreler Poisson diliisyon faktorii olarak 8 kat diliie edilmistir), B yerine 96
kuyuda paromomisin antibiyotigine direng gdsteren transformantlar1 iceren kuyu
sayis1 yazilarak, elektroporasyonin genelinde elde edilen pozitif transformant
sayist  bulunmustur (Mochizuki, 2008). Formiilde yer alan 30 degeri
elektroporasyon sonrasi ilk diliisyon olan 3 ml’ nin kuyulara dagitilan hacim olan
100 ul’ ye bolinmesi sonucunda bulunmustur. Formiilde yer alan (-log e®¢®%%)

kismi1 her kuyudaki tahmini pozitif transformant sayisin1 vermektedir (bkz. Ek 7).
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3. BULGULAR

3.1 C3 Replikasyon Orijini iceren pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP Replikatif

Plazmidlerinin Transformasyon Verimliligi Uzerindeki Etkisi

Tetrahymena thermophila’ ya gore kodon optimizasyonu yapilmis Neo4
kaseti iceren pNeo4 plazmidine, pH4T2 plazmidinden polimeraz zincir
reaksiyonuyla elde edilen 4.1 kb biiyiikliigiindeki C3 replikatif orijininin (Sekil
3.1-1) eklenmesi sonucunda, pNeo4-ori replikatif plazmidi olusturulmustur
(Sekil 3.1-4 ve Sekil 3.3-A). Oryjin klonlama islemi HindIII-Sall restriksiyon
enzimleri yapilmis ve klonlamanin dogrulugu Xbal enzim kesimiyle teyit
edilmistir (Sekil 3.1-5). Webcutter programi kullanilarak Xbal enziminin pNeo4-
ori vektoriinii kesmesiyle olusmasi beklenen bantlar, 6123bg, 2066 bg, 1458bg,
928 bg, 807 bg, 432 be’ dir (Sekil 3.1-5). Fakat sadece 2066 bg, 1458bg, 928 be,
807 bg, 432 bg bantlar1 klonlamayi teyit etmistir (Sekil 3.1). 6123bg ve 2066 bg
bantlarin olugmamasmin nedeni olasilikla ilave bir veya birkac Xbal kesim
bdlgesinin klonlanan orijin iginde bulunmasi ile izah edilebilir.

Olusturulan  pNeo4-ori” nin  protein ifade plazmidi  olarak
kullanilabilirligini  arastrmak  amaciyla  pNeo4-or1  plazmidine  gen
lokalizasyonunda belirte¢ bir taki olarak kullanilan ve Tetrahymena’ ya gore
kodon optimizasyonu yapilmis TtSTGFP geni eklenmistir. Genin basma Cd,ClI ile
indiiklenebilen bir promotor olan MTT1 promotoru, sonuna da BTU2
sonlandirma dizisi yerlestirilerek bir kaset olusturulmustur. pNeo-ori vektoriiniin
Notl-Sacl enzim kesim bdlgesine 2 kb biiylikliigiinde MTT1-TtSfGFP-BTU2
kaseti klonlanarak, pNeo4-ori-GFP plazmidi yapilandirilmistir (Sekil 3.3-B).
Xbal enzimiyle kesimi sonucu jelde 6123bg, 2066 bg, 1458bg, 928 be, 807 bg,
432 be bantlar1 beklenmektedir. Fakat sadece 2066 bg, 1458bg, 928 bg, 807 bg,
432 bg bantlar1 klonlamay1 teyit etmistir (Sekil 3.2-4). 6123b¢ ve 2066 be
bantlarin olugmamasmin nedeni olasilikla ilave bir veya birkac Xbal kesim

bolgesinin klonlanan orijin i¢inde bulunmasi1 ile izah edilebilir. Kasetin



biiytikligi 2 kb oldugu i¢cin pNeo4-ori Xbal kesim reaksiyonundan olusan kaset
iceren DNA pargas1 2066 b¢’ lik bandin icene girdigi diisiiniilmektedir.

Sekil 3.1. pNeo4-ori olugturma adimlarinin agaroz jel analizi. TBE ile hazirlanmis % 0,7 lik
agaroz jelde 70 V’ da 1 saat 1: PZR ile tiretilen C3 replikatif orijininin (4.1 kb,100 ng)
2: pNeo4 (5 kb, 500 ng) 3: Lineerize pNeo4-ori (9 kb, 300 ng) 4: pNeo4-ori, HindIII-
Sall enzimleri ile kesilm, iist bant 5kb pNeo4 plazmidi (300 ng), alt bant 4.1 kb C3
replikatif orijini (300 ng) 5: pNeo4-ori (600 ng) Xbal enzimiyle kesim M: 3 pul
belirtec DNA, Thermo (#SM1331) Fermentas GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 75 to
20,000 bp.

IVERSITESI

Sekil 3.2. pNeo4-ori-GFP olusturma adimlarinin agaroz jel analizi. TBE ile hazirlanmis % 0,7’
lik agaroz jelde 70 V’ da 1 saat 1: MTTI1-TtSfGFP-BTU2 kaseti (2 kb, 300 ng), 2:
pNeo4-ori-GFP (11 kb, 500 ng), 3: Lineer pNeo4-ori-GFP (9kb, 500 ng), 4: pNeo4-ori-
GFP (500 ng, 9kb). M: 3 ul belirte¢ DNA, Thermo (#SM1331) Fermentas GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder 75 to 20,000 bp.
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Sekil 3.3. pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP plazmid yapilari. Plazmidlerin ana iskeletleri pBlueScript
SK(+)’ dir. A) pNeo4-ori plazmidi yapisi, B) pNeo4-ori-GFP plazmid yapisi
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pNeo-ori” ye klonlanan C3 orijin dizisinin restriksiyon parmakizi
analizine ek olarak DNA dizi analizi reaksiyonuyla kontrolii yapilmis ve elde
edilen 140 bg’ lik DNA dizisi asagida verilmistir. Elde edilen dizi BLAST
analizine alindiginda deneysel olarak beklenildigi gibi 7. thermophila
makrocgekirdek rRNA gen bolgesi veya B rDNA transkribe-olmayan dolgu DNA’
sinin (NTS) 5' bolgesi oldugu bulunmustur (Sekil 3.4). Boylelikle orijin
bolgesinin pNeo4’ e basarili olarak klonlandig1 teyit edilmistir.

CAAAATAGGCTACTAAAAAATGAGAAAATATTACATATTTTAGCTATTTGACTACTTT
AATGCTAGTAAATTAAAATGAATTTAATTCATTTTCACTTTAAAACACTTATTTTAAT
AAAATATATGATTTTAAAATGATA

Tetrahymena thermophila macronuclear extrachromosomal rRNA genes
M11155.1ITETRGGA Length 1935 Number of Matches: 1

Sequence ID:

Range 1: 1497 to 1635 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 3e-62 138/140(99%) 1/140(0%) Plus/Plus
Query 1 CAARATAGGCTACTARAARATGAGARRATATTACATATTITTAGCTATITGACTACTITAR &0

PEererere o rrrr e e e e e e e e e e e e e er el
Sbjet 1497 CAAAATAGG-TTCTAAARAATGAGAAAATATTACATATTTTAGCTATTTIGACTACTTITAR 1S5S8S

Query 61 TGCTAGTAAATTAAAATGARTTTAATTCATTTTCACTITARAACACTTATITTAATARAA 120
LELERELEE e bbb bbb e bbb bbb bbbl
Sbjet 1556 TGCTAGTAAATTARAATGAATTTAATTCATTTTCACTTTAAAACACTTATITTAATARAR 1615

Query 121  TATATGATTTTAARATGATA 140
FEEEEEELEEEr el
Sbjet 1616 TATATGATTTTAARATGATA 1635

T.thermophila strain B rDNA nontranscribed spacer (NTS), 5" end
Sequence ID: QD|M17615.1[TETRDNAA Length: 1847 Number of Matches: 1

Range 1: 225 to 363 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 3e-62 138/140(99%) 1/140(0%) Plus/Plus
Query 1 CARAATAGGCTACTAARARATGAGARAATATTACATATITTAGCTATITGACTACTITAR &0

N N NNy
Sbjet 225 CAAAATAGG-TTCTAAARAATGAGAARATATTACATATITTAGCTATITGACTACTITAA 283

Query 61  TGCTAGTARATTAAAATGAATTTAATTCATTTITCACTTTAAAACACTTATTTTAATAARA 120
PECEEEEREEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Query 121 TATATGATTTTAARATGATA 140
LELELERRELEr il
Sbjet 344 TATATGATTTTAARATGATA 363

Sekil 3.4. pNeo4-ori plazmidinin dizi analizi sonucu elde edilen DNA dizisi ve bu dizinin
BLAST analiz bulgulari.

Oryjin  tasiyan  pNeo4-ori  ve  pNeo4-ori-GFP  plazmidlerinin

transformasyon verimliliklerinin belirlenmesi amaciyla kontrol plazmidi olarak

orijjin tagimayan pNeo3 ve pNeo4 kullanilarak, 7. thermophila’ ya
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elektroporasyon deneyleri, 3 bagimsiz tekrar olarak gerceklestirilmistir. Neomisin
baskisi altinda 6 giinliik seleksiyon; 1. giinde antibiyotik miktar1 100 pg/ml’ ye,
3. glinde antibiyotik miktar1 300 ug/ml’ ye, 5 giinde ise 600 pg/ml’ ye ¢ikarilarak
yapilmistir. 96 lik mikrotiter tabaklarinin kuyular1 Sekil 3.5’ de verilen
goriintiilere gore sayillmig ve kuyulardaki hiicre yogunlugu +, ++, +++ olacak
sekilde siniflandirilmistir. Kuyulardaki ylizeyde yiizen hiicreler 50 ve altindaysa
+, 50 ila 100 arasinda ise ++ , 100 den fazla ise +++ olarak ifade edilmistir

(Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Miktotiter tabaklarmn farkli yogunuklardaki hiicre igeriklerinin mikroskop goriintiisii. A)
Canli hiicre barindirmayan (negatif) 96’ lik mikrotiter tabagin bir kuyusu (5X
biiyiitme) B) + olarak adlandirilan mikrotiter kuyusu (5X biiyiitme) C) ++ olarak
adlandirilan 50 ila 100 canli hiicre iceren 96’ lik mikrotiter tabagm bir kuyusu (5X
biiyiitme) D) +++ olarak adlandirilan 100 hiicreden daha fazla canli hiicre iceren 96’ lik
mikrotiter tabagn bir kuyusu ( 5X biiyiitme)

Deney setleri, genel degerlendirildiginde, ilk giin tiim tabaklarin her
kuyusu ¢ok fazla canli hiicre icermektedir (Sekil 3.5-D). Ikinci giin kuyularda
hiicre canlilig1 devam etmistir. Ugiincii giinde, 6nce saymm yapilmis ve CdCI, ile

indiiklenmemis tim hiicrelerin 6ldigli gozlenlenmistir. CdCI, ile indiiklenen

12
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grupta ise pNeo4 ve pNeo3 plazmidlerinin yer aldigi tabaklarda canli hiicre
bulunmadigi i¢cin sadece pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP iceren hiicrelerin
tabaklarinda seleksiyona devam edilebilmistir. Bu mikrotiter seleksiyon gozlem
deneyleri devam ederken ayrica 6’ lik mikrotiter tabaklarda antibiyotik
seleksiyonu yapilan hiicrelerden hergiin 1 ml hiicre 6rnegi alinarak hiicre

peletlemesi yapilmis ve alian hacim kadar besiyeri eklemesi yapilmistir.

Cizelge 3.1. Mikrotiter tabaklarinda Tetrahymena thermophila elektroporasyonu sonucu
paromomisine direngli ++ ve +++ pozitif kuyu sayilari.

1.set 1.giin | 2.giin | 3.giin | 4.giin | 5.giin | 6.giin | 7.giin
pNeo4-ori 0 28 21 60 78 83 73
pNeo4-ori-GFP 0 50 42 77 63 88 83

2.set 1.giin | 2.giin | 3.giin | 4.giin | 5.giin | 6.giin | 7.giin
pNeo4-ori 0 80 71 80 93 92 88
pNeo4-ori-GFP 0 29 28 44 57 83 65

3.set 1.giin | 2.giin | 3.giin | 4.giin | 5.giin | 6.giin | 7.giin
pNeo4-ori 0 33 61 81 91 95 95
pNeo4-ori-GFP 0 4 9 20 20 46 45

Uc Deney 1.giin | 2.giin | 3.giin | 4.giin | 5.giin | 6.giin | 7.giin
Ortalamasi
pNeo4-ori 0 47 51 74 87 90 85
pNeo4-ori-GFP 0 27 26 47 47 72 64

CdClI; ile indiiklenmemis pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP hiicre grubunda,
canl hiicreye rastlanilmazken 6’ ik mikrotiter tabaklarindaki diliisyonsuz direk
biiylitme kiiltiirlerinde antibiyotige direngli hiicre gozlemlenmistir. CdCI; ile
indiiklenmis pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP hiicre deney grubunda ise antibiyotik

seleksiyonu sonucunda Cizelge 3.1° deki gozlem verilerine ulasilmistir. Bu
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cizelgeler olusturulurken ++ ve +++ olan hiicre kuyucuklarinin toplam sayisi
dikkate alimmistir. Orijinsiz pNeo3 ve pNeo4 kontrol grubu hiicrelerine ait
mikrotiter tabaginda canli hiicre bulunmamasindan dolay1r cizelgede yer
verilmemistir.

Cizelge 3.1-A’ da verilen degerler kullanilarak SPSS programinda
ortalama % transformant/giin grafikleri ¢izilmistir. Grafikler ayn1 veri setiyle
¢izilmis olmasina ragmen, Sekil 3.6-B’ de 3. setin pNeo4-ori-GFP seti, degerlerin
kismen kabul edilebilir olmasindan dolay1 ¢izimlere dahil edilmemistir.
Boylelikle Sekil 3.6-B° de ortalama hata barlar1 kiiciiltiilmiis, pNeo4-ori ve
pNeo4-ori-GFP plazmidlerinin % pozitif transformant sayilarinin barlar1 birbirine
yakinlastirilmistir. Grafiklere bakildiginda pNeo4-ori plazmidinde % 47 ile % 90
iken, pNeo4-ori-GFP plazmidinde ise % 27 ile % 72 arasinda % pozitif
transformant gozlenmistir. pNeo4-ori plazmidine antibiyotik secicilik geni ile
ayni promotora sahip farkli bir gen eklendiginde pNeo4-ori-GFP vektoriiniin %
pozitif transformant sayisinda diisiisler goriilmiistiir (Sekil 3.6). pNeo4-ori i¢in
pozitif transformant sayis1 1. giinden 6. giine dogru artig gostermis, 7. giinde
diisiise gegmistir.

Giline bagli transformant takip deneyi esnasinda hiicreler pelet olarak
saklanmis ve kaynayan suda patlatilan hiicrelerden santrifiij ile elde edilen genom
DNA’ s1 kaynak DNA olarak, neomisin genine uygun primerlerle PZR’ de
kullanilmistir. Elde edilen PZR {iriinlerinin durumu agaroz jel ile analiz edilmistir
(Sekil 3.8). Pozitif kontrol kuyusunda (Sekil 3.8-kuyu 8) goriildiigii iizere neo4
DNA iiriinii 800 bg’ lik {iriin vermektedir. Buna karsilik, 9. kuyuda yeralan
negatif kontrolde ise oldukg¢a zayif ayni biiyiikliikte bir bant gériilmiistiir. Yani
9.kuyu seviyesinde bant iceren kuyular negatif olarak kabul edilmelidir. pNeo4-
ori-GFP ve pNeo4-ori gruplarinda negatife gére daha yogun bant igermektedir,
ozellikle 5., 6. ve 7. giinlerde neo4 geninde artis goriilmektedir. Bu bulgular
elektroporasyonun pozitif transformant verecek sekilde gergeklestigini ve
hiicrelerin  ger¢ek transformant oldugunu desteklemektedir. Ayrica jel
goriintiisiine bakildiginda 6. giine kadar pNeo-ori bantlarinin yogunlugunda artig
olmas1 ve 7. giinde ise bir diisiis yasamasi grafiklerdeki sayisal degerlerle de

uyum igerisindedir.
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Sekil 3.6. Orijinli pNeo4-ori ile pNeo4-ori-GFP ve orijinsiz pNeo4 ile pNeo3 plazmidlerinin
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Sekil 3.7. Orijinli pNeo4-ori ile pNeo4-ori-GFP ve orijinsiz pNeo4 ile pNeo3 plazmidlerinin
elektroporasyon sonrasi tahmini pozitif transformant sayisi.
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Sekil 3.8. pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP plazmidlerini igeren 7. thermophila hiicrelerinin koloni
PZR deneyi. 1-7: Deney Grubu; Elektroporasyonun I.giiniinden 7. giiniine kadar
toplanan 1 ml kiiltirden elde edilen peletlerden neomisin geni primeleri kullanilarak
yapilan koloni PZR (Beklenen iiriin 800 bg). , 8: Pozitif Kontrol; pNeo4-ori-GFP
plazmidi kullanilarak yapilan neomisin geni PZR’ si 9: Negatif Kontrol; B2086
hiicrelerinin koloni PZR’ si. Ust sirada yer alan bantlar pNeo4-ori-GFP, alt sirada yer
alan bantlar ise pNeo4-ori deney seti. TBE ile hazirlanmis % 0,7’ lik agaroz jelde 70
V’da 1 saat M: 3 pl belirtec DNA, Thermo (#SM1331) Fermentas GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder 75 to 20,000 bp.
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4. TARTISMA

Paromomisin (muadili neomisin) antibiyotigi, 6karyot ve prokaryotlarda
protein sentezini durduran ya da yavaslatan bir antibiyotiktir (Bruns ve ark.,
1985). Tetrahymena thermophila’ nin bazi mutant wklarmin rDNA geninde
mutasyon olusturularak antibiyotige diren¢ kazandmrilmistir. Fakat birgok
deneyde kullanilan yabani Tetrahymena wklarinda, paromomisin direncliligi
yoktur. Buradan yola ¢ikilarak Tetrahymena plazmidlerine neomisin geni
eklenerek transform olan hiicrelerde paromomisin antibiyotik direnci saglanir ve
boylelikle plazmid tastyan pozitif hiicreler secilmis olur. Gaertig ve ark. (1994)
tarafindan tanimlanan konjugatif hiicre elektroporasyon c¢aligmalarina gore
neomisin direng geni ve orijin iceren pH4T2 (neo3 geni) vektoriiniin
transformasyon verimliligi % 6.5 +5.2 olarak bildirilmistir. Verimliligi arttirmak
icin orijinsiz bir vektorde H4-neo3-BTU2 kasetinde promotor bolgesi
degistirilerek Cd" ile indiiklenebilen gii¢lii bir promotor olan MTTI
yerlestirildiginde, = pNeo3  plazmidi  olusturulurak  (MTT-neo3-BTU2)
transformasyon etkinligi daha da arttirilmistir (Shang ve ark., 2002). ilave olarak,
bu neomisin diren¢ kasetindeki neo3 geni kodonlar1 Tetrahymena kodon
sozliigiine gore degistirilmis, pNeo4 vektorii olusturulmus ve biyolistik silah ile
vejetatif hiicre transformasyon verimliligi pNeo3 gore 13 kat arttirilmastir.
Yapilan bu ¢aligsmalarda kullanilan promotor dizilerinin farkli olmasi kullanilan
transformasyon yonteminin elektoroporasyon ve biyolistik silah olmak {izere
farklilagsmas ile transforme edilen DNA miktarlarmin farkli olmasindan otiirii
literatiir verileri kendi i¢cinde ve ¢alismamizdaki veriler ile tam olarak
karsilagtirilamamaktadir. Dogru bir karsilastrma yapilmasi istenirse, deney
plazmidine kontrol olarak belirlenen bir diger plazmid ayni1 anda, ayni sartlarda
transforme edilip, seleksiyonu yapilarak deney tekrarlanmalidir.

Deney verilerinin Poisson dagilim formiiliine gore analizi; pNeo4-ori
plazmidinin pg DNA basna 47 pozitif transformant, pNeo4-ori-GFP’ nin ise pg
DNA basma 27 pozitif transformant verebilecegini tahminlemistir. Literatiirde
yer alan Mochizuki (2008)’ nin yaptig1 ¢alisma da ise pNeo3 plazmidinin 68-73
hiicre/ug DNA, pNeo4 plazmidinin ise 840-1000 hiicre/ug DNA olusturdugu,
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Gaertig ve ark. (1994) ise pH4T2 plazmidi kullanarak 1325 hiicre/ug DNA
basma elde ettikleri bildirilmistir. Fakat deneysel yontemlerin birbirinden farkl
olmalar1 sebebiyle bu veriler birbirleriyle karsilastirilmak yerine kendi i¢
kontrolleriyle karsilastirilmistir. Genel olarak deney verilerine bakildiginda,
pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP plazmidleri ile yapilan transformasyon
deneylerinden literatiire gore daha diisiik sayida pozitif transformant elde
edilmistir. Bunun nedeni olarak Poisson dagiliminda kullanilan ve makalelerde
onerilen transformasyon sonrasi ilk dillisyon ile Poisson formiilii kullanimini
saglayan diliisyon katinin yontem ic¢inde yapilmamis veya ¢ok az yapilmis
olmasidir. Kuyu basma c¢ok fazla transformant diismesinden dolay1 ¢ok diisiik
tahminleme yapilmis oldugu diisiiniilmektedir. Bundan dolay1 tekrar deneylerinde
transformasyon sonrasi hiicrelerin 20 ml’ ye alinmasi, 15 saatlik konjugasyon
tamamlama ile iyilesme adimlarindan sonra 80X ile 320X arasinda bir Poisson
formiilii kullanimi i¢in diliisyon uygulanmasi tavsiye edilebilir.

CdCl, indiiklemesi yapilmayan kuyularda gorilen % 1 seviyesinde
pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP igeren pozitif transformantlar elde edilmesi ise
Shang ve ark. (2002) makalesindeki MTTI promotorunun sizintil
transkripsiyonu 1ile izah edilebilir. Olasilikla sizintili transkripsiyon sirasinda
iiretilen neomisin direng geniyle diisiik miktarda da olsa pozitif transformant elde
edilmis olmasidir.

pNeo4-ori-GFP  plazmidinin  transformasyonu ile olusan pozitif
transformant sayisiin tim deney setlerinin pNeo4-ori’ ye gore daha diisiik
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.6). Shang ve ark. (2002) tarafindan bildirilen
MTT1 promotorunun 2 pg/ ml CdCl; ile indiiklenmesi durumunda promotorun en
ist seviye ile transkripsiyon yaptigini bildirilmistir. Bu da maksimum pozitif
transformantin elde edildigi indiikleme seviyesi olarak tanimlanmistir. Bu
calismaya gore pNeo4-ori-GFP’ de pNeo4-ori’ ye gore bir ilave MTTI
promotoru bulunmasina ragmen CdCI, seviyesinin 1 pg/ ml olacak sekilde
birakilmasi, bu plazmidin tagiyan hiicrelerin se¢ilimi i¢in yeterli neomisin direng
enziminin iretilmemesine neden olmus olabilir. Bu plazmiddeki MTTI1
promotorlarindan birinin farkli bir promotor ile degistirilmesi bu problemin

¢Ozlimiine yardime1 olabilir.
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5. SONUC

Gii¢lii bir promotor olan MTT1, kodon optimizasyonu yapilmis neomisin
geni ve Tetrahymena hiicresinde plazmidin sayisal artisin1 saglayacak C3
orijiniyle bu c¢alismada oldugu gibi bir araya getirildiginde, Tetrahymena
replikatif vektorlerinin elektroporasyon yontemiyle uyum iginde bir arada
calistig1, vektoriin paromomisin baskisi altinda 7 giin boyunca hiicre i¢ginde stabil

kaldig1 gosterilmistir.
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EK-1 Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Tris Base (Applichem A2264)

Tris.HCI (Sigma, 05432)

10 mM pH7.5 olarak hazirlanan steril Tris. HCI Tetrahymena
elektroporasyon deneylerinde, 5 mM pH 8.0 olarak hazirlanan Tris. HCI
E.coli hiicrelerinden plazmid DNA izolasyon deneylerinde kullanilmistir.
Borik Asit (Bio Basic BB0044)

EDTA (Sigma,E6758)

EDTA 0,5 M olarak plazmid izolasyonu ve tampon hazirlanmasinda
kullanilmis olup, pH’ s18.0° e NaOH tabletleriyle getirilmistir.

Sodyum Asetat (NaOAc) (Sigma, 241245)

Plazmit DNA izolasyonunda 0.3 M pHS5.5 olarak kullanilmstir.
Amonyum Asetat (NH4C,H30,) (Reidel de Haen, S170594)

Plazmit DNA izolasyonunda 7.5 M pH?7.5 olarak kullanilmistir.
Fenol-Kloroform-Izoamil alkol (25:24:1) (Sigma P2069-100ml)

Plazmit DNA izolasyonunda pHS8 civarinda olan DNA izolasyonlarina
uygun iki  fazli  Fenol-Kloroform-izoamilalkol  kullanilmistir.
Kullanilmadan 6nce 10 mM Tris ve 1 mM EDTA ile fenol doyurulmus ve
iki fazli forma gegmesi saglanmustir.

% 1’ lik SDS (AppliChem, A2263)

Sodium dodecyl sulfate % 1 (w/v oraninda) dH,O’ da ¢ozilerek
hazirlanmstir.

NaOH

Plazmid izolasyonunda 0.2 M olarak kullanilmistir.

Izopropanol (Riedel de Haen, 24137).

Etanol (Riedel, 071029)

Etidyum Bromiir (EtBr) (Sigma, E8751)

Konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde dH,O’ da ¢6ziilerek hazirlanmig
ve ¢ozelti +4 °C’ de muhafaza edilmistir. Agaroz jel elektroforezinde jel

icerinde farkli biiyiiklerde DNA’lara baglanarak 312-365 nm UV 1s18inda
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DNA’larin goriiniir olmasini saglamaktadir. Agaroz jel igerisine 0.5 pg/ml
EtBr olacak sekilde eklenmektedir.

Agaroz A(Biomax, IB70073)

Agaroz jel elektroforezinde DNA’ larm biiyiikliiklerine gore ayrilmasi
icin % 0.7 ve % 1 araligindaki farkli yogunluklarda hazirlanan jellerde
kullanilmistir. Jelin hazirlanmasi1 sirasinda agarozun c¢oziicii 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 dH,O’ da
tamamiyle ¢oziiliir ve ardindan ¢ozeltiye 40 ml 0.5 M pH 8.0 EDTA
eklenir. EDTA’ nin ¢oziilmesinin ardindan tampon 1 1t’ ye tamamlanir.
Hazirlanan tampon 1/10 oraninda seyreltilerek 1X TBE olacak sekilde
seyretilmis ve agaroz jel elektroforezinde kullanilmstir.

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 Klortir (Merck, 1.06400)

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

Kalsiyum Kloriir (CdCl,) (Sigma, C1016)

E. coli hiicrelerinin kimyasal transformasyonda kullanilmasi i¢in
kompotent hale getirilmesinde 50 mM kullanilmistir.

Gliserol (Sigma, G2289)

% 80’ lik gliserol E. coli hiicrelerinin -80 °C stok yapilmasinda ve
kimyasal kompotent hiicre hazirliginda sirasinda kullanilmistir. % 99 ik
gliserolden dH»O ile % 80’ lige steril dH,O ile seyreltilen gliserol otoklav
edildikten sonra +4 °C’ de muhafaza edilir.

Kadminyum Kloriir (CdCL,) (Sigma, 439800)

Protein ekspresyon deneylerinde MTT1 promotorunun indiikleyecisi
olarak kullanilan CdCl,, promotor bdlgeye baglanarak, o promotor

kontroliindeki genin kontrollii bir sekilde iiretilmesine yardimci olur.
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Stok soliisyonu 1000 mg/ml olacak sekilde hazirlanmis olan CdCl,
deneylerde 1 pg/ml sekilde kullanilmastir.

Paramomisin (Sigma, P9297)

Stok soliisyonu 50 pg/ml hazirlanmis olan paramomisin, Tetrahymena
antibiyotik direng geni varliginda, transforme edilen plazmidin seciciligini
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
saglanmasimda kullanilmistir. Stok soliisyon (1000X) 100 mg amfisilinin
I ml steril dH,O’ da ¢oziilmesiyle hazirlanir ve 0.45 um por caph
membran filtre ile sterilizasyon yapilir. -20 °C’ de muhafaza edilir.
HEPES (Bio Basic Canada, HB024)

Tetrahymena’ nin konjugatif elektroporasyon deneyinde oda sicakliginda
kullanilmistir. HEPES 10 mM pH 7.5 olarak hazirlanir ve 0.45 um por
capli membran filtre ile steril edilerek +4 °C’ de muhafaza edilir.
Paraformaldehit (Sigma, P6148)

Hoechst 33342 Fluorescent Stain (Sigma Aldrich, 33258)

Img/ml stok soliisyonundan Tetrahymena ¢ekirdek boyama deneylerinde

500 pl hiicreye boyadan 15 pl eklenerek kullanilmistir.

EK-2 Calismada Kullanilan Cihazlar, Kitler ve Enzimler

Kullanilan 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
Aparat1 (Thermo EC Mini Cell EC320, Thermo EC Midi Cell Ec 330 ve BioRad
Mini SubCell GT), Gii¢ Kaynag1 (Thermo Electrocorporation EC250-90), UV Jel
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Goriintilleme Kabini (Uvitec M02 4611), pH Metre (Crison, Basic 20), Vorteks
(IKA MS2), Su banyosu (Memmert D-91126), Is1 blogu (Thermoblock Clifton
B11), Nanodrop (Metek ND-100), Spektofotometre (UV- 2101 PC Shimadzu),
Terazi (Ohaus pro AV812), Gene Pulser Xcell (BioRad, 165-2666), Manyetik
Karistirict (Schott, SLK6), Dizi Analizi Cihazi (Beckman Coulter, CEQ8000),
Leica DM6000 Fliioresan Mikroskop, Ultra dondurucu (Thermo, Model 906
UltaFreezer)

e Kullanilan Kitler
QIAGEN plazmid mini kit (Qiagen, 12123), Genelet Jel Saflastirma Kiti
(Thermo, #KO0691), Dizi Analizi Kiti (Beckman Coulter, GenomeLab Dye
Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit, 608120), Agencourt
CleanSEQ (Beckman Coulter, A29151)

e Kullanilan Enzimler
Primestar HS DNA Polimeraz (Takara, R010Q), Taq DNA Polimeraz
(Fermantas, EP0401), Phusion Hign Fidelity DNA Polimeraz (Finnenzyme,
F530-S), Sall (Fermentas, #ER0645), HindlIl (Fermentas, #ERO0501), Xbal
(Takara, 1039A), Notl (Thermo,#ER0591), Sacl (Takara, 1078A), T4 DNA
Ligaz (NEB, M0202S), Lizozim (Sigma, 62970), Rnase A Solution (BioBasic),

EK-3 Calismada Kullanilan Besiyerleri

e LB Broth Besiyeri (Lizojen Broth)

1 It hazirlamak i¢in 5 gr Maya ekstrati, 10 gr Tripton ve 5 gr Sodyum
Kloriir kullanilir. Hazirlanan karisim otoklav edilerek steril edilir ve oda
sicakliginda saklanabilir. E. coli hiicrelerinin sivi ortamda biiyiitiilmesi amaciyla
kullanilmastir.

e LB Agar Besiyeri

37 gr. LB agar 1 It dH,O’ da ¢oziiliip, 121 °C’ de 15 dk otoklavda steril

edildikten sonra antibiyotik eklenmesi amaciyla 55 °C’ deki su banyosuna alinir

ve 1s1s1 distiigiinde 1000X amfilisinden her 1 ml i¢in 1 pl olacak sekilde 1X
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olarak eklenir ve petrilere yaklastk 20’ ser ml olarak paylastirilir.
Kontaminasyonun engellenmesi amaciyla +4 °C’ de saklanir. E. coli hiicrelerinin
biiyiitiilmesinde kullanilan kat1 besiyeri olarak kullanilmistir.
e PPY Besiyeri
10 gr Proteose pepton, 1,5 gr Maya ekstraktr, 999 ml dH,O ile ¢oziiliir ve
iizerine stok 10 mM FeCl,.6H,O’ den 1 ml eklenerek toplam hacim 1 1t olacak
sekilde hazirlanr ve otaklavda steril edilir. 7. thermophila hiicrelerinin
biiyiitiilmesinde kullanilmistir.
e SPP Besiyeri
% 2 proteaz pepton (10 gr), % 0.1 maya ekstrat1 (1 gr), % 0.2 glikoz (2 gr)
ve % 0.0003 10 mM FeClL.6H,O’ den (finalde 33 uM olacak sekilde yani 3300
ul) eklenerek 11t besiyeri hazirlanmaktadir. PPY besiyerine benzemekle birlikte
icerigi  glikoz sayesinde zenginlestirilmis, boylelikle elektroporasyon
sonrasindaki kullanimlarinda hiicrelerin kendilerini daha kolay iyilestirmelerine

yardimc1 olmustur.

EK- 4 Klonlama Konakgis1 Escherichia coli

Klonlama konukacgis1 olarak NEB 10-beta kompetent E. coli hiicreleri
kullanilmis olup, bu hiicreler DH10B irkindan tiirevlendirilmistir. Irkin genotipi
araD139 A(ara-leu)7697 fhuA lacX74 galK (¢80 A(lacZ)M15) mcrA galU recAl
endAl nupG rpsL  (S#")  A(mrr-hsdRMS-merBC)  seklindedir.  Biiyiik
plazmidlerin ve bakteri yapay kromozomlarmin transformasyondaki verimliligi
diger wklara oranla daha fazla oldugundan tercih edilmistir ve yapilan deneysel
calismalarda 1 pg pUC19 DNA’ sinin transformasyon verimliligi 1-3x10° cfu/ ug

olarak belirtilmistir.
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EK- 5 ifade Konakeis1 Tetrahymena thermophila

T. thermophila’ nin organizmal O6zelliklerine baktigimizda; silli, tek
hiicreli, 50 um x 20 pm ¢apli, 18 °C-41 °C gibi ¢ok genis bir sicaklik araliginda
tath sularda yasayabilen bir organizmadir. Bu organizmanin hiicresel
fonksiyonlarmi kontrol eden makrocekirdek (45ploid) ile kalitim faaliyetlerini
idare eden mikrogekirdek (2n=10) organizmanin sitoplazmasi i¢inde birlikte
bulunmaktadir. Basit ve ucuz kiiltiire edilmesi, 2-4 saat gibi kisa boliinme zamani
ve tamamlanmis bir makrogekirdek genom projesine sahip olmasi 7.
Thermophila’ y1 biyolojik ve biyoteknolojik arastirmalarda yaygimn kullanilan bir
organizma haline getirmistir (Orias ve ark., 2000). Ayrica telomer (Blackburn ve
ark., 1978; Yao ve ark., 1981), telomeraz (Greider ve ark.., 1989) ve ribozimlerin
kesfi, dinein motor proteinlerinin basit analizleri (Johnson ve ark., 1986), histon
asetiltransferazin transkripsiyondaki roliiniin de (Brownell ve ark., 1996) ilk defa
T. thermophila’ da calisilmig olmasi bilim diinyasinda bu organizmanin yerini
saglamlastirmustir. Okaryotik tek hiicreli silli 7. thermophila’ da Eisen ve ark.
(2006) tarafindan yapilan makrogekirdek genom projesi verileri, Coyne ve ark.
(2008) tarafindan gozden gecirildiginde bu organizmanm toplamda 24,725
protein kodlayici gen bulundurdugu goriilmiistiir. Tetrahymena’ nin bu gen sayisi
diger canlilara esdeger bir biyolojik farklilasmay1 destekleyecek genom kapasite

derinligine sahip oldugunu gostermektedir.

EK-6 Tetrahymena thermophila Plazmidleri

Deneylerde kullanilan Tetrahymena plazmidleri pNeo4, pNeo3 ve
pHA4T2’ dir. Kullanilan her bir plazmidin ortak noktasi neomisin diren¢ geni
tasimalar1 olup, neomisin ifade kasetleri kimerik olarak olusturulmustur.
I¢lerinden ilk tasarlanan orijinli relikatif plazmid pH4T2’ de H4 promotoru
kontroliinde neomisin direng¢ geni ve BTU2 sonlandirma dizisi bulunmaktadir. Bu
plazmidden tasarlanan pNeo3 plazmidinde neomisin diren¢ geni indiiklenebilir

MTT1 promotoru kontroliindedir ve bu plazmiddeki neomisin diren¢ geninin
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(neo3) 243 aminoasitinde mutasyon yapilarak Tetrahymena kodon uyumlu

neomisin diren¢ geni (neo4) olusturulmustur.

EK- 7 Yontemler

C3 Orijininin Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla Uretilmesi, Agaroz Jel

Elektoforezinde Goriintiilenmesi ve Jelden izolasyonu

C3 orijinin tiretilmesi amaciyla pH4T2 plazmidinde bulunan orijin dizisi
icin 5" TGATAAGCTTTAGGTTTTAGGAATCGCGGC 3’ ileri primeri ve 5’
TATGCCTGCAGGICGACTCTAGAGGATCC 3’ geri primeri tasarlanmustir.
100 uM” lik stokdan 2.5 uM’ lik ileri ve geri primer seti hazirlanarak her bir 25
pl’ Iik reaksiyon i¢in 2.5 pl ileri primer, 2.5 pl geri primer, 2 pl Takara 2.5mM
dNTP, Takara 5X PrimeStar (Mg') tampon, 2.5U/ul Takara HS DNA
polimerazdan 0.25 ve pH4T2 plazmidinden 6 ng kullanilarak 3.8 kb’ lik orijin
elde etmek amaciyla (1.9 kb’ lik orijinin art arta yerlesmis formu) asagidaki 1s1

dongiisti ile polimeraz zincir reaksiyonu Applied Biosystem PZR cihazinda

gerceklestirilmistir.
98°C | 98°C
72EC | T2°C
!‘j 1dk 10 sn x’4.50 dk | 5dk \\
/ \ ssc / \
jf 10 sn \\ 4°C
PR

L i 1 ' 1

1 dingii 30 dingii 1 Fingii

Uretilen parca % 0.7’ lik agaroz jelde (TBE tamponu ile hazirlanmis) 70
V’ da 1 saat yiiriitiilmiis ve ardindan Genelet jel saflastirma kitiyle (Thermo,
#K0691) jelden saflastiriip 30 pl EB (Tris-HCI pH 8,5) tamponunda
¢oziilmiistiir. Bu DNA’ larin miktar tayinleri nanodropta yapilmis ve HindlIII

(Thermo, #ER0645) - Sall (Thermo, #ER0501) restriksiyon enzimleriyle
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asagidaki sekilde ¢iftli kesime alinmis ve boylelikle tiretilen parcanin ug kisimlar1
yapiskan uglu hale getirilmistir.
C3 orijin DNA’s1 pNeo4 plazmidi

10X Tango Tamponu 4 ul 4 ul
Sall Enzimi  (10U/ pl) 2ul 2ul
HindIIl Enzimi (10U/ pl) 2 ul 2 ul
Kaynak DNA 10 pl (~1000ng) I ul (~1000ng)
Distile Su 2 ul 11 ul
Toplam Hacim 20 pl 20 pl

Yukarida verildigi sekliyle hazirlanan reaksiyon 37 °C’ de 16 saat kesim
reaksiyonuna birakilmis ve ardindan 80 °C’ de enzim inaktivasyonu yapilmistir.
Uclar1 yapigskan forma getirilmis DNA parcalar1 sirastyla % 0.7’ lik agaroz jelde
70V’ da 1 saat yiiriitiilmiis, 365 nm dalga boyundaki UV kabininde DNA’ ya
zarar vermeden goriintiilenmis, steril bir jilet yardimi ile jelden kesilmis ve
Genelet jel saflastirma kitiyle (Thermo, #K0691) jelden saflastirilmis ve 30 pl
EB (Tris-HCI pH 8,5) tamponunda ¢oziilmiistiir. Islemlerin aynisi eszamanl

olarak pNeo4 (EU606202) plazmidi i¢cin de gerceklestirilmistir.

Ligasyon Reaksiyonu

T4 DNA Ligaz rekombinant DNA teknolojileri alaninda DNA’nin 5" P
grubu ile 3" OH grubu arasindaki fosfodiester bagin1 ATP ya da NAD kofaktori
yardimiyla olusturan bir enzimdir. Bu bagn olusturulmasi i¢in hazirlanan pNeo4
plazmidi ve C3 orijinin bir ucu HindlIl ile diger ucu Sall ile yapiskan hale
getirilmistir.

HindIII-Sall enzimleri uglar1 kesilmis pNeo4 plazmidi ve C3 orijini 3:1
oraninda, ((pNeo4 ng x C3 orijin biiyiikliigii)/pNeo4 biiyiikligi ) x C3
orijin/pNeo4 molar oran = C3 orijin ng formiiliine gore NEB T4 DNA ligazla
(NEB, M0202S) asagidaki ligasyon reaksiyonuna alinmaistir.
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10X T4 DNA ligaz 1 pl

T4 DNA ligaz 0,5 ul
pNeo4 plazmid (4kb, 50 ng) 3 ul
C3 orijin (3,8 kb, 123 ng) Sul
Distile Su 0,5 ul
Toplam Hacim 10 pl

Yukarida verildigi gibi hazirlanan reaksiyon 16 °C’ de 16 saat bekletilmis
ve 65 °C’ de enzim inaktivasyonu yapilarak NEB 10-beta kompetent E. coli

hiicrelerine 1s1 soku transformasyon islemine gecilmistir.

MTT-TtSfGFP-BTU2 Gen Kasetinin Olusturulmasi ve pNeo4-ori Vektoriine

Klonlanmasi

MTT-TtSfGFP-BTU2 gen kasetinin olusturulmasi amaciyla tiim pargalar
teker teker PZR ile ¢ogaltilmistir. Reaksiyonlar Finnezyme F530-S High Fidelity
DNA Polimeraz ile gerceklestirilmistir. Primerlere daha sonrasinda hibridizasyon
yapmak amaciyla kullanilacak ortiisen bolgeler yerlestirilmistir. Klonlamanm
yapilmast amaciyla da MTT1 dizisinin 5' bolgesine Sacl kesim dizisi, BTU2
dizisinin 3' bdlgesine ise Notl kesim dizisi eklenmistir. Uretilecek parcalarm ileri
ve geri primer dizileri asagida verilmistir.

Primer ismi Primer Dizisi

MTT]I ileri 5' AAAGAGCTCACAATTTATTTCTAAAAAATATTT 3'

MTT1 geri S'TATTTTAAGTTTAGTATTATTATTTATT 3'

BTU2 ileri 5'GATCCTTAAATTAAAAATTCAATA 3'

BTU?2 geri 5' AAAGCGGCCGCTGCATTTTTCCAGTAAAAATTTGA 3

TtStGFP ileri  5' CTAAACTTAAAATAATGCACCACCACCACCAC 3!

TtSfGFP geri  5' AATTTAAGGATCGGGCCCTCATCACTCGAG 3
Yukaridaki primer dizilerinin 100 uM’ lik stoklarindan 2.5 pM’ lik ileri

ve geri primer setleri hazirlanarak her bir 25 pl’ lik reaksiyon igin 2.5 pl ileri
primer, 2.5 pl geri primer, 2 pl 2.5mM dNTP, 5X Phusion HF tampon 2.5U/ul
Finnezyme F530-S High Fidelity DNA Polimerazdan 0.25 pl ve cogaltilacak

30



@) ANADOLU UNIVERSITESI

iirlinlerden 6 ng’ a denk gelen hacim alinmistir. Reaksiyon hacmi dH,O ile 25 pl’
ye tamamlanmis ve asagidaki 1s1 dongii ile polimeraz zincir reaksiyonlar1 ayri

ayr1 Applied Biosystem PZR cihazinda gerceklestirilmistir.
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i —".
/1dk | 30sa \ T\
/ \ / 1dk | 10dk
\ sc \
.r; \\,
J.f’ 30 sn “-ﬁ
— @
L . | q J

1 diomgii 30 dimgil 1 diingii

Uretilen parcalar % 0.7’ lik agaroz jelde (TBE tamponu ile hazirlanmus)
70 V’ da 1 saat yiirlitiilmiis ve ardindan GenelJet jel saflastirma kitiyle (Thermo,
#K0691) jelden saflastirilip 30 ul EB (Tris.HCI pHS.5) tamponunda ¢6ziilmiistiir.
Ardindan bu parcalar asagidaki reaksiyonla oOrtlisen bolge polimeraz zincir
reaksiyonuna birakilmistir. Bunun i¢in yukarida ayni reaksiyon kurulmus ve her
bir parca reaksiyona eklenmistir. % 0.7 ¢ lik agaroz jelde (TBE tamponu ile
hazirlanmig) 70 V° da 1 saat yiiriitiilmiis ve 2 kb’ lik iiriin GenelJet jel saflagtirma
kitiyle (Thermo, #K0691) jelden saflastirilmis, 30 ul EB (Tris-HCI pH 8,5)
tamponunda ¢Oziilmiistiir. Miktar tayinleri nanodropta yapilmis ve Sacl- Notl
restrikriyon enzimleriyle sirali kesim asagidaki sekilde gerceklestirilmis ve
iiretilen par¢anmn u¢ kisimlar1 yapiskan uglu hale getirilmistir. Bu reaksiyonlarla

es zamanli pNeo4-ori plazmidi de kesime alinarak ligasyona hazirlanmistir.

MTTI1-TtsFGFP-BTU2 pNeo4-ori
10X O Tamponu 2ul 2 ul
Notl Enzimi  (10U/ pl) 1 pl Il
Kaynak DNA 10 pl (~1000ng) 1 pl (~1000ng)
Distile Su 7 ul 16 pul
Toplam Hacim 20 pnl 20 pnl
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Yukarida verildigi sekliyle hazirlanan reaksiyon 37 °C’ de 16 saat kesim
reaksiyonuna birakilmis ve ardindan 80 °C’ de enzim inaktivasyonu yapilmistir.
Uglarm yapiskan forma getirilmis DNA pargalar: sirasiyla % 0.7’ lik agaroz jelde
70 V’ da 1 saat yiiriitiilmiis, 365 nm dalga boyundaki UV kabininde DNA’ ya
zarar vermeden goOrilintiilenmis, steril bir jilet yardimi ile jelden kesilmis ve
Genelet jel saflastirma kitiyle (Thermo, #K0691) jelden saflastirilmis ve 30 pl
EB (Tris-HCI pH 8.5) tamponunda ¢oziilmiistiir. Ardindan asagidaki reaksiyon

gerceklestirilmistir.
MTTI1-TtsFGFP-BTU2 pNeo4-ori
10X L Tamponu 2ul 2 ul
Sacl Enzimi (10U/ pl) 1 pl 1 ul
Kaynak DNA 15 pul (~1000ng) 15 pl (~1000ng)
Distile Su 3ul 2 ul
Toplam Hacim 20 pnl 20 pl

Yukarida verildigi sekliyle hazirlanan reaksiyon 37 °C’ de 16 saat kesim
reaksiyonuna birakilmis ve ardindan 80 °C’ de enzim inaktivasyonu yapilmistir.
Uclarin yapiskan forma getirilmis DNA parcalar1 sirasiyla % 0.7’ lik agaroz jelde
70V’ da 1 saat yiiriitiilmiis, 365 nm dalga boyundaki UV kabininde DNA’ ya
zarar vermeden gorilintiilenmis, steril bir jilet yardimi ile jelden kesilmis ve
Genelet Jel Saflagtirma Kitiyle (Thermo, #K0691) jelden saflastirilmis ve 30 pl
EB (Tris-HCI pH 8,5) tamponunda ¢6ziilmiistiir.

Sacl-Notl enzimleri ile uglar1 traglanmis pNeo4-ori-GFP ve MTTI-
TtSfGFP-BTU2 gen kaseti 3:1 oraninda, ((pNeo4 ng x C3 orijin
biiyiikliigii)/pNeo4 biiyiikliigii ) x C3 orijin/pNeo4 molar oran = C3 orijin ng
formiiliine gére NEB T4 DNA ligazla (NEB, M0202S) asagidaki ligasyon

reaksiyonuna alinmistir.
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10X T4 DNA Ligaz 1 pl

T4 DNA Ligaz 0.5 ul
pNeo4-ori (9kb, 50 ng) 3.5ul
MTTI1-TtSfGFP-BTU2 (2kb, 33 ng) 0.4 ul
Distile Su 4.6 ul
Toplam Hacim 10 pl

Yukarida verildigi gibi hazirlanan reaksiyon 16 °C’ de 16 saat bekletilmis

ve 65 °C’ de enzim inaktivasyonu yapilarak NEB 10-beta kompetent E. coli

hiicrelerine 1s1 soku transformasyon islemine gecilmistir.

Transformasyon I¢cin Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

DNA’ nm 1s1 soku ile transformasyonun yapilabilmesi i¢in Oncelikli

olarak hiicrelerin, DNA’ y1 almaya hazir hale gelmesi gerekmektedir. Is1 sokuyla

transformasyon yonteminde hiicre i¢ine atilmak istenen DNA hiicre g¢eperine

tutunmalidir, bu tutunmanin gergeklestirilmesi i¢in de hiicre ¢eperinin CaCl, ile +

yiiklii hale getirilmeli ve yapilan islemlere hiicre ceperi zayiflatilmaktadir. Bu

islem asagidaki gibi gerceklestirilmektedir (Sambrook, J. ve Russell D., 2001).

Ticari olarak satin alinmis NEB 10-beta hiicreleri LB agar besiyerine
ekilmis ve yayilmistir. Besiyerinde olusan tek kolonilerden LB broth’ a
inokiilasyon yapilmis ve gece boyu 150 rpm’ de 37 °C’ de 16 saat
inkiibasyona birakilmistir.

Ertesi giin biyiitiilen kiiltiirden 0.5 ml alimarak 100 ml’ lik LB broth
besiyerine inokiilasyon yapilmig ve 150 rpm 37 °C’ de inkiibasyona
brrakilmistir.

100 ml” lik kiltiirtin erken logaritmik fazinin yakalanmasi ig¢in
inokiilasyon yapildiktan 2-3 saat sonra spektrofotometrik 6lgiim yapilarak
550 nm’ de OD degerinin 0.4 -0.6 olmasina dikkat edilmistir. Kér olarak
dH,0 kullanilmastir.
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e OD 0.4 ila 0.6 arasma eristiginde kiiltiir 6000 rpm’ de 15 dk santrifiij
edilir.

e Siipernatant dokiiliir ve 100 ml kiiltiirden elde edilen peletin tiimii 50 ml,
50 mM soguk CaCl, ile ¢oziilmiis ve 15 dk buzda inkiibasyona
brrakilmistir.

e Karisim tekrar 6000 rpm’ de 15 dakika siire ile santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonunda silipernatant dikkatili bir sekilde dokiilmiis ve hiicre
peleti 4 ml 50 mM soguk CaCl, ile ¢ok dikkatli ve yavas bir sekilde
pipetlenmistir. Uzerine 0,6 ml %80’ lik gliserol eklenmis ve tekrar yavas
bir sekilde pipetlenerek steril edilmis Onceden sogutulmus ependorf

tiiplere 200 pl hacimde boliinmiis ve -86 °C’ de saklanmistir.

Is1 Soku ile Transformasyon Reaksiyonu

Hiicrelerin igerisine DNA aktariminda 1s1 soku, elektroporasyon ve
biyolistik silah olmak {izere bir¢ok farkli yontem bulunmaktadir. E. coli NEB 10-
beta kompetent hiicrelerine hedeflenen dairesel plazmid plazmidin 1s1 soku ile
aktarilmasi asagidaki sekilde gergeklestirilmistir (Sambrook, J. ve Russell D.,
2001).

e -86 °C’ de alman kompotent hiicreler 5 dk boyunca buzda bekletilmistir.
Uzerine enzim inaktivasyonu yapilan 10 ul ligasyon reaksiyonu eklenmis
ve 30 dk buzda bekletilmistir.

e 42 °C’ de bekletilen 2 dk 1s1 soku yapilmis ve hemen ardindan 3 dk buzda
bekletilmistir.

e 500 ml LB siv1 besiyeri tiipe eklenmis ve 37 °C’ de ¢alkalamali etiivde
120 rpm’ de 1 saat bekletilmistir.

e 8.000 rpm’ de 3 dk santrifiij yapilmis ve siipernatant dokiilmiis, dipte
kalan az bir besiyeriyle hiicreler ¢oziilmiis ve son hacimi 1X olan LB agar
besiyerine yayilmistir.

e Gece boyu 37 °C’ de hiicreler inkiibe edilmistir.

e FErtesi giin tabakta gelisen kolonilerden kiirdanla yeni bir LB agara ¢izgi

ekim yapilmis ve tekrar 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin
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kolonilere dogru parg¢anin yerlesip yerlesmedigini anlamak i¢in asagidaki

sekilde hiicrelerden koloni pzr yapilmstir.

Koloni PZR ve Plazmid izolasyonu

Koloni PZR yontemi pozitif oldugu diisiiniilen kolonilerden plazmid
izolasyonu yapilmaksizin, direk hedef gen bdlgesinin primerleri kullanilarak
cogaltilmas1 ve jelde goriintiillenmesine dayanan yontemdir.

e 25 ul distile su ependorf tiipe aktarilmis, ateste steril edilen 6ze ile

master tabaktan alinan kiiltiir suyun icerisinde ¢oziilmiistiir.

e Daha Oncesinde kaynatilan suda 5 dk tiipler bekletilmis, ardindan
birka¢ sn buzda bekletilmis tiipler 14000 rpm’ de 2 dakika santrifiij
edilmistir.

e Siipernatant 20 pl’ si yeni bir tiipe aktarilmis ve 2 ul’ si polimeraz

zincir reaksiyonunda kalip olarak kullanilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonunun kaliplar1 yukarida anlatilan sekli ile
yapilmig, fakat her plazmid icin farkli primerler iist baslikta anlatilan gibi
kurulmus, % 0,7’ lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir. Pozitif oldugu

diistiniilen kolonilerden plazmid izolasyonu yapilmaistir.

Plazmid izolasyonu ve Restriksiyon Enzimleriyle Teyit Reaksiyonu

Plazmid izolasyonu iki farkli yontemle yapilmistir. Bunlardan birincisi
hizli olarak kolonilerin taranmasit ve elde edilen plazmidlerin restriksiyon
enzimleri ile teyit edilmesi i¢indir. Ikincisi ise Fenol-Kloroform ydtemiyle
yapilan plazmid izolasyonudur. Bu yontemle elde edilen pl basina diisen plazmid
DNA miktar1 fazla oldugundan elektroporasyon deneylerinde bu yontemle elde

edilen DNA kullanilmistir.
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1-)Kit ile Yapilan Plazmid izolasyonu

QIAGEN plazmid mini kit (Qiagen, 12123) ile saflastirilan plazmid DNA
30 ul EB’ de ¢oziilmiistiir. Ardindan HindIII-Sall enzimleri ile ¢iftli kesime
almmastir. Diger bir teyit islemi olarak C3 orijini i¢ten kestigi bilinen ve orijinin

parmak izini ¢ikarabilecegimiz Xbal restriksiyon enzimiyle de plazmid

kesilmistir.
10X M Tampon 2l
Xbal Enzimi  (10U/ pl) 1 pl
BSA 2ul
Kaynak DNA 1 ul
Distile Su 14 pl
Toplam Hacim 20 pnl

2-)Fenol-Kloroform Yontemiyle Plazmid izolasyonu

e Uretilmek istenen plazmidleri tasiyan E. coli NEB10p hiicreleri 100 ml
amfisilin iceren LB besiyerine inokiile edilmistir.

e Gece boyu 37 °C’ de 150 rpm’ de ¢alkalamali etiivde biiyiilten hiicreler
10000 rpm’ de santrifiijlenmistir.

e Pelet 5 ml 50 mM Tris-HCI (pH 8.0)’ de ¢6ziilmiis ve 15 ml’ lik falkon
tiipe aktarilmis ve 10.000 rpm’ de 2 dk santrifiij gerceklestirilmistir.

e Peletin lizerine 750 pl Lizozim-Tris soliisyonu, 100 pl 0.5 M EDTA (pH
8.0), 50 ul RNAse eklenmis, kiirdan yardimiyla karistirilmis ve 1 saat
buzda inkiibe edilmistir.

e Liziz ve genomik DNA denetiirasyonu agamasina gecilerek 2 ml 0.2 M
NaOH ve 2 ml SDS eklenmis, dikkatlice tiip alt iist edilmis ve 10dk buzda
inkiibasyona birakilmistir.

e Uzerine tuz ile notralizasyonu saglamak icin 3 ml 7.5 M NH;OAc
eklenmis, tlip birkag defa yavasca alt list edilmis ve 10 dk buzda
inkiibasyona birakilmistir.

e Ardindan 10.000 rpm’ de 15 dk santriflij gergeklestirilmistir.
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e Pelete dokunulmadan siipernatant temiz bir tiipe aktarilmis ve iizerine 4
ml Tris ile doyurulmus fenol;kloroform;izoamilalkol
(25:24:1)eklenmistir.

e 5 dk boyunca calkalayicida tiipler ¢alkalanmis ve ardindan 10.000 rpm’
de 2 dk samtriftij yapilmstur.

e Olusan iki fazin alt tarafindakine degilmeden iist faz alinmis ve yeni bir
tiipe aktarilmistir.

e Elde edilen sivi kismm 0.6 kati1 hacimde isopropanol eklenmis ve oda
sicakliginda 1 saat bekletilmistir.

e 10.000 rpm’ de 10 dk santrifiij gerceklestirilmis ve siipernatant yavasca
bosaltilmistir. 5 dk isopropanoliin u¢masi beklenmis ve ardindan 1ml 0.3
M NaAc eklenmis ve pelet ¢ozllmiistiir. Coziilen peletin lizerine 2 ml
%100’ Lik etanol eklenmis ve gece boyu — 20 °C’ de birakilmistir.

e Sabahinda 10.000 rpm’ de 5 dk santrifiij yapilmis ve tiiplerden etanoliin
ucmast i¢in kapaklar1 acik bir sekilde birakilmastir.

e Pelet 100 pul dH,O’ da ¢oziilmiistiir.

pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP Plazmidlerinin Dizi Analizi Reaksiyonu

Dizi analizinin yapilmasindaki ama¢ pNeo4 vektoriine klonlanan C3
replikatif orijinin varligmin teyit edilmesidir. Bir diger dizi analizi reaksiyonu
pNeo4-ori vektoriine klonlanan MTT-TtSfGFP-BTU2 kasetinin diizgiin yerlesip
yerlesmedigini gostermek amaciyla yapilmistir. Olusturulan vektorlerin dizi
analizi reaksiyonu Sanger methodu ile Beckman Coulter, CEQ8000 aletinde
asagidaki sekilde gerceklestirilmistir (Sanger, 1977).

Dizi analizi reaksiyonunun ilk adimi dizi analizine 6zellesmis polimeraz
zincir reaksiyonunun gergeklestirmektir. Bu asamada tek ipilikli DNA {iretilirken
zincir sonlandiricis1 olarak ddNTP’ ler kullanilir. PZR sonucu elde edilen farkh
uzunluklardaki DNA’ lar saflastirilir ve aletin 96 kuyulu mikrotiter tabaklaria
yiiklenir. Bundan sonraki asamada elektroforez mantigi ile jel {izerinde yliriitiilen
DNA, elektiriksel alandan dolay1 kisalar 6nde, uzunlar arkada olacak sekilde

siralanir. Boylelikle baz siralamasi bir algilayici tarafindana belirlenir.
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1-)Dizi Analizi Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Beckman Coulter Genome Lab DTCS Quick Start Kit ile reaksiyon
kurulmugtur. pNeo4-ori vektorii icin 2 adet 1.6 puM’ lik ileri (Ftetoridizi,
ForiklonH1) ve 2 adet 1.6 puM’ Ik geri primer (Rtetoridizi, RoriklonP)
kullanilarak 4 tiip reaksiyon, pNeo4-ori-GFP vektorii icin de bir 1.6 uM’ lik ileri
(FsfGFP) bir 1.6 uM’ Iik geri primer (RsfGFP) kullanilarak 2 tiip reaksiyon
hazirlanmistir.  Cift zincirli DNA’ nin 100 fmol olarak reaksiyona girmesine
karar verilmistir. Buna gore 9 kb’ lik pNeo4-ori vektorii icin 585 ng (0.7ul) iken,
11 kb’ lik pNeo4-ori-GFP vektorii icin 715 ng (2 pl)’ dir. Bu DNA’ larn iizerine
10 pl reaksiyon hacmi olacak sekilde dH,O eklenmis ve ardindan 96 °C’ de 3 dk
on denatiirasyona brrakilmistir. Arkasindan yukarida belirtilen her bir primerden
kendi tiipline 2 pl eklenmis ve tizerine 8 pul DTCS ekelenerek son hacmi 20 pl
olan reaksiyon 96 °C’ de 20 sn, 58 °C’ de 20 sn ve 60 °C’ de 4 dk olacak
sekilde 30 kez tekrarlanan 1s11 dongiiye PZR aletinde brrakilmistir.

2-) Dizi Analizi Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Manyetik Boncuklarla

Saflastirilmasi ve Dizi Analizinin Gergeklestirilmesi

Polimeraz  zincir reaksiyonundan DNA  disindaki  bilesenlerin
uzakastirilmas:1 amaciyla bu saflastirma islemi gerceklestirilir. Bu yontemde
DNA’ ya baglanan pozitif yiikli Beckman Coulter Clean SEQ (A29151)
manyetik boncuklar kullanilir.

e Ilk olarak taze olarak durdurucu soliisyon hazirlanmstir. Soliisyonun 100
ul’ si 50 pl dH,O, 20 pl 3M NaAc (pH 5.2), 20 pul 100 mM Na,EDTA
(pH 8.0) ve 10 pl 20 mg/ml glikojen ile hazirlanmistir.

e Hazirlanan bu soliisyondan her 20 pl polimeraz zincir reaksiyonuna 11 pl
eklenmis ve ardindan pipetdr yardimiyla karistitirilip 1.5 ml’ lik ependorf
tiiplere aktarilmistir.

e Bu karisimin {izerine her bir pl reaksiyon hacmi i¢cin 1 pl manyetik olacak

sekilde 20 pl manyetik boncuk eklenmistir, pipetleme yapilmaksizin
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hemen ardindan 110 pl % 73 lik izopropanol eklenmis ve yavasca
pipetor ile karistirilmastir.

e (Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyon isleminin ardindan tiipler manyetik tutucuya yerlestirilmis ve
5 dk inkiibasyona birakilmistir.

e Tiipler manyetik tutucudan cekilmeden pipetor yardimiyla izopropanol
uzaklastirilmistir.

e Manyetik boncuklarm lizerinden dikkatlice 200 ul %73’ liik izopropanol
tiiplere eklenmistir ve 3 dk inkiibasyon yapilmistir.

e Inkiibasyon siiresinin ardindan isopropanol uzaklastirilmis ve son iki adim
tekrarlanmustir.

e Bu adim sonunda isopropanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in tiipler
kapaklar1 agik birakilmis ve 15-20 dk beklenmistir. Bu islemin son 5dk’
sinda tiipler manyetik tutucudan alinmistir.

e Isopropanoliin tamamen uzaklasmasinin ardindan tiim tiiplere 40 pl 6rnek
yiikleme soliisyonu (SLS: sample loading solution) ilave edilmistir. 10-12
pipetleme ile duvara yapismis olan pelet ¢ozlilmiistir.

e Tipler tekrar manyetik tutucuya yerlestirilmis ve 3-5 dk inkiibasyonun
ardindan soliisyondan boncuklara degdirmeden 35 pl alinmis ve 6rnek
yiikleme tabagina hava kabarcigi kalmayacak sekilde yiikleme
yapilmistir.

e Uzerlerine birer damla mineral yag damlatilarak buharlasma 6nlenmistir.

e Diger seffaf renkli tabaga da yilikleme tamponu (sample buffer) yiiklenmis
ve Ornek tabaklar1 alete yerlestirilmeye hazir hale gelmistir.

e Saf olarak elde edilen DNA orneklerini igeren tabaklar Beckman Coulter
dizi analizi cihazma yerlestirilmis ve LFR-a programi kullanilarak

dizileme islemi gergeklestirilmistir (Sambrook, J. ve Russell D., 2001)
Tetrahymena thermophila Hiicrelerine Konjugatif Elektroporasyon

e 50 ml’ lik PPY besiyerine (250 pl penisilin-streptomisin iceren)
Tetrahymena thermophila Cu428 ve B2086 wklarindan 300 pl inokule
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edilmis ve 30 °C’ de calkamali etiivde 2 giin boyunca biiylimeye
brrakilmstir.

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

Pelet 10 mM Tris.HCI (pH 7.5) aglik tamponu ile 2 defa yikanmis ve
besiyeri hacmi olan 50 ml ag¢lik tamponunda (penisilin-streptomisin
iceren) bir gece boyunca 30 °C’ de ¢alkamali etiivde agliga alinmistir.
Ertesi sabah hiicrelerden 3 tekrarli olarak thoma lammda sayim
yapilmustir ve hiicre sayist ml’ de 3x10° olacak sekilde aghk tamponunda
(penisilin-streptomisin igeren) ¢oziilmiistiir.

Bu islemin ardindan her iki irktan da esit hacimde hiicre almarak (50 ml)
2 It’ lik erlende konjugasyon islemi g¢alkalamasiz olarak 30 °C’ de
konjugasyon baslatilmistir.

Konjugasyonun baslatildig1 ii¢ saatin sonunda 1sik mikroskobu altinda
hiicrelerin en az % 80’ ninin konjugasyona girip girmedigi kontrol
edilmistir.

Konjugasyonun 7. saatinde hiicrelerden 500 pl alinarak iizerine 15 pl
hoechst boyas1 eklenmis ve 10 dk inkiibasyonun ardindan 1 pl fiksatif ile
hiicreler 6ldiirilmiis ve fluoresan mikroskop altinda ¢ekirdek durumlari
incelenmis ve konjugasyonun saati teyit edilmistir.

Dogru sekilde ilerledigi teyit edilen konjugasyonun 9. saatinde hiicrelerin
tamami1 6.500g" de 6 dk santrifiijlenmis ve 50 ml oda sicakliginda
bekletilmis HEPES ile yikanmistir.

HEPES ile yikanan hiicreler 6.500g” de 6 dk santrifiijlenmis ve olusan
pelet 1 ml HEPES ile ¢6ziilmiistiir.

Bu agsamaya gelmeden once daha dnceki boliimde anlatilan plazmidler,
cok miktarda elde edilmis ve 15 pg plazmid DNA(pNeo3, pNeo4, pNeo4-
ori, pNeo4-ori-GFP, pH4T2)’ ya denk gelen hacim hesaplanmis ve
ependorf tiiplere aktarilmistir.

Bu plazmid DNA’ larin lizerine toplam hacim 125 pl olacak sekilde
HEPES eklenmis ve karisim transformasyon saatine kadar oda

sicakliginda bekletilmistir.
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e FElektroporasyon icin hazirlanmis 1 ml HEPES’ de ¢oziilmiis hiicrelerden
125 pl alinarak hazirlanan plazmidin tizerine eklenmistir, bir kez pipetorle
al-ver yapilarak 250 pl’ lik karigim hassas bir sekilde 0.4 cm’ lik BioRad
elektroporasyon kiivetine aktarilmis ve hizli bir sekilde elektroporasyon
cthazmin soklayicisina yerlestirilmistir.

e FElektroporasyon aletinin ayarlar1 200 Q’ da 25 pF kapasitor ile 0.44 kV
ayarlanmis ve elektrotransformasyon gerceklestirilmistir (Barchetta ve
ark., 2008).

e FElektropore edilen kiivetteki hiicrelerin iizerine 1 ml SPP besiyeri
eklenmistir ve pipetorle bir kere al ver yapilmastir.

e Ardindan hiicreler hizli1 ve dikkatli bir sekilde kiivetten 6 ml SPP (30 pl
Penisilin-streptomisin; 30 pul Amfoterisin B ) iceren tiiplere aktarimistir.

e Her farkli plazmid i¢in elde edilmis 6 ml’ lik SPP’nin 3 ml’ si CdClI,
indiiklemesi yapilmayacak 6’ lik mikrotiter petrisinin bir kuyusuna
aktarilmis ve diger 3ml’ si ise CdCl, indiiklemesi yapilacak diger elisa

petrisinin bir kuyusuna aktarilmstir.

Gece boyu 30 °C’ de calkamasiz bir sekilde tutulmustur.

T.thermophila pNeo4-ori, pNeod4-ori-GFP Plazmidinin Elektroporasyon

Verimliliginin Seleksiyon ile Analizi

e FElektroporasyon isleminin ardindan 15 saat bekletilen kiiltiir 1 pg/ml
olacak sekilde CdCI; ile 1 saat boyunca indiiklenmistir. Bunun i¢in 6 ml
SPP igerisine 12 pl CdCIl, eklenmis ve 6 ml’ lik kiiltiiriin {izerine
eklenmistir.

e 30 °C’ de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.

e 3 ml SPP’ ye final hacmi 100 pg/ml olan paromomisin eklenmis ve 9 ml
CdCI, indiklenmis hiicrelerin iizerine eklenmistir. CdCI, baskisina
almmamis hiicrelerin iizerine ise 9 ml SPP ( final hacmi 100 pg/ml olan
paromomisin eklenmis ) eklenmistir.

e 12 ml’ lik kiiltiirtin 9.6 ml’ si 96° lik mikrotiterin her bir kuyucuguna 100
ul olacak sekilde paylastirilmis ve 30 °C’ de 7 giinliik takibe alinmaistir.

41



@) ANADOLU UNIVERSITESI

e Takibin 3. giinlinde antibiyotik miktar1 300 pg/ml’ ye, 5. giiniinde ise 600
pg/ml’ ye ¢cikarilmistir.

e Hergiin miktotiter tabaginin kuyular1 sayilmis ve kuyulardaki hiicre
yogunlugu +, ++, +++ olacak sekilde simgelenmistir. Simgeler + <50,
50<++<100,+++ >100 olarak ifade edilmistir.

e Flde edilen degerlerden yararlanarak Poisson Dagilim ile pozitif

transformant sayis1 hesaplanmis ve grafikler ¢izilmistir.

pNeo4-ori ve pNeo4-ori-GFP’ nin giinlere bagh DNA érneklerinden PZR

6’ lik mikrotiter tabakta bulunan hiicrelerden hergiin 1 ml alinarak pelet
elde edilmis ve —86 °C’ de saklanmistir. Seleksiyonun tamamlanmasinin ardindan
7 giin toplanan hiicreler 1 ml SPP besiyerinde ¢oziilmiis ve ardindan kaynayan
suda 7 dk bekletilmistir. Siire sonunda buza almnan hiicreler 8000 rpm’ de 5 dk
santrifiijlenmis ve siipernatantlar almmarak PZR reaksiyonunda kalip olarak
kullanilmastir.

Reaksiyon neomisin genine uygun primerlerle gerceklestirilmistir. 5'
ATGATTGAACAAGATGGTTTACAC 3 lleri  primer1 ve 5
TCAGAAGAATTCGTCAAGAAGACG 3' geri primeri ile gergeklestirilmistir.
100 uM” lik stokdan 2.5 uM’ lik ileri ve geri primer seti hazirlanarak her bir 25
pl’ Iik reaksiyon i¢in 2.5 pl ileri primer, 2.5 pl geri primer, 2 pl Takara 2.5mM
dNTP, Takara 5X PrimeStar (Mg') tampon, 2.5U/ul Takara HS DNA
polimerazdan 0.25 ve yukarida elde edilen kaynaktan 2 pl alinarak asagidaki 1s1
dongiisti ile polimeraz zincir reaksiyonu Applied Biosystem PZR cihazinda

gergeklestirilmistir.
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EK-8 pNeo4-ori ve pNeo4-ori GFP Dizi Bilgisi

pNeo4-ori (9 kb)
Sar1 ile boyali kissm MTT1 promotoru, mor ile boyali kisim kodon
optimizasyonu yapilmig neomisin diren¢ geni, gri boyali kisim BTU2 dizisidir.

Mavi ile gosterilen kisim ise 4.1 kb biiyiikliiglinde Replikatif C3 orijin dizisidir.

gtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaa
tacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaat
aatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattc
ccttttttgcggcattttgeccttecctgtttttgctcacccagaaacgctggtga
aagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactgg
atctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttceccaa
tgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtattgacyg
ccgggcaagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttg
agtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaat
tatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctga
caacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatc
atgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacg
acgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactat
taactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatgg
aggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggecctteccggetggetggt
ttattgctgataaatctggagccggtgagcgtgggtctcgcggtatcattgcag
cactggggccagatggtaagccctccecgtatcgtagttatctacacgacgggga
gtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcac
tgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattg
atttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgata
atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcecgttccactgagecgtcagacc
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ccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgecgegtaatcet
gctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatce
aagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagatac
caaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctg
tagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgcectgcecca
gtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggata
aggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggage
gaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgcca
cgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaa
caggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtce
ctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctecgtcag
gggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcectttttacggttcectgg
ccttttgctggceccttttgctcacatgttctttecctgegttatecececectgattetyg
tggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgeccgcagccgaa
cgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgeca
aaccgcctctcecceccecgegegttggecgattcattaatgcagectggcacgacaggt
ttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagetca
ctcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctecgtatgttgtgtyg
gaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacg
ccaagcgcgcaattaaccctcactaaagggaacaaaagctggagctccaccgcg
gtggcggccgctctagaactagtggatcccececgggctgcaggaattcgatatac
aatttatttctaaaaaatatttaaaaataaaaaataataagggttttgaataac
tcctttaatttaaatacacatttttaaattttttttagctctttaaatattcat
aaaaataaaaaataactaactaaaaataaataaaaagataataatgattaaagg
tataatactgaataagaaaaaacataatagagtacttattttttatatcactat
ttttaatatcttgaaagcaaaacttttttatatatcttaaaatatattgtatcg
tttattcaattattttctttaaatttcaaatatattgataaaaaagatgacatg
ttttttaaagaaaacatgaaatataaaatagataaatatcaattattttattta
ttaaatatataagctgctcaaaacatagctcattcatcaattataatatgtgaa
tcattaattttcaaaatattactcattatttaggctatcatttattttttattt
tcaattatccgtttctattatattttaatattaagttgtgattcttgaattttyg
tgtcatgaattatttgtaaatctttttatttctgataaaaaatataaattgatt
gactcatgatttaaatcatgagtcaacctaactaattttcaaaattcttctatt
ctaaaatatagatgtgattcttgaatctctcttgaatataaagtaattttttat
atttctgatataattcttagctacgtgattcacgatttatacaatgatccatat
aaaataatgtaaatagtgtatatatatatattcgtcttttttattctttatata
atttaaaaaaattaaaaaaatttaataaagctctaataaaataaataataatac
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gcccgggggatccactagttctagagcggccatcaagectttaggtttt
aggaatcgcggctttttaataggttagtcttagtcagaaagatctctaagtcta
aaactacgaagttattccaacttaattaaaattacaaaataaaaatatcaaaac
ttaaatacgtctaattaatggaagattattaaactttattaattaggtatgaaa
cttctatagttcgaatagctatggcagctggagctccccecccececgggeccatgggte
gaaaacaagggaaatcactcccaatt
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ggatcctctagagtcgacctcgaggggg
ggcccggtacccaattcgcecctatagtgagtecgtattacgcgecgectcactggec
gtcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggcgttacccaacttaatcgce
cttgcagcacatccccectttecgeccagectggcgtaatagcgaagaggcccgcacce
gatcgcccttcecccaacagttgecgcagectgaatggcgaatgggacgcgecctgt
agcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagecgtgaccgctaca
cttgccagcgccctagcecgceccecgctectttegetttetteccttectttetegece
acgttcgccggctttceccecgtcaagectctaaatcgggggcteccectttagggtte
cgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggt
tcacgtagtgggccatcgccctgatagacggtttttecgecctttgacgttggag
tccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccct
atctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggecctattgg
ttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatatta
acgcttacaatttag
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pNeo4-ori-GFP (11 kb)

Yesil ile boyali kissm MTT1 promotoru, mor ile boyali kisim kodon
optimizasyonu yapilmis TtSfGFP geni, gri boyali kissm BTU2 dizisidir. Sar1 ile
gosterilen kisim ise 4.1 kb biiyiikliiglinde replikatif C3 orijin dizisidir.

gtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccecctatttgtttatttttctaaa
tacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaat
aatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattc
ccttttttgcggcattttgccttectgtttttgctcacccagaaacgctggtga
aagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactgg
atctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttceccaa
tgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtattgacyg
ccgggcaagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttyg
agtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaat
tatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctga
caacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatc
atgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacg
acgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactat
taactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatgg
aggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggecccttccggetggetggt
ttattgctgataaatctggagccggtgagcgtgggtctcgcecggtatcattgcag
cactggggccagatggtaagccctccecgtatcgtagttatctacacgacgggga
gtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcac
tgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattg
atttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgata
atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttecgttccactgagecgtcagacc
ccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgecgegtaatcet
gctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatce
aagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagatac
caaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctg
tagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcecctgttaccagtggctgcectgecca
gtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggata
aggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggage
gaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgcca
cgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaa
caggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtce
ctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctecgtcag
gggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcectttttacggttcectgg
ccttttgctggceccttttgctcacatgttctttecctgegttateccecctgattetyg
tggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgeccgcagccgaa
cgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgeca
aaccgcctctcecceccecgegegttggecgattcattaatgcagectggcacgacaggt
ttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagectca
ctcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctecgtatgttgtgtyg
gaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacg
ccaagcgcgcaattaaccctcactaaagggaacaaaagctg
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gatccttaaattaaaaattcaatatatatttacaaactttcatataaaa
taaatatattatataaaattaatttttagtgtattatattaacattaaagcacc
aaaaaaacgtgttaatatactactataaaatataatttattccaaattgactaa
aatcattattttacaactcatttgtatatatattttatgtcaattatttttttt
aactttctaaaaaaaaaaattcctcttcacatacatgttagctcttaaaaattt
gtctgcaaatccaataataatatttttttttgccattaaattttcaaattttta
ctggaaaaatgcagcggccgcgcggccgctctagaactagtggatccecececggge
tgcaggaattcgatatacaatttatttctaaaaaatatttaaaaataaaaaata
ataagggttttgaataactcctttaatttaaatacacatttttaaatttttttt
agctctttaaatattcataaaaataaaaaataactaactaaaaataaataaaaa
gataataatgattaaaggtataatactgaataagaaaaaacataatagagtact
tattttttatatcactatttttaatatcttgaaagcaaaacttttttatatatc
ttaaaatatattgtatcgtttattcaattattttctttaaatttcaaatatatt
gataaaaaagatgacatgttttttaaagaaaacatgaaatataaaatagataaa
tatcaattattttatttattaaatatataagctgctcaaaacatagctcattca
tcaattataatatgtgaatcattaattttcaaaatattactcattatttaggcect
atcatttattttttattttcaattatccgtttctattatattttaatattaagt
tgtgattcttgaattttgtgtcatgaattatttgtaaatctttttatttctgat
aaaaaatataaattgattgactcatgatttaaatcatgagtcaacctaactaat
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tttcaaaattcttctattctaaaatatagatgtgattcttgaatctctcttgaa
tataaagtaattttttatatttctgatataattcttagctacgtgattcacgat
ttatacaatgatccatataaaataatgtaaatagtgtatatatatatattcgtc
ttttttattctttatataatttaaaaaaattaaaaaaatttaataaagctctaa
taaaataaataataatactaaacttaaaataatgattgaacaagatggtttaca
cgctggttctcccgecgecttgggtcgaaagacttttecggttatgactgggctca
acaaaccatcggttgctctgatgccgccgtcttcecgtetttcectgectcaaggteg
tcctgttcttttcgtcaagaccgacctttctggtgeccecttaatgaacttcaaga
tgaagctgcccgtcectttecttggcttgceccaccaccggtgtteccttgegetgetgt
ccttgacgttgtcactgaagccggtagagactggcttecttttaggtgaagtccc
cggtcaagatcttctttcttctcaccttgctecctgccgaaaaagtttctatcat
ggctgatgctatgcgtcgtcttcatacccttgatccecgectacctgecctttcecga
ccaccaagccaaacatcgtatcgaacgtgctcgtactcgtatggaagccggtcet
tgtcgatcaagatgatcttgacgaagaacatcaaggtcttgcccctgccgaact
tttcgccagacttaaggccecgtatgecccgacggtgaagatcttgtcgtcacccea
tggtgatgcctgcttacccaatatcatggttgaaaatggtcgtttttctggttt
catcgactgtggtcgtcttggtgtcgccgaccgttatcaagatattgccttage
tacccgtgatattgctgaagaacttggtggtgaatgggctgaccgtttceccttgt
cctttacggtatcgccgctcceccgattcectcaacgtatcgecttectategtettet
tgacgaattcttctgagatccttaaattaaaaattcaatatatatttacaaact
ttcatataaaataaatatattatataaaattaatttttagtgtattatattaac
attaaagcaccaaaaaaacgtgttaatatactactataaaatataatttattcc
aaattgactaaaatcattattttacaactcatttgtatatatattttatgtcaa
ttattttttttaactttctaaaaaaaaaaattcctcttcacatacatgttagcet
cttaaaaatttgtctgcaaatccaataataatatttttttttgccattaaattt
tcaaatttttactggaaaaatgcagcccgggggatccactagttctagagcggce
catcaagctttaggttttaggaatcgcggctttttaataggttagtcttagtca
gaaagatctctaagtctaaaactacgaagttattccaacttaattaaaattaca
aaataaaaatatcaaaacttaaatacgtctaattaatggaagattattaaactt
tattaattaggtatgaaacttctatagttcgaatagctatggcagctggagctc
ccccecceccgggceccatgggtcgaaaacaagggaaatcactcecccaatttcgaaaatca
cttaaaattgagtaataattgggtttaaaatttaaatttgagtagataagaatt
agatgtttatattctgctaatttcactggtgaaaatgtagcaaatagaaattat
tttaatctaataaactagcaaatagtatttaaaacaaaaatatttgttttttat
gttgtaaaatgttttaaattagataaaatttacaaatttacaaattttcaagca
aaataggttctaaaaaatgagaaaatattacatattttagctatttgactactt
taatgctagtaaattaaaatgaatttaattcattttcactttaaaacacttatt
ttaataaaatatatgattttaaaatgataaaatattttttaagaggtaaattta
agaaattagttaaattttaaagaaaaagcatctaaaaatggacaaaaatgaagt
atttcctttttttatacatttaaatgctagaaaatttaagtaaaacatttataa
ataaaagtaaaatagttttaggaatatgagtaaatagttttttttatgtaaaaa
acattttatcaatttcatttattcattttagttaaatttttcattcacaaaaaa
cttttttttggtaaaataaagactttataaagataacttaaagaaaaagtttat
ctagaattaaaaatattgattttgaaaattgctcattagatatttttttggcaa
aaaaaaaaacaaaaatagtaaaaaatcactttttttgagagttgaaaaaaagac
ttagaaaaaattttaaaagtgtaaaaaaagacttagagaaaaaatcaaaaagag
ataaaaagacttagagaaaatttataaattaaaaatgatagaaaagtaaaattt
attttatattttttaatcatttaaatgctagtaaatttaaataaaacatatata
aaaaaacataaaacaattttaacagcatgcgtatatcattttttatatgtaaaa
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aacattttatcaatttcatttattcattttagttaaattttacattcaaaataa
attttttttgattaaataaagactttataaagagaacttaaagaaaaagtttat
ctagaattaaaaatattgattttgaaaattgctcattagaaatttttttggcaa
aaaaaaaaacaaaaatagtaaaccttccgaacttttgcaacttttgagacttcg
tgaaaaaagacttagaaaaatttttgaaaaatgaaaaaaaaagacttagagaaa
aaaatcaaaaaagtgaaaaaagacttagaaaaattttttaaaatgaaaaaatga
tttaggagaaattttgagattgcgcttagattttgtgtgaagtcacttacaaaa
aatgagcggactcgctcaaatatttaagtggactcgcataaaaatgagtggagt
cactaaaaaaattaagtgaactcacttaaaaatgagtggagccactcaaaaaat
taagcggactcgcttaatattcgcggagttaaacaaaaataagtggactcacag
aaaaattaagcggattgcgctaaaaaatgagtggactcactcaaaaatgaagca
gactcgcttaaaaatgagtggagccactcaaaaagttcagcagagccacttaaa
aatttagcttaaaatcagctctaaattaaattagacttagtgaaaaatagcgaa
aatgaaaaaaatgaaaaaatgaatgaaaactgaaaaatttacaagggattgaaa
attttggcagagtcttttttttggcaaaaaaaaaaacaaaaatagtaaaccttc
cgaacttttttgactttgagaaaaattctttggcaaaaaaaataaaaataatat
caggggggtaaaaatgcatatttaagaaggggaaacatctccggtcgaaaatca
cttaaaattgagtaataattgggtttaaaatttaaatttgagtagataagaatt
agatgtttatattctgctaatttcactggtgaaaatgtagcaaatagaaattat
tttaatctaataaactagcaaatagtatttaaaacaaaaatatttgttttttat
gttgtaaaatgttttaaattagataaaatttacaaatttacaaattttcaagca
aaataggttctaaaaaatgagaaaatattacatattttagctatttgactactt
taatgctagtaaattaaaatgaatttaattcattttcactttaaaacacttatt
ttaataaaatatatgattttaaaatgataaaatattttttaagaggtaaattta
agaaattagttaaattttaaagaaaaagcatctaaaaatggacaaaaatgaagt
atttcctttttttatacatttaaatgctagaaaatttaagtaaaacatttataa
ataaaagtaaaatagttttaggaatatgagtaaatagttttttttatgtaaaaa
acattttatcaatttcatttattcattttagttaaatttttcattcacaaaaaa
cttttttttggtaaaataaagactttataaagataacttaaagaaaaagtttat
ctagaattaaaaatattgattttgaaaattgctcattagatatttttttggcaa
aaaaaaaaacaaaaatagtaaaaaatcactttttttgagagttgaaaaaaagac
ttagaaaaaattttaaaagtgtaaaaaaagacttagagaaaaaatcaaaaagag
ataaaaagacttagagaaaatttataaattaaaaatgatagaaaagtaaaattt
attttatattttttaatcatttaaatgctagtaaatttaaataaaacatatata
aaaaaacataaaacaattttaacagcatgcgtatatcattttttatatgtaaaa
aacattttatcaatttcatttattcattttagttaaattttacattcaaaataa
attttttttgattaaataaagactttataaagagaacttaaagaaaaagtttat
ctagaattaaaaatattgattttgaaaattgctcattagaaatttttttggcaa
aaaaaaaaacaaaaatagtaaaccttccgaacttttgcaacttttgagacttcg
tgaaaaaagacttagaaaaatttttgaaaaatgaaaaaaaaagacttagagaaa
aaaatcaaaaaagtgaaaaaagacttagaaaaattttttaaaatgaaaaaatga
tttaggagaaattttgagattgcgcttagattttgtgtgaagtcacttacaaaa
aatgagcggactcgctcaaatatttaagtggactcgcataaaaatgagtggagt
cactaaaaaaattaagtgaactcacttaaaaatgagtggagccactcaaaaaat
taagcggactcgcttaatattcgcggagttaaacaaaaataagtggactcacag
aaaaattaagcggattgcgctaaaaaatgagtggactcactcaaaaatgaagca
gactcgcttaaaaatgagtggagccactcaaaaagttcagcagagccacttaaa
aatttagcttaaaatcagctctaaattaaattagacttagtgaaaaatagcgaa
aatgaaaaaaatgaaaaaatgaatgaaaactgaaaaatttacaagggattgaaa
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attttggcagagtcttttttttggcaaaaaaaaaaacaaaaatagtaaaccttc
cgaacttttttgactttgagaaaaattctttggcaaaaaaaataaaaataatat
caggggggtaaaaatgcatatttaagaaggggaaacatctccggggatcctcta
gagtcgacctcgagggggggcccggtacccaattcgecctatagtgagtegtat
tacgcgcgctcactggccgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggce
gttacccaacttaatcgccttgcagcacatcccectttecgeccagetggegtaat
agcgaagaggcccgcaccgatcgcecctteccaacagttgecgcagectgaatggce
gaatgggacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggecgggtgtggtggttacg
cgcagcgtgaccgctacacttgccagcgceccctagecgeccgctectttegettte
ttceccttectttetegeccacgttecgecggettteccecegtcaagcectctaaatecgg
gggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaa
cttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgccctgatagacggttttt
cgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaact
ggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttg
ccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcg
aattttaacaaaatattaacgcttacaatttag
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EK- 9 Bulgular

SET
1

100 pg/ml

300pg/ml

600ng/ml

++

+++

++

+++

++

+++

1.giin

pNeo4.ori. GFP

96

pNeo4.ori

96

pNeod

96

pNeo3

96

Cd+

pNeo4.ori. GFP

96

pNeo4.ori

96

pNeod

96

pNeo3

96

2.giin

pNeo4.ori. GFP

96

pNeo4.ori

96

pNeo4

96

pNeo3

96

Cd+

pNeo4.ori. GFP

46

50

pNeo4.ori

68

28

pNeo4

pNeo3

3.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

96

90

pNeo4.ori

96

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

46

50

51

42

pNeo4.ori

68

28

70

21

pNeod

pNeo3

4.giin

pNeo4.ori. GFP

10

50

pNeo4.ori

15

pNeo4

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

50

77

pNeo4.ori

50

60

pNeod

pNeo3

5.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

31

pNeo4.ori

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

55

77

63

pNeo4.ori

39

63

78

pNeod

pNeo3

6.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

27

pNeo4.ori

10

pNeo4

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

13

45

84

88

pNeo4.ori

13

26

75

83

pNeod

pNeo3

7.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

59

83

83

pNeo4.ori

29

75

66

pNeod

pNeo3
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SET

100 pg/ml

300pg/ml

600pg/ml

++

+++

++

+++

++

+++

1.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

96

pNeo4.ori

96

pNeod

94

pNeo3

96

Cd+

pNeo4.ori. GFP

88

pNeo4.ori

96

pNeo4

96

pNeo3

96

2.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeo4

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

47

19

pNeo4.ori

72

pNeod

pNeo3

3.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

22

39

19

pNeo4.ori

75

20

21

50

pNeo4

pNeo3

4.giin

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

34

30

20

24

pNeo4.ori

79

74

pNeod

pNeo3

5.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

60

34

35

46

pNeo4.ori

90

82

89

pNeo4

pNeo3

6.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

64

57

30

53

pNeo4.ori

88

93

92

pNeod

pNeo3

7.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeo4

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

69

21

48

25

23

42

pNeo4.ori

88

86

pNeo4

pNeo3
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SET

100 pg/ml

300pg/ml

600pg/ml

++

+++

++

+++

++

+++

1.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

49

47

pNeo4.ori

94

2

pNeo4

72

24

pNeo3

94

2

Cd+

pNeo4.ori. GFP

96

pNeo4.ori

76

pNeod

87

pNeo3

90

2.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

12

pNeo4.ori

38

33

pNeod

pNeo3

3.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeo4

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

17

23

pNeo4.ori

75

35

46

pNeod

pNeo3

4.giin

pNeo4.ori. GFP

20

pNeo4.ori

84

75

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

17

27

24

10

10

pNeo4.ori

29

47

86

67

pNeod

pNeo3

5.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeo4

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

17

27

25

10

10

pNeo4.ori

29

47

88

77

pNeod

pNeo3

6.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeod

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

26

33

39

pNeo4.ori

91

94

pNeod

pNeo3

7.giin

Cd-

pNeo4.ori. GFP

pNeo4.ori

pNeo4

pNeo3

Cd+

pNeo4.ori. GFP

29

13

23

17

28

pNeo4.ori

83

26

66

17 78

pNeo4

pNeo3
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