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OZET
Tetrahymena thermophila’da AFINITIK TAKILI INSAN BUYUME
HORMONU’NUN TETRAHYMENA YAPAY KOROMOZOM VEKTOR
ALTYAPISI iILE REKOMBINANT URETIMI, SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Mehmet CALISEKI
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali-Biyoteknoloji Bilim Dali
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, May1s 2019
Danigsman: Dog. Dr. Muhittin Arslanyolu

Ulkemizin 2023 hedefi, saglk alaninda ilag iiretim altyapisinin yetismis insan ve
sirketlesme ile olusturulmasidir. Bu tez kapsaminda; alternatif protein iiretim konakgisi
Tetrahymena thermophila’da insan terapotik proteinlerinden insan biiyiime hormonunun
(hGH) iiretimi, amaclanmigtir. hGH iiretiminin vektdrel altyapisinda, lyi Imalat
Uygulamalarma (IIU) uygun yiiksek kopya sayili dairesel T. thermophila makroniikleer
yapay kromozom-2 (TtAC2) nin kullanimi planlanmistir. TtAC2’nin 1s1 ile indiiklenebilir
HSP70.2 1s1 soku promotorunun kontrolii altina kodon uyumlu hGH kodlayict DNA
dizileri klonlanmistir. Biyolistik silah ile 7. thermophila CU428 1irkina vektorler
transforme edilmistir. GFP-hGH fiizyon proteini sitoplazmik tiretimi 50 kDa monomer-
101 kDA dimer, 6xHis-hGH ve takisiz hGH proteinlerinin sitoplazmik tiretimi ise 17
kDa-22 kDa monomer ve 34 kDa-44 kDa dimer olarak SDS-PAGE ve Western Blot
analizleri ile gosterilmistir. PLA22/23 sinyal peptid dizisi kullanilarak, endoplazmik
retikulum {izerinden hiicre disina yonlendiren 6XHis-hGH ve takisiz hGH’1n hiicre disina
salgilandigi ELIZA ile tespit edilmistir. Literatiir kapsaminda hipotezlenen hiicre digina
salgilanan hGH’1n T. thermophila sekretom proteazlari tarafindan parcalandigi, in vitro
proteolitik enzim aktivite testi sonuglari ile kanitlanmistir. Bu tez ¢aligmasi ile
biyoaktivite analizleri icin gerekli hGH proteinlerinin iiretimi ve saflastirilmasinin
vektorel altyapist olusturulmustur. 7. thermophila’da hGH {iretim miktarinin bu
organizmanin proteaz genlerinin susturulmasi ve optimize biyoreaktor {iiretimiyle

arttirtlabilecegi, sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Tetrahymena thermophila, TtAC2, hGH, terap6tik protein tiretimi
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ABSTRACT
RECOMBINANT PRODUCTION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION
OF AFFINITY-TAGGED HUMAN GROWTH HORMONE WITH TETRAHYMENA
ARTIFICIAL CHROMOSOME VECTOR SYSTEM IN Tetrahymena thermophila

Mehmet CALISEKI
Biotechnology Programme of Advanced Technologies Department
Graduate School of Eskisehir Technical University, May 2019

Supervisor: Assistant Prof. Mubhittin Arslanyolu

2023 National Vision plans to establish the pharmaceutical production substructure
in the field of health through trained human resources and corporatization. In this thesis;
human growth hormone (hGH), which is one of the human therapeutic proteins, is aimed
to be produced in Tetrahymena thermophila as an alternative protein production host. The
use of high copy number 7. thermophila macronuclear artificial chromosome-2 (TtAC?2)
adapted for Good Manufacturing Practices (GMP) is planned as the vector infrastructure
in hGH production. Codon-optimized hGH encoding DNA sequences were cloned into
the TtAC?2 vector, which is under the kontrol of the heat-inducible HSP70.2 heat shock
promoter for protein expression. The vectors were transformed to the 7. thermophila
CU428 strain by the biolistic gun. The cytoplasmic production of the GFP-hGH fusion
protein as 50 kDa monomer-101 kDA dimer, 6xHis-hGH and untagged-hGH cytoplasmic
proteins as 17 kDa-22 kDa monomers and 34 kDa-44 kDa dimers were demonstrated by
SDS-PAGE and Western Blot analysis. Secreted hGH was extracellularlly detected by
ELISA analysis when 6XHis-hGH and untagged-hGH was produced by PLLA22/23 signal
peptide sequence directing the extracellular environment through endoplasmic reticulum.
The literature based hypothesis about the degradation of secreted hGH by secretomic
proteases has been confirmed by the results of in vitro proteolytic enzyme activity assay.
In this thesis, the vector infrastructure developed for the production and purification of
hGH could be used in the bioactivity characterization. As a result; the production amounts
of hGH in T. thermophila can be increased by silencing protease genes of the organism

and optimized bioreactor culturing.

Keywords: Tetrahymena thermophila, TtAC2, hGH, therapeutic protein production
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1. GIRIS

Iyi Imalat Uygulamalar1 (iiU, Good Manufacturing Practices, GMP) piyasaya
stiriilecek iirtinlerin iiretim, depolama ve tedarik agamalarimi kapsayan yonerge olup
ulusal ve uluslararasi kurumlar tarafindan denetlenebilmektedir (Gouveia BG, 2015).
Denetimi; iilkemizde T.C. Saglik Bakanligi Tirkiye Cihaz ve Tibbi Cihaz Kurumu
(Beseri Tibbi Uriinler Imalathaneleri Iyi Imalat Uygulamalar1 Kilavuzu, versiyon
2018/02), Avrupa’da Avrupa Komisyonu (AB Mevzuati Eudralex), Amerika’da U.S.
Food and Drug Administration (FDA, cGMP) olup diinya ¢apinda ise Diinya Saglik
Orgiitii (World Health Organization, WHO) kurumu gergeklestirmektedir. Ozellikle insan
kullanimina sunulacak bir medikal iiriiniin tiim iiretim asamalarmm [iU’ye uyumlulugu
aranmaktadir. Uretim sirasinda kullanilan tiim uygulamalarim tiim talimatlara uygunlugu
kayit altina alinmali, hedef {iriiniin yeterlilik-dogrulama tespitleri yapilmis olmali ve
uygun depolama-dagitim sartlar1 ile insan hayatin1 tehlikeye atabilecek tiim riskler
giderilmis olmalidir. Bu tez galismasinda; akademik AR-GE kapsaminda rekombinant
terapotik protein {iretim asamalarin1 kapsayan tim molekiiler biyomiihendislik
tasarrmlarin 1[U’ya uyumlulugu amaglanmustir. Uretilecek medikal iiriin olan insan
bliyime hormonunun (hGH) iretimi esnasinda; gen bitiinligl, 1s1 soku ile
indiiklemesiyle toksik indiikleyicilerin kullanilmamasi, antibiyotik baskisina iiretim
asamasinda gerek duymayan genom entegrasyon stratejisiyle iiretim veya
ekstrakromozomal olarak kararli yapay kromozom temelinde tretim, hiicre digina
salgilatma ile daha az kontaminant varliginda saflastirma ile affinitik bir taki eklemeksizin
saflastirma gibi 11U esaslarina uyumlu sartlarin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Tez kapsaminda, 1IU uyumlu olarak iiretimi amaclanan terapdtik protein insan
bliylime hormonu (hGH, Somatotropin), insanda hipofiz bezinin 6n lobunda bulunan
Somatotrop hiicreleri tarafindan sentezlenerek, depolanir veya salinir (Strobl ve Thomas,
1994; Cazares-Delgadillo vd., 2011). Insan GH’1 direk ve dolayl iki farkli etki
mekanizmasina sahiptir. Direk etki; hipofiz bezinden salgilanan biiyiime hormonunun
kikirdak dokudan hedef dokulara (kemik, yag dokusu ve kas dokusu) ulagmasiyla bu
hiicrelerde biiylime hormonu reseptdrlerine (homomerik sitokin reseptoril) baglanmasiyla
baslar, JAK2/STATS sinyal yolagin1 aktiflestirerek biiyiime ve gelisim icin hiicre

metabolizmasini uyarmastyla sonuglanir (Sekil 1.1.B.).
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Sekil 1.1. insan Biiyiime Hormonu Reseptorii ve insan Biiyiime Hormonunun Etki Mekanizmalari.
A. insan Biiyiime Hormonu Reseptorii. Sitokin reseptorii ailesine ait bir homodimer
reseptordiir. hGH’mn reseptdriin domain 1 bolgesine baglanmasi ile domain 2 bdlgesinde
reseptoriin dimerizasyonu gergeklesir ve Tirozin (Tyr) zengin bdlgesinden JAK?2 fosforile
edilerek JAK2/STATS sinyal yolag: aktiflesir (Bergan-Roller ve Sheridan, 2017, sekil referans
alinarak tekrar ¢izilmistir).

B. insan Biiyiime Hormonunun Hedef Dokularda Direk ve Dolayh Etkisi. Hipofiz bezinden
salgilanan insan biliylime hormonu insanda dolasim sisteminde biiyiime hormonu baglayici
protein (W\GHBP) ile taginir. Bu birliktelik hGH’1n dolasimda yar1 dmriinii uzatmaktadir ve hGH
aktivitesini de korumaktadir. Kemik, yag ve kas doku hiicrelerine ulastiginda hGH, reseptoriine
baglanir. JAK2 ve STATS fosforilazasyonu ile sinyal yolag: etkinlesirek gen ekspresyonlart ile
sonuclanir. Bu etki mekanizmasi direk etki olarak adlandirilir. Hiicrelerde ayrica otokrin veya
parakrin etki olarak hGH 1n etkinlestirdigi JAK2/STATS sinyal yolag: ile lokal IGF-1 iiretilir ve
IGF-1 salinarak ayni hiicrede veya komsu doku hiicrelerindeki reseptoriine baglanir. Burada
farkli bir sinyal yolagi etkinlestirilir ve gen ekspresyonunu saglanir (Reh ve Geffner, 2010
referans alinarak ¢izim gergeklestirilmistir.).

C. insan Biiyiime Hormonunun Karaciger Dokusu Uzerinden Dolayh Etkisi. Hipofiz
bezinden salgilanan insan biiylime hormonu insanda dolasim sisteminde bilyiime hormonu
baglayici1 protein (hGHBP) ile taginir. Karaciger dokusu hiicrelerine ulastiginda burada
reseptoriine baglanarak JAK2/STATS sinyal yolagini etkinlestirir. Bunun sonuncunda, hiicrede
IGF-1, IGF baglayic1 protein-3 (IGFBP-3) ve asit degisken alt {inite (ALS) proteinleri
sentezlenir. Bu proteinler hiicrede kompleks olusturarak salgilanir ve bu kompleks dolasimda
IGF-1’in yar1 Omriinii uzatmaktadir. Sistemik IGF-1 kemik, yag ve kas doku hiicrelerine ulasir.
Burada IGF-1, reseptoriine baglanarak sinyal yolagini aktiflestirir ve gen ekspresyonu
gergeklesir (Reh ve Geffner, 2010 referans alinarak ¢izim gergeklestirilmistir.).



Dolayl etki ise salgilanan biiylime hormonunun karaciger hiicrelerine ulagmasi,
biiylime hormonu reseptdrlerine baglanmasiyla, insiilin benzer biiylime faktorii-1 (IGF-1)
{iretimini hedefleyen JAK2/STATS5b yolagini etkinlestirmesiyle baslar. Uretilen IGF-1 ise
hedef dokulardaki hiicrelere ulasarak biliyiime ve gelisimi tetikler ve hiicresel
metabolizmayr uyarir (Sekil 1.1.C.). hGH araciligryla hiicre sinyal yolaklarinin
etkinlestirilmesiyle gerceklesen gen ekspresyonlart sonucunda tiim hiicrelerde;
makromolekiil (k.h., lipid), aminoasit, nitrojen, mineral metabolizmasi hizlanmasi, kemik
dokuda,; ilkil kondrosit farklilagsmasi ve osteoblast genislemesi ile dogrusal biiyiime ve
kiitle artis1, yag dokuda; hormon-duyarl lipaz sentezi ile lipolizin (yag yikimi) artisi,
glukoz taginimi ve lipogenezin azalmasi, kas dokusunda; amino asit taginimi hizlanmasi
ve kas lifi dagilimi gergeklesir (Reh ve Geffner., 2010). Literatiirde, farelerin biiylime
gelisiminde, bliylime hormonunun %14, IGF-1"in %35 etkisi oldugu bildirilmistir (Lupu
vd., 2001).

Insan biiyiime hormonunun varyantlar1 ve izoformlarinin bulunmasi sebebiyle
molekiiler biyolojisi ve fizyolojisinde farkliliklar goriilmektedir. Insanda 17.
kromozomun uzun kolunda q23.3 lokasyonunda bulunan insan biiyiime hormonu geni
(GH-N, GH-1), komsu genler olan human chorinoic somatommatropin (HCS) ve insan
bliylime hormonu varyantlariyla (GH-V, GH-2) birlikte bulunmaktadir (D.C. Pérez-Ibave
vd., 2014). Ozellikle GH-V, plasentada salgilanmaktadir ve fetiis biiyiime gelisiminde
onemli role sahiptir. Hipofiz bezinin 6n lobunda iiretilen 191 aminoasitlik 22 kDa hGH’a
(hGH-N) karsilik plasentada iiretilen 22 kDa hGH (hGH-V) varyanti arasinda bazi
aminoasit farkliliklar1 bulunur. Ayrica plasental hGH’in 140. aminoasitine N-
glikozilasyon ¢atali eklenirken, hipofizden salgilanan hGH’da N-glikozilasyon catali
bulunmamaktadir. Ancak baska bir aminoasit pozisyonunda O-glikozilasyon catali

bulundugu bildirilmistir (Bustamante vd., 2009).
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Sekil 1.2. insan Biiyiime Hormonu Kodlayiea Genlerin Insan Kromozomunda Lokasyonu,
Ozellikleri ve Molekiiler Yapisi. insanda 17. kromozomun q23.3 lokasyonunda hipofiz
bezinin 6n lobundan salgilanan hGH’1 kodlayan GH-N (GH-1) geni bulunmaktadir, bu genden
22 kDA hGH transle edilir ancak alternatif-splicing ve post-translasyonel mekanizmalar
nedeniyle 20, 17, 24 kDa gibi birgok isoformlar da olusmaktadir. Insanda hGH ayrica plasenta
da sentezlenir ve varyant hGH olarak adlandirilir. 17. kromozomda lokalize GH-V (GH2)
geninden 22 kDa ve 20, 24, 25 kDa hGH formlari transle edilmektedir. Hipofiz 22 kDA hGH’1
ve plasental 22 kDa hGH’1 arasinda %95 homoloji goriilmektedir. 140. aminoasit konumunda
plasental 22 kDa hGH’in asparajin (N) aminoasitinde N-glikozilasyon catali bulunurken,
hipofiz 22 kDA hGH’m aym pozisyonda lizin aminoasiti (K) oldugundan N-glikozilasyon
catali bulunmamaktadir. GH-V geni ayrica immiinsistem, ovaryum ve testis hiicrelerinden de
eksprese edildigi literatiirde belirtilmektedir (D.C. Pérez-Ibave vd., 2014, sekil referans
almarak ¢izim gergeklestirilmistir).

Varyantlardan farkli olarak, 22 kDa hGH’1n bir¢ok izoformlar1 da bulunmaktadir
ve bu proteinler alternatif-splicing ve post-translasyonel mekanizmalar ile ortaya
cikmaktadir (EK-1). Ornegin 20 kDa hGH varyanti; hGH geninin 3. ekzonunda alternatif
splicing nedeniyle kayiptan olusur. 3. ekzonun kodladig1 32-46 aminoasitten olusan ara
dizi 20 kDa varyantta bu nedenle bulunmamaktadir. Ikinci &rnek ise 5 kDa ve 17 kDa
hGH izoformlar1 olup hGH proteinin 43-44. aminoasit pozisyonlari arasi bir proteolitik
kesim ile olusurlar. 5 kDa isoform 1-43 aminoasit arasin1 ve 17 kDa hGH izoformu ise
44-191 aminoasit arasini icermektedir (Warner vd., 1993; Lewis vd., 1994; Sinha ve
Jacobsen 1994; Lopez-Guajardo vd., 1998). Ayrica 22 kDa protein dimerleserek 44
kDa’luk homodimer yap1 olugsmaktadir (Grigorian vd., 2004).



Sekil 1.3. insan Biiyiime Hormonu Molekiiler Yapis.. hGH’1in N-ucunda yer alan 26 amino asitlik
E.R’ye yonlendirici sinyal peptid dizisi, E.R.’de kesilerek uzaklastirilir. 22 kDa biiyiikliigiinde
191 aminoasitten olugan hGH, 4 alfa heliks yapisi ve 2 disiilfid kopriisii bulunduran bir
polipeptidtir (Graham vd., 2008’den degistirilerek ¢izilmistir).

1956 yilinda ilk olarak insan hipofiz bezinden hGH izolasyonuyla baslayan ve
rekombinant insan biiyiime hormonu iiretimleri ile devam eden siirecte, insan biiylime
hormonu bir¢ok farkli hastaliklar i¢in temel ilag¢ veya takviye ila¢ olarak kullanilmis ve
kullanim1 devam etmektedir. Giinlimiizde, insan biiyiime hormonunun eksikligi veya
islevsizligine dayanan hastaliklarin tedavisinde, hipofiz bezinden salgilanan 22 kDa’luk
form, rekombinant ilag yap1 olarak kullanilmaktadir. Biiylime hormonu eksikligi tedavisi,
kronik bobrek yetmezligi, Turner sendromu, Prader-Willi sendromu, idiyopatik kisa
boyluluk, Noonan sendromu ve AIDS ile iliskili kaseksi hastaliklarinin tedavisinde, insan
bliylime hormonu ilaglart FDA onayli olarak kullanilmaktadir (Laurence vd., 1992;
Dattani ve Preece 2004; Ayyar, 2011; Polgreen vd., 2014). Ayrica literatiirde, biliylime
hormonunun sinir hiicreleri koruyucusu olarak etki gosterdigi ve bu sebeple ALS hastaligi

tedavisinde kullanilabilecegine dair arastirmalar bildirilmistir (Jin-Young Chung



vd.,2015). Diinya ¢apinda “rekombinant insan biiyiime hormonu iiretimi” en fazla E.
coli’de ve memeli hiicre hatlarinda, sonrasinda ise maya hiicrelerinde yapilmaktadir. FDA
onayli hGH ilaglarinin ¢ogunlugu E. coli kaynaklidir (Genotropin, Humatrope,
Omnitrope). Mus musculus meme bezi C127 hiicre hattindan iiretilen hGH kaynakl1
ilaglar (Serostim, Zorbtive) spesifik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Saccharomyces cerevisiae kaynakli hGH ilact olan Valtropin ise pazardan detayi
aciklanmayan bir kurumsal gerekge ile geri ¢ekilmistir (EK-2). Bunlarin disinda birgok
farkli organizmada rekombinant insan biiyiime hormonu iiretimleri gergeklestirilmistir
ancak ilag olarak pazara sunulmamstir. Ulkemizde ise tiim biiyiime hormonu ilaglar1 ithal
olarak elde edilmektedir. Literatiirde protein tiretim konakg¢ilarinda hGH {iretim
miktarlarina bakildiginda; biyoreaktor ile E. coli sitoplazmasinda iiretim en fazla 628,8
mg/L aktif hGH seviyesindeyken flask kiiltiirde yaklasik 18 kat diiserek 34 mg/L
seviyesinde gerceklesmektedir. Biyoreaktor sisteminde; hGH iiretimi sitoplazmik iiretim
yerine E. coli periplasmik bosluga yonlendirildiginde, yaklasik 3,5 kat diisiis olmakla
birlikte 177 mg/L saf hGH elde edilebilmektedir. Bir diger iiretim konakgisi olan
Saccharomyces cerevisiae maya hiicresinin dig ortamindan ancak 65 mg/L saf hGH eldesi
saglanmis olup, E. coli periplasmik bosluktan elde edilen protein miktarina gére bu miktar
2,5 kat daha azdir (Tablo 1.1). Bu degerlendirmeye gore sitoplazmik iiretim, miktarsal

olarak dis ortam tiretimine gore ¢cok daha verimlidir fakat dkaryotik organizmalarin dis

ortamda iiretim verimliligi, bakteriyel sistemlere gore daha da diismektedir.

Tablo 1.1. hGH {iretimi gerceklestirilen organizmalar ve iiretim miktarlar

Organizma Kiiltiirizasyon Uretilen Uretilen - - hGH
(Referans) ve indiikleme Protein Protein Ortami Toplam hGH Miktan | Saf hGH Miktan Safligs
E. coli K-12 W3310 | Bioreaktor,20L | hGH Sitoplazmik 678 mg/L, DO (%20-30) | 623,8 mg/L aktif | % 92
(Song vd., 2017) Fed-batch 584 mg/L, DO (%0-10) | 157.7 mg/L aktif | % 27
E. coli RV308ai Bioreaktor, 1L Thioredoxin- Sitoplazmik 1045.5 mg/L 511,2 mg/L aktif | >%99
(Levarskivd., 2014) | Fed-batch 6xHis-EK-hGH (651 mg/L, %100)
E. coli BI21 (DE3) 250 ml Flask hGH Sitoplazmik 83,6 mg/L 34 mg/L % 98.7
(Kim vd., 2013) kaltGrd BxHis-hGH 92,8 mg/L 40 mg/L %97.6
E.coliK12, RRI Bioreaktor, 20L hGH Periplasmik sivi | 412 mg/L 177 mg/L
(Oliveriravd., 1999) | Fed-Batch,
Pichia pastoris 50 ml Flask 6xHis-FactorXa | Dig Ortam 115 mg/L 65 mg/L % 88
(Calik vd., 2008) kaltard -hGH




Insan biiyiime hormonu gibi diger rekombinant insan proteinlerinin iiretim ve
saflastirma  asamalarinda, proteinlerin E.  coli  periplasmik = membranina
yonlendirilmesinden dolay1 iiretim veriminin diismesi ve saflastirmada peripheral
membran proteinlerinin kalintilarinin bulunmasi, maya konakgilarinda ise ¢ok sayida
glikozilasyon catalinin olusmasi ile immiinolojik problemlerin ortaya ¢ikmasi, alternatif
tiretim konakgilarina olan gereksinimi ortaya ¢ikarmistir (Singh vd., 2012). Bu nedenle
tez calismasinda, alternatif bir iiretim konakgisi olan Tetrahymena thermophila’da

rekombinant insan biiylime hormonu ¢aligmalarinin yapilmasina karar verilmistir.

Taksonomik  olarak  Alveolata siiperfilumu, Cilliophora filumu ve
Oligohymenophorea sinifinin iiyesi olan Tetrahymena thermophila, dogal ortaminda tath
sularda serbest yasayan, 30-50 um boyutlarinda, silleriyle hareketini ve besin alinimin
saglayan tek hiicreli bir tiirdiir. Biyoreaktorde (~1,5 saat boliinme siiresi) ve flaskta (~3
saat boltinme siiresi) kolay kiiltiire edilebilme, genis sicaklik aralarinda yasayabilme (18-
41°C) ve insan patojenitesi icermemesi gibi 6zellikleri laboratuvar model organizmasi
olarak kullanimini1 yayginlastirmistir. Genom yapist bir¢ok tiirden farkli olarak
mikrocekirdek ve makrogekirdek seklinde niikleer dimorfizm (ayni sitoplazmada bulunan
cekirdeklerin yapi-gorev farklilasmasi) gostermektedir. Eseysel aktivitelerden sorumlu
olarak 2n=10 kromozom igeren mikrocekirdegin DNA genetik materyali, yaklasik 200
Mb toplam biiyiikliikliiktedir. ikinci ¢ekirdek olan makrogekirdek yaPiKa daha biiyiik
olup somatik metabolizmalarin kontroliinden sorumludur. Makrogekirdekte her
minikromozomdan 45 kopya bulunmaktadir, yani 45n poliploid yapida olup n= 200
minikromozom i¢ermektedir. Makrogekirdegin genetik DNA materyalinin toplam
biiyiikliigii yaklasik 105 Mb olup mikrogekirdegin toplam biiyiikliigiiniin yaris1 kadardir
(Sekil 1.4., Ruehle vd., 2016). Makrogekirdek ayrica 45 kopyali somatik
minikromozomlarin disinda ribozomal genleri kodlayan, organizmada yaklasik 9000
kopya olarak bulunan 21 kb biiyiikliiglinde bir minikromozom grubu daha igermektedir.
Bu organizmada, makrocekirdek (Eisen vd. 2006) ve mikrogekirdek (Hamilton vd. 2016)
genom analizleri tamamlanmis olup Tetrahymena Genom Database (TGD) ve NCBI

tizerinden tiim biyoinformatik verilere ulasilabilmektedir.
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Sekil 1.4. Tetrahymena thermophila mikroskobik goriintiisii ve cekirdek dimorfizmi. 1000x
biliylitmede bir 7. thermophila hiicresi goriilmektedir, yiizeyinde silleri bulunan bu
organizmanin sitoplazmasinda kontraktil koful (K.K.) ve besin kofulu (B.K.) goriilmektedir.
Ayrica sitoplazmada biiyiik bir alan1 kaplayan makrogekirdek (MAC) ve ¢ok daha kiigiik olan
mikrogekirdek (MIC) bulunmaktadir. Bu iki ¢ekirdek; boyut, kromozom yapisi ve gorevleri
bakimindan farklilagarak organizmada c¢ekirdek dimorfizmi gosterirler. Makrogekirdek,
biiyilk boyutta, 45n poliploid ve organizmanin yasamsal faaliyetlerinden sorumludur.
Mikrogekirdek ise kii¢iik boyutta, 2n=10 kromozoma sahiptir ve organizmada eseysel
faaliyetlerden sorumludur, bu faaliyetler ise toklukta eseysiz boliinme ve aglik durumunda
ise iki hiicrenin agiz agiza birlesmesiyle genetik materyalin degistirildigi konjugasyondur
(Ruehle vd., 2016).

Glniimiizde 7. thermophila’nin alternatif protein konakgist olarak kullaniminin
temelini, vektorler, gen kasetleri, disar1 salgilatma dizileri ile promotorlarin gelistirildigi
ve ¢esitli proteinlerin rekombinant olarak iretildigi arastirmalar, olusturmaktadir. Bu
organizmada heterolog protein iiretiminin ilklerinden olan 1. multifiliis yiizey i-antijen
proteininin ag1 antijeni olarak {iretilmesi drnek olarak verilebilir (Gaertig vd. 1999). P.
falciparum GPIl-gapali CS proteinin iiretiminde ise ilk defa heterolog bir proteinin
endoplazmik retikulum sinyal peptid dizisinin 7. thermophila tarafindan taninarak
islenebildigi gosterildigi ve antijen iiretimi i¢in organizmanin uygun oldugunu bildiren
bir galismadir (Peterson vd., 2002). ilk aktif rekombinant insan proteini olarak insan
DNaz I proteini tretilmistir (Weide vd., 2006). Bu calismada E.R.’ye yonlendiren T.
thermophila fosfolipaz Al proteinin PLA36, PLA110 ve PLA115 sinyal peptid dizileri
ile DNaz I proteini hiicre digina salgilattirilmis ve dogru distilfid baglar1 da bu organizma
tarafindan olusturulmustur. Insana benzer N-glikozilasyon profilinin bu organizma
tarafindan eklenebildigi yine bu ¢alisma ile gosterilmistir. Aldag ve ark.’nin (2011)
bildirdigi bir calismada ise 7. thermophila’nin insan alkalin fosfataz proteinin E.R. sinyal
dizisini taniyarak, E.R.’a yonlendirme yapabildigi ve hiicre digina insan alkalin fosfataz

enzimi salgilayarak tiretebildigi gosterilmistir (Aldag vd., 2011). Malaria parazitine kars1



elde edilmesi hedeflenen bir asi i¢in, bu organizmada ilgili antijen proteini dogru
katlanma ve disiilfid baglari ile iiretilerek hiicre disina salgilandig: bildirilmistir (Cowan
vd., 2014). Anti-kanser monoklonal antikoru (Rituximab ilac1) iiretiminde 7.
thermophila’nin farkli yapilarda N-glikozilasyon motifleri olusturabildigi belirlenmis
olup, olduk¢a kompleks dordiinciil yapr iceren monoklonal antikor iiretimde de bu
organizmanin kullanilabilinecegi raporlanmistir (Calow vd., 2016). Tiim bu arastirmalari
Ozetleyecek olursak, 7. thermophila diger Okaryotik hiicreler gibi post-translasyon
modifikasyonlar1 (glikozilasyon, disiilfid baglarinin olusumu, protelolitik kesim)
yapabilmektedir. Ayrica genom (Eisen vd. 2006; Hamilton vd. 2016), transkriptom
(Xiong vd., 2012), proteom (Jacobs vd., 2006; Xanthopoulou vd., 2010; Saettone vd.,
2019) ve sekretom (Madinger, vd., 2010) analizlerinin tamamlanmis olmasi, “7.
thermophila  endiistriyel rekombinant protein iiretim platformlarimin
gelistirilmesinde” biyoinformatik kolaylik saglayacaktir. Bu organizmada yapilan flask
ve biyoreaktdr caligmalarinda protein iretimi; 0,1 mg/L ve 20 mg/L arasinda
gerceklesmektedir (Tablo 1.2). Gelecekte ise 7. thermophila’nin platform kapsaminda
protein liretimine daha uygun mutantlarinin gelistirilmesi ile iiretilen protein miktarlarinin
arttirilmasi hedeflenmektedir. Genelleyecek olursak, bu organizma, literatiirde var olan
E. coli, P. pastoris ve memeli hiicre kiiltiiri gibi sistemlere alternatif bir segenek olarak

ortaya ¢cikmaktadir.

Tablo 1.2. T. thermophila’da heterolog protein iiretim kosullar1 ve miktarlari

Uretilen Protein Besi Ortami Protein Mik. Referans
I. multifiliis ylzey i-antijen Flask 50 pg/mg Gaertig vd. 1999
P. falciparum GPl-gcapaliCS | Flask 0.3 mg/L Peterson vd. 2002
insan DNase | Karistirmali Biyoreaktér (0.1 mg/L Weide vd. 2006
insan Alkalin Fosfataz Karistirmali Biyoreaktor | 14000 U/L Aldag vd. 2011
Malaria MSP-1 antijeni Karistirmali Biyoreaktdr | 0.5 mg Cowan vd. 2014
ggfilézigigﬁtznz:qzkg?gegl) Karistirmali Biyoreaktor 20 mg/L Calow vd. 2016

T. thermophila’da ilk biliylime hormonu tiretim denemesi yine Dog¢ Dr. Mubhittin
Arslanyolu ve arastirma ekibinin 1502F092 no’lu Anadolu Universitesi Genel BAP Proje
kapsaminda gerceklestirilmistir. Bu calismada iki farkli genom aktarim yontemi
kullanilmustir. [lk denenen y&ntem; 1s1 soku ile indiiklenebilen HSP70 promotoruna sahip

bir kodon uyumlu hGH gen kasetinin makrogekirdek MTT1 lokusuna genom entegrasyon



ile yerlestirilmesiyle, 45 kopyali bir sistem ile gerceklestirilmistir. Ikinci denenen yéntem
ise T. thermophila makrogekirdek genomunda ekstrakromozomal olarak 8000 kopyaya
kadar cikabilen pVGF vektoriinde, MTT1 promotor kontrolinde hGH gen kaseti
olusturulmasi ile gergeklestirilmistir. Protein diizeyindeki gerceklestirilen analiz
verilerine gore, pVGF-PLA-hGH vektor sistemiyle, hiicre i¢i ve hiicre disi hGH
tiretiminin 22 kDa monomer, 34 kDa dimer ve 44 kDa dimer olarak iiretilebilinecegi
raporlanmistir. Yiiksek Biyoteknolog Serkan Dereli’nin gerceklestirdigi pVGF-PLA-
hGH vektor ¢alismalart Mehmet CALISEKI tarafindan devam ettirilmis ve Western Blot
yontemiyle net bir sekilde islenmis 22 kDa ve islenmemis 24 kDa monomerlerin hiicre i¢i
¢Oziiniir proteinlerde bulundugu fakat hiicre dis1 6. saat, 12. saat ve 24. saat drneklerinde
bulunmadigi tespit edilmistir (EK-3). Bu calisma bulgularn 7. thermophila’da
rekombinant insan biliylime hormonu iiretilebilecegi ongodriisiinli desteklemistir. Ancak,
konjugatif transformasyon ile kullanilan dairesel pVGF vektoriiniin makrogekirdek
gelisimi esnasinda dogrusal forma dontistiiriildiigii, zamana (2 aya kadar) bagl olarak
vektoriin makrogekirdek icerisinde kopya sayisinin diismesi ile protein ekspresyon
veriminin de diistligli belirlenmistir. Bu dogrultuda, makrogekirdek genomu igerisinde
muhafazasi uzun siire saglanabilen, etkili bir ekspresyon vektorii ihtiyaci ortaya ¢ikmistir.
Tez calismasinda bu nedenle kullanilmasi amaglanan vektor sistemi, TtAC2 kisaltmali
Tetrahymena thermophila yapay kromozumu 2’dir. TtAC2 vektort, ilk versiyon olan
TtAC1’in problemlerinden biyomimikri (biyotaklit) kullanilmasiyla arindirilmis ve ileri
seviyede gelistirilmis bir formudur (Arslanyolu, M. ve Ustiintanir, A. F., Tiirk Patent ve
Marka Kurumu Bagvuru No: 2018/13880). Tetrahymena thermophila yapay kromozumu
2 olarak adlandirilan vektor, transforme edilmesi ve seleksiyonu sonrasinda paromomisin
baskili ve baskisiz T. thermophila makrogekirdeginde 24 aya kadar muhafaza
edilebilmektedir (Arslanyolu, M., Ustiintanir, A. F., ve Caliseki, M., 2019. Tiirk Patent
ve Marka Kurumu Bagvuru No: 2019/04291). TtAC2’nin makrogekirdek icerisinde uzun
siireli muhatazasi ve protein ekpresyonunda kullanilabilirligi, ana vektor sistemi olarak

bu tez caligmasinda kullanilmasinin gerekg¢esini olusturmaktadir.
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T. thermophila hiicrelerinde rekombinant olarak tiretilebildigi kismen tespit edilen
insan biiylime hormonunun, makrogekirdekte muhafaza edilen TtAC2 vektor sistemiyle,
[iU uyumlu bir promotor kullanilarak hem sitoplazmik hem de hiicre disina PLA22/23
sinyal peptidleri araciligiyla salgilatilarak {iretilebilecegi, bu tezin hipotezini
olusturmaktadir. Ulkemize ithal edilen hGH’1n T. thermophila’da iiretilebilmesi ile yerli
insan biiylime hormonu ilag iiretiminin altyapisinin gelistirilmesi ise ¢alismanin amacin

olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Tez Cahsmasinda Kullanilan Irklar ve Kiiltiirizasyon Yontemleri

T. thermophila’da rekombinant insan biiylime hormonu iiretilmesi asamasinda
vektor sistemi olarak TtAC2 vektoriiniin kullanilmasi sebebiyle vejetatif transformasyona
ve protein ekspresyonuna uygun 7. thermophila CU428 1rki Cornell Universitesi
Tetrahymena Stok merkezinden temin edilmistir (EK-4). Tetrahymena hiicre
kiiltiirizasyonu i¢in penisilin/streptomisin ve amfoterisin B eklemesi yapilan NEFF ve
SPP besiyerleri kullanilmistir. Flask veya petri kiiltiiriinde hiicre yogunluklar1 g6z 6niinde
bulundurularak yaklasik 24-48 saat siire aralifinda logaritmik faza ulagincaya kadar 30°C
sicaklikta inkiibasyonlar1 gergeklestirilmistir. Uzun siireli hiicre kiiltiiri saklamak
amactyla oda sicakliginda cam tiipte kiiltiirizasyon saglanmistir ve belirli araliklarla
pasajlar yapilmistir (EK-5).

Insan bilyiime hormonu gen kasetlerinin TtAC2 vektoriine rekombinant DNA
teknolojisi teknikleriyle klonlanmasindan sonra transformant vektoriin ¢ogaltilmasi
amaciyla E. coli DH5a kompotent irki kullanilmistir (EK-6). Bakteriyel transformasyon
42°C’de 151 soku yontemi ile gergeklestirilmis olup 1X Amfisilinli LB Agar igeren Petri
tabaklarinda 37 °C sicaklikta 16 saat boyunca inkiibasyon uygulanmistir. Pozitif
transformantlar secilerek 1X Amfisilinli LB Broth besiyerinde ¢alkalamali olarak 37°C
sicaklikta 16 saat boyunca biiyiitiilmiislerdir (EK-7).

2.2. insan Biiyiime Hormonu Uretimi i¢in Kullamlan Vektor Sistemi

T. thermophila’da protein ekspresyon vektorleri temel olarak iki sinifa
ayrilmaktadir. Ilki, homolog rekombinasyon icin kullanilan genom entegrasyon
vektorleridir. 7. thermophila genomunda esansiyel olmayan bir genin (literatiirde MTT1
ve BTU2 genleri), genom entegrasyon vektoriine yerlestirilen rekombinant gen ve 5' UTR
ve 3" UTR homoloji kollar1 ile homolog rekombinasyonu gerceklestirilir ve genellikle 45
kopyali mikrogekirdek hedef alinir (Shang vd. 2002; Iwamoto vd., 2014). Ikinci olarak,
ekstrakromozomal vektorler bulunmaktadir ve bu vektdrler organizmanin kromozom
yapisina katilmayarak serbest olarak makrogekirdekte bulunurlar. Bu tip vektorlerde iki
gruba ayrilmaktadirlar. Yalnizca hiicrelerin konjugasyon sathasinda transforme edilen
vektorlere konjugatif ekstrakromozal vektorler adi verilir ve ekibimizde pVGF vektorii

bu sekilde kullanilmaktadir (Yilmaz ve Arslanyolu, 2015). Ancak bu vektdr paramomisin
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baskisinda dahi hiicre makrogekirdeginde 2 ay igerisinde kopya sayisin1 kaybetmektedir
ve kadmiyum ile indiiklenebilen MTT1 promoturuna sahip oldugundan endiistriyel
iiretimlerde agir metal kontaminasyonuna sebep oldugundan IIU uyumlu olarak

goriilmemektedir.

Bir diger ekstrakromozomal vektor olan patent bagvurusu yapilmis ve basarili bir
sekilde hem stabilizasyonu hem de protein ekspresyonu gosterilmis 7. thermophila yapay
kromozomu 2 (TtAC2), Tetrahymena hiicrelerine hem vejetatif hem de konjugatif olarak
transforme edilmektedir (Tiirk Patent ve Marka Kurumu Bagvuru No: 2019/04291).
Yapisinda telomer bulunmasindan ve telomer uglarinin restriksiyon enzimleriyle serbest
birakilmasindan dolayr hem dairesel hem de dogrusal formda bir mekik vektor seklinde
kullanilabilmektedir. ~ Ekstrakromozomal yapay kromozom  vektorii  olarak
siiflandirdigimiz bu vektor, hiicre genomunda paramomisin baskisinda ve baskisinda
olmadan 24 ay ve daha fazla slirede muhafaza edilmistir. Ayrica marker protein olan GFP
proteinin tiretimi de saglanarak vektoriin ekspresyon kabiliyeti gosterilmistir. Temel
olarak TtAC2, T. thermophila genomunda yaklasik 9000 kopya sayisinda bulunan
makroniikleer minikromozomlarin (21 kb) biyotaklit edilmesiyle tasarlanmigtir. Dogal
kromozomun boyutu gibi yaklasik 21 kb biiyiikligiinde olan TtAC2’nin dogrusal
formunda bir kolunda Tetrahymena C3 orijini, IDNA genleri, 3'NTS dizisi ve telomer
bulunurken, diger kolunda ise HSP70.2 promotoruna sahip GFP geni, MTT1 promotoruna
sahip Neo4 geni, pUCI9 iskeleti ile amfisilin diren¢ geni, 3'NTS ve telomer
bulunmaktadir. Bu vektorde, hedef rekombinant genler Pmel-Ascl enzimleri kullanilarak

sfGFP geninin ¢ikarilmasiyla eklenebilmektedir (Sekil 2.1.).
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Intron—

——pUC19-ori

TtAC2
21.312 bg

5.8s rDNA _

Sekil 2.1. TtAC2 dairesel vektorii yapisi. Pmel ve Ascl restriksiyon enzimleri ile sftGFP geni ¢ikarilarak
hedef gen klonlanabilir (Arslanyolu, M., Ustiintanir, A. F., ve Caliseki, M., 2019. Tiirk Patent ve
Marka Kurumu Bagvuru No: 2019/04291).

2.3. insan Biiyiime Hormonunun Gen Dizisinin Hazirlanmasi ve Vektorlerin
Olusturulmasi
T. thermophila’da, insan biliyime hormonu geninin (Erisim numarasi:
CAA23779.1, Uniprot: PO1241) dogru ve kesintisiz bir sekilde eksprese edilmesi i¢in
oncelikle 7. thermophila kodon sozliigiine gore insan biiyiime hormonu geninde kodon
degisiklikleri yapilmistir (Salim vd., 2008). Ekibimizin Onceki ¢alismasinda kodon
optimizasyonu degisiklikleri yapilarak insan biiyiime hormonu geni sentetik olarak bir

Cin firmasina Urettirilmistir ve sentetik genin kontrolleri yapilmistir (EK-8). Kodon
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optimize sentetik hGH geninde bulunan hGH E.R. sinyali bu tez ¢alismasinda
kullanilmamustir. Sadece sitoplazmik protein kodlayan gen bolgesi iizerinden tasarimlar
gergeklestirilmistir.

hGH iceren ilk gen dizisi tasarimi, hGH protein tiretimi i¢in 6n verilerin hizlica elde
edilmesi, mikroskobik incelemelerde ve SDS-PAGE analizlerinde kolaylik saglanmasi
amactyla 6xHis-GFP-EK.-hGH fiizyonu seklinde gergeklesmistir. GFP fiizyonu olmasi
sebebiyle analizlerde sitoplazmik fiizyon proteinin yesil 1s1ma vermesi beklenmistir ve
ayrica enterokinaz enzimi kesimi ile hGH’in takisiz olarak saflastirilabilmesi
Ongoriilmiistiir. Bu gen dizisi sirastyla 5 Pmel kesim bdlgesi, 6x histidin takisi, GFP (yesil
floresan proteini), enterokinaz enzimi kesim bdlgesi (EK.) ve hGH Ascl kesim bolgesi 3’
olarak spesifik primerler ile PZR ve ortiisen PZR yontemleriyle olusturulmustur. TtAC2
vektorii ve liretilen gen dizisi Pmel-Ascl ¢iftli kesim reaksiyonuna alinmistir ve ligasyon
sonrasinda pozitif transformantlardan pTtAC2-6xHis-GFP-Ent-hGH vektorii elde
edilmistir (EK-6, EK-9).

Ikinci tasarimda, hGH proteininin N terminaline 6x Histidin takis1 eklenmistir ve
boylelikle gen dizisi 5' Pmel, 6xHis, hGH, Ascl 3" olarak tasarlanmistir. Uciincii
tasarimda, 7. thermophila hiicrelerinde sitoplazmik takisiz biliylime hormonunun tiretimi
amaclanmigstir. Gen dizisi sirasiyla 5" Pmel, hGH, Ascl 3’ olarak tasarlanmistir. (EK-6,

EK-10).

Dordiincli  ve besinci tasarimlarda, hGH proteininin disar1 salgilatilmasi
amaglanmistir. Boylelikle hiicre sitoplazmasindan daha az protein bulunan dis ortamdan
etkili ve oldukga saf bir sekilde hGH saflastirilmast ayrica proteinin diizgiin katlanmasi
ve disiilfid baglarinin olusturulabilmesi hedeflenmistir. Bu sebeple literatiirde daha once
basarili bir sekilde salgilatma sinyal peptid dizisinin islendigi belirtilen Fosfolipaz A1l
(PLA1) proteinin sinyal dizisi kullanilmistir (Weide vd., 2006). Literatiirde 36
aminoasitlik (PLLA36) protein kodlayan PLA gen dizisi kullanmistir ancak biyoinformatik
Signal IP-5.0 sinyal kesim tahmin programina gore 22-23. aminoasit arasinda sinyal
kesimi goriilmiistiir ve kesim sonrast kalan 14 baz ek peptid olarak iiretilen hedef
proteinde taki olarak kalmaktadir. I[iU uyumlu olacak sekilde tasarim gergeklestirilmek
istenildiginden, kalintisiz bir sinyal kesimi olmasi amaciyla 22 aminoasit PLA sinyal
peptidi kodlayan gen dizisinin (PLA22) kullanilmasina karar verilmistir. Dérdiincii
tasarimda 6xHis takilt hGH tiretimi planlandigi i¢in 23 aminoasit sinyal dizisi kodlayan

PLA gen dizisi (PLA23) kullanilmigtir ve 5" Pmel, 23 a.a. kodlayan PLA sinyal dizisi,
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6xHis, hGH, Ascl 3’ olarak, besinci tasarimda ise takisiz PLA22’li hGH gen dizisi 5’
Pmel, 22 a.a. kodlayan PLA sinyal dizisi, hGH, Ascl 3’ olarak spesifik primerler
kullanilarak PZR yontemi ile elde edilmistir (EK-6, EK-11).

Hem TtAC2 vektorii hem de takili ve takisiz hGH gen dizileri Pme-Ascl enzimleri
ile kesilerek yapiskan uglu hale getirilmislerdir. Ligasyon islemi sonrasinda 1s1 soku ile
bakteriyel transformasyon gergeklestirilmis olup pozitif kolonilerden plasmid
izolasyonuyla rekombinant TtAC2 vektorleri elde edilmistir. Tasarimlardaki hGH gen
dizilerini iceren TtAC2 vektorlerinin restriksyon enzimleri ile analizleri yapilmstir.
Ayrica Sanger DNA dizi analizi ile de klonlanan gen dizilerinin dogruluklar teyit
edilmistir (EK-6, EK-12). Hazirlanan vektorleri iceren E. coli stoklar1t -86 °C’de
saklanmistir (EK-26).

2.4. Rekombinant Vektorlerin 7. thermophila Hiicrelerine Transformasyonu ve

Pozitif Transformantlarin Secilimi ile Tek Klon Eldesi

Bes farkli tasarim olarak hazirlanan insan biliylime hormonu igeren TtAC2
vektorlerinin dairesel formda 7. thermophila hiicrelerine transformasyonu hedeflenmistir.
Temel olarak, hazirlanan 2 pg vektdr, on milyon vejetatif CU428 hiicresine biyolistik
silah kullanilarak transforme edilmistir (Cassidy-Hanley vd., 1997). Bulk kiiltiirii olarak
elde edilen transformantlarin seleksiyon isleminde, zamana bagli olarak paramomisin
miktar1 arttirilirken eklenen kadmiyum kloriir miktar1 azaltilmistir. Boylelikle pozitif
transformantlarda, vektoriin yiiksek kopya sayisina ulagsmasi hedeflenmistir (Zhang vd.,
2017, EK-14). Seleksiyon 15. giinde tamamlanmais olup aylik olarak tiip pasajlamalarinda
hiicre kiiltiirtine 100 pg paramomisin ve 0.00375 pg CdClz eklemesi yapilmistir.

Tablo 2.3. Seleksiyonda zamana bagl olarak paramomisin ve CdCl, kullanim miktarlari.

Giin Paramomisin CdClL
konsantrasyonu (ng) konsantrasyonu (ug)

0. 100 0.5

2. 300 0.5

4. 600 0.25

6. 1000 0.125

8. 2000 0.0075

11. 3000 0.00375
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Bulk kiiltiirler, birgok farkli varyasyonda transformant icerdiginden genom ve
protein analizlerinde net sonuglar vermemektedir. Bu sebeple, seleksiyon sonrasinda
vektor kopya sayist en ¢ok oldugu diisiiniilen veya protein ekspresyonu en fazla oldugu
gorilebilen tek klonlarin segimi amaglanmistir. Tek klon segilirken, seri diliisyon yontemi
ile hiicre konsantrasyonlar1 oldukea azaltilir ve hassas cam pipetler ile dikkatlice sadece
tek bir Tetrahymena hiicresi alinarak 96 kuyulu tabaklara aktarilirlar. Bu islem miimkiin
oldugunca fazla tek klon se¢ilmesi ile gergeklestirilir. 96 kuyulu tabaklarda hiicre biiyiime
hizlarma bakilir ve daha 6nce yogun konsantrasyona ulasan tek klon kiiltiirii cam tiiplere
alinarak ve sivi azot stoguna alinarak stoklanir. Bu yontem, GFP-hGH fiizyon proteini
icin farkli sekilde yapilmistir, mikroskobik analizlerde en fazla GFP isimas1 goriilen
hiicreler tek hiicre klonu seklinde secilmistir ve kalan islemler ayni sekilde devam

ettirilmistir.

GFP-hGH filizyonu igermeyen pozitif transformantlarda 12’ser adet tek klon se¢imi
yapilmistir ve bunlardan 6’sar tek hiicre klonu segilerek protein analizlerine alinmistir ve

bu analiz sonuglarina gore en verimli tek hiicre klon kiiltiirii se¢ilmeye ¢aligiimistir.

2.5. Transformant Hiicrelerin Makrocekirdeginde hGH Gen Dizilerinin Varhk

Analizi

Takil1 ve takisiz hGH gen dizileri iceren TtAC2 vektoriinilin transforme edildigi ve
seleksiyonu sonrasi elde edilen pozitif transformantlarin genomik DNA analizleri
yapilarak hGH gen dizilerinin marogekirdek igerisinde varliklar1 PZR ile tespit edilmesi
amaclanmistir. Bu dogrultuda pozitif transformantlarin tiip stoklarindan 250 pl hiicre
kiltlirii alinarak paramomisin, kadmiyum, pen/strep ve amfoterisin iceren 20 ml NEFF
besiyerine aktarilmistir ve 30 °C’de iki giin boyunca inkiibe edilmistir. Santrifuj ile
besiyerinin uzaklastirilmasi ve Tris-HCL (pH 7.5) hiicrelerin yikanmas1 sonrasi hiicre
pelleti elde edilmistir. Genomik DNA izolasyon kiti (Wizard A1120 kit, Promega)
kullanilarak hiicre pelletlerinden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen
genomik DNA’lar kaynak olarak kullanilarak hGH gen dizilerinin dig primerleri ile PZR

kurulmustur ve sonuglar analiz edilmistir (EK-15).
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2.6. Transformant Hiicrelerin indiiklenme Asamalari

Tez calismasinda kullanilan TtAC2 vektorii HSP70.2 promotoruna sahip olmasi
sebebiyle tiim hiicre indiikleme asamalar1 1s1 soku yontemiyle gerceklestirilmistir. 30
°C’de logaritmik faza kadar (yaklasik 2 giin) kiiltiire edilen pozitif transformant
hiicrelerden 1100xg’de santrifujleme ile hiicre pelleti elde edilmistir. Uzerine daha
oncesinde 38 °C’de 1sitilmis NEFF besiyeri (alternatif olarak aclik tamponu, Tris-HCL
pH: 7.8) eklenerek indiikleme baslatilmistir. Sonrasinda ise 3, 6 veya deney grubuna gore
farkl1 saatlerde 38 °C su banyosunda indiikleme devam ettirilmistir. Dis ortama
salgilatilmast i¢in PLA sinyal dizisi igceren vektdre sahip pozitif transformantlarda
indiikleme sonrasinda veya aralarinda hiicrelerin E.R. mekanizmasinin sikismamasi igin
30 °C’de 3 veya 6 saatlik toparlanma/iyilesme islemi gerceklestirilmistir. Negatif kontrol
olarak, CU428 1rki hiicreleri i¢in deney gruplari ile ayni sartlarda 1s1 soku islemleri
uygulanmistir. Ayrica deney gruplarinin indiiklenmemis hiicreleri de analizlerde

kullanilmistir (EK-16).

2.7. Pozitif Tek Hiicre Klonu Transformantlarinda Protein Analizleri

Rekombinant takili ve takisiz hGH gen dizilerini iceren TtAC2 vektorlerinin
transformasyonu sonrasi elde edilen tek hiicre klonlarindan 1s1 soku ile indiiklemeleri ile
hiicrelerde hGH {iretiminin smanmasi1 amag¢lanmistir. Bu dogrultuda, indiiklenmis
hiicrelerden protein izolasyonlar1 yapilarak SDS-PAGE ve Western Blot analizleri
gerceklestirilmistir. Deney gruplarma ait tek klonlar arasindan hGH ekspresyonu
acisindan en verimli olan klonlarin se¢imi i¢in dncelikle 50 ml kiiltiir hacminde yaklasik
25 milyon hiicreden protein analizi ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. En verimli klonlarin

se¢ilmesiyle indiikleme i¢in 500 ml hiicre kiiltiirii hacmi ile ¢alisilmistir.

Is1 soku ile indiikleme asamalarindan sonra elde edilen hiicre pelletleri lizis tamponu
ile kimyasal parcalanmaya ve 0.2 pm celik bilyeler ile fiziksel parcalamaya maruz
birakilmigtir. Sonrasinda santrifiij islemi ile elde edilen siipernatant toplam ¢oziiniir
protein olarak elde edilmistir. Hiicre dis ortam ¢alismalarinda hem konsantre olmayan dis
ortam protein 6rnekleriyle hem de 10 kDa alt sinir1 bulunan santrifiij filtreleri (Millipore
Amicon Ultra-15, UFC901024) kullanilarak konsantre edilmis dis ortam protein
ornekleriyle calismalar gerceklestirilmistir. Deneylerin amacina gore, elde edilen ¢oziiniir

proteinler ya merkaptoetanol iceren 5x SDS-PAGE boyasi eklenerek 95°C’de 5 dakika
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kaynatilmistir ya da proteinlerin dogal yapisina miidahale etmemek i¢in (GFP-hGH
fizyon proteinlerinde) merkaptoetanol igeremeyen 5x SDS-PAGE boyast ile

kaynatmaksizin muamele gerceklestirilmistir (EK-18-21).

Proteinlerin SDS-PAGE analizinde, bisakrilamid orani ayristirma i¢in %12 (v/v),
paketleme icin %5 (v/v) olan poliakrilamid jeller hazirlanmistir. Ayrica %10 oraninda
akrilamid igeren jel hazirlama soliisyonu kitleri (Biorad TGX Stain-Free Fast Cast
Acrylamide Kit 10%, 161-0183) de kullanilmistir. Coomassie mavisi ile boyama ve
Western Blot iglemleri i¢in iki jel hazirlanmistir. Konsanstrasyonlar1 Bradford metodu ile
Ogrenilen protein 6rnekleri jel kuyularina esit miktarda yliklenmistir. Protein 6rneklerinin
kosturulmasi paketleme jelinde 60 V, ayristirma jelinde ise 80 V olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Coomassie Blue soliisyonu ile 1 saat boyama gerceklestirildikten
sonra jeller distile su ile boyadan arindirilarak Gel Doc™ EZ Gel Documentation System

(Biorad, 1708270) ile goriintiillenmistir.

Western Blot analizlerinde blotlama agamasi igin protein 6rneklerinin kosturuldugu
jel ve jel boyutlarina gore kesilerek metanol ile aktiflestirilen PVDF membran (Millipore
Immobilon-PSQ 0,2 um, ISEQ00010) Towbin tamponu ile muamele edilmistir. Whatman
kagitlar1 ile membran ve jel sandvi¢ seklinde hazirlanarak ve protein transfer cihazi
(Biometra Fastblot B64, 015-600) kullanilarak 25V, 0.1A ayarinda 45 dakika boyunca
blotlama gerceklestirilmistir. Transfer sonrasinda membran iizerine %5 (w/v) yagsiz siit
tozu (CST-Nonfat Dry Milk #9999) ve %0.05 Tween-20 (AppliChem, A4974) iceren
TBS-T tamponu eklenerek 1 saat oda sicaklifinda bloklama uygulanmistir. Birincil
antikor muamelesi, 1:200 veya 1:1000 oraninda anti-hGH (GH-1/2 Rabbit Poliklonal
Antikoru Santa Cruz-36787 kullanilarak gece boyu +4°C’de ¢alkalamali olarak
gergeklestirilmistir. Birincil antikora bagli olarak ikincil antikor, 1:10.000 oraninda Goat
Anti-Rabbit HRP Conjugated (Genescript, A00098) oda sicakliginda 1-2 saat arasinda
uygulanmistir. Her ara asamada membran, TBS-T tamponu ile 3 kez 5’er dakika olacak
sekilde yikanmistir. Antikor uygulamalar1 sonunda membranin, 2 kez TBS-T ve ardindan
2 kez TBS ile yikanmasindan sonra TMB soliisyonu (ThermoScientific, N301) ile 15

dakika siireyle inkiibe edilerek kolorimetrik goriintiisii analiz edilmistir (EK-22).
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3. BULGULAR

3.1. Takih ve takisiz hGH gen dizilerinin TtAC2 Vektoriine Klonlanmasi

Takili ve takisiz hGH gen dizilerinin tiretimi, 7. thermophila kodon sozliigiine gore
kodon uyumlu hGH genine farkli protein takilarinin gen dizileri ve restriksiyon enzimi
tanima dizilerinin eklenmesiyle gerceklesmistir. Ilk olarak 6xHis-sfGFP-EK.-hGH gen
dizisi (1342 bg) tasarimi gerceklestirilmistir. Bu asamada, FhisGFP ileri (5’ Pmel-6xHis)
ve RentrGFP (3’ EK.) primerleri ile Pmel-6xHis-sfGFP-EK. dizisi (771 bg) ve FenthGH
(5" Enterokinaz) ileri ile HGH geri primerleriyle EK.-hGH dizisi-Ascl (612 b¢) PZR ile
tretilmistir. Bu diziler daha sonra FhisGFP ileri ve HGH (3" Ascl) geri primeri
kullanilarak EK. bolgelerinden ortiisen PZR yontemiyle birlestirilerek hedef gen dizisi
elde edilmistir (Sekil 3.1.A.). Tkinci tasarim olarak 6xHis-hGH (613 bg) gen dizisi;
FhisHGH ileri (5" Pmel ve 6xHis) ve hGH geri primerleri kullanilarak PZR ile elde
edilmistir (Sekil 3.1.B). Ugiincii olarak takisiz hGH gen dizisi (595 bg) iiretimi,
Fhghtakisiz ileri (5" Pmel) ve HGH (3" Ascl) geri primerleri kullanilarak PZR ile
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1.C).

FkoPLA ileri (5" Pmel) ve RkoPLA geri (3' 6xHis) primerleri kullanilarak 23 a.a.
PLA sinyal bolgesi kodlayan gen dizisi (120 bg) ve Forthishgh (5" 6xHis) ileri ve RhGH
geri (3’ Ascl) primerleri kullanilarak 6xHis-hGH gen dizisi (602 bg) iretilmistir. Bu
diziler 6xHis bolgelerinde ortiisen PZR ile birlestirilerek PLLA23-6xHis-hGH dizisi (679
be) dordiincii tasarim olarak olusturulmustur (Sekil 3.1.D) FkoPLA ileri (5’ Pmel) ve
HGHpla geri (3’ 20 b¢ hGH geni) primerleri kullanilarak 22 a.a. PLA sinyal bolgesi
kodlayan gen dizisi (99 b¢) ve Fplahgh ileri ve RhGH geri (3’ Ascl) primerleri kullanilarak
ise hGH gen dizisi (584 bg) iiretilmistir. Bu diziler 20 b¢’lik hGH dizisi bolgelerinden
ortiisen PZR ile birlestirilerek PLA22-hGH dizisi (658 bg) besinci tasarim hazirlanmistir
(Sekil 3.1.E) (EK-10 ve 11).
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A 5’ Pmel Ascl 3’

B 5’ Pmel Ascl 3’

C 5’ Pmel Ascl 3’

D 5 Pmel| Ascl 3’

E 5 Pmel| Ascl 3’

Sekil 3.1. Takih ve takisiz hGH kodlayic1 gen dizilerinin yapisi. Her gen dizisinde 5’ Pmel ve 3'Ascl
restriksiyon enzimi tanima bolgesi bulunmaktadir. A. 6xHis-sfGFP-Enterokinaz tanima dizisi-
hGH gen dizisi (1342 bg). B. 6xHis-hGH gen dizisi (613 bg). C. Takisiz hGH gen dizisi (595
be). D. PLA23-6xHis-hGH dizisi (679 bg). E. PLA22-hGH gen dizisi (658 b¢). EK: Enterokinaz
proteolitik kesim bolgesi dizisi, 6XHis: Ni-NTA afinitik saflagtirma takisin1 kodlayici dizi,
sfGFP: Siiper katlanan yesil floresan proteinini kodlayici dizi, PLA22 ve PLA23: Tetrahymena
thermophila Fosfolipaz A1 proteinin ilk 22 ve ilk 23 amino asitini ve E.R.’ye yonlendirici sinyal
gorevi yapan bolgeyi kodlayan dizi.

PZR ile Sekil 3.1°de genel yapist verilen tiim hGH gen dizileri ile TtAC2 vektord,
Pmel ve Ascl enzimleri kullanilarak ciftli restriksiyon enzimi kesimine alinarak 5’ ve 3’
uclar yapigkan uca doniistiiriilmiistiir. Bu protein kodlayici gen dizileri ve TtAC2 vektorii
ligasyon reaksiyonuna alinmis ve 1s1 soku ile E.coli DH5alfa kompotent hiicrelerine
bakteriyel transformasyon gergeklestirilmistir. Pozitif kolonilerin seleksiyonu sonrasinda
takili ve takisiz hGH gen dizilerini igeren TtAC2 vektorleri saflastirilmis ve vektorlerin
hem restriksiyon enzim kesimi hemde dizi analizi ile teyiti ger¢eklesmistir (Sekil 3.1)

(EK-12).
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Sekil 3.2. hGH gen dizileri iceren TtAC2 vektorlerinin restriksiyon enzimleriyle kesim analizi. A.
pTtAC2-6xHis-sfGFP-Entr-hGH restriksiyon enzimi kesim analizleri. 1: Generuler 1kb plus
(SM1331), 2: Sfil kesimi. 3: Xbal kesimi, 4: Xmal-SfaAl kesimi, 5: Pmel-Ascl kesimi, B. hGH
gen tasarimlarini iceren diger TtAC2 vektorlerinin Pme-Ascl restriksiyon enzimi kesim analizi.
1: Generuler 1kb plus (SM1331), 2: pTtAC2-hGH, 3: pTtAC2-6xHis-hGH, 4: pTtAC2-PLA22-
hGH, 5: pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH.

pTtAC2-6xHis-sfGFP-EK.-hGH, farkli restriksiyon enzimleri ile kesilerek hem
klonlanan gen dizisinin hem de TtAC2 vektoriiniin tiim dizi yapisinin kontroliiniin
saglanmas1 amaglanmistir. Biyoinformatik beklentiler dogrultusunda, Sekil 3.2.A’nin
ikinci kuyusunda Sfil kesimi ile iki telomer arasinda bulunan 794 bg ara dizinin salindigi,
tictincti kuyuda Xbal kesimi ile vektoriin 19077 bg, 1848 bg, 534 be ve 431 bg olarak 4
parcaya boliindiigli, dordiincii kuyuda Xmal-SfaAl ¢iftli kesimi ile 2528 b¢ tiim gen
kasetinin ¢ikarildigi ve besinci kuyuda Pmel-Ascl ciftli kesimi ile de 1342 bg
blytikliglindeki vektore eklenen 6xHis-sfGFP-EK.-hGH dizisinin salindig1 goriilmiistiir.
Boylece yeni tasarlanan bu vektor teyit edilmistir. Diger tasarlanan takili ve takisiz hGH
gen dizileri igeren vektorlerin kesim kontrolii Pmel-Ascl ciftli restriksiyon kesimi ile
gerceklesmistir. Sekil 3.4.B’nin 2. kuyusunda pTtAC2-hGH vektoriinden 595 b¢ hGH
dizisinin, 3. kuyuda pTtAC2-6xHis-hGH vektoriinden 613 b¢ 6xHis-hGH dizisinin, 4.
kuyuda pTtAC2-PLA22-hGH vektoriinden 658 bg PLA22-hGH dizisinin, 5. kuyuda ise
pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH vektoriinden 679 b¢ PLA23-6xHis-hGH dizisinin salindig1

goriilmiis ve vektorlerin restriksiyon kesim analizi ile teyiti saglanmistir.
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3.2. TtAC2 Vektoriiniin 7. thermophila Vejetatif Hiicrelerine Transformasyonu

T. thermophila CU428 1rki hiicrelerine biyolistik silah transformasyonu protokolii
ile ilk olarak pTtAC2-6xHis sftGFP-Enterokinaz-hGH vektorii transforme edilmistir (EK-
13). Pozitif transformant hiicrelerin seleksiyonu kadmiyum kloriir indiiksiyonu yapilarak
vektordeki MTT1 promoturuna sahip Neo4 geninin ekspresyonu ile hiicre kiiltiirline
eklenen paramomisinin parcalanmasiyla gerceklesmistir. Bu asamada kodon uyumu
maksimize edilmis Neo4 kullanildigindan kadmiyum konsantrasyonu azaltilirken,
paramomisin konsantrasyonu arttirilmis (Zhang vd., 2017) ve seleksiyon 2 hafta boyunca
stirmiistiir. Tezin ilerleyen sathalarinda tasarlanan pTtAC2-hGH, pTtAC2-6xHis-hGH,
pTtAC2-PLA22-hGH ve pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH vektorleri de es zamanli olarak 7.
thermophila CU428 1rk1 hiicrelerine transforme edilerek ayni sekilde pozitif transformant
seleksiyonu islemine alimmistir. Tim biyolistik silah sonrasi kiiltlir islemleri bulk
kiiltiirlerle gerceklestirilmistir. Genomik DNA analizleri ve protein analizleri ise bulk

kiiltiirlerden tek hiicre klonlar1 se¢ilmesiyle gergeklestirilmistir.

pTtAC2-6xHis-sfGFP-EK.-hGH vektorii igeren pozitif transfortmant bulk kiiltiirii
151 soku ile indiiklenmis ve indiiklemesi sonrast mikroskop altinda GFP 1s1mas1 goriilen
hiicreler, tek tek mikro uglu pastor pipeti yardimiyla 96 kuyulu plakalarin bir kuyusuna
aktarilarak, “tek hiicre klonu” elde edilmistir. Aralarinda en hizli béliinme ve biiylime
ile diizglin morfoloji gosterenler secilerek; D1, F1 ve H1 olarak adlandirilmistir. Bu tek
hiicre klonlar1 cam tiip stoklarina alinmis ve siv1 azotta dondurma protokolii kullanilarak,
stv1 azot tankinda uzun vadeli saklamaya alinmistir (EK-26).

GFP takist icermeyen diger hGH gen dizisi tasarimlarinda mikroskobik analiz ile
tek klon eldesi saglanamayacagindan 12’°ser adet rastgele tek hiicre secilerek 96 kuyulu
plakalara aktarilmis ve tek hiicre klonu eldesi boylece saglanmistir. Bu hiicreler arasinda
en hizli bliyiime ve gelisim gosteren 6’sar tek hiicre klonu cam tiiplere aktarilmis ve
protein analizlerine alinmistir. pTtAC2-6xHis-hGH vektorii i¢eren transformantlardan
B11.2, B11.3, B11.5, B11.7, B11.9, B11.12 tek hiicre klonlari, pTtAC2-hGH vektorii
iceren transformantlardan A4.1, A4.3, A4.8, A4.9, A4.10, A4.11 tek hiicre klonlari,
pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH vektorii igeren transformantlardan D5.1, D5.3, D5.4, D5.5,
D5.8, D5.10 tek hiicre klonlari, pTtAC2-PLA22-hGH vektorii i¢eren transformantlardan
C6.2,C6.4,C6.8,C6.9,C6.11, C6.12 tek hiicre klonlari ile caligmalar gergeklestirilmistir.
Protein analizleri sonucunda ise hGH ekspresyonu icin en verimli olan tek hiicre klon

secilerek, s1v1 azotta dondurulmus (EK-26) ve c¢alismalara bu hatlar ile devam edilmistir.
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3.3. T. thermophila Transformant Hiicrelerinin Makrog¢ekirdeginde hGH Gen

Dizilerinin PZR ile Tespiti

Takili ve takisiz hGH gen dizilerini i¢eren pTtAC2 vektoriiniin 7. thermophila
CU428 hiicrelerine tranformasyonundan sonra seleksiyonu tamamlanmis pozitif
transformant hiicrelerden genomik DNA izolasyonlar1 ger¢eklestirilmistir. Elde edilen
genomik DNA’lar, pTtAC2-6xHis-sfGFP-EK.-hGH vektori icin FhisGFP ileri ve
RhGH geri, pTtAC2-6xHis-hGH vektorii icin FhisHGH ileri ve RhGH geri, pTtAC2-
hGH vektorii i¢in Fhghtakisiz ileri ve RhGH geri, pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH ve
pTtAC2-PLA22-hGH vektorleri icin ise FkoPLA ileri ve RhGH geri primerleri
kullanilarak PZR reaksiyonu kurulmustur. PZR friinleri agaroz jelde kosturularak
beklenen DNA bantlarin varligi (Sekil 3.3), makrogekirdek iginde bu vektdrlerin

muhafaza edildigini gostermistir.
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Sekil 3.3. Takih ve takisiz hGH gen dizileri iceren TtAC2 vektorii bulunduran pozitif transformant
hiicrelerinin makrocekirdeginde hGH gen dizilerinin PZR ile tespiti. A. pTtAC2-6xHis-
sfGFP-Entr-hGH vektorii igeren tek hiicre klonlarinin Genomik DNA analizi. 1: Generuler 1kb
plus (SM1331), 2: D1 tek klon hiicre hatt1, 3: F1 tek klon hiicre hatt1, 4: H1 tek klon hiicre hatt.
B. pTtAC2-hGH ve pTtAC2-6xHis-hGH tek hiicre klonlarindan genomik DNA analizi. 1:
Generuler 1kb plus (SM1331), 2: pTtAC2-hGH A4.3 tek klonu, 3: pTtAC2-6xHis-hGH B11.2
tek klonu. C. pTtAC2-PLA22-hGH ve pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH tek hiicre klonlarindan
genomik DNA analizi. 1: Generuler 1kb plus (SM1331), 2: pTtAC2-PLA22-hGH C6.4 tek
klonu, 3: pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH B11.2 D5.4 tek klonu.
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pTtAC2-6xHis-sfGFP-Entr-hGH vektorii iceren D1, F1 ve H1 tek hiicre klonlarinin
genomik DNA analizlerinde, hGH kodlayic1 gen dizisinin dis primerleriyle kurulan PZR
sonucunda agaroz jelde hedeflenen 1342 bg biiyiikliigiinde bantlar goriilmiistiir (Sekil
3.3.A. siyah ok). Aym sekilde pTtAC2-hGH vektorii iceren A4.3 tek hiicre klonunun
analizinde 595 bg biiyiikligiinde (Sekil 3.3.B- kuyu 2, turuncu ok) ve pTtAC2-6xHis-
hGH vektorii iceren B11.2 tek klonunun analizinde ise 613 bg biiytikliigiinde (Sekil 3.3.B-
kuyu 3, mavi ok) beklenen bantlar saptanmistir. Son olarak pTtAC2-PLA22-hGH vektorii
iceren C6.4 (Sekil 3.3.C- kuyu 2) ve pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH vektorii igeren D5.4
(Sekil 3.3.C- kuyu 3) tek hiicre klonlarinin genomik DNA analizlerinde ise sirasiyla
hedeflenen 658 bg¢ (mor ok) ve 679 bg (yesil ok) biiyiikliigiindeki DNA bantlar1 goriilmiis
(Sekil 3.3.C.) ve tiim deney gruplarinin tek hiicre klonlarinin makrogekirdeklerinde ilgili

vektor ile vektore klonlanan hGH gen dizilerinin varlig: tespit edilmistir.

3.4. Pozitif Transformantlarin Protein Seviyesinde Gen Ifade Analizleri

3.4.1. T. thermophila pTtAC2-6xHis-GFP-EK.-hGH tek hiicre klonlarinin protein

ifade analizi

HSP70.2 promotorlu pTtAC2-6xHis-GFP-Enterokinaz-hGH vektorii iceren D1,
F1 ve H1 tek hiicre klonlari, iki giin boyunca hiicreler logaritmik faza ulasiya kadar
blyiitilmiigsler ve sonrasinda hiicrelere 6 saat boyunca 38°C de 1s1 soku indiiklemesi
uygulanmistir. Indiikleme siiresi boyunca hiicrelerdeki GFP ekspresyonunun varligi ve
artis1 mikroskobik analizler ile kontrol edilmistir.

Protein izolasyonu ile toplam ¢oziiniir protein eldesinden sonra SDS-PAGE ve
Western Blot analizleri, sitoplazmada 6xHis-sfGFP-EK.-hGH fiizyon proteininin
tiretildigini gostermistir. Western Blot analizi yaklagik 50 kDa (22 kDa hGH +27 kDa
sfGFP + 1 kDa 6xHis ve EK.) biiyiikliigiinde beklenen bu fiizyon proteininin tiim tek
hiicre klonlarindan saflastirilan toplam ¢oziiniir protein iginde bulundugu gdstermistir
(Sekil 3.4.C, mavi ok). 50 kDa’luk bu band coomassie boyamasinda net kalin bir bant
olarak goziikmektedir (Sekil 3.4.B). Ayrica bu bandlarin dimeri olarak diigiiniilen 101
kDa biiyiikliigiine yakin kalin protein bandlart hem coomassie hem de Western Blot

analizinde goriilmektedir (Sekil 3.4.C, kirmiz1 ok).
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Sekil 3.4. pTtAC2-6xHis-sfGFP-EK.-hGH vektorii tasiyan 7. thermophila D1, F1, H1 tek hiicre
klonlarmin 38°C’de 6 saat 1s1 soku indiiklemesi ve sitoplazmik protein iiretim analizi.
A. T. thermophila hiicrelerinde sematik olarak 6xHis-stGFP-EK.-hGH flizyon proteinin
iiretilmesi ve hiicrelerin mikroskobik goriintiileri. Isik mikroskopisinde goriilen 7. thermophila
D1 tek klon hiicresi RaptorX ile yapilan temsili protein modellemesinde gorildiigii gibi
sitoplazmik flizyon proteini, hGH’in (mavi) N-ucunda sirasiyla Enterokinaz tanima dizisi
(kirmuzy), sfGFP (yesil) ve 6x takisi (mor) olarak transle edilmektedir. Is1 soku indiiklemesi
boyunca sitoplazmada biriken fiizyon proteini floresans mikroskopisinde goriildiigii gibi
floresans 1s1kta hiicrelerin GFP’den dolayi yesil renkli 1s1ma vermesine neden olmaktadir (hiicre
ornegi 1s1 soku indiiklemesinin 3. saatinde, 40x biiyiiltmede floresans atagmanli IX51 Olympus
Inverted Mikroskop ile goriintiilenmistir). EK.: Enterokinaz enzimi kesim bdlgesi
B. pTtAC2-6xHis-sfGFP-EK.-hGH vektorii tasiyan T. thermophila D1, F1, H1 tek hiicre
klonlarina 38°C’de 6 saat 1s1 soku indiiklemesi yapilmig hatlarinin sitoplazmik toplam ¢oziiniir
proteinlerinin coomassie boyamasi yapilmis SDS-PAGE analizi.
C. pTtAC2-6xHis-sfGFP-EK.-hGH vektorii tasiyan 7. thermophila D1, F1, H1 tek hiicre
klonlaria 38°C’de 6 saat 1s1 soku indiiklemesi yapilmis hatlarinin sitoplazmik toplam ¢oziiniir
proteinlerinin Western Blot analizi. B ve C sekilleri i¢in kuyular aynidir; 1: PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder (ThermoScientific, #26619), 2: D1 tek klon hiicre hatt1 toplam ¢oziiniir
protein, 3: F1 tek klon hiicre hatt1 toplam ¢0ziiniir protein, 4: H1 tek klon hiicre hatt1 toplam
¢Oziiniir protein, 5: sfGFP pozitif kontrolii, 6: Pozitif kontrol; Ticari iiriin 22 kDa hGH pozitif
kontrol proteini (Humatrope 8 mg, Eli Lilly). Coomassie boyama ve Western Blot i¢in iki farkli
jel ayn1 sartlarda BioRAD TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions kiti (% 10 ayristirma jeli)
ile hazirlanmistir, 180V’°da 45 dakika kosturulmustur. Blotlama i¢in 0.2pm PVDF membran
kullanilmstir, Towbin tamponu % 0,1 SDS i¢ermektedir ve blotlama 100mA sabit 250 V’da 45
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dakika olarak gerceklestirilmistir. % 5’lik siit tozu iceren TBS-T ile 1 saat oda sicakliginda
membrana bloklama uygulanmistir. Birincil anti-GH-1/2 poliklonal antikoru (Santacruz, sc-
36787) 1:200 oraninda % 5°lik siit tozu igeren TBS-T ile kullanilarak +4 derece gece boyu, ikincil
antikor olarak 1:10000 Anti-Rabbit antikoru-HRP (GeneScript, A00098) TBS, TBS-T ile
kullanilarak oda sicakliginda 1 buguk saat inkiibe edilmistir. Goriintiileme TMB substrati
(ThermoScientific, N301) ile 15 dakika inkiibasyon sonucu gergeklestirilmistir.

Sitoplazmik GFP-hGH fiizyon proteininin 7. thermophila organizmasinda basarili
bir sekilde iiretilebilecegi bulgusuna varilmistir. Tez ¢aligmasinda hedeflenen diger takili

ve takisiz hGH proteinlerinin {iretim ¢alismalarina gegilmistir.

3.4.2. T. thermophila pTtAC2-6xHis-hGH tek hiicre klonlarinin protein ifade

analizi

Sitoplazmik 6xHis-hGH iiretimi ¢aligmasinda, 6 saat boyunca 38°C’de indiiklenen
pTtAC2-6x-hGH vektorii igeren 7. thermophila B11 tek hiicre klonlarinin protein
analizleri, hiicre lizisi sonrasinda elde edilen ¢oziiniir protein O6rnekleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bradford metodu ile konsantrasyonlari belirlenen protein 6rnekleri
SDS-PAGE jel kuyularina esit miktarda yiliklenmistir. Bu c¢aligmada; hem 22 kDa
monomer hem de 45 kDa dimer biiyiikliiklerinde 6xHis-hGH protein bandlari
beklenmektedir. Protein Orneklerinin filtreden gecirilmemis 5x SDS-PAGE yiikleme
boyamasi ile muamele edilmesinden dolay1 SDS-PAGE jelinde yatay gecislerin oldugu
bu deneyde belirlenmis ancak sonuglar1 yaniltacak diizeyde olmadigi diisiiniilmiistiir
(Sekil 3.5.C). Western blot analizinde ticari pozitif kontrol (22 kDa hGH bu jel
yiizdesinde yaklasik 20 kDa biiytikliikte kogsmustur.) net bir sekilde saptanmistir (Sekil
3.5.D, siyah ok). Deney gruplarinda 2. ve 5. kuyuda antikorun baglandigi 17 kDa
civarinda hGH ile iliskili protein bantlar1 bulunmaktadir (Sekil 3.5.D, yesil ok). Ayrica 2.
kuyuda kismen goriilen ve 3. kuyuda ise biraz daha net olarak goziikmekte olan hedef 22
kDa hGH biiyiikliigiinde protein bantlar1 saptanmistir (Sekil 3.5.D, turuncu ok). Biiylime
hormonunun dimeri olarak diisiiniilen 44 kDa biiytikliiglinde protein bandlari, bu Western
Blot caligmasinda da tiim deney gruplarinda bulunmaktadir (Sekil 3.5.D, mavi ok). Is1
soku ile indiiklenmemis tek hiicre klonundan saflastirilan ¢6ziiniir toplam ¢oziiniir protein
izolati, negatif kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 3.5.D, 10.kuyu). Western blot
analizinin deney gruplarinda bulunan 17 kDa ve 22 kDa hGH protein bantlar1 negatif
kontrolde bulunmamaktadir. Beklenilmeyen 17 kDa ve beklenilen 22 kDa biiytikliigiinde
6xHis-hGH proteinlerinin Western blot analizlerinde tespit edilmesi, hGH’ 1n sitoplazmik

olarak 7. thermophila’da iiretiminin miimkiin oldugunu gosterilmistir.
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pTtAC2-6xHis-hGH vektorii tasiyan T. thermophila B11 tek hiicre klonlarinin 38°C’de 6
saat 1s1 soku indiiklemesi ve sitoplazmik toplam ¢oziiniir proteinlerinin Western Blot ve
SDS-PAGE analizi. A. Dairesel pTtAC2-6xHis-hGH vektorti, B. 6xHis-hGH yapis1 ve
beklenen monomer ve dimer biiyiikliikleri. C. B11 tek hiicre klonlarininin ¢6ziiniir protein
orneklerinin coomassie ile boyanmis SDS-PAGE goriintiisii. D. B11 tek hiicre klonlarminin
toplam ¢6ziiniir protein 6rneklerinin Western Blot analiz goriintlisii. Coziiniir proteinlerin
Bradford metodu ile miktar analizleri yapilmigtir. 5X SDS-PAGE yiikleme tamponu ile protein
ornekleri karistirilmig, 95°C’de 5 dk denaturasyondan sonra kuyulara ortalama 10 pl 6rnek
yiiklenmistir. Western Blot ve Coomassie jelleri ayr1 olarak hazirlanmstir. % 12°lik ayristirma
jeli ve %5°1ik paketleme jeli ile SDS-PAGE hazirlanmistir. Protein 6rnekleri ayrigtirma jeline
gelesiye kadar 60 V’da daha sonra 80 V’da jel kosturulmustur. Blotlama i¢in 0.2 pym PVDF
membran kullanilmistir. Towbin tamponu % 0,1 SDS igermektedir ve blotlama 100 mA sabit
250 V’da 45 dakika boyunca gergeklestirilmigtir. Membran bloklamasi, % 5°lik siit tozu iceren
TBS-T ile 1 saat oda sicakliginda yapilmistir. Birincil anti-GH-1/2 poliklonal antikoru
(SantaCruz, Santacruz, sc-367878) 1:200 oraninda % 5°lik siit tozu igeren TBS-T ile +4
derecede gece boyu uygulanmustir. Ikincil antikor TBS-T’de 1:10000 Anti-Rabbit antikoru-
HRP (GeneScript, AO0098) TBS ile oda sicakliginda 1 buguk saat inkiibasyonla uygulanmistir.
Goriintiileme TMB substrati (ThermoScientific, N301) ile 15 dakika inkiibasyon sonucu
gerceklestirilmigtir. Kuyu 1: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific,
#26619), 2: B11.2 tek hiicre klon hatt1 toplam ¢6ziiniir proteini, 3: B11.3 tek hiicre klon hatti
toplam ¢dziiniir proteini, 4: B11.5 tek hiicre klon hatt1 toplam ¢oziiniir proteini, S: B11.7 tek
hiicre klon hatt1 toplam ¢dziiniir proteini, 6: B11.9 tek hiicre klon hatt1 toplam ¢dziiniir proteini,
7: B11.12 tek hiicre klon hatt1 toplam ¢dziiniir proteini, 8: pTtAC2-6xHis-hGH vektorlii 7.
thermophila bulk hiicre hatt1 toplam ¢dziiniir proteini, 9: Pozitif kontrol; Ticari {iriin 22 kDa
hGH pozitif kontrol proteini (Humatrope 8 mg, Eli Lilly), 10: Negatif kontrol; Is1 soku ile
indiiklenmemis B11.2 tek hiicre klon hatti ¢dziiniir proteini.
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SDS-PAGE ve Western Blot analizlerinde goriildiigii izere hedeflenen 6xHis-hGH
tiretiminin tespit edildigi pTtAC2-6xHis-hGH vektorii igeren tek hiicre klonlarindan
B11.2 (2. kuyu), B11.3 (3. kuyu) ve B11.7 (5. kuyu) klonlar1 segilerek tiiplenmis ve
periyodik pasajlamaya alinmistir (Sekil 3.5.D). 6xHis-hGH proteininin yiiksek kiiltiir
hacminde ¢ok miktarda firetilip saflastirilmasi i¢in son olarak B11.2 tek hiicre klonu
secilmis ve 500 ml hacimde kiiltiirizasyonu yapilmistir. Hiicrelerden protein izolasyonu,
38°C’de 6 saat indiiklenerek gerceklestirilmis ve bu proteinlerden Ni-NTA saflastirilmasi
gergeklestirilmistir.

3.4.3. T. thermophila pTtAC2-hGH tek hiicre klonlarinin protein ifade analizi
Sitoplazmik hGH iiretimi, 6 saat boyunca 38°C’de indiiklenen pTtAC2-hGH
vektorii iceren 7. thermophila A4 tek hiicre klonlarindan elde edilen ¢6ziiniir protein
ornekleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Bradford metodu ile konsantrasyonlari
belirlenen protein ornekleri SDS-PAGE jel kuyularina esit miktarda yiiklenmistir (EK-
18). Analizlerde, insan biiylime hormonunun dimerizasyonu yaygin olarak goriildiigii icin
bu c¢aligmada hem 22 kDa monomer hem de 44 kDa dimer biiyiikliiklerinde protein
bandlar1 beklenmistir. Protein 6rnekleri, filtreden gecirilmemis 5x SDS-PAGE yiikleme
boyamasi ile muamele edildiginden dolayr SDS-PAGE jelinde yatay gecislerin
goriilmektedir ancak sonuclar1 saptiracak diizeyde degildir (Sekil 3.6.C). Western blot
analizinin 9. Kuyusunda, ticari pozitif kontrol (22 kDa yerini bu jel yiizdesinde yaklasik
20 kDa biiyiikliikte kosmus) net bir sekilde saptanmistir (Sekil 3.6.D, siyah ok). Deney
gruplarinin hepsinde yaklasik 22 kDa hedef proteine denk biiytikliikte biiyiime hormonu
antikorunun baglandig1 protein bandlar1 bulunmustur (Sekil 3.6.D, turuncu ok). Ayrica
yine tim deney gruplarinda biiyiime hormonunun dimeri olarak diisiiniilen 44 kDa
bliyiikliiglinde protein bandlar1 belirlenmistir (Sekil 3.6.D, mavi ok). Western blot
analizinde kullanilan antikorun baglandig: yaklasik 17 kDa biiyiikliigiinde ince protein
bandlar1 3., 4., 5., 6. ve 7. kuyularda goriilmektedir (Sekil 3.6.D, yesil ok). Negatif kontrol
olarak 1s1 soku ile indiiklenmemis A4 tek hiicre klonundan saflastirilan ¢6ziiniir proteinler
10. kuyuya yiiklenmistir. Western blot analizi, negatif kontrol kuyusunda, deney
gruplarinda gorilen 17 kDa ve 22 kDa protein bantlar, beklenildigi gibi
bulunmamaktadir. Western blot analiziyle, 7. thermophila’da sitoplazmik 6xHis-hGH
tiretiminde goriilen 17 kDA ve 22 kDA protein bantlarina es bantlar sitoplazmik takisiz

hGH {iretiminde de goriilmiistiir.
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Sekil 3.6. pTtAC2-hGH vektorii tasiyan 7. thermophila A4 tek hiicre klonlarinin 38°C’de 6 saat 1s1
soku indiiklemesi ve sitoplazmik toplam ¢éziiniir proteinlerinin Western Blot ve SDS-
PAGE analizi. A. Dairesel pTtAC2-hGH vektorii. B. Temsili hGH yapisi, monomer ve dimer
biiyiikliikleri. C. A4 tek klonlarininin ¢6ziinlir protein drneklerinin Coomassie boyama
goriintiisii. D. A4 tek klonlarininin ¢oziiniir protein drneklerinin Western blot analizi. Coziiniir
proteinlerin Bradford methodu ile miktar analizleri yapilmustir. 5X SDS-PAGE yiikleme
tamponu ile protein 6rnekleri karistirilmigtir, 95°C’de 5 dk inkiibasyon sonrasi kuyulara protein
orneklerinin miktarlarina gore ortalama 10 pl 6rnek yiiklenmistir. Western Blot ve Coomassie
jelleri ayr1 olarak hazirlanmistir ve % 12’°lik ayristirma jeli ve % 5°lik paketleme ile SDS-PAGE
jeli hazirlanmustir. Protein 6rnekleri ayristirma jeline gelesiye kadar 60 V’da daha sonra 80 V’da
jel kosturulmustur. Blotlama i¢in 0.2 pum PVDF membran kullanilmistir, Towbin tamponu % 0,1
SDS icermektedir ve blotlama 100mA sabit 250 V ‘da 45 dakika olarak gerceklestirilmistir.
%35’lik siit tozu igeren TBS-T ile 1 saat oda sicakliginda membrana bloklama uygulanmustir.
Birincil anti-GH-1/2 poliklonal antikoru (Santacruz, sc-367878) 1:200 oraninda % 5°lik siit tozu
iceren TBS-T ile kullanilmis +4 derece gece boyu, ikincil antikor olarak 1:10000 HRP Konjuge
Anti-Rabbit antikoru (GeneScript, AO0098) TBS-T ile kullanilmis oda sicakliginda 1 buguk saat
inkiibe edilmistir. Goriintiilleme TMB substrati ile 15 dakika inkiibasyon sonucu
gerceklestirilmistir (ThermoScientific, N301), Kuyu 1: PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder (ThermoScientific, #26619), 2: A4.1 tek klon hiicre hatt1 toplam ¢oziiniir protein. 3: A4.3
tek hiicre klon hatt1 toplam ¢6ziiniir protein, 4: A4.8 tek hiicre klon hatti toplam ¢6ziiniir protein,
5: A4.9 tek hiicre klon hatt1 toplam ¢6zliniir protein, 6: A4.10 tek hiicre klon hatt1 toplam ¢oziiniir
protein, 7: A4.11 tek hiicre klon hatti toplam ¢oziiniir protein, 8: pTtAC2-hGH vektorli T.
thermophila bulk hiicre hatt1 toplam ¢6ziiniir protein, 9: Pozitif kontrol; Ticari iiriin 22 kDa hGH
pozitif kontrol proteini (Humatrope 8 mg, Eli Lilly), 10: Negatif kontrol; Indiiklenmemis A4.3
tek hiicre klon hatt1 ¢6ziiniir protein.
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SDS-PAGE ve Western Blot analizleri, pTtAC2-hGH vektorii igeren tek hiicre
klonlarmin A4.3 (3. kuyu) ve A4.9 (5. kuyu) hedeflenen 22 kDa hGH’1 iirettigini

gbstermis ve bu iki tek hiicre klonu secilerek tiiplenmis, pasajlamaya alinmistir (Sekil

3.6.D).
A
kDa 1 2 3
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15 .
B
KDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9
25
&
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Sekil 3.7. pTtAC2-hGH veya pTtAC2-6xHis-hGH vektorii tasiyan 7. thermophila A4 ve B11 tek

hiicre klonlarinin 38°C’de 6 saat 1s1 soku indiiklemesi ve sitoplazmik toplam ¢oziiniir
proteinlerinin Western Blot ve SDS-PAGE analizi. A. A4 ve B11 tek klonlarininin ¢éziiniir
protein Orneklerinin coomassie boyama goriintiisii. B. A4 ve B11 tek klonlarminin ¢6ziiniir
protein orneklerinin Western Blot goriintiisii. 5X SDS-PAGE yiikleme tamponu ile protein
ornekleri karistirllmigtir, 95°C’de 5 dk inkiibasyon sonrasit kuyulara protein orneklerinin
miktarlaria goére ortalama 15 pl 6rnek yiikklenmistir. Western Blot ve Coomassie jelleri ayri
olarak hazirlanmistir ve % 12’lik ayristirma jeli ve % 5°lik paketleme ile SDS-PAGE jeli
hazirlanmistir. Protein 6rnekleri ayristirma jeline gelesiye kadar 60 V’da daha sonra 80 V’da
jel kosturulmustur. Blotlama i¢in 0.2 pum PVDF membran kullanilmistir, Towbin tamponu %
0,1 SDS igermektedir ve blotlama 100mA sabit 250 V’da 45 dakika olarak gerceklestirilmistir.
% 5°lik siit tozu igeren TBS-T ile 1 saat oda sicakliginda membrana bloklama uygulanmustir.
Birincil anti-GH-1/2 poliklonal antikoru (Santacruz, sc-367878) 1:1000 oraninda % 5°’lik siit
tozu igeren TBS-T ile kullanilmis +4 derece gece boyu, ikincil antikor olarak 1:10000 HRP
Konjuge Anti-Rabbit antikoru (GeneScript, AO0098) TBS-T ile kullanilmis oda sicakliginda 1
buguk saat inkiibe edilmistir. Goriintileme TMB substrat1 ile 15 dakika inkiibasyon sonucu
gergeklestirilmistir (ThermoScientific, N301). 1: Negatif kontrol; vektdr icermeyen T.
thermophila CU428 toplam ¢0z protein, 2: Marker ThermoFischer PageRuler, 3: Pozitif
kontrol; Ticari tirlin 22 kDa hGH pozitif kontrol proteini (Humatrope 8 mg, Eli Lilly) 4:
Negatif kontrol; pTtAC2 B11.2 tek hiicre klonu indiiklenmemis hiicrelerden ¢oziiniir protein,
5: pTtAC2 B11.2 Ni-NTA saflagtirma 1. eliisyon proteini, 6: pTtAC2 B11.2 toplam ¢oziiniir
protein (500 ml kiiltiirden saflagtirma), 7: pTtAC2 B11.2 toplam ¢6ziiniir protein, 8: pTtAC2
A4.3 toplam ¢6ziiniir protein (500 ml kiiltiirden saflastirma), 9: pTtAC2 A4.3 toplam ¢oziiniir
protein. Siyah ok: Pozitif kontrol.
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Secilen pTtAC2-6xHis-hGH ve pTtAC2-hGH vektorii iceren 7. thermophila tek
hiicre klon hatlarinin toplam ¢oziiniir protein 6rnekleri (10 pl yerine 15 pl), 500 ml hiicre
kiltliriiniin 151 soku ile indiiklemesinden elde edilen toplam ¢6ziiniir protein drnekleri ve
6xHis-hGH proteini i¢in Ni-NTA saflastirmasindan gelen birinci eliisyon proteinleri
SDS-PAGE ve Western Blot analizlerine alinmistir (Sekil 3.7).

Western Blot analizi bulgulari, beklenen 22 kDa hGH monomerinin, (turuncu ok)
ve beklenmeyen 17 kDa (yesil ok) proteinlerinin iiretildigini gostermistir ve bu proteinler
ise negatif kontroller (kuyu 1 ve 4) de goriilmemektedir (Sekil 3.6). Western Blot analizi,
ozellikle 6xHis-hGH proteininin (22,5 kDA, 5., 6. ve 7. kuyu), hGH proteininden (22
kDa, 8. ve 9. kuyu) 0,5 veya 1 kDa daha biiyiik oldugunu yanyana durmalarindan dolay1
net gosterebilmistir (Sekil 3.7). 6xHis-hGH proteinin Ni-NTA saflastirilmasinda ise yine
beklenen protein bandlar1 saptanmistir ancak bu saflastirma yontemi heniiz optimize
edilemedigi i¢in biiyiime hormonu yiiksek saflikta elde edilememistir. Boylelikle, farkl
zamanlarda yapilmis bagimsiz deney tekrarlariyla hGH iiretiminin gergeklestigi
ispatlanmigtir. Optimize Ni-NTA saflastirilmasiyla da 6xHis-hGH proteinin yiiksek
saflikta elde edilebilecegi anlasilmistir.

Takisi1z hGH proteininin basarili bir sekilde 6xHis-hGH proteini gibi rekombinant
iiretilmesi, yiiksek kiiltiir hacminde iiretilip saflastirilmasi ve biyoaktivite karakterizasyon

analizlerine ge¢ilmesi gerektigini ortaya koymustur.

3.44. T.thermophila pTtAC2-PLLA23-6xHis-hGH tek hiicre klonlarinin protein

ifade analizi

Di1s ortama salgilatilmast hedeflenen PLA23-6xHis-hGH proteini {iretimi
caligmasinda 3 saat boyunca 38°C’de indiikleme, 3 saat 30 °C’de toparlanma, 3 saat 38
°C indiiklenme ve 3 saat 30°C’de toparlanma periyodlarina alinan alinan pTtAC2-PLA23-
6xHis-hGH vektorii igeren D5 tek klonlarinin protein analizleri hem konsantre edilmis
hem de konsantre edilmemis dis ortam protein drnekleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
Ayrica sitoplazmik protein analizleri i¢in hiicrelerden toplam ¢oziiniir proteinler izole

edilmistir.
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Sekil 3.8. pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH vektorlii 3 saat 38°C’de 1s1 soku, 30°C’de 3 saat toparlanma,

38°C’de 3 saat 1s1 soku ve son olarak 30°C’de 3 saat toparlanma periyodlarinda
indiiklemesi yapilmis D5 tek klonlari iceren 7. thermophila hiicre hatlarinin dis ortam
protein analizi. A. Dairesel pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH vektor yapist B. PLA23-6xHis-hGH
yapist, PLA iglenmis ve islenmemis monomer ve dimer biiyiikliikleri. C. D5 tek klonlarinin dis
ortam protein drneklerinin Coomassie boyama goriintlisi. D. D5 tek klonlarinin dis ortam
protein drneklerinin Western Blot goriintiisii 5X SDS-PAGE yiikleme tamponu ile protein
ornekleri karigtirilmigtir, 95°C’de 5 dk inkiibasyon sonrasi kuyulara protein dig ortam 6rnekleri
icin 25ul drnek yiiklenmistir. Western Blot ve Coomassie jelleri ayr1 olarak hazirlanmistir ve
%12’lik ayristirma jeli ve %5’lik paketleme ile SDS-PAGE jeli hazirlanmistir. Protein
ornekleri ayristirma jeline gelesiye kadar 60 V’da daha sonra 80 V’da jel kosturulmustur.
Blotlama i¢in 0.2 pm PVDF membran kullanilmistir, Towbin tamponu %0,1 SDS i¢ermektedir
ve blotlama 100mA sabit 250 V ‘da 45 dakika olarak gergeklestirilmistir. %5°1ik siit tozu igeren
TBS-T ile 1 saat oda sicakliginda membrana bloklama uygulanmistir. Birincil anti-GH-1/2
poliklonal antikoru (Santacruz, sc-367878) 1:200 oraninda %5’lik siit tozu i¢ceren TBS-T ile
kullanilmig +4 derece gece boyu, ikincil antikor olarak 1:10000 HRP Konjuge Anti-Rabbit
antikoru (GeneScript, A0O0098) TBS-T ile kullanilmis oda sicakliginda 1 buguk saat inkiibe
edilmistir. Goriintiileme TMB substrati ile 15 dakika inkiibasyon sonucu gergeklestirilmistir
(ThermoScientific, N301).
Sekil 8C ve 8D icin kuyu 1: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific,
#26619), 2: D5.1 tek klon hiicre hattindan 25 ml dis ortam Amicon Ultra-15 santrifuj filtresiyle
konsantre edilmis protein, 3: D5.3 tek klon hiicre hattindan 10 ml dig ortam Amicon Ultra-15
santrifuj filtresiyle konsantre edilmis protein toplam ¢oziiniir protein, 4: D5.4 tek klon hiicre
dis ortam1 konsantre edilmemis protein, 5: D5.5 hiicre dis ortami konsantre edilmemis protein,
6: D5.8 hiicre dis ortami konsantre edilmemis protein, 7: D5.10 hiicre dis ortam1 konsantre
edilmemis protein, 8: pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH vektorlii T. thermophila bulk hiicre dis
ortami1 konsantre edilmemis protein, 9: Pozitif kontrol; Ticari iiriin 22 kDa hGH pozitif kontrol
proteini (Humatrope 8 mg, Eli Lilly), 10: Negatif kontrol; Indiiklenmemis D5.5 klon hiicre 25
ml dis ortam Amicon Ultra-15 santrifuj filtresiyle konsantre edilmis protein.

Bu ¢alismada dis ortamda PLA sinyali islenerek kesilmis hem 22,5 kDa monomer
hem de 45 kDa dimer biiyiikliiklerinde hGH protein bandlar1 beklenmistir. Western blot
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analizinde ticari pozitif kontrol (yaklasik 19 kDa) saptanmistir (Sekil 3.8.D. kuyu 9).
Deney gruplarinda, konsantre edilmis dis ortam proteinlerinde 2. ve 3. kuyuda 24 kDa
(mavi ok) ve 22 kDa (kirmiz1 ok) biiyiikliiklerine yakin zayif protein bandlar1 goriilmiistiir
(Sekil 3.8.D. kuyu 9). Bu protein bantlar1 Coomassie boyama goriintiisiinde de
goriilmektedir (Sekil 3.8.C. kuyu 9). Ancak protein bandlarinin zayifliklarindan dolay:
dis ortama salgilatilan proteinin miktar olarak azlig1 iizerinde durulmustur ve bunun
nedeninin 7. thermophila sekretomunda bulunan proteazlarin biliylime hormonunu
parcalanmasindan kaynaklandigi diisiintilmiistiir.

Hiicrelerden sitoplazmik ¢oziiniir protein elde edilmesi ile yapilan Western Blot
analizinde ise yaklagik 22 kDa protein bantlagsmasi zayif olarak goriilmekteyken diger
deney gruplarinda ve negatif kontrolde goriilmemektedir. Bantlagsma goriilen proteinin,
E.R.’ye yonlendirilerek PLA islenmis bir durumda hiicre disina salgilatilmadan once

hiicre i¢inde kalan 6xHis-hGH proteini oldugu diisiiniilmektedir (EK-24).

3.4.5. T. thermophila pTtAC2-PLA22-hGH tek hiicre klonlarimin protein ifade

analizi

D1s ortama salgilatilmasi hedeflenen PLA22-hGH f{iretimi ¢aligmasinda, 3 saat
boyunca 38°C’de indiikleme, 3 saat 30°C’de toparlanma, 3 saat 38°C indiiklenme ve 3
saat 30°C’de toparlanma periyodlarina alinan pTtAC2-PLA22-hGH vektorii igeren C6 tek
klonlarinin protein analizleri hem konsantre edilmis hem de konsantre edilmemis dis
ortam protein Ornekleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica sitoplamik protein
analizleri i¢in hiicrelerden toplam ¢oziiniir proteinler izole edilmistir. Bu ¢alismada dis
ortamda PLA sinyali islenerek kesilmis hem 22 kDa monomer hem de 44 kDa dimer
bliytikliiklerinde hGH protein bandlar1 beklenmistir. Western blot analizinde ticari pozitif
kontrol (yaklasik 20 kDa) saptanmustir (Sekil 3.9.D. kuyu 9). Deney gruplarinda belirtecin
25 kDa ve 15 kDa arasina denk gelen kuyu 2 ve 3’te biraz daha yogun olmak iizere 4,5,6
ve 7. kuyularda smear seklinde net olmayan renklenmeler gézlemlenmistir (kirmizi oklar)
ancak bunlar protein bandlar1 olarak varsayilmamistir ve dis ortamda hGH olmadigi
diistiniilmiistiir. Hiicrelerin sitoplazmik protein analizlerinde ise 44 kDA dimer
bantlasmas1 ve tetramerik hGH (88 kDA) formunun varligi goriilmiistiir. Ancak
beklenilen 22 kDA protein bandi sitoplazmik protein Srneklerinde de goriilememistir
(EK-24). Incelemeler iizerine, C6.4 (2. kuyu), C6.2 (3. kuyu) ve C6.9 (6. kuyu) tek hiicre
klonlar1 segilerek tiip pasajlar1 yapilmistir (Sekil 3.9.D.).
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Sekil 3.9. pTtAC2-PLA22-hGH (takisiz) vektorlii 38°C’de 3 saat 1s1 soku, 30°C’de 3 saat toparlanma,

38°C’de 3 saat 1s1 soku ve son olarak 30°C’de 3 saat toparlanma periyodlarinda indiiklemesi
yapilms C6 tek klonlari iceren 7. thermophila hiicre hatlarmin dis ortam protein analizleri.
A. Dairesel pTtAC2-PLA22-hGH yapisi. B. PLA22-hGH yapisi, sitoplazmik ve dis ortam
monomer ve dimer biiyiikliikleri. C. C6 tek klonlarinin dis ortam protein drneklerinin Coomassie
boyama goriintiisii. D. C6 tek klonlarinin dig ortam protein 6rneklerinin Western Blot goriintiisii.
5X SDS-PAGE yiikleme tamponu ile protein drnekleri karigtirtlmistir, 95°C’de 5 dk inkiibasyon
sonras1 kuyulara dig ortam ornekleri igin 25ul 6rnek yiiklenmistir. Western Blot ve Coomassie
jelleri ayr1 olarak hazirlanmistir ve %12’lik ayristirma jeli ve %5°1ik paketleme ile SDS-PAGE
jeli hazirlanmustir. Protein 6rnekleri ayristirma jeline gelesiye kadar 60 V’da daha sonra 80 V’da
jel kosturulmustur. Blotlama i¢in 0.2um PVDF membran kullanilmistir, Towbin tamponu %0, 1
SDS icermektedir ve blotlama 100mA sabit 250 V ‘da 45 dakika olarak gergeklestirilmistir.
%5’1ik siit tozu igeren TBS-T ile 1 saat oda sicakliginda membrana bloklama uygulanmustir.
Birincil anti-GH-1/2 poliklonal antikoru (Santacruz, sc-367878) 1:200 oraninda %5’lik siit tozu
iceren TBS-T ile kullanilmis +4 derece gece boyu ikincil antikor olarak 1:10000 HRP Konjuge
Anti-Rabbit antikoru (GeneScript, AO0098) TBS-T ile kullanilmis oda sicakliginda 1 buguk saat
inkiibe edilmistir. Goriintiilleme TMB substrati ile 15 dakika inkiibasyon sonucu
gergeklestirilmistir (ThermoScientific, N301).

Sekil 9C ve 9D icin kuyu 1: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific,
#26619), 2: C6.4 tek klon hiicre hattindan 25 ml dig ortam Amicon Ultra-15 santrifuj filtresiyle
konsantre edilmis protein, 3: C6.12 tek klon hiicre hattindan 10 ml dis ortam Amicon Ultra-15
santrifuj filtresiyle konsantre edilmis protein toplam ¢dziiniir protein, 4: C6.2 tek klon hiicre dis
ortami konsantre edilmemis protein, 5: C6.8 hiicre dis ortami konsantre edilmemis protein, 6:
C6.9 hiicre dis ortami konsantre edilmemis protein, 7: C6.11 hiicre dig ortami konsantre
edilmemis protein, 8: pTtAC2-PLA22-hGH vektdrli 7. thermophila bulk hiicre dig ortamu
konsantre edilmemis protein, 9: Pozitif kontrol; Ticari iiriin 22 kDa hGH pozitif kontrol proteini
(Humatrope 8 mg, Eli Lilly), 10: Negatif kontrol; Indiiklenmemis C6.4 klon hiicre dis ortami
25 ml dis ortam Amicon Ultra-15 santrifuyj filtresiyle konsantre edilmis protein.

Sonugta,

PLA22-hGH dis ortam Orneklerinden net

olarak hGH bandi

goriilmemistir, nedenleri deneysel veri eldesiyle ve literatiir taramasiyla arastirilmistir.
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3.4.6. T. thermophila’da hGH iiretim verimini azaltan unsurlarin belirlenmesi

Di1s ortamda protein eldesinde verim diisiikliigiiniin nedenlerinin bulunmasi i¢in
oncelikle tez calismasinda kullanilan 7. thermophila CU428 1rki hiicreleri NEFF besiyeri
kullanilarak logaritmik faza ve duragan faza kadar kiiltiire edilmistir ve dis ortami
konsantre edilerek pozitif kontrol ticari biiylime hormonu ile (Humatrope, 8 mg) muamele
edilmistir (Sekil 3.10.A ve B). Deney sonuglarina gére hem logaritmik fazda hem de
duragan fazda sekteromda bulunan proteazlarin insan biiyiime hormonunu dramatik
derecede fazla parcaladig1 goriilmiistiir. Ozellikle duragan fazda bu par¢alama miktarinin

arttig1 anlasilmaktadir (Sekil 3.10.B).

6 saat NEFF besiyerinde indiiklenmis CU428 konsantre sekretomu ile hGH
inkiibasyonuna bakildiginda ise 1. saatten itibaren par¢alanmanin ¢ok oldugu goriiliirken,
ayni sartlarda aglik tamponunda ise 3. saatten itibaren hGH pargalanmasi ¢ok fazla olarak
goriilmiistiir (Sekil 3.10.C kuyu 4 ve Sekil 3.10.D. kuyu 5). Ortama ayrica proteaz
inhibitér karisimi (PIK) eklendiginde ise hGH parcalanmasinin kismen azaldig: tespit
edilmistir (Sekil 3.10.C, Sekil 3.10.D. kuyu 6 ve 7). Dis ortam calismalarinda ortama
proteaz inhibitdr karisiminin eklenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Konsantre olmayan
sekretom orneklerinde ise ciddi hGH parg¢alanmasi goriilmemistir ancak burada proteazlar
daha diisiik yogunlukta oldugu icin aktivite etkisi net olarak bilinmemektedir. Bu deney
tasarimiyla dis ortamda protein veriminin diisiik olmasinin bir nedeninin, 7. thermophila
sekretomunda hGH proteinini kesen proteazlarin bulunmasindan dolayr oldugu ortaya

cikarilmistir.
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Sekil 3.10. Tetrahymena thermophila CU428 hiicrelerinin sekretomda salgilanan protezlarin insan

biiyiime hormonunu kesme analizi.

A. Logaritmik fazda salgilanan sekretom ile proteaz reaksiyonu. B. Duragan fazinda salgilanan

sekretom ile proteaz reaksiyonu. 1: Biiyiime Hormonu kontrolii (Humatrope 8 mg, Eli Lilly),
2: Biiytime Hormonu + sekretom karigimi, 3: Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder
(ThermoScientific, #26628), Siyah ok; sekretom ile reaksiyona alinmamis, proteaz ile
muamele edilmemis kontrol protein biiytikliik ve miktarlarin1 gostermektedir.

C. NEFF besiyerinde 6 saaat 1s1 soku ile indiiklenmig CU428 sekteromunun hGH (Humatrope 8

mg, Eli Lilly) ile inkiibasyonu. 1: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific,
#26619), 2: 1 saat 5pg hGH ve 50x. kons indiiklenmemis NEFF besiyeri, 3: 30 dakika Sug
hGH ve 50x. kons indiiklenmis hiicre NEFF dis ortami, 4: 1 saat Sug hGH ve 50x kons.
indiiklenmis hiicre NEFF dis ortamu, 5: 3 saat Sug hGH ve 50x kons. indiiklenmis hiicre NEFF
dis ortami, 6: 12 saat S5pg hGH ve 50x kons. indiiklenmis hiicre NEFF dig ortami, 7: 12 saat
5ug hGH ve 50x kons. indiiklenmis hiicre NEFF dis ortami + PiK, 8: 1 saat Spg hGH ve kons.
edilmemis NEFF dig ortami, 9: 12 saat 5pg hGH ve kons. edilmemis NEFF dis ortami, 10: 12
saat S5ug hGH ve kons. edilmemis NEFF dis ortami + PiK.

Aclik tamponunda (Tris-HCL pH: 7.5) 6 saaat 1s1 soku ile indiiklenmis CU428 sekteromunun
hGH (Humatrope 8 mg, Eli Lilly) ile inkiibasyonu. 1: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
(ThermoScientific, #26619), 2: 1 saat Sug hGH ve 50x. kons indiiklenmemis aclik tamponu
besiyeri, 3: 30 dakika S5pg hGH ve 50x. kons indiiklenmis hiicre A.T. dis ortamu, 4: 1 saat Spg
hGH ve 50x kons. indiiklenmis hiicre A.T. dis ortami, 5: 3 saat Sug hGH ve 50x kons.
indiiklenmis hiicre A.T. dis ortamyi, 6: 12 saat Sug hGH ve 50x kons. indiiklenmis hiicre A.T.
dis ortami, 7: 12 saat 5ug hGH ve 50x kons. indiiklenmis hiicre A.T. dis ortami1 + PiK, 8: 1
saat Spug hGH ve kons. edilmemis A.T. dig ortami, 9: 12 saat Sug hGH ve Kkons. edilmemis
A.T. dis ortanmu, 10: 12 saat Spg hGH ve kons. edilmemis A.T. dis ortanm + PiK.
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Sekil 3.11. hGH kodlayici gen dizileri bulunan TtAC2 vektorlerini tasiyan 7. thermophila tek hiicre

klonlarinin 38 °C 6 saat achk tamponunda (Tris-HCL) ile 1s1 soku indiiklemesi ile protein
iiretiminin Western Blot Analizi. 50 ml hiicre kiltiirii Tris-HCL pH:7.5’ta indiiklenmistir ve
pelletlerde toplam protein izolasyonlar1 yapilmistir, dig ortamlar ise 100x konsantre edilerek
kullanilmustir. Protein 6rnekleri merkaptopetanolsiiz Sx SDS-PAGE boyast ile muame edilerek
kaynatmaksizin kuyulara yiliklenmistir. Western Blot i¢in % 12°lik ayristirma jeli ve % 5°lik
paketleme ile SDS-PAGE jeli hazirlanmistir. Protein drnekleri ayristirma jeline gelesiye kadar
60 V’da daha sonra 80 V’da jel kosturulmustur. Blotlama i¢in 0.2 pm PVDF membran
kullanilmustir, Towbin tamponu % 0,1 SDS i¢ermektedir ve blotlama 100mA sabit 250 V’da
45 dakika olarak gergeklestirilmistir. % 5°lik siit tozu iceren TBS-T ile 1 saat oda sicakliginda
membrana bloklama uygulanmistir. Birincil anti-GH-1/2 poliklonal antikoru (Santacruz, sc-
367878) 1:1000 oraninda % 5°lik siit tozu iceren TBS-T ile kullanilmis +4 derece gece boyu,
ikincil antikor olarak 1:10000 HRP Konjuge Anti-Rabbit antikoru (GeneScript, AO0098) TBS-
T ile kullanilmig oda sicakliginda 1 buguk saat inkiibe edilmistir. Goriintiileme TMB substrati
ile 15 dakika inkiibasyon sonucu gerceklestirilmistir.
Kuyu 1: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific, #26619), 2: Ticari iiriin
22 kDa hGH pozitif kontrol proteini (Humatrope 8 mg, Eli Lilly). 3: Negatif kontrol; vektor
icermeyen indiiklenmis 7. thermophila CU428 konsantre dig ortam, 4: Negatif kontrol; vektor
icermeyen indiklenmis 7. thermophila CU428 toplam ¢oziiniir proteini, 5: pTtAC2-PLA-
6xHis-hGH vektorii tasiyan D5.4 tek klon hatti konsantre dis ortam, 6: pTtAC2-PLA-hGH
vektorii tasiyan C6.4 tek klon hiicre hatti konsantre dis ortam, 7: pTtAC2-6x-PLA-hGH
vektorii tasiyan B11.2 tek klon hiicre hatti toplam ¢oziiniir protein, 8: pTtAC2-hGH vektorii
tagtyan A4.3 tek klon hiicre hatti toplam ¢oziiniir protein. Siyah ok: Pozitif kontrol (distile su
ile karistirilarak yiiklendiginden jelde kosmasi farklilasmistir.) Bu caligmada Coomassie
Boyama analizi yapilmamustir.

Sekil 3.10. deney tasarimindaki sonuglara gore; aclik ortamindaki (Tris-HCL)
CU428 1wrki hiicrelerin 1s1 soku tetiklemesi sonrasinda elde edilen sekretomun, ayni
sartlarda tokluk besiyerinden (NEFF besiyeri) elde edilen sekretomdan daha ge¢ zamanl
ve kismen daha az hGH parg¢alanmasi goriilmesinden dolayi aglik ortaminda hGH {iretimi
amagclanmustir. Indiikleme sonrasinda elde edilen hem toplam ¢dziiniir proteinlerinden
hem de dis ortam proteinlerinden anti-hGH antikoru kullanilarak Western Blot analizi
gerceklestirilmistir. Sekil 3.11.’de sitoplazmik hGH (kuyu 8) ve 6xHis-hGH (kuyu 7)
tiretimlerinde turuncu okla gosterilen hedef 22 kDA hGH kalin bir band olarak

gorilmektedir. Ayrica NEFF besiyerindeki indiiklemelerdeki Western Blot analizine gore
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daha net bantlagma saptanmistir. Ancak beklenilmeyen 17 kDA hGH varligi da s6z
konusudur (yesil ok). 44 kDA dimer bantlagsmasi daha zayif olarak goriilmektedir ancak
bunun aglhik tamponu ile iliskisi olup olmadig1 bilinmemektedir. indiiklenmis negatif
kontrol vektorsiiz 7. thermophila CU428 toplam ¢oziiniir protein drneginde (4. kuyu)
herhangi bir band saptanmamistir ve bdylece sitoplazmik iiretim hedeflenen deney
gruplarinda goriilen bantlarin hGH ile iligkisi bu ¢alisma ile de netlestirilmistir.

Dis ortama salgilatilmasi hedeflenen PLA-hGH (6. Kuyu) ve PLA-6xHis-hGH
(5.kuyu) protein oOrnekleri icin konsantre dig ortam Orneklerinde net bir bantlagma
goriilemezken, kirli bir arkaplan olusumu goriilmektedir. Ayni arkaplan olusumu
indiiklenmis 7. thermophila CU428 konsantre dis ortam protein Orneklerinde
goriilmezken, benzer durum daha onceki hiicre disina salgilatma calismalarinda da
goriilmiistiir (Sekil 3.8. ve 3.9).

Yukaridaki sunulan bulgular, beklenilmeyen sitoplazmik 17 kDA hGH varliginin
ve hiicre disina salgilatilan hGH’1n miktarindaki verim diistikliiglintin 7. thermophila’nin
sekretomunda  bulunan  proteaz  enzimlerindan  kaynaklandigi,  hipotezini

desteklemektedir.

3.4.7. hGH iiretimlerinin ELIZA ile varlik ve miktarsal analizi

Western Blot yontemi optimum sartlarda 1 ng/ml’ye kadar protein saptama
¢oziiniirliigiine sahipken ELIZA testi 2.5 pg/mI’lik daha yiiksek bir ¢dziiniirliige sahiptir
(Roy vd.,2019). hGH gen kaseti igeren TtAC2 vektorii tasiyan tokluk sartlarindaki (NEFF
besiyeri) T. thermophila tek hiicre klonlarindan 1s1 soku indiiksiyonu {iiretilen sitoplazmik
ve hiicre dis1 protein 6rnekleri, hGH’1n varlik ve miktarsal analizi, bu nedenle Enzimle
Baglanmis immiinosorbent Deneyi (ELIZA) ile gergeklestirilmistir. hGH ELIZA kiti
(ThermoScientific, #EHGH1) Sandwi¢ ELIZA prensibiyle ¢alismakta olup dncelikle kit
kullanilarak 2.5-600 pg/mL araliklarinda bir hGH standart grafigi ¢izilmistir. Grafikten
elde edilen formiile gore protein drneklerindeki hGH miktarlar1 hesaplanmistir (EK-27).
Western Blot analizleri ile gosterilen hiicre ici sitoplazmik hGH iiretimleri, ELIZA ile de
dogrulanmistir (Sekil 3.12). Sitoplazmik hGH {iretim miktarlar1 15-144 pg/L degerler
araliginda bulunmustur. PLA22/23 sinyal peptid dizilerinin hGH’1 hiicre disina
yonlendirdigi tespit edilmistir (Sekil 3.12 kuyu 6 ve 7). Ancak hiicre dis1 ortamda hGH
miktart (0,016 ve 0,019 pg/L) olduk¢a azdir. Western Blot ile hGH bandlarinin

goriilememesinin sebebi boylece anlasilmistir.
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oD 0,48 0,57 0,43 0,48 0,092 0,12

degerleri
Miktar 53 68 0,016 0,019
(ng/L)

Sekil 3.12. hGH gen Kkaseti iceren TtAC2 tasiyan NEFF besiyerindeki 7. thermophila tek hiicre

klonlarindan 1s1 soku indiiklemesi ile elde edilen protein 6rneklerinin ELIZA analizleri.
50 ml hiicre kiiltiiriinden elde edilen toplam ¢6ziiniir proteinlerin hepsi ayni konsantrasyonda
olacak sekilde (yaklasik Spg/ml) ayr tiiplerde hazirlandi ve Elisa Kitinin B diliisyon tamponu
ile 1/50 dilue edilerek 100 pl olarak kuyulara aktarildi. 50x konsantre edilmis dis ortam
ornekleri diliie edilmeden 100 pl olacak sekilde kuyulara eklendi (ThermoScientific,
#EHGH]1). 450 nm’de spektrofotometrik dl¢imler gerceklestirildi.
Kuyu 1: pTtAC2-6xHis-GFP-EK.-hGH D1 tek hiicre klonu ¢6z. protein, 2: pTtAC2-hGH A4.3
tek hiicre klonu ¢6z. protein, 3: pTtAC2-6xHis-hGH B11.2 tek hiicre klonu ¢oz. protein, 4:
pTtAC2-PLA22-hGH C6.4 tek hiicre klonu ¢oz. protein, 5: pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH D5.4
tek hiicre klonu ¢6z. protein, 6: pTtAC2-PLA22-hGH C6.4 tek hiicre klonu dis ortam, 7:
pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH D5.4 tek hiicre klonu dis ortam, 8: Negatif kontrol; vektor
icermeyen indiiklenmis CU428 1irki ¢6z. protein, 9: Negatif kontrol; vektdr igermeyen
indiiklenmis CU428 1rk1 dis ortam.

Aclik tamponundaki hiicrelerin 1s1 soku ile indiiklemesi sonrasinda elde edilen
hiicre i¢i ve hiicre dis1 protein drnekleri, ayrica ELIZA analizine alimmistir. Indiiklemeler
esnasinda, bazi deney grublarinda dis ortama ayrica proteaz aktivitesini durdurucu 1x
proteaz inhibitor kokteyli (1xPIK) eklenmistir. ELIZA bulgulari, sitoplazmik hGH ve
6xHis-hGH iiretiminde kiiltiir hacmi 50 ml’den 500 ml’ye ¢ikartildiginda tretim
miktarinin yaklasik 2 kat arttigin1 gostermistir (Sekil 3.13. kuyu 1-4). Optimize edilmemis
immiino¢oktiirme ve Ni-NTA saflastirilmasinda da hGH’in varlig: tespit edilebilmistir.
1xPIK eklenmis 500 ml hiicre kiiltiiriinden 1s1 soku sonrasi elde edilen 100x konsantre
hiicre dis1 ortamdaki hGH miktar1, PIK eklenmemis hiicre dis1 ortama gére yaklasik 2 kat
daha fazladir. Ortama eklenen PiK’in proteazlari kismen inhibe etmesi sebebiyle hGH

tiretim miktarinda artis oldugu bulunmustur.
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oD 0,89 084 144 1814 0647 0726 1,135 0,17 006 0413 0367 0278 049 0,165 0495 0649

! I

:ﬁik:f; 108 99 202 265 0017 002 150 0009 0008 112 83 85 14
Mg

Sekil 3.13. hGH gen Kkaseti iceren TtAC2 tasiyan achk tamponundaki 7. thermophila tek hiicre
klonlarindan 1s1 soku indiiklemesi ile elde edilen protein 6rneklerinin ELIZA ile
analizleri. 50 ml ve 500 ml hiicre kiiltiiriinden elde edilen toplam ¢6ziiniir proteinlerin hepsi
ayni konsantrasyonda olacak sekilde (yaklasik Spg/ml) ayri tiiplerde hazirlandi ve Elisa Kitinin
B diliisyon tamponu ile 1/50 dilue edilerek 100 pl olarak kuyulara aktarildi. 100x konsantre
edilmis dis ortam o6rnekleri diliie edilmeden 100 pl olacak sekilde kuyulara eklendi. Ni-NTA
ve immiino¢oktiirme ile elde edilen protein 6rnekleri 1/10 diliie edilerek 100 pl olarak kuyulara
aktarildi (ThermoScientific, #EHGH1). 450 nm’de spektrofotometrik dlgiimler gergeklestirildi.
Kuyu 1: pTtAC2-hGH A4.3 tek hiicre klonu 50 ml kiiltiirden ¢6z. protein, 2: pTtAC2-6xHis-
hGH B11.2 tek hiicre klonu 50 ml kiiltiirden ¢6z. protein, 3: pTtAC2-hGH A4.3 tek hiicre klonu
500 ml kiiltiirden ¢dz. protein, 4: pTtAC2-6xHis-hGH B11.2 tek hiicre klonu 500 ml kiiltiirden
¢bz. protein, 5: pTtAC2-PLA22-hGH C6.4 tek hiicre klonu 1xPIK eklenmis 500 ml dis ortam,
6: pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH D5.4 tek hiicre klonu 1xPIK eklenmis 500 ml dis ortam, 7:
pTtAC2-6xHis-GFP-EK.-hGH D1 tek hiicre klonu 500 ml kiiltiirden ¢6z. protein, 8: Negatif
kontrol; Vektor icermeyen indiiklenmis CU428 500 ml kiiltiirden ¢6z. protein, 9: Negatif
kontrol; Vektor icermeyen indiikklenmis CU428 500 ml kiiltiirden dis ortam, 10: pTtAC2-
PLA22-hGH C6.4 tek hiicre klonu 500 ml dig ortam, 11: pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH D5.4 tek
hiicre klonu 500 ml dis ortam, 12: pTtAC2-hGH A4.3 tek hiicre klonu immiino¢oktiirme 1.
ellisyonu, 13: pTtAC2-6xHis-hGH B11.2 tek hiicre klonu Ni-NTA 1. eliisyonu, 14: Negatif
kontrol; Vektor icermeyen indiiklenmis CU428 Ni-NTA 1. eliisyonu, 15: pTtAC2-hGH A4.3
tek hiicre klonu immiinogoktiirme konsantre eliisyonlari, 16: pTtAC2-6xHis-hGH B11.2 tek
hiicre klonu Ni-NTA konsantre eliisyonlari.

ELIZA deney bulgulari, hem hiicre i¢i sitoplazmik hem de hiicre disina salgilanan
hGH proteinlerinin varligin1 gostermistir. Ancak, hiicre disina salgilatilan hGH’in
Western blot bulgularmin isaret ettigi gibi ELISA bulgulart hGH 1n diisiik miktarda

bulundugunu, teyit etmistir.
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

4.1. Sonug¢

Rekombinant insan biiyiime hormonunun 7. thermophila organizmasinda liretimi
icin hGH igeren farkli tasarimli gen kasetleri TtAC2 vektoriine klonlanarak, biyolistik
silah transformasyonu ile vejetatif 7. thermophila CU428 hiicrelerine transforme
edilmistir.

Hiicrelerin seleksiyonu sonrasi tek hiicre klonlar1 hazirlanmistir. pTtAC2-6xHis-
GFP-EK.-hGH vektorii igceren tek hiicre klonlarinin beklenen filizyon proteini
biiyiikliikliigii olan 50 kDa monomer ve 101 kDa dimer proteinlerini iirettigi, Western
Blot ile gosterilmistir (Sekil 3.4.).

Sitoplazmik hGH iiretim ¢aligsmalari, pTtAC2-6xHis-hGH vektorii iceren tek hiicre
klonlarindan beklenilmeyen 17 kDa monomer ile 34 kDa dimeri (Sekil 3.5. ve EK-25),
ayrica tretimi hedeflenen ve beklenen 22 kDa monomer ile 44 kDa dimerinin tiretildigini;
indiikleme, saflastirilmis toplam ¢oziiniir proteinleri ile afinitik saflastirtlmis (Ni-NTA
saflagtirmas1) hGH’larin Western Blot analizleriyle gosterilmistir (Sekil 3.7.). pTtAC2-
hGH vektorii igeren tek hiicre klonlarinda ise ayni monomer ve dimer protein bantlari
Western Blot analizinde saptanmistir (Sekil 3.6.).

pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH vektorii igeren tek hiicre klonlarinin konsantre edilmis
hiicre dis1 ortam protein 6rnekleri ile yapilan calismalarda ise yaklasik 22 kDa ve 24 kDa
biiyliklerinde c¢ok zayif protein bandlar1 bulundugu goriilmistir (Sekil 3.8.)
Gergeklestirilen ELIZA deneylerinde ise hem PLA23-6xHis-hGH hem de PLA22-hGH
tiretiminde hiicre dis1 ortamda hGH’1n varlig: tespit edilmistir ancak miktariin ¢ok diisiik
seviyede oldugu bulunmustur (Sekil 12-13). Kiiltiir hacmi arttirilarak ve dis ortama 1xPIK
eklemesi yapilarak iiretim miktarlarinda 2 kat artis ger¢eklesmistir ancak bu da yeterli bir
artis olarak goriilmemistir.

T. thermophila’da hGH’1n sitoplazmik ve hiicre disina salgilatilarak yapilan iiretim
calismalari; tiretimin hiicre digina salgilatilarak yapilmasinin tercih edilmesi gerektigini
isaret etmektedir. Ciinkii sitoplazmik iiretim esnasinda beklenen 22 kDa monomer
tiretilmesine karsilik sitoplazmada bulunan bir proteaz tarafindan 5 kDa ve 17 kDa
versiyonlarina pargalanmaktadir. Hiicre disina hGH’1in salgilatilmasi ¢alismasinda ise
zayifta olsa sadece sitoplazmik 22 kDa monomer ile 44 kDa dimeri {iretildigi

gosterilmistir (EK-24).
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Hiicre disina salgilanan hGH’1n ¢ok diisiik miktarda bulunmasi, literatiir 1s181nda,
sekretom proteazlari tarafindan parcgalanabilir, hipotezini olusturmustur. Is1 soku ile
indiiklenmis/indiiklenmemis tok ve ag hiicrelerin konsentre edilmis/edilmemis sekretom
proteazlarinin enzim yerine kullanilmasi ve hGH’1n ise substrat olarak kullanilmasi ile
kurulan in vitro proteaz reaksiyon verileri, bu hipotezin dogrulugu desteklemektedir
(Sekil 3.10). Daha az proteaz yogunlugu ve aktivitesi oldugu diisiiniilen aglik ortaminda
(Tris-HCL tamponu) yapilan 1s1 soku indiiklemelerinde ise sitoplazmik hGH ve 6xhGH
iiretimi daha net bir sekilde goriilmesine karsilik dis ortam 6rneklerinde kirli bir arkaplan
olusumu ortaya c¢ikmistir. Negatif kontrolde goriilmeyen bu arkaplanin sebebi
bilinmemektedir (Sekil 3.11.)

Literatiirde, HSP70.2 promotorunun 3’ ucunda 20 b¢ ve devaminda HSP70.2
proteinini kodlayan ilk 36 b¢ (toplam 56 bg) hipotetik IRES elementi olarak
tanimlanmistir (Yu vd., 2012). HSP70.2 proteinini kodlayan 36 bg dizinin ilk {i¢ baz1t ATG
kodonu oldugundan, bu kodonla birlikte 12 aminoasitlik bir takinin hedef proteine
eklenerek transle edilmesi, Ozellikle terapotik proteinlerde immiinojeniteye neden
olusturabilecegi diislinlilmiistiir. Bu problemin giderilmesi i¢in s6z konusu IRES
elementinin ATG kodonu ATT olarak mutasyonla degistirilmistir ve modifiye IRES
elementli yeni HSP70.2 promotoru olusturularak TtAC2 vektoriine entegre edilmistir. Bu
sekilde promotorun vektorle birlikte ilk endiistriyel liretim amagli kullanim1 bu tezde
smnanmistir ve bulgular sonucunda bu promotorla basarili bir sekilde hGH iiretimi
gosterilmistir.

T. thermophila’da dis ortama salgilatilmas1 amaciyla hDNasel {iretiminde
kullanilan PLA36 sinyal peptid dizisinin (Weide vd., 2006) biyoinformatik analizlerinde
(Signal IP5-0 programi), PLA36 sinyal peptidinin 22-23. aminoasiti arasindan proteolitik
kesim gerceklestigi ve 23. aminoasitle birlikte toplam 12 aminoasitin proteinde taki olarak
kaldig1 belirlenmistir. Bu durumun da IiU uyumlu olarak terapétik protein iiretimine engel
olacagi disiiniilmiistiir. Bu nedenle, Signal IP-5.0 proteolitik kesim programi
biyoinformatik verilerine dayanarak aminoasit kalintisiz sinyal kesimi i¢in PLA22 sinyal
peptid dizisi hGH’1n hiicre digina salgilatilmasi i¢in kullanilmistir. D1s ortamda verim
problemleri olmasina karsilik PLLA22/23 sinyal peptid dizisi takili hGH proteinlerinin 7.
thermophila’da iiretildigi ve salgilatildigi  gosterilmistir. Uretim  miktarlarinin
arttirllmasiyla elde edilen saflastirilmis hGH proteinlerinin Edman Degradasyonu ile N-

terminal ucunun belirlenerek hem IRES elementli HSP70.2 promotorunun hem de PLA22
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sinyal peptidinin hGH’ta ek aminoasit kalintis1 birakip birakmadiginin 6grenilmesi
gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Sonu¢ olarak; bu tez c¢alismasi ile biyoaktivite analizleri i¢in gerekli hGH
proteinlerinin iiretimi ve saflagtirilmasinin vektorel altyapisi olusturulmustur. 7.
thermophila’da hGH’m hiicre digina salgilatilarak iiretilmesinin gerekliligini ortaya
koyan bu tez caligmasinin ana bulgusuna gore, sekretomda bulunan hGH’a spesifik
parcalama yapan proteazlar1 kodlayic1 gen(lerin) belirlenmesi ve genomdan silinmesi
gerektigi sonucuna varilmistir. Boylelikle hGH’1  spesifik pargalayan sekretom
proteazindan/proteazlarindan arindirilmis mutant 7. thermophila irkinda, bu tez
kapsaminda olusturulan hGH kodlayict gen dizilerini igeren TtAC2 vektorleri
kullanilarak optimize biyoreaktor kiiltiirli calismasi ile hiicre disina yiiksek verimlilikte

hGH’1n salgilatilmasi ve saflastirilmas1 miimkiin olacaktir.
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4.2, Tartisma

Bu tez ¢alismasi Oncesi 7. thermophila organizmasinda hGH iiretim ¢aligmalarina
rastlanilmamis olmasina karsilik arastirma ekibinin 1502F092 BAP projesi kapsaminda
hGH iiretiminin ilk AR-GE denemesi gerceklestirilmistir. So6zii gecen bu proje
kapsaminda; konjugatif ekstrakromozomal pVGF vektorii kullanilmis ve hGH iiretiminin
yapilabilecegi Western Blot analizleri ile ilk defa gosterilmistir (Dereli S., 2017; Caliseki,
M. Dereli, S. ve Arslanyolu, M. 1502F092 BAP, 2018; yaymlanmamis veri). Boylece T.
thermophila’da hGH’1n iiretilebilecegi kismen anlagilmistir (EK-3). Ancak pVGF vektorii
(Malone vd., 2005; Yao vd., 2007), E. coli vektor smirlarinda 7. thermophila
mikrogekirdek kromozom kesilme bolgeleri (Chromosome Breakage Site; CBS)
icermektedir. Konjugasyon esnasinda yeni MAC gelisirken transform edilen halkasal
pVGF vektorii, CBS bolgelerinden kirilir ve E. coli bolgesi salinirken kalan dogrusal
vektor DNA’sinin uglarina telomer eklenir. Yeni makrogekirdek i¢inde dogrusal pVGF
minikromozomu native tDNA minikromozomomu ile amitotik bolinmeler ve haploid
ayrisma ile rekabete girerek, maksimum 2 ay muhafaza edilir (Chalker, 2012). Bu
organizmada ilk aydan itibaren dogrusal pVGF minikromozom vektoriiniin kopya
sayisinda azalma ve ikinci ayin sonuna dogru kaybedilme gerceklesebildiginden bu
vektor, gecici (transient) muhafaza edilen kararsiz vektorler simifindadir. Ayrica bu
vektorde kadmiyumla indiiklenen MTT1 promotoru ile gen ekspresyonu gerceklestirildigi
i¢in metal toksisitesi ve kontaminasyonu, 1iU’ya uyumlu degildir. hGH iiretiminde
kadmiyum varligi, hGH dimerizasyonuna sebep oldugu bildirilmistir (Dienys vd., 2000;
Saboury vd., 2007). Tim bu sebeplerden dolayr daha kararli muhafaza edilen
makroniikleer T. thermophila yapay kromozomu (TtAC2) vektoriiniin hGH iiretiminde
kullanimi bu tez kapsaminda gergeklestirilmistir (Arslanyolu, M., Ustiintanir, A. F., ve
Caliseki, M., 2019. Tiirk Patent ve Marka Kurumu Basvuru No: 2019/04291).
Makrocekirdek igerisinde TtAC2 vektoriiniin paramomisin baskili veya baskisiz iki yila
kadar muhafazasi ile 1IU’ye uyumsuz kadmiyumla indiiklenen MTT1 promotoru yerine
1s1 soku ile indiiklenen modifiye HSP70.2 promotoru icermesi hem indiiksiyon hem de
kararli transgenik organizmalar iiretilmesi agisindan 1IU’ye uyumluluk saglamaktadir.
TtAC2 vektoriiniin 1s1 soku ile protein ekspresyon siirekliligi iki sene yesil floresans
proteininin (GFP) iiretimi ile takip edilerek, gosterilmistir. Dairesel ve dogrusal formda
kullanilabilen TtAC2, bu tez calismasinda sadece dairesel formuyla hGH {iretimi

calismalarinda kullanilmistir.
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A 57272 bg - TARATT

Sekil 4.1.

5’ TAAATT

41 baz IRES 1124 bg

- 795 bg - AATTAAAAAAGTTTACAAAAATGTCTGGAAAATAAAAAGCTGGATCCATG 3’ I

| I gam

56 baz IRES 859 be

- 795 bg - AATTAAAAAAGTTTACAAAAATGTCTGGAAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTATTATG 3* I

| 57 TAAATT

5’ TAAATT

20 baz IRES 823 be

5’ TAAATT - 795 bg - AATTAAAAAAGTTTACAAAAATG 3’

| |

20 baz IRES 833 be
5’ TAAATT - 795 bg - AATTAAAAAAGTTTACAAAAGTTTAAACAAAATG 3' |

1 T emei (kozak)

56 baz IRES 880 bg

5" TAAATT - 795 bg - AATTAAAAAAGTTTACAAAAATGTCTGGAAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTATTTGGCCAACCAGGTGGCGCGCCATG 37

I l Mscl Ascl

55 baz IRES 865 bg

- 795 bg - AATTAAAAAAGTTTACAAAAATGTCTGGAAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTAGTTTAAACATG 3 l

] | Pmel (Kozak)

55 baz IRES 865 bg

- 795 bg - AATTAAAAAAGTTTACAAAAATTTCTGGAAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTAGTTTAAACATG 3/ I

1 | prel (kozak)

HSP70.2 promotor versiyonlari ile bu tez kapsaminda iiretilen hipotetik mutant IRES
elementini iceren versiyonun karsilastirmasi. IRES: Internal Ribosome Entry Site, kirmizi
renkle belirtilmistir. IRES elementi HSP70.2 promotorunun 3’ ucu 20 baz ¢iftinden ve HSP70.2
promotorunu kodlayan ATG kodonu ile ilk 36 baz giftinden (toplam 56 bg) olustugu
hipotezlenmistir.
A. Cin Patentinde Kullanilan HSP70.2 promotoru (Feng ve Miu, CN101586119A, 2009).

Toplam 1124 b¢ HSP70.2 promotor dizisi kullanilmistir ve ayrica HSP70.2 proteinini
kodlayan gen bolgesinden de 21 baz ¢ifti hipotetik IRES elementi (toplam 41 bg IRES) olarak
kullanilmistir. IRES elementinin 3’ ucuna BamHI enzimi (mor renk) eklenerek promotor
tasarimi tamamlanmistir. Rekombinant proteini kodlayan genin ATG kodonu yesil renk ile
belirtilmistir. Yesil renkle belirtilen ATG kodonlarindan IRES igindeki ATG kodonu
taninarak translasyon baslamaktadir ve hedef proteinde ek bir taki olarak kalmaktadir.

. Yu ve arkadaslarinin 2011 yilindaki arastirmasinda kullandiklar1 HSP70.2 promotoru (859

be, Yuvd., 2012). Cin patentinde kullanilan HSP70.2 promotoruna gére 5’ ugtan 272 bg daha
kisa promotor dizisi (820 b¢) kullanilmigtir. HSP70.2 proteinini kodlayan gen bélgesinden
ise 36 bc (12 a.a.) hipotetik IRES elementi (toplam 56 bg) promotora dahil edilmistir.
Deneysel calismalarda, 38°C’de 3 ve 6 saat araliksiz protein 1s1 soku indiiklemelerinde
hiicrelerde yiiksek verimde protein ekspresyonu goriilmiistiir. Indiiklenen hiicrelerin ayrica
30°C ayrica toparlanma/iyilesme periyoduna alinmalarina gerek duyulmamistir. Ancak bu
tasarimda, IRES elementinin 5’ ATG kodonu ile kodlanan 12 aminoasitlik ek peptid dizi
takisinin hedef proteinde kalma olasilig1 endiistriyel iiretimler igin soru isareti olusturmustur.

C. TtAC1 vektdriinde kullanilan HSP70.2 promotoru (823 bg, Arslanyolu, M. ve Ustiintanir, A.

F, Patent Bagvuru No: 2018/13880). Bu vektorde kullanilan HSP70.2 promotoru 820 b¢’den
olusmaktadir ve HSP70.2 promotorunun 3’ ucunda bulunan 20 bg hipotetik IRES elementi
icermektedir. HSP70.2 proteini kodlayic1 bolgedeki IRES elementi bolgesi bulunmamaktadir.
Uretimi hedeflenen protein olan sfGFP, PLA36 sinyal peptid dizisi ile kullanilmistir ve dis
ortamda protein iiretimi ancak ve ancak 1s1 soku indiiklemeleri sonrasinda hiicrelerin 30°C’de
toparlanma/iyilesme periyodlarina alinmasi ile goriilebilmistir.

D. TtAC2 vektdr tasariminin ilk versiyonunda kullanilan HSP70.2 promotoru (880 bg). 820 bg

HSP70.2 promotor bolgesi kullanilmistir ve HSP70.2 proteinini kodlayan 36 bg¢ IRES
elementi bolgesi (toplam 56 bg) de dahil edilmistir. IRES elementinin 3’ ucuna ayrica
restriksiyon enzimi kesim bdlgerini i¢eren toplam 21 bg dizi eklenerek promotor bolgesi
uzatilmigtir. Bu tasarimda, 38°C’de 3 ve 6 saat araliksiz protein 1s1 soku indiiklemelerinde
hiicrelerde yiiksek verimde protein ekspresyonu goriilmiistiir. Ancak bu tasarimda da IRES
elementinin ATG kodonu ile kodlanan ek peptid dizi takisinin hedef proteinde kalmasi
endiistriyel liretimler i¢in problem teskil etmektedir.
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E. TtAC2 vektdr tasariminin bir diger versiyonunda kullanilan HSP70.2 promotoru (833 bg). Bu
tasarimda da 820 b¢ HSP70.2 promotor bdlgesi kullanilmistir. HSP70.2 promotorunun 3’
ucunda bulunan 20 bg hipotetik IRES elementi igermektedir, HSP70.2 proteini kodlayici
IRES elementi bolgesi bulunmamaktadir. Promotora, Pmel restriksiyon kesim bdlgesi (mor
renk) ile ATG Oncesi kozak dizisi eklenmistir. Deneysel verilerde, 1s1 soku indiiklemeleri ile
hedef sfGFP iiretimi goriilememis olup sadece toparlanma/iyilesme periyodlarina alinan
hiicrelerde GFP 1g1mas1 goriilmiistiir. Boyle bir kullanim stratejisinin de endiistriyel olarak
uygulanmasi ek maliyetlere ve zaman kaybina neden olacagi diisiiniilmiistiir.

F. TtAC2 vektor tasariminda kullanilan ATG kodonu igeren 55 bg hipotetik IRES elementli
HSP70.2 promotoru (895 bg). Bu tasarimda diger HSP70.2 promotorlarindan farkli olarak
HSP70.2 proteinini kodlayan ilk 35 b¢ IRES elementi olarak kullanilmistir ve ayrica
yerlestirilen Pmel restriksiyon enzimi kesim bolgesinin (mor renk) 5’ ucuna Adenin bazi
eklenerek IRES elementi ile transle edilen hedef protein i¢in ¢ergceve kaymasi engellenmistir.
Bu promotor, Sekil 4.1.G.’de belirtilen promotorun kontrolii olarak kullanilmistir ve 1s1 soku
indiiklemelerinde direk olarak hedef protein ekspresyonu goriilmiistiir.

H. TtAC2 vektoriiniin patentlenen versiyonunda kullanilan ATG kodonu igermeyen 55 bg
hipotetik IRES elementli HSP70.2 promotoru (865 bg, Arslanyolu, M., Ustiintanir, A. F., ve
Caliseki, M., 2019. Tiirk Patent ve Marka Kurumu Bagvuru No: 2019/04291). Endiistriyel
kullanim i¢in HSP70.2 proteinini kodlayici dizilere dahil olan IRES elementiyle birlikte
transle edilen 12 aminoasitlik peptid dizisinin hedef proteinlerde taki olarak kalmamasi ve
takisiz iiretimle 1IU uyumu saglamak amaciyla, IRES elementinde bulunan ATG kodonu
ATT (T mutasyonu siyah renk) olarak mutasyon ile degistirilmistir. Ayrica yerlestirilen Pmel
restriksiyon enzimi kesim bolgesinin (mor renk) 5’ ucuna adenin bazi eklenmistir. Deneysel
bulgularda, 1s1 soku indiiklemelerinde yiiksek verimde hedef proteinin {iretimi goriilmiigtiir
ve ek olarak hiicrelerin toparlanma/iyilesme periyodlarina alinmasina gerek kalmamustir.
Boylelikle endiistriyel kullanim i¢in zaman kaybinin ve maaliyet artiginin dniine gegilmistir.
Tez calismasinda, bu promotorun ilk kez endiistriyel olarak sinanmast hGH iiretimleri ile
gerceklestirilmistir.

hGH iiretimleri oncesinde, TtAC2 vektoriinde bulunan HSP70.2 1s1 soku
promotorunun endiistriyel kullanimi i¢in uygunluk ve kolayliginin saglanmasi amaciyla
promotor lizerinde bir takim degisikler yapilmistir. Sekil 4.1.°de gorildiigli iizere
HSP70.2 promotor bdlgesi ve HSP70.2 proteini kodlayict gen bolgesini igeren birgok
promotor tasarimlari literatiirde ve ¢alisma ekibi tarafindan gergeklestirilmistir. Hipotetik
IRES elementinin kullanim farkliliklar1 promotorlarda c¢esitlilige sebep olmustur.
Promotorlarda bulunan IRES elementi araciligiyla hiicrede stres kosullarinda devamli
olarak translasyonun siirdiiriilebilmesi saglanmaktadir. Stres kosulunda CAP bagimh
translasyon durmakta/yavaslamakta ve alternatif translasyon yontemi olan IRES araciligi
ile translasyon gerceklesmektedir (Komar ve Hatzoglou, 2011). Hiicrelerde 1s1 soku strese
sebep oldugu i¢in IRES elementi olmaksizin gerceklestirilen indiiklemelerde translasyon
mekanizmas1 durmakta veya ¢ok yavasladigi, mRNA bulunmasina karsin {iretilen protein
miktarinin  azhigt veya yoklugundan anlasilmigtir (Paralel calismalarin verileri
sunulmamistir). Bu nedenle; 1s1 soku sonrasi iiretilen mRNA’lardan translasyon
yapilabilmesi icin hiicreler normal 30°C biiyiime sartlarinda toparlanma/iyilesme

periyoduna alinmasi gerekmektedir. Boylelikle sitoplazmada biriken mRNA’lar IRES
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bagimli translasyon yerine, CAP bagimli olarak transle edilebilmesine karsilik verimlilik
seviyesi yetersizdir. Endiistriyel kullanima daha uygun olan hipotetik IRES elementini
icine alan fakat iiretilen rekombinant proteinlerin N-ucuna yapay 12 aminoasit eklemeyen
mutasyon Yyapilarak yeni bir HSP70.2 promotorunun gelistirilmesi gerektigi ortaya
cikmustir.

ATG kodunu igeren hipotetik IRES elementi nedeniyle hedef proteinlere eklenen
olas1 12 aminoasitlik peptid takisi temel AR-GE arastirmalar1 i¢in belki bir sikinti
olusturmazken ila¢ endiistrisinde ozellikle terapdtik protein ilag iiretimleri ile 11U’ya
uygun olmamasindan dolay1 kabul edilemez. Bu kapsamda, IRES elementinde yer alan
ATG kodonu ATT’ye G—T mutasyonu ile doniistiiriilerek, olas1 12 amino asitlik peptid
takis1 olusumu engellenmistir. Hipotetik IRES elementi sonuna ise bir KOZAK dizisi ile
ATG eklenerek yeni translasyon baslama bolgesi olusturulmustur. Tez ¢calismasinda Sekil
4.1.H’ta verilen ve tanimlanan ATG kodonu icermeyen 35 bg hipotetik IRES elementli
HSP70.2 promotoru hGH {iretimleri i¢in kullanilmistir.

T. thermophila organizmasinda rekombinant hGH iiretiminin yapilabilirliginin hizli
analizinin yapilabilmesi i¢in GFP geni iceren 6xHis-GFP-EK.-hGH gen dizisi, TtAC2
vektoriiniin 1s1 soku promotoru altina klonlanmistir. Rekombinant vektorin 7.
thermophila’ya transformasyonu sonrasi yapilan 1s1 soku indiiklemelerinde mikroskobik
analizlerde hiicrelerde GFP 1s1mas1 goriilmistiir. Western Blot analizlerinde ise
sitoplazmik flizyon proteininin 50 kDa monomer ve 100 kDa dimer protein bandlar
goriilmiistiir. Literatiirde hGH filizyon protein tasarimlarina bakildiginda; tez ¢aligmasinda
gerceklestirildigi gibi hGH proteinin N-ucuna eklenmis takili 6rnekler bulunmaktadir. Bu
sekilde kullanilmasinin gerekgesi olarak ise C-ucu hidrofobik katlanmalar gosterilmistir
(Nicoll vd., 1986; Kim vd., 2013; Nguyen vd., 2014; Mooney vd., 2014; Calik vd., 2008).
C-ucu GFP takis1 eklenerek in vivo hGH fiizyon proteininin {retimi de
gergeklestirilebilinmistir (Magoulas vd., 2000). GFP takilarinin hedef proteinlerin hem
N-ucuna hem C-ucuna eklenebilecegi; C-ucuna eklenen GFP proteininin sarkik
olmasindan dolayr bir problem ¢ikmamasina karsilik N-ucuna eklendiginde baglayici
uyum aminoasit dizisinin araya eklenmesi gerektigi bildirilmistir (Miyawaki vd., 2003).
Tez calismasinda sfGFP proteini ile hGH proteini arasinda enterokinaz kesim (DDDDK)
bolgesi yerlestirilmistir fakat bu dizi baglayici bir aminoasit dizisi olarak planlanmamustir.
Bu nedenle; tiretilen sSfGFP-hGH fiizyon proteininin katlanmas: fiziksel olarak zorlanmis

ve esnek bir adaptor bulunmadigindan translasyon esnasinda katlanma gerceklesirken
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sfGFP kirildig: gerceklestirilen GFP 1s1mali SDS-PAGE analizi ile bulunmustur (EK-23).
Bu durum ise sfGFP-hGH fiizyon proteininin iiretim verimliligini disiirmektedir.
Literatiirde, esneklik saglayan R grubu kii¢iik aminositlerden olusan GlyGlyGlyGlySer
gibi aminoasit baglayici dizilerinin kullanilmasi tavsiye edildiginden yeni sfGFP-hGH’1n
veya baska GFP’li flizyon proteinlerinin tasarimlarinda bu durum dikkate alinmasi
gerekmektedir (Chen vd., 2013; Klein vd., 2014).

Sitoplazmik olarak takisiz hGH ve 6xHis takili hGH {iretimlerinde, Western Blot
analizlerinde 22 kDa (hGH) ve 22,5 kDa (6xHis-hGH) hedef monomer protein bandlari
goriildiigiinden tiretimin basartyla gergeklestirildigi anlagilmistir. Bu bandlarin haricinde
beklenilmeyen yaklasik 17 kDa, 34 kDa ve 44 kDa biiyiikliiklerinde protein bandlarina
da rastlanilmis fakat 5 kDa’luk bir protein bandi goriilmemistir (34 kDa dimer hGH, EK-
25). Bu protein bantlari, SDS-PAGE analizlerinde siklikla rastlanan hipofiz bezinden
salgilanan 22 kDa hGH proteinin 44 kDa’luk dimeri ile olasilikla Tetrahymena
thermophila proteolitik enzimlerinin kesmesiyle olusan beklenilmeyen 17 kDa monomer
ile 34 kDa’luk dimeridir (Bustamante vd., 2009). 17 kDa hGH izoformu, 22 kDa hGH
proteininin 43-44. aminoasit pozisyonunda proteaz enzimleri ile kesilmesi sonucu ortaya
cikmaktadir ve ayrica literatlir ¢alismalarinda pepsin ve thermolizin kesimleriyle de 17
kDa izoform elde edilebilecegi raporlanmistir (Lewis vd., 2000; Spolaore vd., 2004;
Such-Sanmartin vd, 2009). Tez calismasinin bulgulari; sitoplazmik 7. thermophila
proteaz enzimlerinin 17 kDa hGH izoformu ile goriilmeyen 5 kDa’luk izoformlari
olusturabilecegi hipotezini olusturmaktadir. Ancak bu 17 kDa’luk hGH izoformu N-ucu
43-44. aminoasit pozisyonundaki bir proteaz enzimi kesilmiyle degilde C-ucundan
yaklagik 149-150. aminoasit arasindan kesilmesiyle de olusabilecegi raporlanmistir
(Spolaore vd., 2004). 22 kDa hGH monomerinin 44 kDa dimer formu, iki 22 kDa
monomerinin hidrofobik i¢ zincirleri arasinda molekiil aras1 yeni disiilfid baglarinin
kurulmas ile olugsmaktadir. Ancak, 44 kDa hGH dimerlerinin saflastirma kosullarindan
dolay1r ortaya ¢ikmadigi, insanda hipofiz bezinde ve dolasim sisteminde dogal olarak
olusan hGH izoformu oldugu belirtilmektedir (Grigorian vd., 2005). Bu dimerik yap1
merkaptoetanoliin disiilfid bagin1 parcalama etkisine kars1 direnglidir, ayrica 22 kDa
agregasyonu sebebiyle de dimerizasyon disiilfid bag1 kurulmaksizin da olusabilmektedir
(Grigorian vd., 2005). T. thermophila’da hGH iiretimi sirasinda dogal olarak 44 kDA hGH
dimer izoformunun iiretilebilecegi ayrica proteinlerin de konsantre edilmesiyle ortamdaki

su molekiiliiniin azalmasiyla dimerlesmenin artabilecegi s6z konusudur. Alternatif olarak
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hGH iiretimi i¢in, TtAC2 ile yiiksek miktarda rekombinant hGH {iretimi yerine, genom
entegrasyonuna dayanan stirekli fakat daha diisiik miktarda hiicre disina salgilatilarak
yapilacak hGH iiretimi, dimer olusumunu engellemede yardimc1 olabilecek alternatif bir
yaklasim olarak diistliniilebilinir. Ayrica saflastirma esnasinda lizis tamponu i¢ine EDTA
gibi rediiktan kimyasallarin eklenmesi ile dimerlesmenin azaltildigr da bildirilmistir
(Grigorian vd., 2005). Western Blot ile dretildigi gosterilen sitoplazmik hGH
proteinlerinin, ELIZA deneyleri ile de varlig1 teyit edilmistir. Takisiz hGH igin 202 pg/L
(0,2 mg/L) ve 6xHis-hGH icin 265 pg/L (0,26 mg/L) sitoplazmik iiretim miktarlar
ELIZA ile belirlenmistir (Sekil 3.13). Biyoreaktor sartlarinda hiicre i¢i sitoplazmik hGH
tiretimi ile optimize saflastirma yontemleri uygulanarak yiiksek miktarda, saf hGH’1n elde
edilmesi miimkiin olabilecegi diigiiniilmiistir.

Sitoplazmik hGH iiretiminde diger 6nemli bir konu, hGH proteininde bulunmasi
gereken iki disiilfid baginin iiretim yapilan organizma tarafindan olusturulabilinmesidir.
Literatiirde, sitoplazmada distilfid bagi olusumu, enzim olmaksizin oksidatif stres
kosullariyla kimyasal olarak da tetikledigi ve S. cerevisiae’da 1s1 sokunun oksidatif stresi
tetikleyebildigi bildirilmistir (Morano vd., 2012; Cumming vd., 2014). T. thermophila’da
151 soku ile indiikleme sirasinda hiicrelerde oksidatif stresin ortaya ¢ikacagi ve bu kosulda
iretilen biiylime hormonunun distilfid baglarinin kurulabilecegi hipotezlenebilir. Disiilfid
bagi bulunmayan biiylime hormonunun aktivitesini kaybetmedigi fakat distilfid baglarinin
bulunmasinin biiylime hormonu reseptoriine olan afinitesini arttirdigini ve boylelikle
biyolojik aktivitesinin arttig1 literatiirde bildirilmistir (Dixon vd., 1966; Riia vd., 2013).
Bu degerlendirme 1s18inda; Western Blot analizlerinin ortaya koydugu 22 kDa

sitoplazmik hGH’ 1 biyoaktif olabilecegi sonucuna varilmaktadir.
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PLA115 : MNKTLILALVVVLALTATTLVAFHNHSHNIRVDQDPATLFKQFKQTYNKKYADATFETYR

(Weide vd., 2006)

FGVEFTONLEIVKTDSTFGVTQFMDLTPAEFAQOFLTLHEKVNSTEVYRAQGEATE

PLA110 : MNKTLILALVVVLALTATTLVAFHNHSHNIRVDODPATLFKQFKQTYNEKYADATFETYR

FGVFTONLETIVKTDSTFGVTQFMDLTPAEFAQOFLTLHEKVNSTEVYRAQ

C . PLA36 :MNKTLILALVVVLALTATTLVAFHNHSHNIRVDQDP |

D PLA23 :MNKTLILALVVVLALTATTLVAF I—

Bu tez galigmasinda kullanilan

E | PLA22 :MNKTLILALVWLALTATTLVAI— PLA sinyal peptidleri

Sekil 4.2. PLA1 sinyal peptid dizileri ile bu tez kapsaminda gelistirilen PLA22/23’iin dizisel

karsilastirllmasi. Fosfolipaz A proteini (PLA1) 320 aminoasitten olusmaktadir ve
Ttherm_00683010 koduyla TGD’den (Tetrahymena Genome Database) PLA1’in biyoinformatik
bilgilerine ulasilabilir. Weide ve arkadaslarinin 2006 yilinda insan DNase I’in 7. thermohpila’da
disar1 salgilatilarak {iretilmesi i¢in PLA1 proteininin N-terminalinden itibaren belirledikleri
uzunlukta aminoasit dizilerini sinyal peptid dizisi olarak kullanarak basarili bir sekilde liretim
gergeklestirmigtir. A. N-ucu ilk 115 aminoasitlik PLA dizisi (PLA115). B. N-ucu ilk 110
aminoasitlik PLA dizisi (PLA110). C. N-ucu ilk 36 aminoasitlik PLA dizisi (PLA36).
Uretimlerde elde edilen DNase I’in N-terminal ucunun Edman Degradasyonu ile belirlenmesi ile
ilgili makalede bir veriye ulasilamadigi icin sinyal peptid dizisi olarak kullanilan diziler, Signal
IP-5.0 biyoinformatik proteolitik kesim tahmin programina goére analiz edilmistir. Program,
PLA115, PLA110 ve PLA36 sinyal peptidlerinin hepsinde sadece tek bir bolgeden; 22-23.
pozisyonunda Alanin (A) ve Fenilalanin (F) aminoasitleri (kirmizi renklendirilmis) arasinda
sinyal peptid kesimi ve C-skorun (kesim olasilii, 1 iizerinden) ise 0.4543 oldugu bilgisini
vermistir. Biyoinformatik verilere dayanarak, 22A aminoasiti ile 23F arasinda kesim oldugu
durumda, 22 aminoasitlik sinyal peptidin E.R.’da iglenip atilacagi kalan 23F ile 6zellikle PLA36
icin 14 aminoasitin ek taki olarak liretilen hedef proteinde kaldigi distiniilmiistiir. Endiistriyel
kullanimlar i¢in Ozellikle terapétik protein iretimlerde takilarin immiinojeniteye sebep
olmasindan dolay1 bu sekilde bir PLA kullanimi uygun degildir. Bu nedenle tez ¢alismasinda,
elde edilen biyoinformatik verilere gore kullanilan PLA sinyal peptidi tasarimda degisiklikler
gerceklestirilmigtir. D. Bu tez calismasinda kullanilan N-ucu ilk 23 aminoasitlik PLA dizisi
(PLA23). Tasarimda 6xHis takili hGH’1n dis ortama salgilatilarak iiretimi hedeflenmistir. Bu
sebeple, 6xHis-hGH’1n N-terminal ucuna PLA23 eklenmistir. 22A-23F aminoasitleri arasinda
kesim gerceklestiginde, 6xHis-hGH’in sinyal peptid dizisi kalintisi olmadan dis ortama
salgilatilmas1 beklenmistir. Signal IP-5.0 programi, C-skor olarak 0.4084 gibi PLA36’ya yakin
bir oranda gergeklesme olasiligi vermistir. E. Tez calismasinda kullanilan N-ucu ilk 22
aminoasitlik PLA dizisi (PLA22). Tasarimda, takisiz olarak hGH’1n dis ortama salgilatilmasi
hedeflenmistir. PLA22 dizisinin son kodonu Alanini (A) kodlamaktadir ve hGH dizisinin ilk
kodonu Fenilalanin (F) aminoasiti ile baglamaktadir. Boylelikle, dogal bir sekilde PLA22-hGH
flizyonunda, uygun 22A-23F kesim bolgesi olusmustur. Signal IP-5.0 programi, C-skor olarak
0.7029 gibi yiiksek ihtimalli bir kesim gergeklesme olasiligini vermistir. PLA22-hGH’1n E.R.’ye
yonlendirilerek PLA22’nin sinyal kesimi sonrasi aminoasit kalintiszz hGH’1n salgilatilmasi
hedeflenmistir (flgili Signal IP-5.0 programi analiz grafikleri EK-11"de verilmistir).

T. thermophila’da dig ortama salgilatilmas1 i¢in E.R.’ye yonlendirilerek

gerceklestiren hGH proteinlerinin iiretimi; dogru bir sekilde katlanip paketlenmesi,

disiilfid baglarinin olusturulmasi ve daha az protein bulunan dis ortamdan kontamine

olasilig1 azaltilmis sartlarda etkin saflastirmasi, amaclanmistir. Bu kapsamda, literatiirde
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T. thermohpila’da dis ortama salgilatilan DNasel iiretiminde kullanilan PLA36, PLA110
ve PLA115 sinyal peptid dizileri arasindan PLLA36 aragtirma ekibi tarafindan rekombinant
protein tiretimlerinde kullanilmistir ve dis ortamda protein liretimleri goriilmiistiir (Weide
vd., 2006; (Arslanyolu, M. ve Ustiintanir, A. F., Tiirk Patent ve Marka Kurumu Basvuru
No: 2018/13880). Ancak, biyoinformatik olarak Signal IP-5.0 proteolitik kesim tahmin
programi analizine alindiginda PLA36’nin 22A-23F pozisyonunda sinyal kesimine
ugradig1 ve kalan 14 aminoasitin hedef proteinde ek taki olarak kaldigi belirlenmistir
(Sekil 4.2.). Bu durumun aksini belirten hi¢bir deneysel bulgu literatiirde bulunamamustir.
Bu yilizden endiistriyel kullanimlarda, terapotik proteinlerde immiinojeniteye sebep
olacak takilarin kullanilmas1 uygun olmadigi i¢cin PLA22 ve PLA23 sinyal peptid dizileri
kullanilarak hGH’1n {iretilmesi ve hiicre dis1 ortamina salgilattirilmasi hedeflenmistir
(Sekil 4.2-D, E).

Hiicrelerin 1s1 soku ile indiikleme ve toparlanma periyodlari sonrasinda konsantre
edilmis ve edilmemis dis ortam protein orneklerinin kullanmasi ile gergeklestirilen
Western Blot analizi, pTtAC2-PLA23-6xHis-hGH vektorii iceren tek hiicre klonlarindan
konsantre edilmis dis ortam proteinlerinde, yaklasik 22 kDa ve 24 kDa biiytikliiklerinde
zayif protein bandlarinin goriilmesiyle sonuglanmistir. Literatiirde 22 kDa hGH
monomerin yan sira insanda glikozilasyona ugramis 24 kDa hGH formununda varlig1
bilinmektedir (Haro vd., 1996). T. thermophila organizmasinin da insana benzer
glikozilasyon profilini rekombinant proteinlere ekleyebildigi literatiirde bildirilmistir
(Calow vd., 2016). hGH iiretiminin dis ortamda yetersiz miktarda olmasindan dolay1 24
kDa’luk glikozilasyonlu hGH’1n varligi saflastirmadan sonra PNGase F enzimiyle analiz
edilememistir (Weide vd., 2006). pTtAC2-PLA22-hGH vektorii iceren tek hiicre
klonlarinin dis ortam Orneklerinde ise Western Blot analizinde hGH bandi
saptanamamistir. Daha yiiksek hassasiyete sahip ELIZA ile gergeklestirilen calismalarda,
hem PLA22-hGH hem de PLA23-6xHis-hGH firetimlerinde PLA sinyal peptid dizileri
islenerek salgilatilmis hGH’larin varligi tespit edilmistir. Ancak dis ortamda hGH
miktarmin (0,016 ve 0,019 pg/L) oldukea diisiik oldugu bulunmustur (Sekil 3.12).

Tiim bu veriler 151g¢1nda hiicre digina salgilatilarak yapilan hGH {iiretiminde, verim
kaybt olustugu anlasilmistir. Yapilan in vitro proteolitik enzim aktivite deneylerinde
gorildiigii iizere T. thermophila sekteromundaki proteazlar, hGH proteinini ¢ok etkin bir
sekilde parcalamaktadirlar (Sekil 3.10). Bu deneysel veriyi; Tetrahymena thermophila

proteazlarin1 veritabaninda bulundurmayan fakat bilinen tiim ticari ve literatiir
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proteazlarin1 veri tabaninda bulunduran PROSPER biyoinformatik programi ile hGH
dizisi iizerinde yapilan proteolitik analiz bulgular1 desteklemektedir. PROSPER program
analizi spesifik proteolitik kesim noktalarin1 tahmin attiginde 10 sistein proteaz, 13
metalloproteaz, 19 serin proteaz ve 2 ¢oklu proteaz siiperaile iiyesi tarafindan (toplamda
44 farkli noktadan) kesilebilecegi yani paramparca olabilecegi biyoinformatik olarak
ongoriilmektedir (Sekil 4.1). Literatiirde deneysel olarak da proteaz enzimlerinin hGH’1
bircok bolgesinden kestigi de bildirilmistir (Laureto vd., 1995; Wroblewski vd., 2001;
Alam vd., 2000; Saijoh vd., 2006; Such-Sanmartin vd, 2009).
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Sekil 4.3. Biyoinformatik PROSPER programina gore insan biiyiime hormonunun proteaz enzimleri
ile kesime ugrayabilecek aminoasit pozisyonlari. ‘prosper.erc.monash.edu.au’ websitesinden

programa ulasilabilir.
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Sekil 4.4. T. thermophila CU438 hatt1 flask ve biyoreaktor kiiltiir calismasinda proteaz aktiviteleri ve

A.

proteaz aktivitesinin azaltilmasi i¢in kullanilan molekiiller.

T. thermophila CU438 hiicre hatti flask kiiltiirlinde zamana ve hiicre sayisina bagli olarak
proteaz aktivitesi grafigi. Grafikte gorildiigii tizere hiicre sayisi arttik¢a 40. saatten sonra
hiicrelerin logaritmik fazdan duragan faza gegislerinde proteaz aktivitesi ciddi bir sekilde
artmaktadir. Hiicre sayist flask kiiltiirde 650 bin/ml’de maksimize olmaktadir ve proteaz
aktivitesi ise hiicrelerin duragan fazinda en yiiksek degerlere (1 U/ml) ulagsmaktadir (Herrmann
vd., 2006).

T. thermophila CU438 hiicre hatt1 biyoreaktor kiiltiiriinde zamana ve hiicre sayisina bagli olarak
proteaz aktivitesi grafigi. Flask kiiltiirde 650 bin/ml en yiiksek degere ulasan hiicre sayisi
biyoreaktor kiiltirinde 4 milyon hiicre/ml’ye kadar ulagmaktadir. Hiicrelerin duragan fazinda
proteaz artist ciddi bir sekilde farkedilmektedir ve 5U/ml olarak en yiiksek aktivite degerine
ulasmaktadir (Herrmann vd., 2006).

T. thermophila sekterom proteazlarmin aktivitesinin E64 sistein proteazi ve Iyodoastetat ile
engellenmesi. Calismada sistein proteazlarin aktivitesinin dis ortamda ¢ok fazla oldugu
belirtilmistir ve bu yiizden sistein proteazlarini inhibe edici kimyasallar kullanilmigtir. Biotin ve
E64 sistein proteazi fiizyon proteini olarak olusturulmustur. Lityum iodoasetat ise giiglii bir
alkali edici ajan olarak proteaz aktivitesinin azaltilmasi amaciyla kullanilmistir. Grafige
bakildiginda kimyasal eklenmemis kor hesaplanmasinda proteaz aktivitesi %100 oranindayken,
iodoasetat eklenmesi ile aktivite %10’larin altina diigmiistiir, bu aktivite E64-biyotin flizyonu
eklendiginde ise daha ¢ok diisiis gostermistir (Herrmann vd., 2006). Arastirmaya gore E64
sistein proteaz inhibitoriiniin 7. thermohpila’da dis ortamda proteaz aktivitesini azalttigindan
dis ortama salgilanmasi hedeflenen proteinler igin kullanabilecegi sonucuna varilmstir.

T. thermophila’nin sekretomunda bulunan proteazlarin biiylik ¢ogunlugunun

yiiksek aktivite gosteren sistein proteazlardan olustugu bilinmektedir (Madinger, vd.,

2010). T. thermophila CU438 1rki hiicrelerinin flask ve biyoreaktor kiiltiirizasyonunda

ortak oOzellik olarak hiicrelerin logaritmik fazdan duragan fazina gegisinde proteaz

aktivitesinde ciddi artis goriilmektedir. Proteaz aktivite degerleri flask kiiltiirde en ¢ok

1U/ml’ye c¢ikarken, biyoreaktor kiiltiiriinde ise SU/ml’ye kadar erismektedir. Bu
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degerlerin hiicrelerin duragan faz evrelerinde makzimize oldugu goriilmektedir (Sekil
4.3-A ve B., Herrmann vd., 2006).

Hiicre sekteromunda sistein proteazlarin aktivitesinin durdurulmasi, iki farkl
(yiiksek alkali edici lityum iyodoasetat ve sistein proteaz spesifik inhibitor E64 ile
biyotininin birlestirilmis yapisi) proteaz inhibitorii ile test edilmistir (Herrmann vd.,
2006). inhibitdr kullanilmayan kontrolde (kdrde) %100 oranindaki proteaz aktivitesi, E64
sistein proteaz inhibitorii kullanilarak %10 civarma distirilmistir (Sekil 4.3-C). Bu
arastirma sonucunda hiicre disina salgilatilarak protein iiretiminin, E64’{in varliginda
gerceklestirilebilinecegi ortaya konulmustur. Ancak, IIU’ya uyum cergevesinde E64’iin
ortama eklenmesi kabul edilemeyecegi gibi kullanimi endiistriyel ek maliyetler
olusturacaktir. Lityum iodoasetatin ise dis ortam proteaz aktivitesini ¢ok fazla
durdurmasina ragmen toksik olmasindan dolayr endiistriyel kullanimi s6z konusu
degildir. Alternatif olarak; 7. thermophila’da rekombinant proteinlerin (hGH ve diger
teropotikler gibi) iiretimi igin verimli bir sekilde alternatif ekspresyon konakgisi olarak
kullanimi, raporlanmais sistein proteazlarin makrogekirdek genomundan susturulmasiyla
miimkiin olacag1 hipotezlenmistir (Herrmann vd., 2006).

Zengin besiyerinde flaskta biiyiitiillen 7. thermophila CU428 1rkinin sekretomunda
proteaz enzimleri yaklasik %50-70 arasinda, aglik besiyerinde ise %30-35 arasindadir
(Madinger vd., 2010). Bu hiicrenin zengin besiyeri sekretomunda 158 farkli protein
bulunurken, aglik besiyerinde 28 protein bulunmaktadir. Bu tez arastirmasinda hGH
iretimi icin 1s1 soku indiiklemesi NEFF besiyeri ortaminda gergeklestirilmistir. Literatiire
gore aglik tamponunda daha az proteaz salgilandigr icin 1s1 soku indiiklemesinin aglik
tamponunda yapilmasiyla hGH’1n daha az degrede olacagi ongoriilmiistiir. Alternatif
olarak ise dis ortama salgilatilmas1 hedeflenen hGH gibi rekombinant proteinler i¢in 7.
thermophila CU428 1rki yerine, mutant 7. thermophila SB281 hiicresinin tercih edilmesi
sekretomunda daha az proteaz ile ¢ok fazla tasiyici protein bulundurmasindan dolay:
tercih edilebilir (Sekil 4.4., Madinger vd., 2010). Ote yandan, hGH proteinini keserek
parcalayan spesifik proteazlarin amino asit dizisi geri genetik yontemlerle (2B proteaz
zimogram ve aktivite iceren protein bantlarin LC/MS ile amino asit dizilerinin
belirlenmesi) tespit edilerek kimliklendirilen proteaz kodlayici genlerin makrogekirdek

genomunda susturulmasi ile verimligin artisini saglayacak mutant suslar gelistirilebilinir.

55



SB210 SB281 cu428

Rich Medium

M protease
W secretory transport
M signaling
1 protein synthesis
& folding
B other
W unknown
w0 structural
defense
i glycolytic enzyme
glycosyl hydrolase
M stress response

Starvation

Sekil 4.5. T. thermophila wklarinin sekterom proteinleri analizi. SB210, SB281 ve CU428 hiicre
hatlarinin tokluk ve aclik ortaminda sekterom proteinleri incelenmistir ve proteinler fonksiyonel
gruplar icerisinde siniflandirilmigtir. Tez ¢aligmasinda proteazlar iizerinde duruldugundan sekil
proteazlar lizerinden incelenmistir. SB210 1rki tokluk sekretomunda % 25’ten az oranda proteaz
bulunurken, aglikta bu oran % 60-70 oranina ulasmaktadir. SB281 irkinda ise tokluk ortaminda
sekretomda % 35’lere yakin proteaz enzimi bulunurken, aglikta bu oran % 15 civarina
diismektedir. Ayrica bu irkta dig ortama salgilatilmasi hedeflenen proteinlerin saliniminda tagima
gorevi yapan proteinlerin orant oldukga yiiksektir ve dig ortama hedef proteinin salgilatilmasi
i¢in oldukga elverisli bir irk oldugu goriilmektedir. Tez galismasinda kullanilan CU428 hiicre
hattinda ise toklukta % 60 civarinda proteaz yogunlugu bulunurken, a¢lik ortaminda sekretomda
bu oran % 30 civarina kadar diismektedir (Madinger, vd., 2010).

Tez calismasimin 6zgiin degerleri; ATG kodonu igermeyen IIU uyumlu mutant
IRES elementli HSP70.2 1s1 soku promotorunun kullanilmasi, sinyal kesimi sonrasi
PLA36 gibi ek peptid dizisi olusturmayan PLA22 sinyal dizisinin kullanilarak dis ortama
protein salgilatilmasi, hGH proteininin 7. thermophila proteazlar1 tarafindan
parcalandiginin in vitro proteaz aktivite testi ile teyit edilmesi, olarak siralanabilinir.

Tez calismasinda hGH’1in 7. thermophila organizmasinda rekombinant {iretimi i¢in
gerekli vektorlerin gelistirilmesi, testi ve iiretim verimliligini diisiiren problemlerin tayin
edilmesine yardimci olmustur. 7. thermophila’nin alternatif bir iiretim konakgis1 olarak
hGH’1n iiretiminde kullanilabilirligi bdylelikle tanimlanmis ve iiretim altyapisinin {fU’ya

uyumlu olarak iyilestirilmesi saglanmistir.
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4.3. Oneriler

T. thermophila’da rekombinant protein iiretiminde, tokluk sartlar1 sekretomunda
daha az oranda proteaz ve daha c¢ok oranda salgilatmada gorevli tasiyici protein
bulunduran 7. thermophila SB281 irkinin tercih edilmesi gerektigi ortaya g¢ikmistir
(Madinger, vd., 2010). Alternatif olarak hGH veya {iretilmek istenilen terapdtikler
substrat olarak kullanilarak, bu terapotik proteinleri kesen 7. thermophila SB210
sekretomunda bulunan proteazlar geri genetik yontemlerle belirlenerek, o proteaz geninin
genomda susturulmasi ile iiretim verimliligi yiiksek irklar gelistirilebilir Onerisi, bu tez

calismasinin ana ¢iktisidir.
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EKLER

EK-1. hGH izoformlari ve Literatiir Bilgisi

Insan biiyiime hormonunun izoformlarmin fonksiyonlari, 6zellikleri ve patoloji

durumlari ile ilgili literatiir bilgileri asagida verilmistir (Tablo EK-1.1).

Tablo EK-1.1. Insan biiyiime hormonu izoformlari fonksiyonlari, 6zellikleri ve patoloji durumlari

hGH-N isoformlan

Fon_ksiyonlarl ve
Ozellikleri

Patoloji Durumlar

Referanslar

22 kDA hGH

(191 a.a., hipofiz 6n
lobu yaklagik %90
Uretim)

Dogum sonrasi
blyime ve gelisim
Kh., lipid, aa., nitrojen
ve mineral
metabolizmasi vd.

IGF-1 ile birlikte
diabetik
retinopatiye sebep
olur. Yiiksek dozu
diyabetogonik
aktiviteye sahiptir
(20 kDA daha az).

Ishikawa vd., 2001,
Ascacio-Martinez ve
Barrera-Saldana., 2012,
D.C. Pérez-Ibave
vd.,2014,

S. Eshaq vd.,2017.

20 kDA hGH

(176 a.a., hipofiz 6n
lobu yaklagik %10
Uretim)

iskelet dokuda in vitro
fonksiyonlari 22 kDA
hGH ile ayni oldugu
belirtiimistir. Saglik
bireylerde 22 kDA hGH
sentezini baskilar.

Akromegali ve
anorexia nervosa
hastalarinda daha
fazladr.

Ishikawa et al., 2001,
Ascacio-Martinez ve
Barrera-Saldana., 2012.

insulin ile birlikte glukoz

24 kDa hGh Daha yiiksek afiniteile | Bilinmiyor. Bustamente vd., 2009,
(191 a.a. O-link reseptore Haro vd., 1996.
glikolizasyon) badlanmaktadir.

insulin benzeri etki, Bilinmiyor. Mondon vd., 1988,

Salem vd., 1988,

homodimeri)

5 kDa hGH oksidasyonu artisi, Lewis vd., 2000,
(1-43a.a. hGH insUlin aktivitesini ve Gerard Such-Sanmartin
peptid zinciri) dretimini arttiric vd., 2008.

ozellikte oldugu

belirtilmistir.
17 kDA hGH Anti-insilin aktivitesi, Retinal damarlarda | Lewis vd., 2000,
(43-191 a.a. hGH diabetagonik ozellik hastaliklarda ciddi | Bustamente vd., 2009.
peptid zinciri) gostermektedir. miktarda artisi

gozlemlenmistir.

45 kDA hGH Biyoaktivitesi 22 kDA Bilinmiyor. Bustamente vd., 2010,
(disulfit linkli 22 hGH’a gore yariya Grigorian vd., 2004,
kDA hGH yariya disuktar.




EK-2. hGH Uretimi, Medikal Olarak Kullanim Tarihgesi ve FDA Onayh

sonrasinda gelismekte olan rekombinant insan biiyiime hormonu iiretimleri ve tedavileri

Tedavileri

asagida verilmistir (Tablo EK-2.1).

Tablo EK-2.1. insan biiyiime hormonunun izolasyonu, rekombinant iiretimi ve ilag olarak kullaniminin

Gilinlimiizde, FDA onayli kulanimda olan insan biiyiime hormonu terapétik ilaglar

bulunmaktadir, bu ilaglarin birgogu spesifik hastaliklarda tercih edilmektedir (Tablo

tarihsel siirecleri (Vageesh S. Ayyar.,2011; Saenger., 2017).

Tarih

Gelismeler

1956

insan Hipofiz Bezinden GH izolasyonu

1958

hGH'in Biiylime Uzerine Etkisinin Bulunmasi

1972

GH Biyokimyasal Yapisinin Ortaya Cikarilmasi

1979

ilk hGH Geninin Klonlanmasi

1981

ilk Rekombinant hGH Gelistiriimesi

1985

Buylme Hormonu Terapisi Baslangici

1993

Kronik Bébrek Yetmezliginde rhGH Kullanimi

1996

Yetigkin Biylime Hormonu Eksikligi Tedavisi

1997

Turner Sendromunda rhGH Kullanimi

2000

Prader-Willi Sendromunda rhGH Kullanimi

2001

Gebelikte Bebek Gelisim Geriligi

2003

Idiyopatik Kisa Boylulukta rhGH Kullanimi

2006

Homeobox Gen Eksikligi Nedeniyle Kisa
Boyluluk Tedavisi

2007

Noonan Sendromu Tedavisi

EK-2.2.)).

Insan biiyiime hormonunun 1956 yilinda insan hipofiz bezinden izolasyonu

Tablo EK-2.2. FDA onayli biiylime hormonu ilaglarinin tedavilerde kullanim tablosu

Y 2 o e ol 2l ] =2
A 5D x Nl © Eg| & S| . © =l £6| 8 S TS5
FDA Onayli ilaglar E2=| =82 22| &8_E|28| =l 85| 2,.2 €5
Zs52 525 8¢k 5555|058 852223 285
OTU o> L00|aZv|rFru |[2=0|Zv|Ixa|Xon
Genotropin (22 kDA hGH, E.coli) + + + +
Humatrope (22 kDA hGH, E.coli) + + +
Norditropin (22 kDA hGH, E.coli) + + + + +
Nutropin (22 kDA hGH, E.coli) + + +
Saizen (22 kDA hGH, E.coli) +
Omnitrope (22 kDA hGH, E.coli) + i + +
Zomacton (22 kDA hGH, E.coli) +
L
Serostim (22 kDA hGH, C127) +
Zorbtive (22 kDA hGH, C127) +




EK-3. pVGF Vektorii ile hGH Uretim Calismalar

Arastirma ekibinin Onceki calismasinda rekombinant insan biliylime hormonu
tiretimi gerceklestirilmeye ¢alisilmistir. Bu ¢alismada iki farkli genom aktarim yontemi
kullanilmistir. Birinci olarak 1s1 soku ile indiiklenebilen HSP70 promotoruna sahip kaset
ile 45 kopyal1 sistem {izerinden genom entegrasyon c¢alismas1 yapilmustir. Ikincisin de ise
T. thermophila genomunda ekstrakromozomal olarak 8000 kopyaya kadar ¢ikabilen,
MTT]1 promotoruna sahip pVGF vektorii lizerinden rekombinant insan biiylime hormonu
tiretimi ¢alismalart yapilmistir. Kasetler hazirlanirken genin 5 ucunda (proteinin N-
terminalinde olacak sekilde) iki farkli disar1 salgilatma dizisi kullanilmistir. Bu
dizilerinden bir HGH 1n kendi E.R. sinyal dizisidir, ikincisi ise 7. thermophila 'da disar
salgilatma dizisi oldugu deneysel olarak kanitlanan 36 aminoasitten olusan fosfolipaz A
(PLA) sinyal dizisidir. Bu sinyal dizileri, yapilan tasarimlarda kullanilmistir ve her iki

genom aktarimi yontemi i¢in de kullanilabilirligi stnanmastir.

A. B.
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pVGF-PLA-hGH
15 kb.

Dis Pellet Coz.
—

24. saat Disg Pellet Coz.
12. saat Dis Coz Coz
v
(Arslanyolu, M. vd., A.0. 6. saat
BAP 1502F092, 2018 Cu428 Pk
yayinlanmamis veri) (Nk)

Sekil EK-3.1. PLA36-hGH-pVGF vektorii ile hGH iiretimininin Western Blot Analizi. A. pVGF-
PLA36-hGH vektorii yapisi. Kadmiyumla ve diger agir metallarle tetiklenebilen MTT1
promotoru, 6xHis takili hGH, Rpl29 terminasyon dizisi ile olusturulmus insan bilylime
hormonu kaseti igerir. rDNA orijinde, rDNA lokusunda bulunan rDNA genlerini igeren
17S rDNA’de yapilan nokta mutasyonu ile paromomisine direng saglayarak seleksiyon
saglanir. Yapisinda ayrica E.coli konak¢isinda kopya sayisi artisini saglayan orijin ve
seleksiyon saglanmasi i¢in antibiyotik diren¢ geni bulunmaktadir. B. pVGF-PLA36-hGH
vektor transforme edilmis Tetrahymena thermophila hiicrelerinin 6,12,24. saat kadmiyum
ile tetiklenme sonucu elde proteinin Ni-NTA saflastirmasi1 sonrast Western Blot analizi.
1-3 aras1 kuyular 24. saat, 4-6 arasi1 12. saat, 7-8 6 saat, 9 ise CU428 rkindan vektor
icermeyen negatif kontrol protein drneklerini ve Pk (10. kuyu) Ticari iriin 22 kDa hGH
pozitif kontrol proteini (Humatrope 8 mg, Eli Lilly)icermektedir. %5 paketleme %20
ayristima jeli 60V 15 dakika, sonrasinda 80V’da kosturulmustur. Blotlama 0.2 A sabit 25
V ‘da gergeklesmistir. %5°lik siit tozu 1 saat oda sicakligindan bloklama
gergeklestirilmistir. Birincil anti-GH-1/2 poliklonal antikoru (sc-36787) 1:200 oraninda



kullanilmis +4 derece gece boyu, ikincil antikor olarak 1:10000 HRP Konjuge Anti-
Rabbit antikoru (GeneScript, A00098) kullanilmis oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir. Gorlintileme TMB substrati ile 15 dakika inkiibasyon sonucu
gerceklestirilmistir (ThermoScientific, N301). 17kDa civarinda kostugu SDS-PAGE
analizleriyle tespit edilen pozitif kontrole es 24, 12, 6. saat ¢oziiniir proteinlerinde protein
bandlar1 goriilmiistiir ve ayrica hGH dimeri boyutlarinda oldugu diisiiniilen 24, 12, 6. saat
¢Oziinlir protein bandlart da gorilmiistiir (Caliseki, M Dereli, S. ve Arslanyolu, M
1502F092 BAP, 2018; yayinlanmamis veri).

Bu sonug 7. thermophila *da rekombinant insan biiylime hormonu iiretilebilecegi
Ongoriisiinii desteklemistir ancak tiretilen ve tespit edilen bu proteinin ileri analizleri
gerceklestirilememesi nedeniyle bilimsel acidan iiretimin dogrulugu yiizde yiiz olarak
olarak ispatlanamamistir. Bunun nedeni, tim protein tabanli analizler i¢in elde edilen
saflastirilmis bliyime hormonu miktarinin ¢ok az oldugundan, yetersiz kalmasidir. Bu
tiretim verimindeki problemler, baslica kullanilan vektorel sistemden kaynakli oldugu
diisiiniilmiistiir. pVGF vektoriiniin ekibimiz tarafindan kullanimi sirasinda, zamana bagh
olarak vektoriin genom igerisinde kopya sayisinin diismesi ile birlikte protein ekspresyon

veriminin de diistiigli goriilmiistiir ve belirlenmistir.



EK-4. Tez Kapsaminda Calisilan 7. thermophila Irkinin Secimi

Tetrahymena thermophila tDNA orijin dizisini igeren 5 'NTS allelleri farklilagmistir
ve B tipi allel 42 bazlik delesyonundan dolay1r C3 tipi allele kiyasla dezavantajli
durumdadir. Allellerin rDNA replikasyon Ustiinligli veya baskinlik siralamasi C3>B>C3
rmml veya C3 rmm4 seklindedir (Yaeger vd., 1989). Bu yiizden tezde kullanilan TtAC2
vektorii C3 orijin tasidigindan ¢ekinik B allele sahip vejetatif transformasyona uygun 7.
thermophila CU428 ve SB210 irklar1 arasindan CU428 hiicre 1rki segilerek caligmalar
gergeklestirilmistir.

EK-5. T. thermophila Hiicre Kiiltiirizasyonu ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

T. thermophila hiicre hatlar1 cam tiip stoklarindan 50 pl hiicre kiiltiirii alinarak
NEFF/SPP besiyeri iceren Petri kaplarina veya Erlenlere aktarilir (Tablo 1.). Hazirlanan
petri kaplarindaki hiicre kiiltiirleri nem ¢emberi olusturulmus kaplar i¢inde ve erlendeki
hiicre kiiltiirleri ise 30°C’ inkiibatorde hiicreler logaritmik faza ulasasiya kadar (yaklasik
2 giin) inkiibe edilir.

Tablo EK-5.1. NEFF ve SPP besiyerleri hazirliginda kullanilan malzemeler ve kiiltiirizasyon asamasinda
besiyerine eklenen kimyasallar. NEFF besiyerine alternatif olarak proteaz pepton orani
arttirilmig SPP besiyeri de kullanilabilmektedir (Cassidy Hanley D vd., 1997). Belirli
hacimlerde NEFF besiyeri hazirlandiktan sonra Erlenlere aktarilarak 121°C igin 1 atm ve
21 dakika olacak sekilde otoklav edilerek besiyerinin sterilazasyonu saglanir. Hiicre
kiiltiirizasyonu asamasinda antibiyotikler ve tabloda verilen diger kimyasallar besiyerine

final konsantrasyonlarina uygun olacak sekilde eklenir.

Modifiye NEFF

besiyeri icerigi

Siiper Proteaz Pepton

(SPP) besiyeri icerigi

Besiyerlerine eklenen
kimyasallarin son

konsantrasyonlari

%0,25 Proteaz Pepton

%? Proteaz Pepton

250 pg/ml Pen/Step

%0,25 Maya Ekstrakti

%0,1 Maya Ekstrakt

0,25 pg/ml Amfoterisin

%0,5 Glukoz

90,2 Glukoz

100 pg/ml Paramomisin

33,3 uM FeCls

33 uM FeCls

0,01 pg/ml CdCl,

T. thermophila hiicrelerinin mikroskop altinda canliliklar1 ve besiyerindeki
konsantrasyonu kontrol edilir ve logaritmik faza ulasip ulagsmadiklar1 inkiibasyonun 2.

giinii igerisinde degerlendirilir.



EK-6. Rekombinant DNA Teknolojisi Teknikleri

EK-6.1. Standart PZR ile Hedef DNA Dizisinin Uretimi

Tez calismasinda hGH gen dizilerinin liretimi igin gergeklestirilen tim DNA
iiretim asamalarinda PZR reaksiyonu i¢in PrimeSTAR HS DNA Polymerase (Takara,
RO10A) enzimi kullanilmastir.

98 °C 198 °C
Standart PZR Reaksivonu: - & A

1dk. | 10sn. \
= PrimeSTAR tamponu 5,00 ul ' 72 0C | 72 °C
= PrimeSTAR dNTP 21,25 ul ! \ ———1———
* Fprimer 21,20 ul / 1kbg¢/: 5 dk. |
= Rprimer : 1,25 ul ; _ [ dk |
- Karhp o 1,00 ul Tm °C
* PrimeSTAR Pol. Enzimi : 0,25 pl 1
= dH,0 11,75 pl 15 sn.

\ 4°C
34X Bekleme

Sekil EK-6.1. PrimeSTAR Polimeraz Enzimi i¢in PCR Sartlar1

EK.6.2. Ortiisen PZR ile DNA Dizilerinin Birlestirilmesi

PZR ile iretilen gen dizilerinin birlestirilmesi icin Ortiisen PZR yontemi
kullanilmistir. Temel olarak primer eklemeden 7 dongii verilerek 49 °C’de DNA
dizilerinin birlestirilmesi saglanir ve dizilerin dig primerlerinin eklenmesi ile standart PZR

reaksiyonu sartlarinda birlestirilmis DNA dizilerinin miktar1 arttirilir.

= PrimeSTAR HS Tamponu : 5,00 pl 9570 98T 98 °C
= PrimeSTAR dNTP :200ul 2dk. | 10sn. 10 sn.
= |.Kahp (50 - 100 ng) 1 1,00 ul . sy o
* 2. Kalip(50-100ng)  : 1,00 ul ‘ ey 72°C|{72°C
= PrimeSTAR Pol. Enzim  : 0,25 ul 1kbg/ lkbg/! S dk.
= dH,0 110,75 pl | dk. dk.
: Tme°C
--------------- 7 dongii primersiz----------- | 49 °C 15 sn.
15 sn.
= Fprimer (1. kahbim) 125l | 49oC
= Rprimer (2. kalibin 12,5l
primer 4 a g i Bekleme
7X 34X

Sekil EK-6.2. Ortiisen PZR Reaksiyonu ile DNA Dizilerinin Birlestirilmesi (Primestar)



EK-6.3. Restriksiyon Enzimi Kesim Reaksiyonlari
Elde edilen DNA miktarina gére 1 pg DNA i¢in 1 iinite (1 pl) enzim kullanilarak

restriksiyon enzimi kesim reaksiyonlar1 kurulmustur.

Restriksivon Enzimi Kesim Reaksivonu (Tekli Kesim):

Inaktivasyon

= Enzim tamponu 2,00 ul 65 °C
= Kaynak (250-1000ng)  :1,00ul . |
= Restriksiyon enzimi : 1,00 ul /20 dk;-__
= dH,0 16,0 ul ' |

37°C
Pmel-Ascl Ciftli Restriksivon Enzimi Kesim Reaksiyonu: 16 saat
= 10X Tango Tamponu :2,00ul L 4eC
= Kaynak (250-1000ng) : 1,00 ul '
= Pmel rest. enzimi : 1,00 pl Bekleme
= Ascl rest. enzimi : 1,00 pl
= dH,0 1 15,0 pl

Sekil EK-6.3. Restriksiyon Kesim Reaksiyonlari

EK-6.4. Ligasyon Reaksiyonlari
Pmel-Ascl kesimleri yapilarak yapiskan ugla hale getirilen hGH gen dizilerinin ve

TtAC2 vektoriiniin birlestirilmesi amaciyla ligasyon reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

Ligasvon Reaksivonu: 65 °C
20 dk.
» fnsert 1l
»  Vektor 1l
* T4 DNA Ligaz Tamponu :2pul 16°C
« T4DNALigaz(NEB) 1yl 16 saat
n ngO 5 ”] . .. 4 oC

Bekleme

Sekil EK-6.4. Ligasyon Reaksiyonu (NEB T4 DNA Ligaz)



EK-6.5. Koloni PZR Reaksiyonlar1
Vektore klonlanan genin dig primerlerinin kullanilmasi ile pozitif E.coli
transformantlarin se¢imi i¢cin TAQ Polimeraz enzimi (Thermo Scientific, EP0402)

kullanilarak PZR reaksiyonlar1 kurulmustur.

98 °C 98 °C
TAQ Polimerazile Koloni PZR: \
3dk. | 1dk.
= TAQ Pol. Tamponu : 1,25 pl \ 72eC| 729¢
= MgCl, 11,25 ul ' \ —
» Fprimer 1,20 pl 5 /o dk ]
=  Rprimer 21,25 ul | \ Tm°C
= Kalip : 1,00 pl
* TAQ Pol. Enzimi 20,15 pl | 30 sn. \
= dH,0 14,35 ul 4oC
20X Bekleme

Sekil EK-6.5. TAQ Polimeraz ile Koloni PZR Reaksiyonu



EK-7. E.coli Kiiltiirizasyonu, Is1 Soku ile Bakteriyel Transformasyonu ve Plasmid
izolasyonu

DH5alfa kompotent hiicreleri -86 °C stoktan cikarilarak buz iizerinde 5 dakika
boyunca ¢oziilmesi saglanir. Sonrasinda ligasyon iiriinii kompotent hiicrelere eklenir ve
30 dakika boyunca buz iizerinde inkiibasyon gerceklestirilir. Daha dncesinde 42 °C’ye
ayarlanmig su banyosunda 2 dakika boyunca hiicreler 1s1 sokuna maruz birakilir ve 3
dakika da buz iizerinde bekletildikten sonra tlizerlerine 500 ul LB Broth eklenerek 37 °C
50-60 dakika inkiibe edilir. 8000 rpm — 3 dakika boyunca santrifiij edilerek siipernatant
100 pl kalacak sekilde uzaklastirilir. Kalan siipernatantla hiicreler ¢oziilerek 1x amfilinli

LB Agar tabagina yayilir ve 37 derecede 16 saat boyunca inkiibe edilir.

Tablo EK-7.1. LB Broth Besiyeri Icerigi

Kimyasal 100 ml i¢in:
Tripton 1,0 gr
Yeast Extract 0,5 gr
NaCl 0,5 gr

Inkiibasyon sonras1 hiicreler konik tiiplere aktarilir ve 5000 x g’de 10 dakika
boyunca santrifiij edilir ardindan siipernatant uzaklastirilir. Plasmid izolasyonu kitleri
kullanilarak (Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit K0502, Midiprep Kit
KO0481) elde edilen pozitif klonlardan plasmid izolasyonlar1 gerceklestirilir ve

konsantrasyonlar1 6l¢iiliir.



EK-8. Sentetik Kodon Optimize hGH Geni Analizi

Tez caligmasi Oncesinde arastirma ekibi tarafindan hGH geni 7. thermophila kodon
sozliigline gore kodon optimize edilerek hGH sentetik gen bir Cin Firmasina olarak
drettirilmistir (Caliseki, M Dereli, S. ve Arslanyolu, M 1502F092 BAP, 2018;

yayinlanmamis veri).

M A T @ & =m R D X
1 AT E: GGEC TCC CGE ACG T 2) C. CTG CCC TGE
ATG GCT ACT GGT TCT AGA ACT TCT TTA TTA TTA GCT TTC GGT TTA TTA TGC TTA CCT TGG
R T F E0M
61 CC AGE CTT TTT GAL GCT ATG
AGA TTA TTC GAC AAC GCT ATG
¥
121 TAC CARG
TAC
T 2 T 5 L ¥ F

2 oCC CAG ACC TCC CTC TGT TTC
CCT CAAR ACT TCT TTA TGC TTC

} =)
1 ST T A ¢ > 3 AG GRR ACA CAR CAG ARR TCC. ARA( 35l
TCT GAA TCT ATT CCT ACT CCT TCT ARC AGA GhA GAR ACT CAA CAAR AAR TCT AARC TTA GAAR

301 CIG CTC CGC ATC TCC CIG CTG CTIC ATC CAG ICG TGG CTG GAG CCC GIG CRG TTC CTC RGG
TTA TTA AGA ATT TCT TTA TTA TTA ATT CAA TCT TGG TTA GAA CCT GTT CAA TTC TTA AGA

AGC AAC GTC TAT GAC CTC CTA

p:% i L K ¥ X G L L T C E 3
541 GCA CTA CTC ARG AAC TALC GGG CIG CTC TAC TGC TTC A, B
GCT TTA TTA AAR AAC TAC GGT TTA TTA TAC TGC TTC AGA AAR GAC ATG GAC ARA GTT GAR

4
601 ACA TTC CTG CGC ATC GIG CAG TGC GE
ACT TTC TTA AGA ATT GTT CAA TGC AGA TCT GTT GARA GGT TCT TGC GGT TTC

Sekil EK-8.3.  Insan Biiyiime Hormonu geninin Tetrahymena thermophila hiicrelerine gére kodon
optimizasyonu.: 1.Sira, hGH aminoasitleri. 2.Sira, Insan biiyiime hormonu geni kodon
dizileri, CAA23779 3.Sira- (Alt1 Cizili Kisim) Insan biiyiime hormon geninin
Tetrahymena thermophila uyumlu kodon dizisi. Kirmizi olan bazlar degisiklik yapilmis
bazlardir, degisiklik yapilmis kodon sayisi 149’dur (%68). Bunlarm 143 tanesi
l.niikleotid, 4 tanesi 2.niikleotid, 43 tanesi ise 3.niikleotid degisikligi icermektedir
(Caliseki, M Dereli, S. ve Arslanyolu, M 1502F092 BAP, 2018; yayinlanmamis veri).



EK-9. 6xHis-sfGFP-Enterokinaz-GFP Gen Dizisi ve Primerleri

Tablo EK-9.1. 6xHis-stGFP-Enterokinaz-GFP gen dizisi tiretimi i¢in kullanilan DNA primerleri

PRIMERLER
. FhisGFP 5’ aaaGTTTAAACAAAATGCACCACCACCACCACCACTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGG 3’
oxHis- o GFP 57 GAATAGTAGGGAACTTATCATCATCATCTTTGTATAATTCGTCCATACCG 37
EsIf(G:gH FenthGH 57 CGAATTATACAAAGATGATGATGATAAGTTCCCTACTATTCCTTTATCTAG 37
HGH 5’ 2aaGGCGCGCCTCAGAAACCGCAAGAACCTTCAACAGATC 37

Pmel| - -Ascl

GTTTAAACAAAATG

Sekil EK-9.1. Pmel-6xHis-GFP-EK.-hGH-Ascl (1342 bg)



EK-10. Takisiz hGH ve 6xHis-hGH Gen Dizileri ve Primerleri

Tablo EK-10.1. Takisiz hGH ve 6xHis-hGH gen dizileri tiretimi igin kullanilan DNA primerleri

PRIMERLER
FhGHTakis1z 5’ agctttGTTTAAACATGTTCCCTACTATTCCTTTATCTAG 37
hGH I hon 5’ 2aaGGCGCGCCTCAGAAACCGCAAGAACCTTCAACAGATC 37
6xHis- FhishGH 5’ agctttGTTTAAACATGCACCATCACCATCACCATTTCCCTACTATTCCTTTATCTAG 37
hGH | HGH 5’ aaaGGCGCGCCTCAGAAACCGCAAGAACCTTCAACAGATC 37

GTTTAAACATG

Sekil EK-10.1. Takisiz hGH (595 bg) ve 6xHis-hGH dizileri (613 bg)




EK-11. PLA22-hGH ve PLA23-6xHis-hGH Gen dizileri ve Primerleri

Literatiirde sinyal dizisi olarak kullanilmakta olan Fosfolipaz A proteininin ilk 36
aminoasitlik bolgesi yerine, SignallP5-0 sinyal peptid kesim tahmin programina gore
proteaz kesiminin gergeklestigi 22-23 aminoasit bolgesine kadar olan PLAI1 gen

bolgesinin kullanilmasi tercih edilmistir.

0.8

C-skor: ;
0.4543 p

Probability
b

VAIFHNHSHNIRVDQDEP

LILALVYYV ALTATTI
PLA 22 aminoasit 14 a.a. peptid
S S

SSSSSSCOXXXXXXXXXXXXXXXX

Sekil EK-11.1.  Signal IP-5.0 biyoinformatik program ile PLA36 aminoasitin analizi. C skoru olarak
4.4543°1 vermistir ve kesim bolgesini yiiksek olasilikla 22-23 aminoasit arasinda
oldugunu isaret etmistir. Bdylece 23. Fenilalanin ve sonrasi 13 aminoasit dizisi E.R.’da
kesim sonrast hedef proteinin N-ucuna takili olarak kalmaktadir. C-skor sinyal peptid

kesiminin oldugu bolgenin degerini vermektedir.



0.8 —

C-skor: <
T 0.7029

Probability
°

L

MNKTLILALVVVLALTATTLVAJIEENDEES

" PLA22 hGH

S SS5S5SS8SSSS558SS5SSSSSSSSCXXXXXXX

0 20

Sekil EK-11.2. Signal IP-5.0 biyoinformatik program ile PLA22-hGH aminoasitin analizi. Sekil
EK-11.1. deki Signal IP-5.0 programu verisine gore, PLA36’da 22-23. aminoasit arasinda
proteaz kesimi goriilmektedir. hGH’mn takisiz iiretimi amaglandigindan PLA36’nin
kesimi sonras1 14 aminoasitlik ek takinin olugsmamasi i¢in 22 aminoasitlik PLA dizisi
(PLA22) kullanilmigtir. PLA22-hGH analizinde Signal IP-5.0 programi C skor olarak
0.7029’u vermistir ve kesim bolgesinin 22-23 aminoasit arasinda oldugunu isaret etmistir.
23. aminoasit olan Fenilalanin hGH’1n kendi aminoasit dizisine dahildir ve kesim sonrasi
takili hGH proteininde kalmaktadir. Bu tasarimla, hGH iiretiminde sinyal kesim sonrasi
aminoasit kalintis1 beklenmemektedir. C-skor sinyal peptid kesiminin oldugu bdlgenin
degerini vermektedir.

0.8 =

C-skor: .
0.4084

—_——

Probability
&

ALVVVLALTATTLVA CHHEHEE
PLA23 6x-hGH
S555555555555555555SSCXXXXXX

MNEKTLI

Sekil EK-11.3. Signal IP-5.0 biyoinformatik program ile PLA23-6xHis-hGH aminoasitin analizi.
kullanilmustir ve Signal IP-5.0 incelemesinde C skor 0.4084°{ vermistir ve kesim bdlgesi
22-23. aminoasitleri arasinda oldugunu isaret etmektedir. 23 aminoasit olan Fenilalanin
kesim sonrasit 6x takili hGH flizyon proteininde kalmaktadir. C-skor sinyal peptid
kesiminin oldugu bolgenin degerini vermektedir.



Tablo EK-10.1. PLA22-hGH ve PLA-6xHis-hGH gen dizileri iiretimi i¢in kullanilan DNA primerleri

PRIMERLER
FkoPLA 5’ agctttGTTTAAACATGAACAAGACTTTAATTTTAGCTTTAG 3’
PLA22- | HGHPLA 5’ gataAAGGAATAGTAGGGAAAGCAACTAAAGTAGTAGCAGttaaagc 37
hGH FplahGH 5’ TTCCCTACTATTCCTTTATCTAGAT 37
HGH 5’ AAAGGCGCGCCTCAGAAACCGCAAGAACCTTCAACAGATC 3’
FkoPLA 5’ agctttGTTTAAACATGAACAAGACTTTAATTTTAGCTTTAG 3’
PLA23- 7oy OPLA 5’ GAAATGGTGATGGTGATGGTGAAAAGCAACTAAAGTAGTAGCAGT 3’
6;1%[3 ForthishGH | 5/ CACCATCACCATCACCATTTCCCTACTATTCCTTTATCTAGAT 3’
HGH 5’ AAAGGCGCGCCTCAGAAACCGCAAGAACCTTCAACAGATC 3’

Pmel—22 a.a. PLA22-hGH (takisiz)-Ascl

GTTTAAACATGAACAAGACTTTAATTTTAGCTTTAGTTGTTGTTTTAGCTTTAACTGCTACTACTTTAGTT
GC

GGCGCGCC

Pmel-23 a.a. PLA-BRHIS-hGH (takisiz)-Ascl
GTTTAAACATGAACAAGACTTTAATTTTAGCTTTAGTTGTTGTTTTAGCTTTAACTGCTACTACTTTAGTT

Sekil EK-11.4. PLA22-hGH (658 b¢) ve PLA-6xHis-hGH dizileri (679 bg)



EK-12. Takih ve TakisizhGH Gen Dizileri I¢ceren Dizi Analizi Teyiti Yapilmig
pTtAC-2 Vektorlerinin DNA dizisi

>pTtAC2-6xHis-GFP-EK.-hGH

TTGCACTTGTTCGCTCAGTTCAGCCATAATATGAAATGCTTTTCTTGTTGTTCTTACGGAATACCACTTGCCACCTATCACCACAACT
AACTTTTTCCCGTTCCTCCATCTCTTTTATATTTTTTTTCTCGATCGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGARAAAAGG
AAAGCGCGCCTCGTTCATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCAAACGATACCT
GGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGAGAATTAAGAAAAAGTCGTCATCTTTCGATAAGTTTTTCCCACAGCAAAGC
AATAGTAGAAAAAAACAATGGGAAACGTTGAATGAAGACAAAGCGTCGTGGTTTAAAAGGAAATACGCTCACGTACATGCTAGGGAAC
AGGACCGTGCAGCGGATCGGCCTAGGCGGCCGCGATCCCGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTG
AATGCTGTTTTCCCACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAAC
CCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAALCCCCA
ACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCC
CAACCCCAACCCCAACCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGAATGTAATACTTTGATTTTTAGTTATTTATGA
ATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAG
TGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG
GTTGAGTACTCACCAGATACTCGAGCCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGATGTAATACTTTGATTTTTGGT
TATTTATCAATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTTTGAATAGTTTATATATGAATAAACATAAAATATTAATTAA
ATCTCAAAAATGACTAAGCTAGTCAAAGATTGAAGTTCTTATCAAAATTATTTTAATTAAAAATTTTATTTTTTGTAGTTTTCATAAA
TTTTTATAAGTTTTTCATTCAAAAATAAACTTTTAGAAGGGTTTTTTGTTATAAAAGATCAATAAATAAAATGTTTTTCAAGAAATTA
ATGATGATTAATAAATTTTATCTAAAAATGAAGCTTCCGCGTTAAATTTAAAATTTCTTATAAGCCTTAAATAATGCAAATCTCATAA
ATTATAGAGATCAACCATTTTTACATATTTATTGAATTAAATTTTAGTGAAATTTTTGCATCAATTTCCACTTAATTTTTGTGTGGGA
TTTTTATTTTTACGCTTGAAATTAAAGTGGGATAAAGTTAAAATCTAAGCGTAGTTTAGCGCATTTTTACACGCAAAAAAATTTTTAT
TCAAATCCACTTTAGCAAATTATTCATTGGACAAGCCGTGGTAAAAAAGAGATTTATCTAATAAAGTGGTTTTCTTGAAAAAAGTCAA
CTTTTTAAATCAAATCTTTAGGTCTTTTGGTTTGGTCCCAAAAAAAATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTGGTTA
AAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTCTTAATAAAAGTCAACTTTTAGGAAAGAATATTAGCCTGCAGGCAGGACTTAAAAAA
AATATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTTGTTAAAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGTTTCTTAATAAAAGT
CAACTTTTAGGAAAACAATATAGGTCTTTGACGGCTGGAGAAAAAAAAGTATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTTGT
TAAAATGCAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTGTTTTAAATTTTCATTCATTTTATAAAGCAAAATTTTACTTTAATTTTTACATTC
ACTTTTTCATTCAAATCCACTTTCGCAATTTTTCCATTGGAGCCCCAGGAAATCCATGCAAAATTTTCTATAAAAGTGGCATTGTTAA
TAAAATTCAACTTTTAGAGAAAGGCTCTGGGACTGCTTTAGTCACAAAAAAAAATAAATTGATAAGTGGGTAAAATTTGAATGAAGAA
TTTTTATAAAATACTAAAATTTTTTCATTCATTTTGCATTAAAAAAAATTTACTTTGAGAAAAAATTTAGCTAAGCTCATTCTGCGTA
AAAAGCATAATTTTAAGCGTAACTTTTAACATATCATGCATAAAGACTTATATCAGCTTAAACACAACTATTCAATTTTTTTACTAAC
AAATAACATAAAACTTTAACATTTTTAATATTGATTTATAATTTATTTATAAGCAGTTGATTGAAGCTTTCCAAATGAGAAAAATTGC
CTCATAGCTGCTTTGCATCTTATTAGCAAATCTATTGAGTTTTTTTTAACTTTGTTTTGTTTTGTTTTAATGAGTTCATAAATTATTT
GATAAAATGTAAAATCTCTAAGTATTTAATAACCCAGTGAGTGAAAAAAGGAAAAAAATTTACTAAAGTTAAACAAAATTAAATTAAA
CAAATCAAAACATAAAAAATTTCTTAAAGAGGTTAACAACCCCAGCAGAAGTAAAAAATAAAGGGAGATGAGATAAATCTAAGGAGAC
GGGCTGAATCTCAGCAGATCGTAGAAATTCTACTCTCATGCTTACAATACCCGTTCCATGTTAAGTCGTCTACAAAAGATTTACGTAG
ATGATAATTTGGAATACGATTAGCAGTTAAGGTCAAGCTTTTTCGCTCTTCCCCGCTCTACCTTTCGAACTTAATTTTTATTTTTTTT
CGTTTATCATCACACTTAGACATTGCTTTCCAGCATGGATTCTGACTTAGAGGCCTTCAGTCATAATCCAACAGATGGTAGCTTCACG
GCATTGTCTTTTCAGACAACCGTATTTACCAATTATCTGATTTAAGTGTTCCTCTCGTACTAACTTAAATTACTGTCGCAACATCGTT
TCATCAGTAGGGTAAAACTAACCTGTCTCACGACGGTCTAAGCCCAGCTCACGTTCCCTATTAGCGGGTGAACAATCCGACACCGTTG
TGAATTCTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGATATGAACTCTTGGCTGCCACAAGCCAGT
TATCCCTGTGGTAACTTTTCTGACACCTCTAGCTTAAAACTTGTAAAGTTAAAGGATCGATAGGCCACGCTTTCGCGGTTTGTATTCC
TACTGAAAATCAAAATCAATGTAGCTTTTACCCTTTTGTTCTACGTGAGATTTCCGTTCTCACTGAGCTACACTTAGGACGCCTGCGT
TATGGTTTAACAGGCATTCCGCCCCAGACAAACTCCCCCCCTAACCATGTCTTCGCAAAATCAGTCAATAAATGACCTTAATCTTAGA
ACTGGTTTGCACCAGTCTTTTCTTCACGAAATAAGCAAAATGACTACGTGGGTAGTGGTTTTACAGGATCGATTGCTCTCCCACCTAG
GCTATACCCCACGTGCCATTTCACAAAGTTAGACTAGAGTCAAGCTCAACAGGGTCTTCTTTCCCCGCTGATTATTCTAAGCCCGTTC
CCTTAGCTGTGGGTTCGCTAGATAGTAGATAGGGACAGTGGTAATCTCATTAATCCATTCATGCGCGTCACTAATTAGATGACGAGGC
ATTTGGCTACCTTACGAGTACTCCAAAACTAATCAATATACTTTCGCATACAAATTAGTTCCCAGCGGCTCCAGTGTTGCATCACTTC
ATCCGCTAGCTCCCATTAAGGAGAGGTCCGACTATATCTTATGAGAAGAATACATCTTCCCCGACCGACATTTAGTCTGTGAACTGCA
TCCATATCAACAGAAGATCTGTTGACTTAGGACTTGGCTGCGTGGTTAGGACCATGTCCGTCAGCTTATTACCATACCCTTTGCAAGG
CCATCTCAAAGTTTCCCCTGAGACTTGGTACTGAACGGCTGTTGACCCCTTTCCCGCAATTTGACGGTCTTGCCTTTTAAACCGATGC
AATCTATTGGTTTAAAGACTAGCTACCAGGTGCATGCCTGATAACTTTTCCCTCCAAAGGTAAATATTGCTATTTAGAGAGTCATAGT
TACTCCCGCCGTTTACCCGCGCTTGGTTGAATTGCGTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCAGAAATCACATTGTGTCATCACCTGT
TGAGGCCGTCACAATGCTTTGTTTTTATTAAACAGTCGGATTACCTTTGTCCGCTTCAGTTCTGAGTTGATCGTTAATTGTATAAAGA
CGGCCGAAACCTACCTTGCAAATTCATCGTTCGCAAGTCTATCAGCATGTTGCCACACTAACAAACAAGCTTGGATATCATTACAAAG
CCTTTATACCCGATCCTCAGAGCCAATCCTTATCCCGAAGTTACGGATCCAATTTGCCGACTTCCCTTATCTACATTGTTCTATGGAC
CAGAGGCTGCTAACCTTGGAGACCTGATGCGGTTATGGGTACGAACTGGCGTGAAATTATGTCTCCCCCAGATTTTCAAGGGTCATCA
GGCGCGCAACTGACAGCTCTTAGGGTGAGCTGCTCTGCCATACATACAGCCGATATCTCTGGATAATCCAATTTCATGGCCATAGTAT
GTTAAAAAGAAAAGATAACTCTTCCAGTGACACCTGCTGACGTTTCCGGGTTTCTTTGCGTTACCGCCTATACCACGTCCAGCTTGAG
GAATATTAACCTCATTCCCTTTTGACAACGAAAACGAATGTCTTCTTGTATTGCAAGGAGTTAACCTATGTCTTAGGATCGAGTAACC
CATGAACAATTGCTGTTCTCATGGAACCCTTCTCCACTTCGGTCTTCAAAGTTCTCATTTGAATATTTGCTACTACCACCAAGATCTC
ACTAATCGCTGCTCCATATAGGCTCACGCCAATACTTCTAGGCAACGATCACGCCCTCCTACTCATCAAAGCCTCGCATTTGCTCTGA
TGGTTGAGTATCGGCAACACGCTTCAGCGCCATTCATTTTCAGGGCTAGTTCATTCGGCAGGTGAGTTGTTACACACTCCTTAGCGGA
TTCTAACTTCCATAGCCACCGTCCTGCTGTCCGTATGAACCAACACCTTTTGTGGTATCTGATGAGCGTGCATTTGGGCGCCTTATCT
CAACGTTAGGTTCATCCCTCATCGCCAGTTCTGCTTACCAAAAATGGCCCAACTCAAGAGCACTGCGTTCTTCCCGAGAGTTCATTTA
AGTAAACTCCGCGGCTCTTACCAATTTAAAGTTTGAGAATAGGTCGAAGTTCTTAGGACTCCCGAGTCCTTCAATCATTCGCTTTACC
TAATAAAACTGCGTACTTGCTCTTGCTATCCTGAGAGAAACTTCGGAGGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCT
ACACTCAAATTTGACGAACGATTTGCACGTCAGTATCGCTACGAGCTTCCACCAGAGTTTCCCCTGGCTTCACCCTATTCAAGCGTAG
TTCACCATCTTTCGGGTCCTAACAATTAAGCTCTTCCTCGAACCCTTCGCGGAGACTCAAGGCGGGTGATGCTGCTACCTTGCGGCTT
GGCACCTTGTACTCACTTTCGTTTCGCGGACGGGTTTTTCCACCCTATCACTCGCTTAATTGATAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAG



ACGGGTCAGTAGAAGCCATTTTGACAAAATCGCCCTTAGGCCCCTCAGTCCAGTTTGAAGTTTTCCTTTTGATCTGCATTGCTGCCCG
ATCTCAGGTGACTCCTTCAATCTGAACCCATTTTGTCTTCTGACCGGTGTAGCAAGTTCTGTACCATTTCCTTACTCATCGACCTTTT
ACGTATCGACTCTGCAGTGATTAGTACTTCCCCCTTATGCGCCGTCCAGTTTATTGCTCTTCTACAGCTTCCTTCTCAACGGTTTCAA
GTCTTTTAGCCCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCTTCGCAGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCCCGTGTATATTTAGCTTTAGA
AGAAGTTTATCTCCCACTTAGGGCTGCAATTCCAAACAACCCGACTCTTTGAAATCTCCCTTACACCAGCCTTCCTCTCCGACTACGG
GGTTGTCACCCTCTTTGACGTCCTGTCCCAAGGAACTTATGAGAGGAGCTTAGTTTCAGGTTGACCCTTTAGATTACAATTCTGTTGT
GTTGACCACTTCAGATTTTCACTTTGAGCTTTAGCCTGTTCATTCGCCATTACTGGGGCTATCCTAGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTT
ACTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAATCTTGCTTGTTTCAGGTGTAGTGAGAAAAATGTAATTTTTCTATGAGTAGCATAGTGAGCA
TTCGCCTTGATGCCTGAACGAATGTTCACATTACTGGAATGTGACTACTTCGTTCTGGCGGCGATTGCTCGACCACCCATCACGTTTA
ACGAGAGAAGCTTTTGACGGCTTCAATCGCATTAAGATGCGTGATTCCTTTCCACACTGAAACAAACATGAAGGTTTTTACACCTCCA
CCACTTGCGTTCAAAGATCTGATGACTCGCGGTTCTGCAATTCGCATTGCGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTCACGGGAAC
CTAGATATCCACCGTTGAAAGTTTTCTTTTCGTTTTGGATGTTATCCAGATCTTAGACATATGAAAAATTTTTATTCACACTAGGTGT
GACAATAAAACCTCGAAGAAAACCGAAGTTCTCTTCGAAAGTACATAAGTTAAGGTTTGTTAATTGTGTTAATGATCCATCTGCAGGT
TCACCTACAGATACCTTGTTACGACTTCTTGTTGTTCCAAATGGTAGGGTTTACTTATTTTTCCGCAACATTGCTGTCGCAGTCCAGA
AGGTTCACCAGACCATTCGTTACTACAAGCGACGGGCGGTGTGTACAAACGGCAGGGACATAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCACT
TACTAGAAATTCCTCGTTCAAGATCCACAATTCCAAAGAACTATCCCTAACACGACTGGTATTAATAAGATTACCCGTACCTTCCCAG
GACAGGAAATACTTTTTGCGCCAGTCATTGTAACGCGCGTGCGGCCGAGCACGTCTAGGGGCATCACAGACCTGTTATTGCCTTAAAC
TTCCATTGGCTTATTGCACAATAGTCCCTCTAAGAAGTACAACCTGTTATTTACAAGCAGACTAGTTAGCAGGTTAAGGTCTCGTTCG
TTAACGGAATTAACCAGACAAATCACTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCAAAGAATCAAGAAAGAGCTCTCAATCTG
TCAATCCCTTCTCTGTCTTGCGCTCGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGTTCCACTTCTGGTGTGCTGTTCCGTC
AATTCCTTTAAGTTTCAGACTTGCGTACCATACTTCCCCCAGAACCCAAAGACTTTGATTTCTCATACGGTGCCGACTGGACATTTAT
TCCAGCCGATCCCGAGTCGGTATAGTTTATAGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTTGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTA
ATGAAAACATCTTTGGCAAATGCTTTCGCATTAGTTAGTCCTTAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATTAAATACTAATGCCC
CCAACTGTCCCTATTAATCATTACCAAATCCAAGAACCAATAAAATGGACTTAGTCCTATTCCATTATTCCATGCTAATGTATTCGGG
CTAAAACCTGCCTGGAACACTCTAATTTTTTCACAGTAAAATGTTTACTCCCTAAGTCGAACCAGTGAAGGCCGATTTTAGTTTGCAA
ACGTATGTCCAGTTTCACACGACGAATCGAAATGAACCTGAACAGAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATAC
GCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCATGACTTGCCCTCCAATTGTTCCTCGCTAAGAGATTTACACTGTTCTCATTT
CAATGCCGTAGAAACGTAAGTTTCCCAGCTTGCTATTTCTTGTCACTGGCTCCCTGAATTAGGATTGGCCAATTTTCTTCCCTGCTGC
CGAACCGTAGTTGTAGTAGCCGTTTCTCAGGCTCCTTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCTCCGTTACCCGTGACTGCCATGGTAGTCC
AATACACTACCATCGAGAGCTGATAGGGCAGAAACTTAGATGATTTATCGAGGTAAACCTCGATCCGATCAGTTACTTTGATTCATCT
CAATCACATTGCTGCGATTGGTCTAATATCTAATAAATACGTTCCGGTCGCAGGACACGGAATTTTAAGCATGTATTAGCCCAACAAT
TAGCTCGGTTATCCATGTAATCTTTAATTATCAAATAAACTATAACTGTTTTAATGAGCCATTCGCAGTTTCGCTGTTCAATACTGAA
CTGGCACATGCATGGGTTAATATTTAAGACAAGCATATGTAACTGGCAGGATCAACCAGGTTACTATCCTCAAAATTTGCTCGCTATT
TTCCGATTTGCATCTTCCAACAGCTTGCTCATTTTTTGAATAGTGTTCCAAAAGGTTGGTTCACAAAAGATTAATAGTTCATCGAGAA
CTGACGCGTTGTAATAGATCAGTACTCAGCTATATCGTTAGATTAAGCTTTATACATAGATCCCGCATCGTTTCGTTTACTATTAGTT
TCTTCTAGTTGCTAAAATCTTCGAAGGCACAATGAGAAAACTCTATCGCATCTCTTCGACTCTAGTCAACTTTGTTGCTAGCTGTTAA
TAACATCTGCGATTTCACCGATTTATAACAGTACTAGCGTGTTGCGTTATTTGTAACAATATCTGCATAGATATCGATACAACAAGTG
TCACTGGGAAAAGTTTCTGCGAAGCTTTGCAGTGAATTTACAGCCTTCATGAAAATTTCAGTCAGGCCATTTGCTCTAATACGAGCCT
TAATCCAGAAAAACCTTCAACAGACCCTCAGCGGCCATCGACTAAAAGCCGAAGCCATAGAGAAAAACGTCTGCTCAGTTAGCGCTTC
ATTATCGTTATCCTTGGTTGCCCAAAAGGAAATCTTACTGAAGCTCAAATCGAGCTGATATTTTATTTTTGATCCGGAGATGTTTCCC
CTTCTTAAATATGCATTTTTACCCCCCTGATATTATTTTTATTTTTTTTGCCAAAGAATTTTTCTCAAAGTCAAAAAAGTTCGGAAGG
TTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAAAGACTCTGCCAAAATTTTCAATCCCTTGTAAATTTTTCAGTTTTCATTCATTTT
TTCATTTTTTTCATTTTCGCTATTTTTCACTAAGTCTAATTTAATTTAGAGCTGATTTTAAGCTAAATTTTTAAGTGGCTCTGCTGAA
CTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGCGAGTCTGCTTCATTTTTGAGTGAGTCCACTCATTTTTTAGCGCAATCCGCTTAATTTT
TCTGTGAGTCCACTTATTTTTGTTTAACTCCGCGAATATTAAGCGAGTCCGCTTAATTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGTGA
GTTCACTTAATTTTTTTAGTGACTCCACTCATTTTTATGCGAGTCCACTTAAATATTTGAGCGAGTCCGCTCATTTTTTGTAAGTGGC
TTCACACAAAATCTAAGCGCAATCTCAAAATTTCTCCTAAATCATTTTTTCATTTTTAAAAATTTTTCTAAGTCTTTTTTCACTTTTT
GATTTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTTTCATTTTTCAAAAATTTTTCTAAGTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATTTC
TAATGAGCAATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTCTCTTTATAACTCTTTATTTAATCAAAAAA
AATTTATTTTGAATGTAAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATATAAAAAATGATATACGCATGCT
GTTAAAATTGTTTTATGTTTTTTTATATATGTTTTATTTAAATTTACTAGCATTTAAATGATTAAAAAATATAAAATAAATTTTACTT
TTCTATCATTTTTAATTTATAAATTTTCTCTAAGTCTTTTTATCTCTTTTTGATTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTACACTTTTAAAAT
TTTTTCTAAGTCTTTTTTTCAACTCTCAAAAAAAGTGATTTTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATATCTAATGAGCA
ATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTATCTTTATAAAGTCTTTATTTTACCATACCAAAAAAAGT
TTTTTGTGAATGAAAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATAAAAAAAACTATTTACTCTTATTCCT
AAAACTATTTTACTTTTATTTATAAATGTTTTACTTAAATTTTCTAGCATTTAAATGTATAAAAAAAGGAAATACTTCATTTTTGTCC
ATTTTTAGATGCTTTTTCTTTAAAATTTAACTAATTTCTTAAATTTACCTCTTAAAAAATATTTTATCATTTTAAAATCATATATTTT
ATTAAAATAAGTGTTTTAAAGTGAAAATGAATTAAATTCATTTTAATTTACTAGCATTAAAGTAGTCAAATAGCTAAAATATGTAATA
TTTTCTCATTTTTTAGAACCTATTTTGCTTGAAAATTTGTAAATTTGTAAATTTTATCTAATTTAAAACATTTTACAACATAAAAAAC
AAATATTTTTGTTTTAAATACTATTTGCTAGTTTATTAGATTAAAATAATTTCTATTTGCTACATTTTCACCAGTGAAATTAGCAGAA
TATAAACATCTAATTCTTATCTACTCAAATTTAAATTTTAAACCCAATTATTACTCAATTTTAAGTTATTTTCGAAGGTAAAATTCAA
CAACATAGTGCTGAAGGCTATAAAACTAACAACAAAAAGCAAAAAAACCGTACGAGCTATACGTGTACGATGACCCGGGTAAATTAAG
TGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAACTAAAATTAAACAATTCCTTAAATTTATATTGTCAGATATTTTAGCTATG
TAATTTGCAAGCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATAAAACTAAAAAATATTCATTATATAATTAAAAAAGGAACTTTTAAACA
AAATATCTTAATTTCTATATTAATTTATTAATTATTTACTTTAAAGAAAAAGAGAAAACTTCTAAATCAAATTAATTTTAATAGAAGT
TTTTAATCTATCTAAATAGTAATAATTGTTATATTTGAATAATATAAATTTATCAATAAATAAATACATTTTAGCAAAATATTTATTT
TTATATTTCTGCTGATAATTAAGTGAGTGTTATAGCTAATTTTTTAATTTTAAAATATTTTTAAAAAAATTTGGTTGTTTGGTTTGTG
ATAGATAATTAATTATTTGTAAGTTTTAGTTTATAATCAATTTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGATTTTTTAATCTTTCC
TTTTTCTTATTTGCTATTAATAATCAATTTATTCATAAAGGATATTTAATAATTTAGAAACAATTTACTGATTTCTAAAATTCTTTTG
TTATTAAAAAATACACTTCAAATTAAAAAAAATAAAATTTCCAACAATTCTATCAGAAATTTTTTTCGCTTTAAACAGCTAAAAAGAA
ATTTGATCAAAAATAAATAATCAATTAATTCAAAAAAACAAAAAAAACACTCTCAACAAAAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATA
ATTAAAAAAGTTTACAAAAATTTCTGGAAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTAGTTTAAACAAAATG




AAGTTCCCTACTATTCCTTTATCTAGATTATTCGACAACGCTATGTTAAGAGCTCACAGATTACACCAATTA
GCTTTCGACACTTACCAAGAATTCGAAGAAGCTTACATTCCTAAAGAACAAAAATACTCTTTCTTACAAAACCCTCAAACTTCTTTAT
GCTTCTCTGAATCTATTCCTACTCCTTCTAACAGAGAAGAAACTCAACAAAAATCTAACTTAGAATTATTAAGAATTTCTTTATTATT
AATTCAATCTTGGTTAGAACCTGTTCAATTCTTAAGATCTGTTTTCGCTAACTCTTTAGTTTACGGTGCTTCTGACTCTAACGTTTAC
GACTTATTAAAAGACTTAGAAGAAGGTATTCAAACTTTAATGGGTAGATTAGAAGACGGTTCTCCTAGAACTGGTCAAATTTTCAAAC
AAACTTACTCTAAATTCGACACTAACTCTCACAACGACGACGCTTTATTAAAAAACTACGGTTTATTATACTGCTTCAGAAAAGACAT
GGACAAAGTTGAAACTTTCTTAAGAATTGTTCAATGCAGATCTGTTGAAGGTTCTTGCGGTTTCTGAGGCGCGCCGATCCTTAAATTA
AAAATTCAATATATATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCA
CCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATTTATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATA
TTTTATGTCAATTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCA
ATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTACTGGAAAAATGCAGCGATCGCATTGGCCGGCCATTTCGATATACAAT
TTATTTCTAAAAAATATTTAAAAATAAAAAATAATAAGGGTTTTGAATAACTCCTTTAATTTAAATACACATTTTTAAATTTTTTTTT
AGCTCTTTAAATATTCATAAAAATAAAAAATAACTAACTAAAAATAAATAAAAAGATAATAATGATTAAAGGTATAATACTGAATAAG
AAAAAACATAATAGAGTACTTATTTTTTATATCACTATTTTTAATATCTTGAAAGCAAAACTTTTTTATATATCTTAAAATATATTGT
ATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTAAATTTCAAATATATTGATAAAAAAGATGACATGTTTTTTAAAGAAAACATGAAATATAAAATA
GATAAATATCAATTATTTTATTTATTAAATATATAAGCTGCTCAAAACATAGCTCATTCATCAATTATAATATGTGAATCATTAATTT
TCAAAATATTACTCATTATTTAGGCTATCATTTATTTTTTATTTTCAATTATCCGTTTCTATTATATTTTAATATTAAGTTGTGATTC
TTGAATTTTGTGTCATGAATTATTTGTAAATCTTTTTATTTCTGATAAAAAATATAAATTGATTGACTCATGATTTAAATCATGAGTC
AACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAGATGTGATTCTTGAATCTCTCTTGAATATAAAGTAATTTTTTATATTT
CTGATATAATTCTTAGCTACGTGATTCACGATTTATACAATGATCCATATAAAATAATGTAAATAGTGTATATATATATATTCGTCTT
TTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATAAAGCTCTAATAAAATAAATAATAATACTAAACTTAAAATAATGAT
TGAACAAGATGGTTTACACGCTGGTTCTCCCGCCGCTTGGGTCGAAAGACTTTTCGGTTATGACTGGGCTCAACAAACCATCGGTTGC
TCTGATGCCGCCGTCTTCCGTCTTTCTGCTCAAGGTCGTCCTGTTCTTTTCGTCAAGACCGACCTTTCTGGTGCCCTTAATGAACTTC
AAGATGAAGCTGCCCGTCTTTCTTGGCTTGCCACCACCGGTGTTCCTTGCGCTGCTGTCCTTGACGTTGTCACTGAAGCCGGTAGAGA
CTGGCTTCTTTTAGGTGAAGTCCCCGGTCAAGATCTTCTTTCTTCTCACCTTGCTCCTGCCGAAAAAGTTTCTATCATGGCTGATGCT
ATGCGTCGTCTTCATACCCTTGATCCCGCTACCTGCCCTTTCGACCACCAAGCCAAACATCGTATCGAACGTGCTCGTACTCGTATGG
AAGCCGGTCTTGTCGATCAAGATGATCTTGACGAAGAACATCAAGGTCTTGCCCCTGCCGAACTTTTCGCCAGACTTAAGGCCCGTAT
GCCCGACGGTGAAGATCTTGTCGTCACCCATGGTGATGCCTGCTTACCCAATATCATGGTTGAAAATGGTCGTTTTTCTGGTTTCATC
GACTGTGGTCGTCTTGGTGTCGCCGACCGTTATCAAGATATTGCCTTAGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAACTTGGTGGTGAATGGG
CTGACCGTTTCCTTGTCCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCTCAACGTATCGCCTTCTATCGTCTTCTTGACGAATTCTTCTGAGA
TCCTTAAATTAAAAATTCAATATATATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTA
ACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATTTATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCAT
TTGTATATATATTTTATGTCAATTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAAAATTTG
TCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTACTGGAAAAATGCAGTCGACTATCTGCAGGCATGCA
AGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAA
AGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTC
GTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCG
CTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAG
GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCC
TGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC
TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATA
GCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTG
CGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGC
AGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCG
CTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGT
TTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAA
AACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAA
TCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTC
ATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGA
GACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCG
CCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTAC
AGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATG
TTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAG
CACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTG
TATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGA
AAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTT
CAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAA
ATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGT
ATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACAT
TAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCC
GGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGL
TGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAAT
ACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGC
GAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTC
GAGCTCATAGGTACCGAATTTCTACGATCTGCTGAGATTACGCCCGTCTCCTTAGATTTATCTCATCTCCCTTTATTTTTTACTTCTG
CTGGGGTTGTTAACCTCTTTAAGAAATTTTTTTTATTTTGATTTGTTTAATTTAATTTTGTTTAACTTTAGTAAATTTTTTTCCTTTT
TTCACTCCACTGGGGTTATTAAATACTTAGAGATTTTTTATTTTTATCAAATAATTTATGAACTCATTAAAACAAAACAAAACAAAGT
TAAAAAAAACTCAATAGATTTGCTAATAAGATGCAAAGCAGCTATGAGGCAATTTTTCTCATTTGGAAAGCTTCAATCAACTGCTTAT
AAATAAATTATAAATCAATATTAAAAATGTTAAAGTTTTATGTTATTTGTTAGTAAAAAAATTGAATAGTTGTGTTTAAGCTGATATA
AGTCTTTATGCATGATATGTTAAAAGTTACGCTTAAAATTATGCTTTTTACGCAGAATGAGCTTAGCTAAATTTTTTCTCAAAGTAAA




TTTTTTTTAATGCAAAATGAATGAAAAAATTTTAGTATTTTATAAAAATTCTTCATTCAAATTTTACCCACTTATCAATTTATTTTTT
TTTGTGACTAAAGCAGTCCCAGAGCCTTTTCTCTAAAAGTTGAATTTTATTAACAATGCCACTTTTATAGAAAATTTTGCATGGATTT
CCTGGGGCTCCAATGGAAAAATTGCGAAAGTGGATTTTGAATGAAAAAGTGAATGTAAAAATTAAAGTAAAATTTTGCTTTATAAAAT
GAATGAAAATTTAAAACAAGCAAAATGAATGAAAAAATCTTTGCATTTTAACAAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTTATCAA
TAACTTTTTTTTTCCCCCAGCCCGTCAAAAGACCCTATTATTTGTTTTCCTAAAAGTTGACTTTTATTAAGAAACAAAATGAATGAAA
AAATCTTTGTATTTTAACAAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTATCAATATATTTTTTTTAAGTCCTGCCTGCAGGCTAATAT
TCTTTCCTAAAAGTTGACTTTTATTAAGAAGCAAAATGAATGAAAAAATCTTTGTATTTTAACCAAATTTTTCATTCAAAATTTCACC
CACTTATCAATATTTTTTTTGGGACCAAACCAAAAGACCTAAAGATTTGATTTAAAAAGTTGACTTTTTTCAAGAAAACCACTTTATT
AGATAAATCTCTTTTTTACCACGGCTTGTCCAATGAATAATTTGCTAAAGTGGATTTGAATAAAAATTTTTTTGCGTGTAAAAATGCG
CTAAACTACGCTTAGATTTTAACTTTATCCCACTTTAATTTCAAGCGTAAAAATAAAAATCCCACACAAAAATTAAGTGGAAATTGAT
GCAAAAATTTCACTAAAATTTAATTCAATAAATATGTAAAAATGGTTGATCTCTATAATTTATGAGATTTGCATTATTTAAGGCTTAT
AAGAAATTTTAAATTAACGCGGAAGCTTCATTTTTAGATAAAATTTATTAATCATCATTAATTTCTTGAAAAACATTTTATTTATTGA
TCTTTTATAACAAAAAACCCTTCTAAAAGTTTATTTTTGAATGAAAAACTTATAAAAATTTATGAAAACTACAAAAAATAAAATTTTT
AATTAAAATAATTTTGATAAGAACTTCAATCTTTGACTAGCTTAGTCATTTTTGAGATTTAATTAATATTTTATGTTTATTCATATAT
AAACTATTCAAAATATTATAGAATTTAAACATTTTAACATCTTAATCATTGATAAATAACCAAAAATCAAAGTATTACATCAATAAAT
AACTTTTACTCAATGTCAAAGAAATTATTATAGGGCCCGTAACTGCTGCTGGAATTACACATGGCATGGATGAATTATACAAAGGTAC
CGTCTTCTGAGGTACCCTTATCTAAATGAACAACACTTAAATAAATATAAATTAAAGAACGTACTTATATTTAAATAAATCTCGAAAT
TTTCTAATTACTATTATTTTTATTTTTTATACTTATGTCAAACAATACATAGACATCATATGGATTCACAACATAAAGTATTGGAGTA
ATAAACACTACGCGCCCCAGGGCCGTCGTTTTCAACGTCGTGACTGGGCAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACA
TCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGAAA
TTGTAAGCGTTAATATTATAGAATTTAAACATTTTAACATCTTAATCATTCATAAATAACTAAAAATCAAAGTATTACATTCAATAAA
TAACTTTTACTCAATGTCAAAGAAATTATTGGGGTTGGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGG
GTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
GGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGCTTGGGGTTGGGGTTGGGGT
TGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTGGGAAAACAGCATTCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATAT
TGTTGATGCGCGGGATCGGCCTAGGCGGCCGCGATCCTCGGGGACACCAAATATGGCGATCTCGGCCTTTTCGTTTCTTGGAGCTGGG
ACATGTTTGCCATCGATCCATCTACCACCAGAACGGCCGTTAGATCTGCTGCCACCGTTGTTTCCACCGAAGAACCACCGTTGCCGTA
ACCACCACGACGGTTGTTGCTAAAGAAGCTGCCACCGCCACGGCCACCGTTGTAGCCGCCGTTGTTGTTATTGTAGTTGCTCATGTTA
TTTCTGGCACTTCTTGGTTTTCCTCTTAAGTGAGGAGGAACATAACCATTCTCGTTGTTGTCGTTGATGCTTAAAT



>pTtAC2-hGH

TTGCACTTGTTCGCTCAGTTCAGCCATAATATGAAATGCTTTTCTTGTTGTTCTTACGGAATACCACTTGCCACCTATCACCACAACT
AACTTTTTCCCGTTCCTCCATCTCTTTTATATTTTTTTTCTCGATCGAGTTCAAGAGAARAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAARAAAGG
AAAGCGCGCCTCGTTCATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCAAACGATACCT
GGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGAGAATTAAGAAAAAGTCGTCATCTTTCGATAAGTTTTTCCCACAGCARAGC
AATAGTAGAAAAARACAATGGGAAACGTTGAATGAAGACAAAGCGTCGTGGTTTAAAAGGAAATACGCTCACGTACATGCTAGGGAAC
AGGACCGTGCAGCGGATCGGCCTAGGCGGCCGCGATCCCGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTG
AATGCTGTTTTCCCACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAAC
CCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCA
ACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCC
CAACCCCAACCCCAACCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGAATGTAATACTTTGATTTTTAGTTATTTATGA
ATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAG
TGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG
GTTGAGTACTCACCAGATACTCGAGCCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGATGTAATACTTTGATTTTTGGT
TATTTATCAATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTTTGAATAGTTTATATATGAATAAACATAAAATATTAATTAA
ATCTCAAAAATGACTAAGCTAGTCAAAGATTGAAGTTCTTATCAAAATTATTTTAATTARAAATTTTATTTTTTGTAGTTTTCATARA
TTTTTATAAGTTTTTCATTCAAAAATAAACTTTTAGAAGGGTTTTTTGTTATAAAAGATCAATAAATAAAATGTTTTTCAAGARATTA
ATGATGATTAATAAATTTTATCTAAAAATGAAGCTTCCGCGTTAAATTTAAAATTTCTTATAAGCCTTAAATAATGCAAATCTCATAR
ATTATAGAGATCAACCATTTTTACATATTTATTGAATTAAATTTTAGTGAAATTTTTGCATCAATTTCCACTTAATTTTTGTGTGGGA
TTTTTATTTTTACGCTTGAAATTAAAGTGGGATAAAGTTAAAATCTAAGCGTAGTTTAGCGCATTTTTACACGCAAAAAAATTTTTAT
TCAAATCCACTTTAGCAAATTATTCATTGGACAAGCCGTGGTAAAAAAGAGATTTATCTAATAAAGTGGTTTTCTTGAAAAAAGTCAA
CTTTTTAAATCAAATCTTTAGGTCTTTTGGTTTGGTCCCAAAAAAAATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTGGTTA
AAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTCTTAATAAAAGTCAACTTTTAGGAAAGAATATTAGCCTGCAGGCAGGACTTAAAAARA
AATATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTTGTTAAAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGTTTCTTAATAAAAGT
CAACTTTTAGGAAAACAATATAGGTCTTTGACGGCTGGAGAARAAAARAGTATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGARAAATTTTGT
TAAAATGCAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTGTTTTAAATTTTCATTCATTTTATAAAGCAAAATTTTACTTTAATTTTTACATTC
ACTTTTTCATTCAAATCCACTTTCGCAATTTTTCCATTGGAGCCCCAGGAAATCCATGCAAAATTTTCTATAAAAGTGGCATTGTTAR
TAAAATTCAACTTTTAGAGARAGGCTCTGGGACTGCTTTAGTCACAAAAAAAAATAAATTGATAAGTGGGTAAAATTTGAATGAAGAA
TTTTTATAAAATACTAAAATTTTTTCATTCATTTTGCATTAAAAAAAATTTACTTTGAGAARAAAATTTAGCTAAGCTCATTCTGCGTA
AAAAGCATAATTTTAAGCGTAACTTTTAACATATCATGCATAAAGACT TATATCAGCTTAAACACAACTATTCAATTTTTTTACTAAC
AAATAACATAAAACTTTAACATTTTTAATATTGATTTATAATTTATTTATAAGCAGT TGATTGAAGCTTTCCAAATGAGAAAAATTGC
CTCATAGCTGCTTTGCATCTTATTAGCAAATCTATTGAGTTTTTTTTAACTTTGTTTTGTTTTGTTTTAATGAGTTCATAAATTATTT
GATAAAATGTAAAATCTCTAAGTATTTAATAACCCAGTGAGTGAAAAAAGGAAAAAAATTTACTAAAGT TARACAAAATTAAATTAAA
CAAATCAAAACATAAAAAATTTCTTAAAGAGGTTAACAACCCCAGCAGAAGTAAAARAATAAAGGGAGATGAGATAAATCTAAGGAGAC
GGGCTGAATCTCAGCAGATCGTAGAAATTCTACTCTCATGCTTACAATACCCGTTCCATGTTAAGTCGTCTACAAAAGATTTACGTAG
ATGATAATTTGGAATACGATTAGCAGTTAAGGTCAAGCTTTTTCGCTCTTCCCCGCTCTACCTTTCGAACTTAATTTTTATTTTTTTT
CGTTTATCATCACACTTAGACATTGCTTTCCAGCATGGATTCTGACTTAGAGGCCTTCAGTCATAATCCAACAGATGGTAGCTTCACG
GCATTGTCTTTTCAGACAACCGTATTTACCAATTATCTGATTTAAGTGTTCCTCTCGTACTAACTTAAATTACTGTCGCAACATCGTT
TCATCAGTAGGGTAAAACTAACCTGTCTCACGACGGTCTAAGCCCAGCTCACGTTCCCTATTAGCGGGTGAACAATCCGACACCGTTG
TGAATTCTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGATATGAACTCTTGGCTGCCACAAGCCAGT
TATCCCTGTGGTAACTTTTCTGACACCTCTAGCTTAAAACTTGTAAAGTTAAAGGATCGATAGGCCACGCTTTCGCGGTTTGTATTCC
TACTGAAAATCAAAATCAATGTAGCTTTTACCCTTTTGTTCTACGTGAGATTTCCGTTCTCACTGAGCTACACTTAGGACGCCTGCGT
TATGGTTTAACAGGCATTCCGCCCCAGACAAACTCCCCCCCTAACCATGTCTTCGCAAAATCAGTCAATAAATGACCTTAATCTTAGA
ACTGGTTTGCACCAGTCTTTTCTTCACGAAATAAGCAAAATGACTACGTGGGTAGTGGTTTTACAGGATCGATTGCTCTCCCACCTAG
GCTATACCCCACGTGCCATTTCACAAAGTTAGACTAGAGTCAAGCTCAACAGGGTCTTCTTTCCCCGCTGATTATTCTAAGCCCGTTC
CCTTAGCTGTGGGTTCGCTAGATAGTAGATAGGGACAGTGGTAATCTCATTAATCCATTCATGCGCGTCACTAATTAGATGACGAGGC
ATTTGGCTACCTTACGAGTACTCCAAAACTAATCAATATACTTTCGCATACAAATTAGTTCCCAGCGGCTCCAGTGTTGCATCACTTC
ATCCGCTAGCTCCCATTAAGGAGAGGTCCGACTATATCTTATGAGAAGAATACATCTTCCCCGACCGACATTTAGTCTGTGAACTGCA
TCCATATCAACAGAAGATCTGTTGACTTAGGACTTGGCTGCGTGGTTAGGACCATGTCCGTCAGCTTATTACCATACCCTTTGCAAGG
CCATCTCAAAGTTTCCCCTGAGACTTGGTACTGAACGGCTGTTGACCCCTTTCCCGCAATTTGACGGTCTTGCCTTTTAAACCGATGC
AATCTATTGGTTTAAAGACTAGCTACCAGGTGCATGCCTGATAACTTTTCCCTCCARAAGGTAAATATTGCTATTTAGAGAGTCATAGT
TACTCCCGCCGTTTACCCGCGCTTGGTTGAATTGCGTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCAGAAATCACATTGTGTCATCACCTGT
TGAGGCCGTCACAATGCTTTGTTTTTATTAAACAGTCGGATTACCTTTGTCCGCTTCAGT TCTGAGTTGATCGT TAATTGTATAAAGA
CGGCCGAAACCTACCTTGCAARATTCATCGTTCGCAAGTCTATCAGCATGTTGCCACACTAACAAACAAGCTTGGATATCATTACARAG
CCTTTATACCCGATCCTCAGAGCCAATCCTTATCCCGAAGTTACGGATCCAATTTGCCGACTTCCCTTATCTACATTGTTCTATGGAC
CAGAGGCTGCTAACCTTGGAGACCTGATGCGGTTATGGGTACGAACTGGCGTGAAATTATGTCTCCCCCAGATTTTCAAGGGTCATCA
GGCGCGCAACTGACAGCTCTTAGGGTGAGCTGCTCTGCCATACATACAGCCGATATCTCTGGATAATCCAATTTCATGGCCATAGTAT
GTTAAAAAGAARAGATAACTCTTCCAGTGACACCTGCTGACGTTTCCGGGTTTCTTTGCGTTACCGCCTATACCACGTCCAGCTTGAG
GAATATTAACCTCATTCCCTTTTGACAACGAAAACGAATGTCTTCTTGTATTGCAAGGAGTTAACCTATGTCTTAGGATCGAGTAACC
CATGAACAATTGCTGTTCTCATGGAACCCTTCTCCACTTCGGTCTTCAAAGTTCTCATTTGAATATTTGCTACTACCACCAAGATCTC
ACTAATCGCTGCTCCATATAGGCTCACGCCAATACTTCTAGGCAACGATCACGCCCTCCTACTCATCARAGCCTCGCATTTGCTCTGA
TGGTTGAGTATCGGCAACACGCTTCAGCGCCATTCATTTTCAGGGCTAGTTCATTCGGCAGGTGAGTTGTTACACACTCCTTAGCGGA
TTCTAACTTCCATAGCCACCGTCCTGCTGTCCGTATGAACCAACACCTTTTGTGGTATCTGATGAGCGTGCATTTGGGCGCCTTATCT
CAACGTTAGGTTCATCCCTCATCGCCAGTTCTGCTTACCAAAAATGGCCCAACTCAAGAGCACTGCGTTCTTCCCGAGAGTTCATTTA
AGTAAACTCCGCGGCTCTTACCAATTTAAAGTTTGAGAATAGGTCGAAGTTCTTAGGACTCCCGAGTCCTTCAATCATTCGCTTTACC
TAATAAAACTGCGTACTTGCTCTTGCTATCCTGAGAGARACTTCGGAGGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCT
ACACTCAAATTTGACGAACGATTTGCACGTCAGTATCGCTACGAGCTTCCACCAGAGTTTCCCCTGGCTTCACCCTATTCAAGCGTAG
TTCACCATCTTTCGGGTCCTAACAATTAAGCTCTTCCTCGAACCCTTCGCGGAGACTCAAGGCGGGTGATGCTGCTACCTTGCGGCTT
GGCACCTTGTACTCACTTTCGTTTCGCGGACGGGTTTTTCCACCCTATCACTCGCTTAATTGATAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAG
ACGGGTCAGTAGAAGCCATTTTGACAAAATCGCCCTTAGGCCCCTCAGTCCAGTTTGAAGTTTTCCTTTTGATCTGCATTGCTGCCCG
ATCTCAGGTGACTCCTTCAATCTGAACCCATTTTGTCTTCTGACCGGTGTAGCAAGT TCTGTACCATTTCCTTACTCATCGACCTTTT
ACGTATCGACTCTGCAGTGATTAGTACTTCCCCCTTATGCGCCGTCCAGTTTATTGCTCTTCTACAGCTTCCTTCTCAACGGTTTCAA
GTCTTTTAGCCCTCTTTTCARAGTTCTTTTCATCTTTCCTTCGCAGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCCCGTGTATATTTAGCTTTAGA



AGAAGTTTATCTCCCACTTAGGGCTGCAATTCCAAACAACCCGACTCTTTGAAATCTCCCTTACACCAGCCTTCCTCTCCGACTACGG
GGTTGTCACCCTCTTTGACGTCCTGTCCCAAGGAACTTATGAGAGGAGCTTAGTTTCAGGTTGACCCTTTAGATTACAATTCTGTTGT
GTTGACCACTTCAGATTTTCACTTTGAGCTTTAGCCTGTTCATTCGCCATTACTGGGGCTATCCTAGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTT
ACTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAATCTTGCTTGTTTCAGGTGTAGTGAGAAAAATGTAATTTTTCTATGAGTAGCATAGTGAGCA
TTCGCCTTGATGCCTGAACGAATGTTCACATTACTGGAATGTGACTACTTCGTTCTGGCGGCGATTGCTCGACCACCCATCACGTTTA
ACGAGAGAAGCTTTTGACGGCTTCAATCGCATTAAGATGCGTGATTCCTTTCCACACTGAAACAAACATGAAGGTTTTTACACCTCCA
CCACTTGCGTTCAAAGATCTGATGACTCGCGGTTCTGCAATTCGCATTGCGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTCACGGGAAC
CTAGATATCCACCGTTGAAAGTTTTCTTTTCGTTTTGGATGTTATCCAGATCTTAGACATATGAAAAATTTTTATTCACACTAGGTGT
GACAATAAAACCTCGAAGAAAACCGAAGTTCTCTTCGAAAGTACATAAGTTAAGGTTTGTTAATTGTGTTAATGATCCATCTGCAGGT
TCACCTACAGATACCTTGTTACGACTTCTTGTTGTTCCAAATGGTAGGGTTTACTTATTTTTCCGCAACATTGCTGTCGCAGTCCAGA
AGGTTCACCAGACCATTCGTTACTACAAGCGACGGGCGGTGTGTACAAACGGCAGGGACATAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCACT
TACTAGAAATTCCTCGTTCAAGATCCACAATTCCAAAGAACTATCCCTAACACGACTGGTATTAATAAGATTACCCGTACCTTCCCAG
GACAGGAAATACTTTTTGCGCCAGTCATTGTAACGCGCGTGCGGCCGAGCACGTCTAGGGGCATCACAGACCTGTTATTGCCTTAAAC
TTCCATTGGCTTATTGCACAATAGTCCCTCTAAGAAGTACAACCTGTTATTTACAAGCAGACTAGTTAGCAGGTTAAGGTCTCGTTCG
TTAACGGAATTAACCAGACAAATCACTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCAAAGAATCAAGAAAGAGCTCTCAATCTG
TCAATCCCTTCTCTGTCTTGCGCTCGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGTTCCACTTCTGGTGTGCTGTTCCGTC
AATTCCTTTAAGTTTCAGACTTGCGTACCATACTTCCCCCAGAACCCAAAGACTTTGATTTCTCATACGGTGCCGACTGGACATTTAT
TCCAGCCGATCCCGAGTCGGTATAGTTTATAGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTTGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTA
ATGAAAACATCTTTGGCAAATGCTTTCGCATTAGTTAGTCCTTAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATTAAATACTAATGCCC
CCAACTGTCCCTATTAATCATTACCAAATCCAAGAACCAATAAAATGGACTTAGTCCTATTCCATTATTCCATGCTAATGTATTCGGG
CTAAAACCTGCCTGGAACACTCTAATTTTTTCACAGTAAAATGTTTACTCCCTAAGTCGAACCAGTGAAGGCCGATTTTAGTTTGCAA
ACGTATGTCCAGTTTCACACGACGAATCGAAATGAACCTGAACAGAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATAC
GCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCATGACTTGCCCTCCAATTGTTCCTCGCTAAGAGATTTACACTGTTCTCATTT
CAATGCCGTAGAAACGTAAGTTTCCCAGCTTGCTATTTCTTGTCACTGGCTCCCTGAATTAGGATTGGCCAATTTTCTTCCCTGCTGC
CGAACCGTAGTTGTAGTAGCCGTTTCTCAGGCTCCTTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCTCCGTTACCCGTGACTGCCATGGTAGTCC
AATACACTACCATCGAGAGCTGATAGGGCAGAAACTTAGATGATTTATCGAGGTAAACCTCGATCCGATCAGTTACTTTGATTCATCT
CAATCACATTGCTGCGATTGGTCTAATATCTAATAAATACGTTCCGGTCGCAGGACACGGAATTTTAAGCATGTATTAGCCCAACAAT
TAGCTCGGTTATCCATGTAATCTTTAATTATCAAATAAACTATAACTGTTTTAATGAGCCATTCGCAGTTTCGCTGTTCAATACTGAA
CTGGCACATGCATGGGTTAATATTTAAGACAAGCATATGTAACTGGCAGGATCAACCAGGTTACTATCCTCAAAATTTGCTCGCTATT
TTCCGATTTGCATCTTCCAACAGCTTGCTCATTTTTTGAATAGTGTTCCAAAAGGTTGGTTCACAAAAGATTAATAGTTCATCGAGAA
CTGACGCGTTGTAATAGATCAGTACTCAGCTATATCGTTAGATTAAGCTTTATACATAGATCCCGCATCGTTTCGTTTACTATTAGTT
TCTTCTAGTTGCTAAAATCTTCGAAGGCACAATGAGAAAACTCTATCGCATCTCTTCGACTCTAGTCAACTTTGTTGCTAGCTGTTAA
TAACATCTGCGATTTCACCGATTTATAACAGTACTAGCGTGTTGCGTTATTTGTAACAATATCTGCATAGATATCGATACAACAAGTG
TCACTGGGAAAAGTTTCTGCGAAGCTTTGCAGTGAATTTACAGCCTTCATGAAAATTTCAGTCAGGCCATTTGCTCTAATACGAGCCT
TAATCCAGAAAAACCTTCAACAGACCCTCAGCGGCCATCGACTAAAAGCCGAAGCCATAGAGAAAAACGTCTGCTCAGTTAGCGCTTC
ATTATCGTTATCCTTGGTTGCCCAAAAGGAAATCTTACTGAAGCTCAAATCGAGCTGATATTTTATTTTTGATCCGGAGATGTTTCCC
CTTCTTAAATATGCATTTTTACCCCCCTGATATTATTTTTATTTTTTTTGCCAAAGAATTTTTCTCAAAGTCAAAAAAGTTCGGAAGG
TTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAAAGACTCTGCCAAAATTTTCAATCCCTTGTAAATTTTTCAGTTTTCATTCATTTT
TTCATTTTTTTCATTTTCGCTATTTTTCACTAAGTCTAATTTAATTTAGAGCTGATTTTAAGCTAAATTTTTAAGTGGCTCTGCTGAA
CTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGCGAGTCTGCTTCATTTTTGAGTGAGTCCACTCATTTTTTAGCGCAATCCGCTTAATTTT
TCTGTGAGTCCACTTATTTTTGTTTAACTCCGCGAATATTAAGCGAGTCCGCTTAATTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGTGA
GTTCACTTAATTTTTTTAGTGACTCCACTCATTTTTATGCGAGTCCACTTAAATATTTGAGCGAGTCCGCTCATTTTTTGTAAGTGGC
TTCACACAAAATCTAAGCGCAATCTCAAAATTTCTCCTAAATCATTTTTTCATTTTTAAAAATTTTTCTAAGTCTTTTTTCACTTTTT
GATTTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTTTCATTTTTCAAAAATTTTTCTAAGTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATTTC
TAATGAGCAATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTCTCTTTATAACTCTTTATTTAATCAAAAAA
AATTTATTTTGAATGTAAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATATAAAAAATGATATACGCATGCT
GTTAAAATTGTTTTATGTTTTTTTATATATGTTTTATTTAAATTTACTAGCATTTAAATGATTAAAAAATATAAAATAAATTTTACTT
TTCTATCATTTTTAATTTATAAATTTTCTCTAAGTCTTTTTATCTCTTTTTGATTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTACACTTTTAAAAT
TTTTTCTAAGTCTTTTTTTCAACTCTCAAAAAAAGTGATTTTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATATCTAATGAGCA
ATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTATCTTTATAAAGTCTTTATTTTACCATACCAAAAAAAGT
TTTTTGTGAATGAAAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATAAAAAAAACTATTTACTCTTATTCCT
AAAACTATTTTACTTTTATTTATAAATGTTTTACTTAAATTTTCTAGCATTTAAATGTATAAAAAAAGGAAATACTTCATTTTTGTCC
ATTTTTAGATGCTTTTTCTTTAAAATTTAACTAATTTCTTAAATTTACCTCTTAAAAAATATTTTATCATTTTAAAATCATATATTTT
ATTAAAATAAGTGTTTTAAAGTGAAAATGAATTAAATTCATTTTAATTTACTAGCATTAAAGTAGTCAAATAGCTAAAATATGTAATA
TTTTCTCATTTTTTAGAACCTATTTTGCTTGAAAATTTGTAAATTTGTAAATTTTATCTAATTTAAAACATTTTACAACATAAAAAAC
AAATATTTTTGTTTTAAATACTATTTGCTAGTTTATTAGATTAAAATAATTTCTATTTGCTACATTTTCACCAGTGAAATTAGCAGAA
TATAAACATCTAATTCTTATCTACTCAAATTTAAATTTTAAACCCAATTATTACTCAATTTTAAGTTATTTTCGAAGGTAAAATTCAA
CAACATAGTGCTGAAGGCTATAAAACTAACAACAAAAAGCAAAAAAACCGTACGAGCTATACGTGTACGATGACCCGGGTAAATTAAG
TGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAACTAAAATTAAACAATTCCTTAAATTTATATTGTCAGATATTTTAGCTATG
TAATTTGCAAGCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATAAAACTAAAAAATATTCATTATATAATTAAAAAAGGAACTTTTAAACA
AAATATCTTAATTTCTATATTAATTTATTAATTATTTACTTTAAAGAAAAAGAGAAAACTTCTAAATCAAATTAATTTTAATAGAAGT
TTTTAATCTATCTAAATAGTAATAATTGTTATATTTGAATAATATAAATTTATCAATAAATAAATACATTTTAGCAAAATATTTATTT
TTATATTTCTGCTGATAATTAAGTGAGTGTTATAGCTAATTTTTTAATTTTAAAATATTTTTAAAAAAATTTGGTTGTTTGGTTTGTG
ATAGATAATTAATTATTTGTAAGTTTTAGTTTATAATCAATTTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGATTTTTTAATCTTTCC
TTTTTCTTATTTGCTATTAATAATCAATTTATTCATAAAGGATATTTAATAATTTAGAAACAATTTACTGATTTCTAAAATTCTTTTG
TTATTAAAAAATACACTTCAAATTAAAAAAAATAAAATTTCCAACAATTCTATCAGAAATTTTTTTCGCTTTAAACAGCTAAAAAGAA
ATTTGATCAAAAATAAATAATCAATTAATTCAAAAAAACAAAAAAAACACTCTCAACAAAAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATA
ATTAAAAAAGTTTACAAAAATTTCTGGAAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTAGTTTAAACATGTTCCCTACTATTCCTTTATCTAGA
TTATTCGACAACGCTATGTTAAGAGCTCACAGATTACACCAATTAGCTTTCGACACTTACCAAGAATTCGAAGAAGCTTACATTCCTA
AAGAACAAAAATACTCTTTCTTACAAAACCCTCAAACTTCTTTATGCTTCTCTGAATCTATTCCTACTCCTTCTAACAGAGAAGAAAC
TCAACAAAAATCTAACTTAGAATTATTAAGAATTTCTTTATTATTAATTCAATCTTGGTTAGAACCTGTTCAATTCTTAAGATCTGTT
TTCGCTAACTCTTTAGTTTACGGTGCTTCTGACTCTAACGTTTACGACTTATTAAAAGACTTAGAAGAAGGTATTCAAACTTTAATGG
GTAGATTAGAAGACGGTTCTCCTAGAACTGGTCAAATTTTCAAACAAACTTACTCTAAATTCGACACTAACTCTCACAACGACGACGC
TTTATTAAAAAACTACGGTTTATTATACTGCTTCAGAAAAGACATGGACAAAGTTGAAACTTTCTTAAGAATTGTTCAATGCAGATCT
GTTGAAGGTTCTTGCGGTTTCTGAGGCGCGCCGATCCTTAAATTAAAAATTCAATATATATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATAT




ATTATATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATTTATT
CCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAATTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAATTC
CTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTACT
GGAAAAATGCAGCGATCGCATTGGCCGGCCATTTCGATATACAATTTATTTCTAAAAAATATTTAAAAATAAAAAATAATAAGGGTTT
TGAATAACTCCTTTAATTTAAATACACATTTTTAAATTTTTTTTTAGCTCTTTAAATATTCATAAAAATAAAAAATAACTAACTAAAA
ATAAATAAAAAGATAATAATGATTAAAGGTATAATACTGAATAAGAAAAAACATAATAGAGTACTTATTTTTTATATCACTATTTTTA
ATATCTTGAAAGCAAAACTTTTTTATATATCTTAAAATATATTGTATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTAAATTTCAAATATATTGAT
AAAAAAGATGACATGTTTTTTAAAGAAAACATGAAATATAAAATAGATAAATATCAATTATTTTATTTATTAAATATATAAGCTGCTC
AAAACATAGCTCATTCATCAATTATAATATGTGAATCATTAATTTTCAAAATATTACTCATTATTTAGGCTATCATTTATTTTTTATT
TTCAATTATCCGTTTCTATTATATTTTAATATTAAGTTGTGATTCTTGAATTTTGTGTCATGAATTATTTGTAAATCTTTTTATTTCT
GATAAAAAATATAAATTGATTGACTCATGATTTAAATCATGAGTCAACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAGAT
GTGATTCTTGAATCTCTCTTGAATATAAAGTAATTTTTTATATTTCTGATATAATTCTTAGCTACGTGATTCACGATTTATACAATGA
TCCATATAAAATAATGTAAATAGTGTATATATATATATTCGTCTTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATA
AAGCTCTAATAAAATAAATAATAATACTAAACTTAAAATAATGATTGAACAAGATGGTTTACACGCTGGTTCTCCCGCCGCTTGGGTC
GAAAGACTTTTCGGTTATGACTGGGCTCAACAAACCATCGGTTGCTCTGATGCCGCCGTCTTCCGTCTTTCTGCTCAAGGTCGTCCTG
TTCTTTTCGTCAAGACCGACCTTTCTGGTGCCCTTAATGAACTTCAAGATGAAGCTGCCCGTCTTTCTTGGCTTGCCACCACCGGTGT
TCCTTGCGCTGCTGTCCTTGACGTTGTCACTGAAGCCGGTAGAGACTGGCTTCTTTTAGGTGAAGTCCCCGGTCAAGATCTTCTTTCT
TCTCACCTTGCTCCTGCCGAAAAAGTTTCTATCATGGCTGATGCTATGCGTCGTCTTCATACCCTTGATCCCGCTACCTGCCCTTTCG
ACCACCAAGCCAAACATCGTATCGAACGTGCTCGTACTCGTATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAAGATGATCTTGACGAAGAACATCA
AGGTCTTGCCCCTGCCGAACTTTTCGCCAGACTTAAGGCCCGTATGCCCGACGGTGAAGATCTTGTCGTCACCCATGGTGATGCCTGC
TTACCCAATATCATGGTTGAAAATGGTCGTTTTTCTGGTTTCATCGACTGTGGTCGTCTTGGTGTCGCCGACCGTTATCAAGATATTG
CCTTAGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAACTTGGTGGTGAATGGGCTGACCGTTTCCTTGTCCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTC
TCAACGTATCGCCTTCTATCGTCTTCTTGACGAATTCTTCTGAGATCCTTAAATTAAAAATTCAATATATATTTACAAACTTTCATAT
AAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAA
TATAATTTATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAATTATTTTTTTTAACTTTCTAA
AAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTT
CAAATTTTTACTGGAAAAATGCAGTCGACTATCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATT
GTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATT
AATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGC
GGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACT
CAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCG
TAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGA
AACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGAT
ACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTC
CAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGA
CACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGT
GGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTC
TTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAA
GATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGA
TCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATG
CTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATA
CGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGC
CAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAG
TAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTC
AGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTG
TCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTT
TTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGAT
AATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGT
TGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAAC
AGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGC
ATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCC
GAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGC
GCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGA
CAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC
ACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTG
GGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCA
GGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCATAGGTACCGAATTTCTACGATCTGCTGAGATTACGC
CCGTCTCCTTAGATTTATCTCATCTCCCTTTATTTTTTACTTCTGCTGGGGTTGTTAACCTCTTTAAGAAATTTTTTTTATTTTGATT
TGTTTAATTTAATTTTGTTTAACTTTAGTAAATTTTTTTCCTTTTTTCACTCCACTGGGGTTATTAAATACTTAGAGATTTTTTATTT
TTATCAAATAATTTATGAACTCATTAAAACAAAACAAAACAAAGTTAAAAAAAACTCAATAGATTTGCTAATAAGATGCAAAGCAGCT
ATGAGGCAATTTTTCTCATTTGGAAAGCTTCAATCAACTGCTTATAAATAAATTATAAATCAATATTAAAAATGTTAAAGTTTTATGT
TATTTGTTAGTAAAAAAATTGAATAGTTGTGTTTAAGCTGATATAAGTCTTTATGCATGATATGTTAAAAGTTACGCTTAAAATTATG
CTTTTTACGCAGAATGAGCTTAGCTAAATTTTTTCTCAAAGTAAATTTTTTTTAATGCAAAATGAATGAAAAAATTTTAGTATTTTAT
AAAAATTCTTCATTCAAATTTTACCCACTTATCAATTTATTTTTTTTTGTGACTAAAGCAGTCCCAGAGCCTTTTCTCTAAAAGTTGA
ATTTTATTAACAATGCCACTTTTATAGAAAATTTTGCATGGATTTCCTGGGGCTCCAATGGAAAAATTGCGAAAGTGGATTTTGAATG
AAAAAGTGAATGTAAAAATTAAAGTAAAATTTTGCTTTATAAAATGAATGAAAATTTAAAACAAGCAAAATGAATGAAAAAATCTTTG
CATTTTAACAAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTTATCAATAACTTTTTTTTTCCCCCAGCCCGTCAAAAGACCCTATTATTT
GTTTTCCTAAAAGTTGACTTTTATTAAGAAACAAAATGAATGAAAAAATCTTTGTATTTTAACAAAATTTTTCATTCAAAATTTCACC
CACTTATCAATATATTTTTTTTAAGTCCTGCCTGCAGGCTAATATTCTTTCCTAAAAGTTGACTTTTATTAAGAAGCAAAATGAATGA
AAAAATCTTTGTATTTTAACCAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTATCAATATTTTTTTTGGGACCAAACCAAAAGACCTAAA
GATTTGATTTAAAAAGTTGACTTTTTTCAAGAAAACCACTTTATTAGATAAATCTCTTTTTTACCACGGCTTGTCCAATGAATAATTT
GCTAAAGTGGATTTGAATAAAAATTTTTTTGCGTGTAAAAATGCGCTAAACTACGCTTAGATTTTAACTTTATCCCACTTTAATTTCA
AGCGTAAAAATAAAAATCCCACACAAAAATTAAGTGGAAATTGATGCAAAAATTTCACTAAAATTTAATTCAATAAATATGTAAAAAT
GGTTGATCTCTATAATTTATGAGATTTGCATTATTTAAGGCTTATAAGAAATTTTAAATTAACGCGGAAGCTTCATTTTTAGATAAAA
TTTATTAATCATCATTAATTTCTTGAAAAACATTTTATTTATTGATCTTTTATAACAAAAAACCCTTCTAAAAGTTTATTTTTGAATG



AAAAACTTATAAAAATTTATGAAAACTACAAAAAATAAAATTTTTAATTAAAATAATTTTGATAAGAACTTCAATCTTTGACTAGCTT
AGTCATTTTTGAGATTTAATTAATATTTTATGTTTATTCATATATAAACTATTCAAAATATTATAGAATTTAAACATTTTAACATCTT
AATCATTGATAAATAACCAAAAATCAAAGTATTACATCAATAAATAACTTTTACTCAATGTCAAAGAAATTATTATAGGGCCCGTAAC
TGCTGCTGGAATTACACATGGCATGGATGAATTATACAAAGGTACCGTCTTCTGAGGTACCCTTATCTAAATGAACAACACTTAAATA
AATATAAATTAAAGAACGTACTTATATTTAAATAAATCTCGAAATTTTCTAATTACTATTATTTTTATTTTTTATACTTATGTCAAAC
AATACATAGACATCATATGGATTCACAACATAAAGTATTGGAGTAATAAACACTACGCGCCCCAGGGCCGTCGTTTTCAACGTCGTGA
CTGGGCAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACC
GATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGAAATTGTAAGCGTTAATATTATAGAATTTAAACATTTTAACATCTT
AATCATTCATAAATAACTAAAAATCAAAGTATTACATTCAATAAATAACTTTTACTCAATGTCAAAGAAATTATTGGGGTTGGGGGTT
GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG
TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGG
GGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGCTTGGGGTTGGGGTTGGGGTGGGAAAA
CAGCATTCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCGGGATCGGCCTAGGCGGCCGCGATCCTCGGGG
ACACCAAATATGGCGATCTCGGCCTTTTCGTTTCTTGGAGCTGGGACATGTTTGCCATCGATCCATCTACCACCAGAACGGCCGTTAG
ATCTGCTGCCACCGTTGTTTCCACCGAAGAACCACCGTTGCCGTAACCACCACGACGGTTGTTGCTAAAGAAGCTGCCACCGCCACGG
CCACCGTTGTAGCCGCCGTTGTTGTTATTGTAGTTGCTCATGTTATTTCTGGCACTTCTTGGTTTTCCTCTTAAGTGAGGAGGAACAT
AACCATTCTCGTTGTTGTCGTTGATGCTTAAAT



>pTtAC2-6xHis-hGH

TTGCACTTGTTCGCTCAGTTCAGCCATAATATGAAATGCTTTTCTTGTTGTTCTTACGGAATACCACTTGCCACCTATCACCACAACT
AACTTTTTCCCGTTCCTCCATCTCTTTTATATTTTTTTTCTCGATCGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGG
AAAGCGCGCCTCGTTCATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCAAACGATACCT
GGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGAGAATTAAGAAAAAGTCGTCATCTTTCGATAAGTTTTTCCCACAGCAAAGC
AATAGTAGAAAAAAACAATGGGAAACGTTGAATGAAGACAAAGCGTCGTGGTTTAAAAGGAAATACGCTCACGTACATGCTAGGGAAC
AGGACCGTGCAGCGGATCGGCCTAGGCGGCCGCGATCCCGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTG
AATGCTGTTTTCCCACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAAC
CCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCA
ACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCC
CAACCCCAACCCCAACCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGAATGTAATACTTTGATTTTTAGTTATTTATGA
ATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAG
TGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG
GTTGAGTACTCACCAGATACTCGAGCCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGATGTAATACTTTGATTTTTGGT
TATTTATCAATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTTTGAATAGTTTATATATGAATAAACATAAAATATTAATTAA
ATCTCAAAAATGACTAAGCTAGTCAAAGATTGAAGTTCTTATCAAAATTATTTTAATTAAAAATTTTATTTTTTGTAGTTTTCATAAA
TTTTTATAAGTTTTTCATTCAAAAATAAACTTTTAGAAGGGTTTTTTGTTATAAAAGATCAATAAATAAAATGTTTTTCAAGAAATTA
ATGATGATTAATAAATTTTATCTAAAAATGAAGCTTCCGCGTTAAATTTAAAATTTCTTATAAGCCTTAAATAATGCAAATCTCATAA
ATTATAGAGATCAACCATTTTTACATATTTATTGAATTAAATTTTAGTGAAATTTTTGCATCAATTTCCACTTAATTTTTGTGTGGGA
TTTTTATTTTTACGCTTGAAATTAAAGTGGGATAAAGTTAAAATCTAAGCGTAGTTTAGCGCATTTTTACACGCAAAAAAATTTTTAT
TCAAATCCACTTTAGCAAATTATTCATTGGACAAGCCGTGGTAAAAAAGAGATTTATCTAATAAAGTGGTTTTCTTGAAAAAAGTCAA
CTTTTTAAATCAAATCTTTAGGTCTTTTGGTTTGGTCCCAAAAAAAATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTGGTTA
AAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTCTTAATAAAAGTCAACTTTTAGGAAAGAATATTAGCCTGCAGGCAGGACTTAAAAAA
AATATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTTGTTAAAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGTTTCTTAATAAAAGT
CAACTTTTAGGAAAACAATATAGGTCTTTGACGGCTGGAGAAAAAAAAGTATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTTGT
TAAAATGCAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTGTTTTAAATTTTCATTCATTTTATAAAGCAAAATTTTACTTTAATTTTTACATTC
ACTTTTTCATTCAAATCCACTTTCGCAATTTTTCCATTGGAGCCCCAGGAAATCCATGCAAAATTTTCTATAAAAGTGGCATTGTTAA
TAAAATTCAACTTTTAGAGAAAGGCTCTGGGACTGCTTTAGTCACAAAAAAAAATAAATTGATAAGTGGGTAAAATTTGAATGAAGAA
TTTTTATAAAATACTAAAATTTTTTCATTCATTTTGCATTAAAAAAAATTTACTTTGAGAAAAAATTTAGCTAAGCTCATTCTGCGTA
AAAAGCATAATTTTAAGCGTAACTTTTAACATATCATGCATAAAGACTTATATCAGCTTAAACACAACTATTCAATTTTTTTACTAAC
AAATAACATAAAACTTTAACATTTTTAATATTGATTTATAATTTATTTATAAGCAGTTGATTGAAGCTTTCCAAATGAGAAAAATTGC
CTCATAGCTGCTTTGCATCTTATTAGCAAATCTATTGAGTTTTTTTTAACTTTGTTTTGTTTTGTTTTAATGAGTTCATAAATTATTT
GATAAAATGTAAAATCTCTAAGTATTTAATAACCCAGTGAGTGAAAAAAGGAAAAAAATTTACTAAAGTTAAACAAAATTAAATTAAA
CAAATCAAAACATAAAAAATTTCTTAAAGAGGTTAACAACCCCAGCAGAAGTAAAAAATAAAGGGAGATGAGATAAATCTAAGGAGAC
GGGCTGAATCTCAGCAGATCGTAGAAATTCTACTCTCATGCTTACAATACCCGTTCCATGTTAAGTCGTCTACAAAAGATTTACGTAG
ATGATAATTTGGAATACGATTAGCAGTTAAGGTCAAGCTTTTTCGCTCTTCCCCGCTCTACCTTTCGAACTTAATTTTTATTTTTTTT
CGTTTATCATCACACTTAGACATTGCTTTCCAGCATGGATTCTGACTTAGAGGCCTTCAGTCATAATCCAACAGATGGTAGCTTCACG
GCATTGTCTTTTCAGACAACCGTATTTACCAATTATCTGATTTAAGTGTTCCTCTCGTACTAACTTAAATTACTGTCGCAACATCGTT
TCATCAGTAGGGTAAAACTAACCTGTCTCACGACGGTCTAAGCCCAGCTCACGTTCCCTATTAGCGGGTGAACAATCCGACACCGTTG
TGAATTCTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGATATGAACTCTTGGCTGCCACAAGCCAGT
TATCCCTGTGGTAACTTTTCTGACACCTCTAGCTTAAAACTTGTAAAGTTAAAGGATCGATAGGCCACGCTTTCGCGGTTTGTATTCC
TACTGAAAATCAAAATCAATGTAGCTTTTACCCTTTTGTTCTACGTGAGATTTCCGTTCTCACTGAGCTACACTTAGGACGCCTGCGT
TATGGTTTAACAGGCATTCCGCCCCAGACAAACTCCCCCCCTAACCATGTCTTCGCAAAATCAGTCAATAAATGACCTTAATCTTAGA
ACTGGTTTGCACCAGTCTTTTCTTCACGAAATAAGCAAAATGACTACGTGGGTAGTGGTTTTACAGGATCGATTGCTCTCCCACCTAG
GCTATACCCCACGTGCCATTTCACAAAGTTAGACTAGAGTCAAGCTCAACAGGGTCTTCTTTCCCCGCTGATTATTCTAAGCCCGTTC
CCTTAGCTGTGGGTTCGCTAGATAGTAGATAGGGACAGTGGTAATCTCATTAATCCATTCATGCGCGTCACTAATTAGATGACGAGGC
ATTTGGCTACCTTACGAGTACTCCAAAACTAATCAATATACTTTCGCATACAAATTAGTTCCCAGCGGCTCCAGTGTTGCATCACTTC
ATCCGCTAGCTCCCATTAAGGAGAGGTCCGACTATATCTTATGAGAAGAATACATCTTCCCCGACCGACATTTAGTCTGTGAACTGCA
TCCATATCAACAGAAGATCTGTTGACTTAGGACTTGGCTGCGTGGTTAGGACCATGTCCGTCAGCTTATTACCATACCCTTTGCAAGG
CCATCTCAAAGTTTCCCCTGAGACTTGGTACTGAACGGCTGTTGACCCCTTTCCCGCAATTTGACGGTCTTGCCTTTTAAACCGATGC
AATCTATTGGTTTAAAGACTAGCTACCAGGTGCATGCCTGATAACTTTTCCCTCCAAAGGTAAATATTGCTATTTAGAGAGTCATAGT
TACTCCCGCCGTTTACCCGCGCTTGGTTGAATTGCGTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCAGAAATCACATTGTGTCATCACCTGT
TGAGGCCGTCACAATGCTTTGTTTTTATTAAACAGTCGGATTACCTTTGTCCGCTTCAGTTCTGAGTTGATCGTTAATTGTATAAAGA
CGGCCGAAACCTACCTTGCAAATTCATCGTTCGCAAGTCTATCAGCATGTTGCCACACTAACAAACAAGCTTGGATATCATTACAAAG
CCTTTATACCCGATCCTCAGAGCCAATCCTTATCCCGAAGTTACGGATCCAATTTGCCGACTTCCCTTATCTACATTGTTCTATGGAC
CAGAGGCTGCTAACCTTGGAGACCTGATGCGGTTATGGGTACGAACTGGCGTGAAATTATGTCTCCCCCAGATTTTCAAGGGTCATCA
GGCGCGCAACTGACAGCTCTTAGGGTGAGCTGCTCTGCCATACATACAGCCGATATCTCTGGATAATCCAATTTCATGGCCATAGTAT
GTTAAAAAGAAAAGATAACTCTTCCAGTGACACCTGCTGACGTTTCCGGGTTTCTTTGCGTTACCGCCTATACCACGTCCAGCTTGAG
GAATATTAACCTCATTCCCTTTTGACAACGAAAACGAATGTCTTCTTGTATTGCAAGGAGTTAACCTATGTCTTAGGATCGAGTAACC
CATGAACAATTGCTGTTCTCATGGAACCCTTCTCCACTTCGGTCTTCAAAGTTCTCATTTGAATATTTGCTACTACCACCAAGATCTC
ACTAATCGCTGCTCCATATAGGCTCACGCCAATACTTCTAGGCAACGATCACGCCCTCCTACTCATCAAAGCCTCGCATTTGCTCTGA
TGGTTGAGTATCGGCAACACGCTTCAGCGCCATTCATTTTCAGGGCTAGTTCATTCGGCAGGTGAGTTGTTACACACTCCTTAGCGGA
TTCTAACTTCCATAGCCACCGTCCTGCTGTCCGTATGAACCAACACCTTTTGTGGTATCTGATGAGCGTGCATTTGGGCGCCTTATCT
CAACGTTAGGTTCATCCCTCATCGCCAGTTCTGCTTACCAAAAATGGCCCAACTCAAGAGCACTGCGTTCTTCCCGAGAGTTCATTTA
AGTAAACTCCGCGGCTCTTACCAATTTAAAGTTTGAGAATAGGTCGAAGTTCTTAGGACTCCCGAGTCCTTCAATCATTCGCTTTACC
TAATAAAACTGCGTACTTGCTCTTGCTATCCTGAGAGAAACTTCGGAGGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCT
ACACTCAAATTTGACGAACGATTTGCACGTCAGTATCGCTACGAGCTTCCACCAGAGTTTCCCCTGGCTTCACCCTATTCAAGCGTAG
TTCACCATCTTTCGGGTCCTAACAATTAAGCTCTTCCTCGAACCCTTCGCGGAGACTCAAGGCGGGTGATGCTGCTACCTTGCGGCTT
GGCACCTTGTACTCACTTTCGTTTCGCGGACGGGTTTTTCCACCCTATCACTCGCTTAATTGATAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAG
ACGGGTCAGTAGAAGCCATTTTGACAAAATCGCCCTTAGGCCCCTCAGTCCAGTTTGAAGTTTTCCTTTTGATCTGCATTGCTGCCCG
ATCTCAGGTGACTCCTTCAATCTGAACCCATTTTGTCTTCTGACCGGTGTAGCAAGTTCTGTACCATTTCCTTACTCATCGACCTTTT
ACGTATCGACTCTGCAGTGATTAGTACTTCCCCCTTATGCGCCGTCCAGTTTATTGCTCTTCTACAGCTTCCTTCTCAACGGTTTCAA
GTCTTTTAGCCCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCTTCGCAGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCCCGTGTATATTTAGCTTTAGA



AGAAGTTTATCTCCCACTTAGGGCTGCAATTCCAAACAACCCGACTCTTTGAAATCTCCCTTACACCAGCCTTCCTCTCCGACTACGG
GGTTGTCACCCTCTTTGACGTCCTGTCCCAAGGAACTTATGAGAGGAGCTTAGTTTCAGGTTGACCCTTTAGATTACAATTCTGTTGT
GTTGACCACTTCAGATTTTCACTTTGAGCTTTAGCCTGTTCATTCGCCATTACTGGGGCTATCCTAGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTT
ACTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAATCTTGCTTGTTTCAGGTGTAGTGAGAAAAATGTAATTTTTCTATGAGTAGCATAGTGAGCA
TTCGCCTTGATGCCTGAACGAATGTTCACATTACTGGAATGTGACTACTTCGTTCTGGCGGCGATTGCTCGACCACCCATCACGTTTA
ACGAGAGAAGCTTTTGACGGCTTCAATCGCATTAAGATGCGTGATTCCTTTCCACACTGAAACAAACATGAAGGTTTTTACACCTCCA
CCACTTGCGTTCAARAGATCTGATGACTCGCGGTTCTGCAATTCGCATTGCGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTCACGGGAAC
CTAGATATCCACCGTTGAAAGTTTTCTTTTCGTTTTGGATGTTATCCAGATCTTAGACATATGAAAAATTTTTATTCACACTAGGTGT
GACAATAAAACCTCGAAGAAARACCGAAGTTCTCTTCGAAAGTACATAAGTTAAGGTTTGTTAATTGTGTTAATGATCCATCTGCAGGT
TCACCTACAGATACCTTGTTACGACTTCTTGTTGTTCCARATGGTAGGGTTTACTTATTTTTCCGCARCATTGCTGTCGCAGTCCAGA
AGGTTCACCAGACCATTCGTTACTACAAGCGACGGGCGGTGTGTACAAACGGCAGGGACATAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCACT
TACTAGAAATTCCTCGTTCAAGATCCACAATTCCAAAGAACTATCCCTAACACGACTGGTATTAATAAGATTACCCGTACCTTCCCAG
GACAGGAAATACTTTTTGCGCCAGTCATTGTAACGCGCGTGCGGCCGAGCACGTCTAGGGGCATCACAGACCTGTTATTGCCTTAAAC
TTCCATTGGCTTATTGCACAATAGTCCCTCTAAGAAGTACAACCTGTTATTTACAAGCAGACTAGTTAGCAGGTTARGGTCTCGTTCG
TTAACGGAATTAACCAGACAARATCACTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCARAGAATCAAGAAAGAGCTCTCAATCTG
TCAATCCCTTCTCTGTCTTGCGCTCGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGTTCCACTTCTGGTGTGCTGTTCCGTC
AATTCCTTTAAGTTTCAGACTTGCGTACCATACTTCCCCCAGAACCCAAAGACTTTGATTTCTCATACGGTGCCGACTGGACATTTAT
TCCAGCCGATCCCGAGTCGGTATAGTTTATAGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTTGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTA
ATGAAAACATCTTTGGCAAATGCTTTCGCATTAGTTAGTCCTTAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATTAAATACTAATGCCC
CCAACTGTCCCTATTAATCATTACCAAATCCAAGAACCAATAAAATGGACTTAGTCCTATTCCATTATTCCATGCTAATGTATTCGGG
CTAAAACCTGCCTGGAACACTCTAATTTTTTCACAGTAAAATGTTTACTCCCTAAGTCGAACCAGTGAAGGCCGATTTTAGTTTGCAA
ACGTATGTCCAGTTTCACACGACGAATCGAAATGAACCTGAACAGAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATAC
GCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCATGACTTGCCCTCCAATTGTTCCTCGCTAAGAGATTTACACTGTTCTCATTT
CAATGCCGTAGAAACGTAAGTTTCCCAGCTTGCTATTTCTTGTCACTGGCTCCCTGAATTAGGATTGGCCAATTTTCTTCCCTGCTGC
CGAACCGTAGTTGTAGTAGCCGTTTCTCAGGCTCCTTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCTCCGTTACCCGTGACTGCCATGGTAGTCC
AATACACTACCATCGAGAGCTGATAGGGCAGAAACTTAGATGATTTATCGAGGTAAACCTCGATCCGATCAGTTACTTTGATTCATCT
CAATCACATTGCTGCGATTGGTCTAATATCTAATAAATACGTTCCGGTCGCAGGACACGGAATTTTAAGCATGTATTAGCCCAACAAT
TAGCTCGGTTATCCATGTAATCTTTAATTATCAAATAAACTATAACTGTTTTAATGAGCCATTCGCAGTTTCGCTGTTCAATACTGAA
CTGGCACATGCATGGGTTAATATTTAAGACAAGCATATGTAACTGGCAGGATCAACCAGGTTACTATCCTCAAAATTTGCTCGCTATT
TTCCGATTTGCATCTTCCAACAGCTTGCTCATTTTTTGAATAGTGT TCCAAAAGGTTGGTTCACAAAAGATTAATAGT TCATCGAGAA
CTGACGCGTTGTAATAGATCAGTACTCAGCTATATCGTTAGATTAAGCTTTATACATAGATCCCGCATCGTTTCGTTTACTATTAGTT
TCTTCTAGTTGCTAAAATCTTCGAAGGCACAATGAGAAAACTCTATCGCATCTCTTCGACTCTAGTCAACTTTGTTGCTAGCTGTTAA
TAACATCTGCGATTTCACCGATTTATAACAGTACTAGCGTGTTGCGTTATTTGTAACAATATCTGCATAGATATCGATACAACAAGTG
TCACTGGGAAAAGTTTCTGCGAAGCTTTGCAGTGAATTTACAGCCTTCATGAAAATTTCAGTCAGGCCATTTGCTCTAATACGAGCCT
TAATCCAGAAAAACCTTCAACAGACCCTCAGCGGCCATCGACTAAAAGCCGAAGCCATAGAGAAAAACGTCTGCTCAGTTAGCGCTTC
ATTATCGTTATCCTTGGTTGCCCAAAAGGAAATCTTACTGAAGCTCAAATCGAGCTGATATTTTATTTTTGATCCGGAGATGTTTCCC
CTTCTTAAATATGCATTTTTACCCCCCTGATATTATTTTTATTTTTTTTGCCAAAGAATTTTTCTCAAAGTCAAAAAAGTTCGGAAGG
TTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAAAGACTCTGCCAAAATTTTCAATCCCTTGTAAATTTTTCAGT TTTCATTCATTTT
TTCATTTTTTTCATTTTCGCTATTTTTCACTAAGTCTAATTTAATTTAGAGCTGATTTTAAGCTAAATTTTTAAGTGGCTCTGCTGAA
CTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGCGAGTCTGCTTCATTTTTGAGTGAGTCCACTCATTTTTTAGCGCAATCCGCTTAATTTT
TCTGTGAGTCCACTTATTTTTGTTTAACTCCGCGAATATTAAGCGAGTCCGCTTAATTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGTGA
GTTCACTTAATTTTTTTAGTGACTCCACTCATTTTTATGCGAGTCCACTTAAATATTTGAGCGAGTCCGCTCATTTTTTGTAAGTGGC
TTCACACAAAATCTAAGCGCAATCTCAAAATTTCTCCTAAATCATTTTTTCATTTTTAAAAATTTTTCTAAGTCTTTTTTCACTTTTT
GATTTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTTTCATTTTTCAAAAATTTTTCTAAGTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATTTC
TAATGAGCAATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTCTCTTTATAACTCTTTATTTAATCAAAAAA
AATTTATTTTGAATGTAAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATATAAAAAATGATATACGCATGCT
GTTAAAATTGTTTTATGTTTTTTTATATATGTTTTATTTAAATTTACTAGCATTTAAATGATTAAAAAATATAAAATAAATTTTACTT
TTCTATCATTTTTAATTTATAAATTTTCTCTAAGTCTTTTTATCTCTTTTTGATTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTACACTTTTARAAT
TTTTTCTAAGTCTTTTTTTCAACTCTCAAAAAAAGTGATTTTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATATCTAATGAGCA
ATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTATCTTTATAAAGTCTTTATTTTACCATACCAAAAAAAGT
TTTTTGTGAATGAAAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATAAAAAAAACTATTTACTCTTATTCCT
AAAACTATTTTACTTTTATTTATAAATGTTTTACTTAAATTTTCTAGCATTTAAATGTATAAAAAAAGGAAATACTTCATTTTTGTCC
ATTTTTAGATGCTTTTTCTTTAAAATTTAACTAATTTCTTAAATTTACCTCTTAAAAAATATTTTATCATTTTAAAATCATATATTTT
ATTAAAATAAGTGTTTTAAAGTGAAAATGAATTAAATTCATTTTAATTTACTAGCATTARAGTAGTCARATAGCTAAAATATGTAATA
TTTTCTCATTTTTTAGAACCTATTTTGCTTGAAAATTTGTAAATTTGTAAATTTTATCTAATTTAAAACATTTTACAACATAAARRAAC
AAATATTTTTGTTTTAAATACTATTTGCTAGTTTATTAGATTAAAATAATTTCTATTTGCTACATTTTCACCAGTGAAATTAGCAGAR
TATAAACATCTAATTCTTATCTACTCAAATTTAAATTTTAAACCCAATTATTACTCAATTTTAAGTTATTTTCGAAGGTARAATTCAA
CAACATAGTGCTGAAGGCTATAAAACTAACAACAAAAAGCAAARAAACCGTACGAGCTATACGTGTACGATGACCCGGGTARATTAAG
TGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAACTAAAATTAAACAATTCCTTAAATTTATATTGTCAGATATTTTAGCTATG
TAATTTGCAAGCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATAAAACTAAAAAATATTCATTATATAATTAAAAAAGGAACTTTTAAACA
AAATATCTTAATTTCTATATTAATTTATTAATTATTTACTTTAAAGAAAAAGAGAAAACTTCTAAATCAAATTAATTTTAATAGAAGT
TTTTAATCTATCTAAATAGTAATAATTGTTATATTTGAATAATATAAATTTATCAATAAATAAATACATTTTAGCARAATATTTATTT
TTATATTTCTGCTGATAATTAAGTGAGTGTTATAGCTAATTTTTTAATTTTAAAATATTTTTAAAAARATTTGGTTGTTTGGTTTGTG
ATAGATAATTAATTATTTGTAAGTTTTAGTTTATAATCAATTTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGATTTTTTAATCTTTCC
TTTTTCTTATTTGCTATTAATAATCAATTTATTCATAAAGGATATTTAATAATTTAGAAACAATTTACTGATTTCTAAAATTCTTTTG
TTATTAAAAAATACACTTCAAATTAAAAAAAATAAAATTTCCAACAATTCTATCAGARATTTTTTTCGCTTTAAACAGCTARAAAAGAA
ATTTGATCAAAAATAAATAATCAATTAATTCAAAAAAACAAAAAAAACACTCTCAACAARAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATA
ATTAAAAAAGTTTACAAAAATTTCTGGAAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTAGT TTAAACATCHNCONIONCORTOACORET TCCCT
ACTATTCCTTTATCTAGATTATTCGACAACGCTATGTTAAGAGCTCACAGATTACACCAATTAGCTTTCGACACTTACCAAGAATTCG
AAGAAGCTTACATTCCTAAAGAACAAAAATACTCTTTCTTACAAAACCCTCAAACTTCTTTATGCTTCTCTGAATCTATTCCTACTCC
TTCTAACAGAGAAGAAACTCAACAAAAATCTAACTTAGAATTATTAAGAATTTCTTTATTATTAATTCAATCTTGGTTAGAACCTGTT
CAATTCTTAAGATCTGTTTTCGCTAACTCTTTAGTTTACGGTGCTTCTGACTCTAACGTTTACGACTTATTAAAAGACTTAGAAGAAG
GTATTCAAACTTTAATGGGTAGATTAGAAGACGGTTCTCCTAGAACTGGTCAAATTTTCAAACAAACTTACTCTAAATTCGACACTAA
CTCTCACAACGACGACGCTTTATTAAAAAACTACGGTTTATTATACTGCTTCAGAAAAGACATGGACAAAGTTGAAACTTTCTTAAGA
ATTGTTCAATGCAGATCTGTTGAAGGTTCTTGCGGTTTCTGAGGCGCGCCGATCCTTARATTARAAAATTCAATATATATTTACAAACT




TTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTAC
TATAAAATATAATTTATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAATTATTTTTTTTAAC
TTTCTAAAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTA
AATTTTCAAATTTTTACTGGAAAAATGCAGCGATCGCATTGGCCGGCCATTTCGATATACAATTTATTTCTAAAAAATATTTAAAAAT
AAAAAATAATAAGGGTTTTGAATAACTCCTTTAATTTAAATACACATTTTTAAATTTTTTTTTAGCTCTTTAAATATTCATAAAAATA
AAAAATAACTAACTAAAAATAAATAAAAAGATAATAATGATTAAAGGTATAATACTGAATAAGAAAAAACATAATAGAGTACTTATTT
TTTATATCACTATTTTTAATATCTTGAAAGCAAAACTTTTTTATATATCTTAAAATATATTGTATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTA
AATTTCAAATATATTGATAAAAAAGATGACATGTTTTTTAAAGAAAACATGAAATATAAAATAGATAAATATCAATTATTTTATTTAT
TAAATATATAAGCTGCTCAAAACATAGCTCATTCATCAATTATAATATGTGAATCATTAATTTTCAAAATATTACTCATTATTTAGGC
TATCATTTATTTTTTATTTTCAATTATCCGTTTCTATTATATTTTAATATTAAGTTGTGATTCTTGAATTTTGTGTCATGAATTATTT
GTAAATCTTTTTATTTCTGATAAAAAATATAAATTGATTGACTCATGATTTAAATCATGAGTCAACCTAACTAATTTTCAAAATTCTT
CTATTCTAAAATATAGATGTGATTCTTGAATCTCTCTTGAATATAAAGTAATTTTTTATATTTCTGATATAATTCTTAGCTACGTGAT
TCACGATTTATACAATGATCCATATAAAATAATGTAAATAGTGTATATATATATATTCGTCTTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAA
AATTAAAAAAATTTAATAAAGCTCTAATAAAATAAATAATAATACTAAACTTAAAATAATGATTGAACAAGATGGTTTACACGCTGGT
TCTCCCGCCGCTTGGGTCGAAAGACTTTTCGGTTATGACTGGGCTCAACAAACCATCGGTTGCTCTGATGCCGCCGTCTTCCGTCTTT
CTGCTCAAGGTCGTCCTGTTCTTTTCGTCAAGACCGACCTTTCTGGTGCCCTTAATGAACTTCAAGATGAAGCTGCCCGTCTTTCTTG
GCTTGCCACCACCGGTGTTCCTTGCGCTGCTGTCCTTGACGTTGTCACTGAAGCCGGTAGAGACTGGCTTCTTTTAGGTGAAGTCCCC
GGTCAAGATCTTCTTTCTTCTCACCTTGCTCCTGCCGAAAAAGTTTCTATCATGGCTGATGCTATGCGTCGTCTTCATACCCTTGATC
CCGCTACCTGCCCTTTCGACCACCAAGCCAAACATCGTATCGAACGTGCTCGTACTCGTATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAAGATGA
TCTTGACGAAGAACATCAAGGTCTTGCCCCTGCCGAACTTTTCGCCAGACTTAAGGCCCGTATGCCCGACGGTGAAGATCTTGTCGTC
ACCCATGGTGATGCCTGCTTACCCAATATCATGGTTGAAAATGGTCGTTTTTCTGGTTTCATCGACTGTGGTCGTCTTGGTGTCGCCG
ACCGTTATCAAGATATTGCCTTAGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAACTTGGTGGTGAATGGGCTGACCGTTTCCTTGTCCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCTCAACGTATCGCCTTCTATCGTCTTCTTGACGAATTCTTCTGAGATCCTTAAATTAAAAATTCAATATAT
ATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGT
TAATATACTACTATAAAATATAATTTATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAATTA
TTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTT
TTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTACTGGAAAAATGCAGTCGACTATCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGC
TGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATG
AGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGC
CAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGC
GAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCA
GCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGC
TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGA
CCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTC
GGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTT
GAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTA
CAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGG
AAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGA
AAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCA
TGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTG
GTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTC
GTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATT
TATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTG
CCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCG
TTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCT
TCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCAT
GCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGC
CCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCT
CAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGT
TTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTT
TTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGG
TTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCAC
GAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAA
GCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGC
AGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATT
CAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGA
TTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCATAGGTACCGAATTTCTAC
GATCTGCTGAGATTACGCCCGTCTCCTTAGATTTATCTCATCTCCCTTTATTTTTTACTTCTGCTGGGGTTGTTAACCTCTTTAAGAA
ATTTTTTTTATTTTGATTTGTTTAATTTAATTTTGTTTAACTTTAGTAAATTTTTTTCCTTTTTTCACTCCACTGGGGTTATTAAATA
CTTAGAGATTTTTTATTTTTATCAAATAATTTATGAACTCATTAAAACAAAACAAAACAAAGTTAAAAAAAACTCAATAGATTTGCTA
ATAAGATGCAAAGCAGCTATGAGGCAATTTTTCTCATTTGGAAAGCTTCAATCAACTGCTTATAAATAAATTATAAATCAATATTAAA
AATGTTAAAGTTTTATGTTATTTGTTAGTAAAAAAATTGAATAGTTGTGTTTAAGCTGATATAAGTCTTTATGCATGATATGTTAAAA
GTTACGCTTAAAATTATGCTTTTTACGCAGAATGAGCTTAGCTAAATTTTTTCTCAAAGTAAATTTTTTTTAATGCAAAATGAATGAA
AAAATTTTAGTATTTTATAAAAATTCTTCATTCAAATTTTACCCACTTATCAATTTATTTTTTTTTGTGACTAAAGCAGTCCCAGAGC
CTTTTCTCTAAAAGTTGAATTTTATTAACAATGCCACTTTTATAGAAAATTTTGCATGGATTTCCTGGGGCTCCAATGGAAAAATTGC
GAAAGTGGATTTTGAATGAAAAAGTGAATGTAAAAATTAAAGTAAAATTTTGCTTTATAAAATGAATGAAAATTTAAAACAAGCAAAA
TGAATGAAAAAATCTTTGCATTTTAACAAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTTATCAATAACTTTTTTTTTCCCCCAGCCCGT
CAAAAGACCCTATTATTTGTTTTCCTAAAAGTTGACTTTTATTAAGAAACAAAATGAATGAAAAAATCTTTGTATTTTAACAAAATTT
TTCATTCAAAATTTCACCCACTTATCAATATATTTTTTTTAAGTCCTGCCTGCAGGCTAATATTCTTTCCTAAAAGTTGACTTTTATT
AAGAAGCAAAATGAATGAAAAAATCTTTGTATTTTAACCAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTATCAATATTTTTTTTGGGAC
CAAACCAAAAGACCTAAAGATTTGATTTAAAAAGTTGACTTTTTTCAAGAAAACCACTTTATTAGATAAATCTCTTTTTTACCACGGC
TTGTCCAATGAATAATTTGCTAAAGTGGATTTGAATAAAAATTTTTTTGCGTGTAAAAATGCGCTAAACTACGCTTAGATTTTAACTT
TATCCCACTTTAATTTCAAGCGTAAAAATAAAAATCCCACACAAAAATTAAGTGGAAATTGATGCAAAAATTTCACTAAAATTTAATT
CAATAAATATGTAAAAATGGTTGATCTCTATAATTTATGAGATTTGCATTATTTAAGGCTTATAAGAAATTTTAAATTAACGCGGAAG
CTTCATTTTTAGATAAAATTTATTAATCATCATTAATTTCTTGAAAAACATTTTATTTATTGATCTTTTATAACAAAAAACCCTTCTA



AAAGTTTATTTTTGAATGAAAAACTTATAAAAATTTATGAAAACTACAAAAAATAAAATTTTTAATTAAAATAATTTTGATAAGAACT
TCAATCTTTGACTAGCTTAGTCATTTTTGAGATTTAATTAATATTTTATGTTTATTCATATATAAACTATTCAAAATATTATAGAATT
TAAACATTTTAACATCTTAATCATTGATAAATAACCAAAAATCAAAGTATTACATCAATAAATAACTTTTACTCAATGTCAAAGAAAT
TATTATAGGGCCCGTAACTGCTGCTGGAATTACACATGGCATGGATGAATTATACAAAGGTACCGTCTTCTGAGGTACCCTTATCTAA
ATGAACAACACTTAAATAAATATAAATTAAAGAACGTACTTATATTTAAATAAATCTCGAAATTTTCTAATTACTATTATTTTTATTT
TTTATACTTATGTCAAACAATACATAGACATCATATGGATTCACAACATAAAGTATTGGAGTAATAAACACTACGCGCCCCAGGGCCG
TCGTTTTCAACGTCGTGACTGGGCAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAAT
AGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGAAATTGTAAGCGTTAATATTATAGAATT
TAAACATTTTAACATCTTAATCATTCATAAATAACTAAAAATCAAAGTATTACATTCAATAAATAACTTTTACTCAATGTCAAAGAAA
TTATTGGGGTTGGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG
TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGG
GGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTT
GGGGTTGGGGTGGGAAAACAGCATTCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCGGGATCGGCCTAGG
CGGCCGCGATCCTCGGGGACACCAAATATGGCGATCTCGGCCTTTTCGTTTCTTGGAGCTGGGACATGTTTGCCATCGATCCATCTAC
CACCAGAACGGCCGTTAGATCTGCTGCCACCGTTGTTTCCACCGAAGAACCACCGTTGCCGTAACCACCACGACGGTTGTTGCTAAAG
AAGCTGCCACCGCCACGGCCACCGTTGTAGCCGCCGTTGTTGTTATTGTAGTTGCTCATGTTATTTCTGGCACTTCTTGGTTTTCCTC
TTAAGTGAGGAGGAACATAACCATTCTCGTTGTTGTCGTTGATGCTTAAAT



>pTtAC2-PLA22-hGH

TTGCACTTGTTCGCTCAGTTCAGCCATAATATGAAATGCTTTTCTTGTTGTTCTTACGGAATACCACTTGCCACCTATCACCACAACT
AACTTTTTCCCGTTCCTCCATCTCTTTTATATTTTTTTTCTCGATCGAGTTCAAGAGAARAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAARAAAGG
AAAGCGCGCCTCGTTCATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCARAACGATACCT
GGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGAGAATTAAGAAAAAGTCGTCATCTTTCGATAAGTTTTTCCCACAGCARAGC
AATAGTAGAAAAARACAATGGGAAACGTTGAATGAAGACAAAGCGTCGTGGTTTAAAAGGAAATACGCTCACGTACATGCTAGGGAAC
AGGACCGTGCAGCGGATCGGCCTAGGCGGCCGCGATCCCGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTG
AATGCTGTTTTCCCACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAAC
CCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCA
ACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCE
CAACCCCAACCCCAACCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGAATGTAATACTTTGATTTTTAGTTATTTATGA
ATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAG
TGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG
GTTGAGTACTCACCAGATACTCGAGCCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGATGTAATACTTTGATTTTTGGT
TATTTATCAATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTTTGAATAGTTTATATATGAATAAACATAAAATATTAATTAA
ATCTCAAAAATGACTAAGCTAGTCAAAGATTGAAGTTCTTATCAAAATTATTTTAATTARAAATTTTATTTTTTGTAGTTTTCATARA
TTTTTATAAGTTTTTCATTCAAAAATAAACTTTTAGAAGGGTTTTTTGTTATAAAAGATCAATAAATAAAATGTTTTTCAAGARATTA
ATGATGATTAATAAATTTTATCTAAAAATGAAGCTTCCGCGTTAAATTTAAAATTTCTTATAAGCCTTAAATAATGCAAATCTCATARA
ATTATAGAGATCAACCATTTTTACATATTTATTGAATTAAATTTTAGTGAAATTTTTGCATCAATTTCCACTTAATTTTTGTGTGGGA
TTTTTATTTTTACGCTTGAAATTAAAGTGGGATAAAGTTAAAATCTAAGCGTAGTTTAGCGCATTTTTACACGCAAAAARATTTTTAT
TCAAATCCACTTTAGCAAATTATTCATTGGACAAGCCGTGGTAAAAAAGAGATTTATCTAATAAAGTGGTTTTCTTGAAAAAAGTCAA
CTTTTTAAATCAAATCTTTAGGTCTTTTGGTTTGGTCCCAAAAAAAATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTGGTTA
AAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTCTTAATAAAAGTCAACTTTTAGGAAAGAATATTAGCCTGCAGGCAGGACTTAAAAAA
AATATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTTGTTAAAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGTTTCTTAATAAAAGT
CAACTTTTAGGAAAACAATATAGGTCTTTGACGGCTGGAGAARAAAAAAGTATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGARAAATTTTGT
TAAAATGCAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTGTTTTAAATTTTCATTCATTTTATAAAGCAAAATTTTACT TTAATTTTTACATTC
ACTTTTTCATTCAAATCCACTTTCGCAATTTTTCCATTGGAGCCCCAGGAAATCCATGCAAAATTTTCTATAAAAGTGGCATTGTTAR
TAAAATTCAACTTTTAGAGARAGGCTCTGGGACTGCTTTAGTCACAAAAAAARAATAAATTGATAAGTGGGTAAAATTTGAATGAAGAA
TTTTTATAAAATACTAAAATTTTTTCATTCATTTTGCATTAAAAAAAATTTACTTTGAGAARAAAATTTAGCTAAGCTCATTCTGCGTA
AAAAGCATAATTTTAAGCGTAACTTTTAACATATCATGCATAAAGACT TATATCAGCTTAAACACAACTATTCAATTTTTTTACTAAC
AAATAACATAAAACTTTAACATTTTTAATATTGATTTATAATTTATTTATAAGCAGT TGATTGAAGCTTTCCAAATGAGAAARATTGC
CTCATAGCTGCTTTGCATCTTATTAGCAAATCTATTGAGTTTTTTTTAACTTTGTTTTGTTTTGTTTTAATGAGTTCATAAATTATTT
GATAAAATGTAAAATCTCTAAGTATTTAATAACCCAGTGAGTGAAAAAAGGAAAAAAATTTACTAAAGT TARACAAAATTAAATTAAA
CAAATCAAAACATAAAAAATTTCTTAAAGAGGTTAACAACCCCAGCAGAAGTAAAARAATAAAGGGAGATGAGATAAATCTAAGGAGAC
GGGCTGAATCTCAGCAGATCGTAGAAATTCTACTCTCATGCTTACAATACCCGTTCCATGTTAAGTCGTCTACAAAAGATTTACGTAG
ATGATAATTTGGAATACGATTAGCAGTTAAGGTCAAGCTTTTTCGCTCTTCCCCGCTCTACCTTTCGAACTTAATTTTTATTTTTTTT
CGTTTATCATCACACTTAGACATTGCTTTCCAGCATGGATTCTGACTTAGAGGCCTTCAGTCATAATCCAACAGATGGTAGCTTCACG
GCATTGTCTTTTCAGACAACCGTATTTACCAATTATCTGATTTAAGTGTTCCTCTCGTACTAACTTAAATTACTGTCGCAACATCGTT
TCATCAGTAGGGTAAAACTAACCTGTCTCACGACGGTCTAAGCCCAGCTCACGTTCCCTATTAGCGGGTGAACAATCCGACACCGTTG
TGAATTCTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGATATGAACTCTTGGCTGCCACAAGCCAGT
TATCCCTGTGGTAACTTTTCTGACACCTCTAGCTTAAAACTTGTAAAGTTAAAGGATCGATAGGCCACGCTTTCGCGGTTTGTATTCC
TACTGAAAATCAAAATCAATGTAGCTTTTACCCTTTTGTTCTACGTGAGATTTCCGTTCTCACTGAGCTACACTTAGGACGCCTGCGT
TATGGTTTAACAGGCATTCCGCCCCAGACAAACTCCCCCCCTAACCATGTCTTCGCAAAATCAGTCAATAAATGACCTTAATCTTAGA
ACTGGTTTGCACCAGTCTTTTCTTCACGAAATAAGCAAAATGACTACGTGGGTAGTGGTTTTACAGGATCGATTGCTCTCCCACCTAG
GCTATACCCCACGTGCCATTTCACAAAGTTAGACTAGAGTCAAGCTCAACAGGGTCTTCTTTCCCCGCTGATTATTCTAAGCCCGTTC
CCTTAGCTGTGGGTTCGCTAGATAGTAGATAGGGACAGTGGTAATCTCATTAATCCATTCATGCGCGTCACTAATTAGATGACGAGGC
ATTTGGCTACCTTACGAGTACTCCAAAACTAATCAATATACTTTCGCATACAAATTAGTTCCCAGCGGCTCCAGTGTTGCATCACTTC
ATCCGCTAGCTCCCATTAAGGAGAGGTCCGACTATATCTTATGAGAAGAATACATCTTCCCCGACCGACATTTAGTCTGTGAACTGCA
TCCATATCAACAGAAGATCTGTTGACTTAGGACTTGGCTGCGTGGTTAGGACCATGTCCGTCAGCTTATTACCATACCCTTTGCAAGG
CCATCTCAAAGTTTCCCCTGAGACTTGGTACTGAACGGCTGTTGACCCCTTTCCCGCAATTTGACGGTCTTGCCTTTTAAACCGATGC
AATCTATTGGTTTAAAGACTAGCTACCAGGTGCATGCCTGATAACTTTTCCCTCCARAAGGTAAATATTGCTATTTAGAGAGTCATAGT
TACTCCCGCCGTTTACCCGCGCTTGGTTGAATTGCGTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCAGAAATCACATTGTGTCATCACCTGT
TGAGGCCGTCACAATGCTTTGTTTTTATTAAACAGTCGGATTACCTTTGTCCGCTTCAGT TCTGAGTTGATCGT TAATTGTATAAAGA
CGGCCGAAACCTACCTTGCAARATTCATCGTTCGCAAGTCTATCAGCATGTTGCCACACTAACAAACAAGCTTGGATATCATTACARAG
CCTTTATACCCGATCCTCAGAGCCAATCCTTATCCCGAAGTTACGGATCCAATTTGCCGACTTCCCTTATCTACATTGTTCTATGGAC
CAGAGGCTGCTAACCTTGGAGACCTGATGCGGTTATGGGTACGAACTGGCGTGAAATTATGTCTCCCCCAGATTTTCAAGGGTCATCA
GGCGCGCAACTGACAGCTCTTAGGGTGAGCTGCTCTGCCATACATACAGCCGATATCTCTGGATAATCCAATTTCATGGCCATAGTAT
GTTAAAAAGAAAAGATAACTCTTCCAGTGACACCTGCTGACGTTTCCGGGTTTCTTTGCGTTACCGCCTATACCACGTCCAGCTTGAG
GAATATTAACCTCATTCCCTTTTGACAACGAAARACGAATGTCTTCTTGTATTGCAAGGAGTTAACCTATGTCTTAGGATCGAGTAACC
CATGAACAATTGCTGTTCTCATGGAACCCTTCTCCACTTCGGTCTTCAAAGTTCTCATTTGAATATTTGCTACTACCACCAAGATCTC
ACTAATCGCTGCTCCATATAGGCTCACGCCAATACTTCTAGGCAACGATCACGCCCTCCTACTCATCARAGCCTCGCATTTGCTCTGA
TGGTTGAGTATCGGCAACACGCTTCAGCGCCATTCATTTTCAGGGCTAGTTCATTCGGCAGGTGAGTTGTTACACACTCCTTAGCGGA
TTCTAACTTCCATAGCCACCGTCCTGCTGTCCGTATGAACCAACACCTTTTGTGGTATCTGATGAGCGTGCATTTGGGCGCCTTATCT
CAACGTTAGGTTCATCCCTCATCGCCAGTTCTGCTTACCAAAAATGGCCCAACTCAAGAGCACTGCGTTCTTCCCGAGAGTTCATTTA
AGTAAACTCCGCGGCTCTTACCAATTTAAAGTTTGAGAATAGGTCGAAGTTCTTAGGACTCCCGAGTCCTTCAATCATTCGCTTTACC
TAATAAAACTGCGTACTTGCTCTTGCTATCCTGAGAGARACTTCGGAGGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCT
ACACTCAAATTTGACGAACGATTTGCACGTCAGTATCGCTACGAGCTTCCACCAGAGTTTCCCCTGGCTTCACCCTATTCAAGCGTAG
TTCACCATCTTTCGGGTCCTAACAATTAAGCTCTTCCTCGAACCCTTCGCGGAGACTCAAGGCGGGTGATGCTGCTACCTTGCGGCTT
GGCACCTTGTACTCACTTTCGTTTCGCGGACGGGTTTTTCCACCCTATCACTCGCTTAATTGATAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAG
ACGGGTCAGTAGAAGCCATTTTGACAAAATCGCCCTTAGGCCCCTCAGTCCAGTTTGAAGTTTTCCTTTTGATCTGCATTGCTGCCCG
ATCTCAGGTGACTCCTTCAATCTGAACCCATTTTGTCTTCTGACCGGTGTAGCAAGT TCTGTACCATTTCCTTACTCATCGACCTTTT
ACGTATCGACTCTGCAGTGATTAGTACTTCCCCCTTATGCGCCGTCCAGTTTATTGCTCTTCTACAGCTTCCTTCTCAACGGTTTCAA
GTCTTTTAGCCCTCTTTTCARAGTTCTTTTCATCTTTCCTTCGCAGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCCCGTGTATATTTAGCTTTAGA



AGAAGTTTATCTCCCACTTAGGGCTGCAATTCCAAACAACCCGACTCTTTGAAATCTCCCTTACACCAGCCTTCCTCTCCGACTACGG
GGTTGTCACCCTCTTTGACGTCCTGTCCCAAGGAACTTATGAGAGGAGCTTAGTTTCAGGTTGACCCTTTAGATTACAATTCTGTTGT
GTTGACCACTTCAGATTTTCACTTTGAGCTTTAGCCTGTTCATTCGCCATTACTGGGGCTATCCTAGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTT
ACTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAATCTTGCTTGTTTCAGGTGTAGTGAGAAAAATGTAATTTTTCTATGAGTAGCATAGTGAGCA
TTCGCCTTGATGCCTGAACGAATGTTCACATTACTGGAATGTGACTACTTCGTTCTGGCGGCGATTGCTCGACCACCCATCACGTTTA
ACGAGAGAAGCTTTTGACGGCTTCAATCGCATTAAGATGCGTGATTCCTTTCCACACTGAAACAAACATGAAGGTTTTTACACCTCCA
CCACTTGCGTTCAAAGATCTGATGACTCGCGGTTCTGCAATTCGCATTGCGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTCACGGGAAC
CTAGATATCCACCGTTGAAAGTTTTCTTTTCGTTTTGGATGTTATCCAGATCTTAGACATATGAAAAATTTTTATTCACACTAGGTGT
GACAATAAAACCTCGAAGAAAACCGAAGTTCTCTTCGAAAGTACATAAGTTAAGGTTTGTTAATTGTGTTAATGATCCATCTGCAGGT
TCACCTACAGATACCTTGTTACGACTTCTTGTTGTTCCAAATGGTAGGGTTTACTTATTTTTCCGCAACATTGCTGTCGCAGTCCAGA
AGGTTCACCAGACCATTCGTTACTACAAGCGACGGGCGGTGTGTACAAACGGCAGGGACATAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCACT
TACTAGAAATTCCTCGTTCAAGATCCACAATTCCAAAGAACTATCCCTAACACGACTGGTATTAATAAGATTACCCGTACCTTCCCAG
GACAGGAAATACTTTTTGCGCCAGTCATTGTAACGCGCGTGCGGCCGAGCACGTCTAGGGGCATCACAGACCTGTTATTGCCTTAAAC
TTCCATTGGCTTATTGCACAATAGTCCCTCTAAGAAGTACAACCTGTTATTTACAAGCAGACTAGTTAGCAGGTTAAGGTCTCGTTCG
TTAACGGAATTAACCAGACAAATCACTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCAAAGAATCAAGAAAGAGCTCTCAATCTG
TCAATCCCTTCTCTGTCTTGCGCTCGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGTTCCACTTCTGGTGTGCTGTTCCGTC
AATTCCTTTAAGTTTCAGACTTGCGTACCATACTTCCCCCAGAACCCAAAGACTTTGATTTCTCATACGGTGCCGACTGGACATTTAT
TCCAGCCGATCCCGAGTCGGTATAGTTTATAGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTTGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTA
ATGAAAACATCTTTGGCAAATGCTTTCGCATTAGTTAGTCCTTAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATTAAATACTAATGCCC
CCAACTGTCCCTATTAATCATTACCAAATCCAAGAACCAATAAAATGGACTTAGTCCTATTCCATTATTCCATGCTAATGTATTCGGG
CTAAAACCTGCCTGGAACACTCTAATTTTTTCACAGTAAAATGTTTACTCCCTAAGTCGAACCAGTGAAGGCCGATTTTAGTTTGCAA
ACGTATGTCCAGTTTCACACGACGAATCGAAATGAACCTGAACAGAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATAC
GCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCATGACTTGCCCTCCAATTGTTCCTCGCTAAGAGATTTACACTGTTCTCATTT
CAATGCCGTAGAAACGTAAGTTTCCCAGCTTGCTATTTCTTGTCACTGGCTCCCTGAATTAGGATTGGCCAATTTTCTTCCCTGCTGC
CGAACCGTAGTTGTAGTAGCCGTTTCTCAGGCTCCTTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCTCCGTTACCCGTGACTGCCATGGTAGTCC
AATACACTACCATCGAGAGCTGATAGGGCAGAAACTTAGATGATTTATCGAGGTAAACCTCGATCCGATCAGTTACTTTGATTCATCT
CAATCACATTGCTGCGATTGGTCTAATATCTAATAAATACGTTCCGGTCGCAGGACACGGAATTTTAAGCATGTATTAGCCCAACAAT
TAGCTCGGTTATCCATGTAATCTTTAATTATCAAATAAACTATAACTGTTTTAATGAGCCATTCGCAGTTTCGCTGTTCAATACTGAA
CTGGCACATGCATGGGTTAATATTTAAGACAAGCATATGTAACTGGCAGGATCAACCAGGTTACTATCCTCAAAATTTGCTCGCTATT
TTCCGATTTGCATCTTCCAACAGCTTGCTCATTTTTTGAATAGTGTTCCAAAAGGTTGGTTCACAAAAGATTAATAGTTCATCGAGAA
CTGACGCGTTGTAATAGATCAGTACTCAGCTATATCGTTAGATTAAGCTTTATACATAGATCCCGCATCGTTTCGTTTACTATTAGTT
TCTTCTAGTTGCTAAAATCTTCGAAGGCACAATGAGAAAACTCTATCGCATCTCTTCGACTCTAGTCAACTTTGTTGCTAGCTGTTAA
TAACATCTGCGATTTCACCGATTTATAACAGTACTAGCGTGTTGCGTTATTTGTAACAATATCTGCATAGATATCGATACAACAAGTG
TCACTGGGAAAAGTTTCTGCGAAGCTTTGCAGTGAATTTACAGCCTTCATGAAAATTTCAGTCAGGCCATTTGCTCTAATACGAGCCT
TAATCCAGAAAAACCTTCAACAGACCCTCAGCGGCCATCGACTAAAAGCCGAAGCCATAGAGAAAAACGTCTGCTCAGTTAGCGCTTC
ATTATCGTTATCCTTGGTTGCCCAAAAGGAAATCTTACTGAAGCTCAAATCGAGCTGATATTTTATTTTTGATCCGGAGATGTTTCCC
CTTCTTAAATATGCATTTTTACCCCCCTGATATTATTTTTATTTTTTTTGCCAAAGAATTTTTCTCAAAGTCAAAAAAGTTCGGAAGG
TTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAAAGACTCTGCCAAAATTTTCAATCCCTTGTAAATTTTTCAGTTTTCATTCATTTT
TTCATTTTTTTCATTTTCGCTATTTTTCACTAAGTCTAATTTAATTTAGAGCTGATTTTAAGCTAAATTTTTAAGTGGCTCTGCTGAA
CTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGCGAGTCTGCTTCATTTTTGAGTGAGTCCACTCATTTTTTAGCGCAATCCGCTTAATTTT
TCTGTGAGTCCACTTATTTTTGTTTAACTCCGCGAATATTAAGCGAGTCCGCTTAATTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGTGA
GTTCACTTAATTTTTTTAGTGACTCCACTCATTTTTATGCGAGTCCACTTAAATATTTGAGCGAGTCCGCTCATTTTTTGTAAGTGGC
TTCACACAAAATCTAAGCGCAATCTCAAAATTTCTCCTAAATCATTTTTTCATTTTTAAAAATTTTTCTAAGTCTTTTTTCACTTTTT
GATTTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTTTCATTTTTCAAAAATTTTTCTAAGTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATTTC
TAATGAGCAATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTCTCTTTATAACTCTTTATTTAATCAAAAAA
AATTTATTTTGAATGTAAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATATAAAAAATGATATACGCATGCT
GTTAAAATTGTTTTATGTTTTTTTATATATGTTTTATTTAAATTTACTAGCATTTAAATGATTAAAAAATATAAAATAAATTTTACTT
TTCTATCATTTTTAATTTATAAATTTTCTCTAAGTCTTTTTATCTCTTTTTGATTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTACACTTTTAAAAT
TTTTTCTAAGTCTTTTTTTCAACTCTCAAAAAAAGTGATTTTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATATCTAATGAGCA
ATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTATCTTTATAAAGTCTTTATTTTACCATACCAAAAAAAGT
TTTTTGTGAATGAAAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATAAAAAAAACTATTTACTCTTATTCCT
AAAACTATTTTACTTTTATTTATAAATGTTTTACTTAAATTTTCTAGCATTTAAATGTATAAAAAAAGGAAATACTTCATTTTTGTCC
ATTTTTAGATGCTTTTTCTTTAAAATTTAACTAATTTCTTAAATTTACCTCTTAAAAAATATTTTATCATTTTAAAATCATATATTTT
ATTAAAATAAGTGTTTTAAAGTGAAAATGAATTAAATTCATTTTAATTTACTAGCATTAAAGTAGTCAAATAGCTAAAATATGTAATA
TTTTCTCATTTTTTAGAACCTATTTTGCTTGAAAATTTGTAAATTTGTAAATTTTATCTAATTTAAAACATTTTACAACATAAAAAAC
AAATATTTTTGTTTTAAATACTATTTGCTAGTTTATTAGATTAAAATAATTTCTATTTGCTACATTTTCACCAGTGAAATTAGCAGAA
TATAAACATCTAATTCTTATCTACTCAAATTTAAATTTTAAACCCAATTATTACTCAATTTTAAGTTATTTTCGAAGGTAAAATTCAA
CAACATAGTGCTGAAGGCTATAAAACTAACAACAAAAAGCAAAAAAACCGTACGAGCTATACGTGTACGATGACCCGGGTAAATTAAG
TGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAACTAAAATTAAACAATTCCTTAAATTTATATTGTCAGATATTTTAGCTATG
TAATTTGCAAGCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATAAAACTAAAAAATATTCATTATATAATTAAAAAAGGAACTTTTAAACA
AAATATCTTAATTTCTATATTAATTTATTAATTATTTACTTTAAAGAAAAAGAGAAAACTTCTAAATCAAATTAATTTTAATAGAAGT
TTTTAATCTATCTAAATAGTAATAATTGTTATATTTGAATAATATAAATTTATCAATAAATAAATACATTTTAGCAAAATATTTATTT
TTATATTTCTGCTGATAATTAAGTGAGTGTTATAGCTAATTTTTTAATTTTAAAATATTTTTAAAAAAATTTGGTTGTTTGGTTTGTG
ATAGATAATTAATTATTTGTAAGTTTTAGTTTATAATCAATTTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGATTTTTTAATCTTTCC
TTTTTCTTATTTGCTATTAATAATCAATTTATTCATAAAGGATATTTAATAATTTAGAAACAATTTACTGATTTCTAAAATTCTTTTG
TTATTAAAAAATACACTTCAAATTAAAAAAAATAAAATTTCCAACAATTCTATCAGAAATTTTTTTCGCTTTAAACAGCTAAAAAGAA
ATTTGATCAAAAATAAATAATCAATTAATTCAAAAAAACAAAAAAAACACTCTCAACAAAAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATA
ATTAAAAAAGTTTACAAAAATTTCTGGAAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTAGTTTAAACATGAACAAGACTTTAATTTTAGCTTTA
GTTGTTGTTTTAGCTTTAACTGCTACTACTTTAGTTGCTTTCCCTACTATTCCTTTATCTAGATTATTCGACAACGCTATGTTAAGAG
CTCACAGATTACACCAATTAGCTTTCGACACTTACCAAGAATTCGAAGAAGCTTACATTCCTAAAGAACAAAAATACTCTTTCTTACA
AAACCCTCAAACTTCTTTATGCTTCTCTGAATCTATTCCTACTCCTTCTAACAGAGAAGAAACTCAACAAAAATCTAACTTAGAATTA
TTAAGAATTTCTTTATTATTAATTCAATCTTGGTTAGAACCTGTTCAATTCTTAAGATCTGTTTTCGCTAACTCTTTAGTTTACGGTG
CTTCTGACTCTAACGTTTACGACTTATTAAAAGACTTAGAAGAAGGTATTCAAACTTTAATGGGTAGATTAGAAGACGGTTCTCCTAG
AACTGGTCAAATTTTCAAACAAACTTACTCTAAATTCGACACTAACTCTCACAACGACGACGCTTTATTAAAAAACTACGGTTTATTA
TACTGCTTCAGAAAAGACATGGACAAAGTTGAAACTTTCTTAAGAATTGTTCAATGCAGATCTGTTGAAGGTTCTTGCGGTTTCTGAG




GCGCGCCGATCCTTAAATTAAAAATTCAATATATATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTGT
ATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATTTATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTT
ACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAATTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTA
AAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTACTGGAAAAATGCAGCGATCGCATTGGC
CGGCCATTTCGATATACAATTTATTTCTAAAAAATATTTAAAAATAAAAAATAATAAGGGTTTTGAATAACTCCTTTAATTTAAATAC
ACATTTTTAAATTTTTTTTTAGCTCTTTAAATATTCATAAAAATAAAAAATAACTAACTAAAAATAAATAAAAAGATAATAATGATTA
AAGGTATAATACTGAATAAGAAAAAACATAATAGAGTACTTATTTTTTATATCACTATTTTTAATATCTTGAAAGCAAAACTTTTTTA
TATATCTTAAAATATATTGTATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTAAATTTCAAATATATTGATAAAAAAGATGACATGTTTTTTAAAG
AAAACATGAAATATAAAATAGATAAATATCAATTATTTTATTTATTAAATATATAAGCTGCTCAAAACATAGCTCATTCATCAATTAT
AATATGTGAATCATTAATTTTCAAAATATTACTCATTATTTAGGCTATCATTTATTTTTTATTTTCAATTATCCGTTTCTATTATATT
TTAATATTAAGTTGTGATTCTTGAATTTTGTGTCATGAATTATTTGTAAATCTTTTTATTTCTGATAAAAAATATAAATTGATTGACT
CATGATTTAAATCATGAGTCAACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAGATGTGATTCTTGAATCTCTCTTGAATA
TAAAGTAATTTTTTATATTTCTGATATAATTCTTAGCTACGTGATTCACGATTTATACAATGATCCATATAAAATAATGTAAATAGTG
TATATATATATATTCGTCTTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATAAAGCTCTAATAAAATAAATAATAAT
ACTAAACTTAAAATAATGATTGAACAAGATGGTTTACACGCTGGTTCTCCCGCCGCTTGGGTCGAAAGACTTTTCGGTTATGACTGGG
CTCAACAAACCATCGGTTGCTCTGATGCCGCCGTCTTCCGTCTTTCTGCTCAAGGTCGTCCTGTTCTTTTCGTCAAGACCGACCTTTC
TGGTGCCCTTAATGAACTTCAAGATGAAGCTGCCCGTCTTTCTTGGCTTGCCACCACCGGTGTTCCTTGCGCTGCTGTCCTTGACGTT
GTCACTGAAGCCGGTAGAGACTGGCTTCTTTTAGGTGAAGTCCCCGGTCAAGATCTTCTTTCTTCTCACCTTGCTCCTGCCGAAAAAG
TTTCTATCATGGCTGATGCTATGCGTCGTCTTCATACCCTTGATCCCGCTACCTGCCCTTTCGACCACCAAGCCAAACATCGTATCGA
ACGTGCTCGTACTCGTATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAAGATGATCTTGACGAAGAACATCAAGGTCTTGCCCCTGCCGAACTTTTC
GCCAGACTTAAGGCCCGTATGCCCGACGGTGAAGATCTTGTCGTCACCCATGGTGATGCCTGCTTACCCAATATCATGGTTGAAAATG
GTCGTTTTTCTGGTTTCATCGACTGTGGTCGTCTTGGTGTCGCCGACCGTTATCAAGATATTGCCTTAGCTACCCGTGATATTGCTGA
AGAACTTGGTGGTGAATGGGCTGACCGTTTCCTTGTCCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCTCAACGTATCGCCTTCTATCGTCTT
CTTGACGAATTCTTCTGAGATCCTTAAATTAAAAATTCAATATATATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATATATTATATAAAATTA
ATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATTTATTCCAAATTGACTAAA
ATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAATTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAAATTCCTCTTCACATACA
TGTTAGCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTACTGGAAAAATGCAGT
CGACTATCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAA
CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCT
TTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCG
CTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCAC
AGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTT
TTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACC
AGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGG
AAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCC
CCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAG
CCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAG
AACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCT
GGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGT
CTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTA
AAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCA
GCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCA
GTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAG
TGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGC
AACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGC
GAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTT
ATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACC
AAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTT
TAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCAC
TCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAG
GGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGA
GCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGA
AACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAAC
CTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGG
GTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCA
CAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCT
TCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA
AAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCATAGGTACCGAATTTCTACGATCTGCTGAGATTACGCCCGTCTCCTTAGATTTATCTCATCT
CCCTTTATTTTTTACTTCTGCTGGGGTTGTTAACCTCTTTAAGAAATTTTTTTTATTTTGATTTGTTTAATTTAATTTTGTTTAACTT
TAGTAAATTTTTTTCCTTTTTTCACTCCACTGGGGTTATTAAATACTTAGAGATTTTTTATTTTTATCAAATAATTTATGAACTCATT
AAAACAAAACAAAACAAAGTTAAAAAAAACTCAATAGATTTGCTAATAAGATGCAAAGCAGCTATGAGGCAATTTTTCTCATTTGGAA
AGCTTCAATCAACTGCTTATAAATAAATTATAAATCAATATTAAAAATGTTAAAGTTTTATGTTATTTGTTAGTAAAAAAATTGAATA
GTTGTGTTTAAGCTGATATAAGTCTTTATGCATGATATGTTAAAAGTTACGCTTAAAATTATGCTTTTTACGCAGAATGAGCTTAGCT
AAATTTTTTCTCAAAGTAAATTTTTTTTAATGCAAAATGAATGAAAAAATTTTAGTATTTTATAAAAATTCTTCATTCAAATTTTACC
CACTTATCAATTTATTTTTTTTTGTGACTAAAGCAGTCCCAGAGCCTTTTCTCTAAAAGTTGAATTTTATTAACAATGCCACTTTTAT
AGAAAATTTTGCATGGATTTCCTGGGGCTCCAATGGAAAAATTGCGAAAGTGGATTTTGAATGAAAAAGTGAATGTAAAAATTAAAGT
AAAATTTTGCTTTATAAAATGAATGAAAATTTAAAACAAGCAAAATGAATGAAAAAATCTTTGCATTTTAACAAAATTTTTCATTCAA
AATTTCACCCACTTTATCAATAACTTTTTTTTTCCCCCAGCCCGTCAAAAGACCCTATTATTTGTTTTCCTAAAAGTTGACTTTTATT
AAGAAACAAAATGAATGAAAAAATCTTTGTATTTTAACAAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTATCAATATATTTTTTTTAAG
TCCTGCCTGCAGGCTAATATTCTTTCCTAAAAGTTGACTTTTATTAAGAAGCAAAATGAATGAAAAAATCTTTGTATTTTAACCAAAT
TTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTATCAATATTTTTTTTGGGACCAAACCAAAAGACCTAAAGATTTGATTTAAAAAGTTGACTTTT
TTCAAGAAAACCACTTTATTAGATAAATCTCTTTTTTACCACGGCTTGTCCAATGAATAATTTGCTAAAGTGGATTTGAATAAAAATT
TTTTTGCGTGTAAAAATGCGCTAAACTACGCTTAGATTTTAACTTTATCCCACTTTAATTTCAAGCGTAAAAATAAAAATCCCACACA
AAAATTAAGTGGAAATTGATGCAAAAATTTCACTAAAATTTAATTCAATAAATATGTAAAAATGGTTGATCTCTATAATTTATGAGAT
TTGCATTATTTAAGGCTTATAAGAAATTTTAAATTAACGCGGAAGCTTCATTTTTAGATAAAATTTATTAATCATCATTAATTTCTTG



AAAAACATTTTATTTATTGATCTTTTATAACAAAAAACCCTTCTAAAAGTTTATTTTTGAATGAAAAACTTATAAAAATTTATGAAAA
CTACAAAAAATAAAATTTTTAATTAAAATAATTTTGATAAGAACTTCAATCTTTGACTAGCTTAGTCATTTTTGAGATTTAATTAATA
TTTTATGTTTATTCATATATAAACTATTCAAAATATTATAGAATTTAAACATTTTAACATCTTAATCATTGATAAATAACCAAAAATC
AAAGTATTACATCAATAAATAACTTTTACTCAATGTCAAAGAAATTATTATAGGGCCCGTAACTGCTGCTGGAATTACACATGGCATG
GATGAATTATACAAAGGTACCGTCTTCTGAGGTACCCTTATCTAAATGAACAACACTTAAATAAATATAAATTAAAGAACGTACTTAT
ATTTAAATAAATCTCGAAATTTTCTAATTACTATTATTTTTATTTTTTATACTTATGTCAAACAATACATAGACATCATATGGATTCA
CAACATAAAGTATTGGAGTAATAAACACTACGCGCCCCAGGGCCGTCGTTTTCAACGTCGTGACTGGGCAAACCCTGGCGTTACCCAA
CTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCA
GCCTGAATGGCGAATGGAAATTGTAAGCGTTAATATTATAGAATTTAAACATTTTAACATCTTAATCATTCATAAATAACTAAAAATC
AAAGTATTACATTCAATAAATAACTTTTACTCAATGTCAAAGAAATTATTGGGGTTGGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
GGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGT
TGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGG
GTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTGGGAAAACAGCATTCAGGTATTAGAAGAATAT
CCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCGGGATCGGCCTAGGCGGCCGCGATCCTCGGGGACACCAAATATGGCGATCTCGGCCT
TTTCGTTTCTTGGAGCTGGGACATGTTTGCCATCGATCCATCTACCACCAGAACGGCCGTTAGATCTGCTGCCACCGTTGTTTCCACC
GAAGAACCACCGTTGCCGTAACCACCACGACGGTTGTTGCTAAAGAAGCTGCCACCGCCACGGCCACCGTTGTAGCCGCCGTTGTTGT
TATTGTAGTTGCTCATGTTATTTCTGGCACTTCTTGGTTTTCCTCTTAAGTGAGGAGGAACATAACCATTCTCGTTGTTGTCGTTGAT
GCTTAAAT



>pTtAC2-PLA-6xHis-hGH

TTGCACTTGTTCGCTCAGTTCAGCCATAATATGAAATGCTTTTCTTGTTGTTCTTACGGAATACCACTTGCCACCTATCACCACAACT
AACTTTTTCCCGTTCCTCCATCTCTTTTATATTTTTTTTCTCGATCGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGG
AAAGCGCGCCTCGTTCATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCAAACGATACCT
GGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGAGAATTAAGAAAAAGTCGTCATCTTTCGATAAGTTTTTCCCACAGCAAAGC
AATAGTAGAAAAAAACAATGGGAAACGTTGAATGAAGACAAAGCGTCGTGGTTTAAAAGGAAATACGCTCACGTACATGCTAGGGAAC
AGGACCGTGCAGCGGATCGGCCTAGGCGGCCGCGATCCCGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTG
AATGCTGTTTTCCCACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAAC
CCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCA
ACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCE
CAACCCCAACCCCAACCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGAATGTAATACTTTGATTTTTAGTTATTTATGA
ATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAG
TGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG
GTTGAGTACTCACCAGATACTCGAGCCCCAATAATTTCTTTGACATTGAGTAAAAGTTATTTATTGATGTAATACTTTGATTTTTGGT
TATTTATCAATGATTAAGATGTTAAAATGTTTAAATTCTATAATATTTTGAATAGTTTATATATGAATAAACATAAAATATTAATTAA
ATCTCAAAAATGACTAAGCTAGTCAAAGATTGAAGTTCTTATCAAAATTATTTTAATTAAAAATTTTATTTTTTGTAGTTTTCATAAA
TTTTTATAAGTTTTTCATTCAAAAATAAACTTTTAGAAGGGTTTTTTGTTATAAAAGATCAATAAATAAAATGTTTTTCAAGAAATTA
ATGATGATTAATAAATTTTATCTAAAAATGAAGCTTCCGCGTTAAATTTAAAATTTCTTATAAGCCTTAAATAATGCAAATCTCATAA
ATTATAGAGATCAACCATTTTTACATATTTATTGAATTAAATTTTAGTGAAATTTTTGCATCAATTTCCACTTAATTTTTGTGTGGGA
TTTTTATTTTTACGCTTGAAATTAAAGTGGGATAAAGTTAAAATCTAAGCGTAGTTTAGCGCATTTTTACACGCAAAAAAATTTTTAT
TCAAATCCACTTTAGCAAATTATTCATTGGACAAGCCGTGGTAAAAAAGAGATTTATCTAATAAAGTGGTTTTCTTGAAAAAAGTCAA
CTTTTTAAATCAAATCTTTAGGTCTTTTGGTTTGGTCCCAAAAAAAATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTGGTTA
AAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTCTTAATAAAAGTCAACTTTTAGGAAAGAATATTAGCCTGCAGGCAGGACTTAAAAAA
AATATATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTTGTTAAAATACAAAGATTTTTTCATTCATTTTGTTTCTTAATAAAAGT
CAACTTTTAGGAAAACAATATAGGTCTTTGACGGCTGGAGAAAAAAAAGTATTGATAAGTGGGTGAAATTTTGAATGAAAAATTTTGT
TAAAATGCAAAGATTTTTTCATTCATTTTGCTTGTTTTAAATTTTCATTCATTTTATAAAGCAAAATTTTACTTTAATTTTTACATTC
ACTTTTTCATTCAAATCCACTTTCGCAATTTTTCCATTGGAGCCCCAGGAAATCCATGCAAAATTTTCTATAAAAGTGGCATTGTTAA
TAAAATTCAACTTTTAGAGAAAGGCTCTGGGACTGCTTTAGTCACAAAAAAAAATAAATTGATAAGTGGGTAAAATTTGAATGAAGAA
TTTTTATAAAATACTAAAATTTTTTCATTCATTTTGCATTAAAAAAAATTTACTTTGAGAAAAAATTTAGCTAAGCTCATTCTGCGTA
AAAAGCATAATTTTAAGCGTAACTTTTAACATATCATGCATAAAGACTTATATCAGCTTAAACACAACTATTCAATTTTTTTACTAAC
AAATAACATAAAACTTTAACATTTTTAATATTGATTTATAATTTATTTATAAGCAGTTGATTGAAGCTTTCCAAATGAGAAAAATTGC
CTCATAGCTGCTTTGCATCTTATTAGCAAATCTATTGAGTTTTTTTTAACTTTGTTTTGTTTTGTTTTAATGAGTTCATAAATTATTT
GATAAAATGTAAAATCTCTAAGTATTTAATAACCCAGTGAGTGAAAAAAGGAAAAAAATTTACTAAAGTTAAACAAAATTAAATTAAA
CAAATCAAAACATAAAAAATTTCTTAAAGAGGTTAACAACCCCAGCAGAAGTAAAAAATAAAGGGAGATGAGATAAATCTAAGGAGAC
GGGCTGAATCTCAGCAGATCGTAGAAATTCTACTCTCATGCTTACAATACCCGTTCCATGTTAAGTCGTCTACAAAAGATTTACGTAG
ATGATAATTTGGAATACGATTAGCAGTTAAGGTCAAGCTTTTTCGCTCTTCCCCGCTCTACCTTTCGAACTTAATTTTTATTTTTTTT
CGTTTATCATCACACTTAGACATTGCTTTCCAGCATGGATTCTGACTTAGAGGCCTTCAGTCATAATCCAACAGATGGTAGCTTCACG
GCATTGTCTTTTCAGACAACCGTATTTACCAATTATCTGATTTAAGTGTTCCTCTCGTACTAACTTAAATTACTGTCGCAACATCGTT
TCATCAGTAGGGTAAAACTAACCTGTCTCACGACGGTCTAAGCCCAGCTCACGTTCCCTATTAGCGGGTGAACAATCCGACACCGTTG
TGAATTCTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGATATGAACTCTTGGCTGCCACAAGCCAGT
TATCCCTGTGGTAACTTTTCTGACACCTCTAGCTTAAAACTTGTAAAGTTAAAGGATCGATAGGCCACGCTTTCGCGGTTTGTATTCC
TACTGAAAATCAAAATCAATGTAGCTTTTACCCTTTTGTTCTACGTGAGATTTCCGTTCTCACTGAGCTACACTTAGGACGCCTGCGT
TATGGTTTAACAGGCATTCCGCCCCAGACAAACTCCCCCCCTAACCATGTCTTCGCAAAATCAGTCAATAAATGACCTTAATCTTAGA
ACTGGTTTGCACCAGTCTTTTCTTCACGAAATAAGCAAAATGACTACGTGGGTAGTGGTTTTACAGGATCGATTGCTCTCCCACCTAG
GCTATACCCCACGTGCCATTTCACAAAGTTAGACTAGAGTCAAGCTCAACAGGGTCTTCTTTCCCCGCTGATTATTCTAAGCCCGTTC
CCTTAGCTGTGGGTTCGCTAGATAGTAGATAGGGACAGTGGTAATCTCATTAATCCATTCATGCGCGTCACTAATTAGATGACGAGGC
ATTTGGCTACCTTACGAGTACTCCAAAACTAATCAATATACTTTCGCATACAAATTAGTTCCCAGCGGCTCCAGTGTTGCATCACTTC
ATCCGCTAGCTCCCATTAAGGAGAGGTCCGACTATATCTTATGAGAAGAATACATCTTCCCCGACCGACATTTAGTCTGTGAACTGCA
TCCATATCAACAGAAGATCTGTTGACTTAGGACTTGGCTGCGTGGTTAGGACCATGTCCGTCAGCTTATTACCATACCCTTTGCAAGG
CCATCTCAAAGTTTCCCCTGAGACTTGGTACTGAACGGCTGTTGACCCCTTTCCCGCAATTTGACGGTCTTGCCTTTTAAACCGATGC
AATCTATTGGTTTAAAGACTAGCTACCAGGTGCATGCCTGATAACTTTTCCCTCCAAAGGTAAATATTGCTATTTAGAGAGTCATAGT
TACTCCCGCCGTTTACCCGCGCTTGGTTGAATTGCGTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCAGAAATCACATTGTGTCATCACCTGT
TGAGGCCGTCACAATGCTTTGTTTTTATTAAACAGTCGGATTACCTTTGTCCGCTTCAGTTCTGAGTTGATCGTTAATTGTATAAAGA
CGGCCGAAACCTACCTTGCAAATTCATCGTTCGCAAGTCTATCAGCATGTTGCCACACTAACAAACAAGCTTGGATATCATTACAAAG
CCTTTATACCCGATCCTCAGAGCCAATCCTTATCCCGAAGTTACGGATCCAATTTGCCGACTTCCCTTATCTACATTGTTCTATGGAC
CAGAGGCTGCTAACCTTGGAGACCTGATGCGGTTATGGGTACGAACTGGCGTGAAATTATGTCTCCCCCAGATTTTCAAGGGTCATCA
GGCGCGCAACTGACAGCTCTTAGGGTGAGCTGCTCTGCCATACATACAGCCGATATCTCTGGATAATCCAATTTCATGGCCATAGTAT
GTTAAAAAGAAAAGATAACTCTTCCAGTGACACCTGCTGACGTTTCCGGGTTTCTTTGCGTTACCGCCTATACCACGTCCAGCTTGAG
GAATATTAACCTCATTCCCTTTTGACAACGAAAACGAATGTCTTCTTGTATTGCAAGGAGTTAACCTATGTCTTAGGATCGAGTAACC
CATGAACAATTGCTGTTCTCATGGAACCCTTCTCCACTTCGGTCTTCAAAGTTCTCATTTGAATATTTGCTACTACCACCAAGATCTC
ACTAATCGCTGCTCCATATAGGCTCACGCCAATACTTCTAGGCAACGATCACGCCCTCCTACTCATCAAAGCCTCGCATTTGCTCTGA
TGGTTGAGTATCGGCAACACGCTTCAGCGCCATTCATTTTCAGGGCTAGTTCATTCGGCAGGTGAGTTGTTACACACTCCTTAGCGGA
TTCTAACTTCCATAGCCACCGTCCTGCTGTCCGTATGAACCAACACCTTTTGTGGTATCTGATGAGCGTGCATTTGGGCGCCTTATCT
CAACGTTAGGTTCATCCCTCATCGCCAGTTCTGCTTACCAAAAATGGCCCAACTCAAGAGCACTGCGTTCTTCCCGAGAGTTCATTTA
AGTAAACTCCGCGGCTCTTACCAATTTAAAGTTTGAGAATAGGTCGAAGTTCTTAGGACTCCCGAGTCCTTCAATCATTCGCTTTACC
TAATAAAACTGCGTACTTGCTCTTGCTATCCTGAGAGAAACTTCGGAGGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCT
ACACTCAAATTTGACGAACGATTTGCACGTCAGTATCGCTACGAGCTTCCACCAGAGTTTCCCCTGGCTTCACCCTATTCAAGCGTAG
TTCACCATCTTTCGGGTCCTAACAATTAAGCTCTTCCTCGAACCCTTCGCGGAGACTCAAGGCGGGTGATGCTGCTACCTTGCGGCTT
GGCACCTTGTACTCACTTTCGTTTCGCGGACGGGTTTTTCCACCCTATCACTCGCTTAATTGATAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAG
ACGGGTCAGTAGAAGCCATTTTGACAAAATCGCCCTTAGGCCCCTCAGTCCAGTTTGAAGTTTTCCTTTTGATCTGCATTGCTGCCCG
ATCTCAGGTGACTCCTTCAATCTGAACCCATTTTGTCTTCTGACCGGTGTAGCAAGTTCTGTACCATTTCCTTACTCATCGACCTTTT
ACGTATCGACTCTGCAGTGATTAGTACTTCCCCCTTATGCGCCGTCCAGTTTATTGCTCTTCTACAGCTTCCTTCTCAACGGTTTCAA
GTCTTTTAGCCCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCTTCGCAGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCCCGTGTATATTTAGCTTTAGA



AGAAGTTTATCTCCCACTTAGGGCTGCAATTCCAAACAACCCGACTCTTTGAAATCTCCCTTACACCAGCCTTCCTCTCCGACTACGG
GGTTGTCACCCTCTTTGACGTCCTGTCCCAAGGAACTTATGAGAGGAGCTTAGTTTCAGGTTGACCCTTTAGATTACAATTCTGTTGT
GTTGACCACTTCAGATTTTCACTTTGAGCTTTAGCCTGTTCATTCGCCATTACTGGGGCTATCCTAGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTT
ACTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAATCTTGCTTGTTTCAGGTGTAGTGAGAAAAATGTAATTTTTCTATGAGTAGCATAGTGAGCA
TTCGCCTTGATGCCTGAACGAATGTTCACATTACTGGAATGTGACTACTTCGTTCTGGCGGCGATTGCTCGACCACCCATCACGTTTA
ACGAGAGAAGCTTTTGACGGCTTCAATCGCATTAAGATGCGTGATTCCTTTCCACACTGAAACAAACATGAAGGTTTTTACACCTCCA
CCACTTGCGTTCAAAGATCTGATGACTCGCGGTTCTGCAATTCGCATTGCGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTCACGGGAAC
CTAGATATCCACCGTTGAAAGTTTTCTTTTCGTTTTGGATGTTATCCAGATCTTAGACATATGAAAAATTTTTATTCACACTAGGTGT
GACAATAAAACCTCGAAGAAAACCGAAGTTCTCTTCGAAAGTACATAAGT TAAGGTTTGTTAATTGTGTTAATGATCCATCTGCAGGT
TCACCTACAGATACCTTGTTACGACTTCTTGTTGTTCCAAATGGTAGGGTTTACTTATTTTTCCGCAACATTGCTGTCGCAGTCCAGA
AGGTTCACCAGACCATTCGTTACTACAAGCGACGGGCGGTGTGTACAAACGGCAGGGACATAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCACT
TACTAGAAATTCCTCGTTCAAGATCCACAATTCCAAAGAACTATCCCTAACACGACTGGTATTAATAAGATTACCCGTACCTTCCCAG
GACAGGAAATACTTTTTGCGCCAGTCATTGTAACGCGCGTGCGGCCGAGCACGTCTAGGGGCATCACAGACCTGTTATTGCCTTAAAC
TTCCATTGGCTTATTGCACAATAGTCCCTCTAAGAAGTACAACCTGTTATTTACAAGCAGACTAGT TAGCAGGTTAAGGTCTCGTTCG
TTAACGGAATTAACCAGACAAATCACTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCARAGAATCAAGAAAGAGCTCTCAATCTG
TCAATCCCTTCTCTGTCTTGCGCTCGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGTTCCACTTCTGGTGTGCTGTTCCGTC
AATTCCTTTAAGTTTCAGACTTGCGTACCATACTTCCCCCAGAACCCAAAGACTTTGATTTCTCATACGGTGCCGACTGGACATTTAT
TCCAGCCGATCCCGAGTCGGTATAGTTTATAGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTTGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTA
ATGAAAACATCTTTGGCAAATGCTTTCGCATTAGTTAGTCCTTAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACTATTARAATACTAATGCCC
CCAACTGTCCCTATTAATCATTACCAAATCCAAGAACCAATAAAATGGACTTAGTCCTATTCCATTATTCCATGCTAATGTATTCGGG
CTAAAACCTGCCTGGAACACTCTAATTTTTTCACAGTAAAATGTTTACTCCCTAAGTCGAACCAGTGAAGGCCGATTTTAGTTTGCAA
ACGTATGTCCAGTTTCACACGACGAATCGAAATGAACCTGAACAGAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATAC
GCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCATGACTTGCCCTCCAATTGTTCCTCGCTAAGAGATTTACACTGTTCTCATTT
CAATGCCGTAGAAACGTAAGTTTCCCAGCTTGCTATTTCTTGTCACTGGCTCCCTGAATTAGGATTGGCCAATTTTCTTCCCTGCTGE
CGAACCGTAGTTGTAGTAGCCGTTTCTCAGGCTCCTTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCTCCGTTACCCGTGACTGCCATGGTAGTCC
AATACACTACCATCGAGAGCTGATAGGGCAGAAACTTAGATGATTTATCGAGGTARACCTCGATCCGATCAGTTACTTTGATTCATCT
CAATCACATTGCTGCGATTGGTCTAATATCTAATAAATACGTTCCGGTCGCAGGACACGGAATTTTAAGCATGTATTAGCCCAACAAT
TAGCTCGGTTATCCATGTAATCTTTAATTATCAAATAAACTATAACTGTTTTAATGAGCCATTCGCAGTTTCGCTGTTCAATACTGAA
CTGGCACATGCATGGGTTAATATTTAAGACAAGCATATGTAACTGGCAGGATCAACCAGGTTACTATCCTCAAAATTTGCTCGCTATT
TTCCGATTTGCATCTTCCAACAGCTTGCTCATTTTTTGAATAGTGTTCCAAAAGGTTGGTTCACAAAAGATTAATAGTTCATCGAGAA
CTGACGCGTTGTAATAGATCAGTACTCAGCTATATCGTTAGATTAAGCTTTATACATAGATCCCGCATCGTTTCGTTTACTATTAGTT
TCTTCTAGTTGCTAAAATCTTCGAAGGCACAATGAGAAAACTCTATCGCATCTCTTCGACTCTAGTCAACTTTGTTGCTAGCTGTTAA
TAACATCTGCGATTTCACCGATTTATAACAGTACTAGCGTGTTGCGTTATTTGTAACAATATCTGCATAGATATCGATACAACAAGTG
TCACTGGGAAAAGTTTCTGCGAAGCTTTGCAGTGAATTTACAGCCTTCATGAAAAT TTCAGTCAGGCCATTTGCTCTAATACGAGCCT
TAATCCAGAAAAACCTTCAACAGACCCTCAGCGGCCATCGACTAAAAGCCGAAGCCATAGAGAAAAACGTCTGCTCAGTTAGCGCTTC
ATTATCGTTATCCTTGGTTGCCCAAAAGGAAATCTTACTGAAGCTCAAATCGAGCTGATATTTTATTTTTGATCCGGAGATGTTTCCC
CTTCTTAAATATGCATTTTTACCCCCCTGATATTATTTTTATTTTTTTTGCCAAAGAATTTTTCTCAAAGTCAAAAAAGTTCGGAAGG
TTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAAAGACTCTGCCAAAATTTTCAATCCCTTGTAAATTTTTCAGTTTTCATTCATTTT
TTCATTTTTTTCATTTTCGCTATTTTTCACTAAGTCTAATTTAATTTAGAGCTGATTTTAAGCTAAATTTTTAAGTGGCTCTGCTGAA
CTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGCGAGTCTGCTTCATTTTTGAGTGAGTCCACTCATTTTTTAGCGCAATCCGCTTAATTTT
TCTGTGAGTCCACTTATTTTTGTTTAACTCCGCGAATATTAAGCGAGTCCGCTTAATTTTTTGAGTGGCTCCACTCATTTTTAAGTGA
GTTCACTTAATTTTTTTAGTGACTCCACTCATTTTTATGCGAGTCCACTTAAATATTTGAGCGAGTCCGCTCATTTTTTGTAAGTGGC
TTCACACAAAATCTAAGCGCAATCTCAAAATTTCTCCTAAATCATTTTTTCATTTTTAAAAATTTTTCTAAGTCTTTTTTCACTTTTT
GATTTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTTTCATTTTTCAAAAATTTTTCTAAGTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATTTC
TAATGAGCAATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTCTCTTTATAACTCTTTATTTAATCAAAAAA
AATTTATTTTGAATGTAAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATATAAAAAATGATATACGCATGCT
GTTAAAATTGTTTTATGTTTTTTTATATATGTTTTATTTAAATTTACTAGCATTTAAATGATTAAAAAATATAAAATAAATTTTACTT
TTCTATCATTTTTAATTTATAAATTTTCTCTAAGTCTTTTTATCTCTTTTTGATTTTTTCTCTAAGTCTTTTTTTACACTTTTAAAAT
TTTTTCTAAGTCTTTTTTTCAACTCTCAAAAAAAGTGATTTTTTACTATTTTTGTTTTTTTTTTTGCCAAAAAAATATCTAATGAGCA
ATTTTCAAAATCAATATTTTTAATTCTAGATAAACTTTTTCTTTAAGTTATCTTTATAAAGTCTTTATTTTACCATACCAAAAAAAGT
TTTTTGTGAATGAARAAATTTAACTAAAATGAATAAATGAAATTGATAAAATGTTTTTTACATAAAAAAAACTATTTACTCTTATTCCT
AAAACTATTTTACTTTTATTTATAAATGTTTTACTTAAATTTTCTAGCATTTAAATGTATAAAARAAGGAAATACTTCATTTTTGTCC
ATTTTTAGATGCTTTTTCTTTAAAATTTAACTAATTTCTTAAATTTACCTCTTAAAAAATATTTTATCATTTTAAAATCATATATTTT
ATTAAAATAAGTGTTTTAAAGTGAAAATGAATTAAATTCATTTTAATTTACTAGCATTAAAGTAGTCAAATAGCTAAAATATGTAATA
TTTTCTCATTTTTTAGAACCTATTTTGCTTGAAAATTTGTAAATTTGTAAATTTTATCTAATTTAAAACATTTTACAACATAAAAAAC
AAATATTTTTGTTTTAAATACTATTTGCTAGTTTATTAGATTAAAATAATTTCTATTTGCTACATTTTCACCAGTGAAATTAGCAGAA
TATAAACATCTAATTCTTATCTACTCAAATTTAAATTTTAAACCCAATTATTACTCAATTTTAAGTTATTTTCGAAGGTAAAATTCAA
CAACATAGTGCTGAAGGCTATAAAACTAACAACAAAAAGCAAAAAAACCGTACGAGCTATACGTGTACGATGACCCGGGTARATTAAG
TGCAAGCAAATCTTAAAAATATTATAAATTGAAAATAACTARAATTAAACAATTCCTTAAATTTATATTGTCAGATATTTTAGCTATG
TAATTTGCAAGCAATATTTGTTTACAAAACATGAATTAATAAAACTAAAARATATTCATTATATAATTARAAAAAGGAACTTTTAAACA
AAATATCTTAATTTCTATATTAATTTATTAATTATTTACTTTAAAGAAAAAGAGARAACTTCTAAATCAAATTAATTTTAATAGAAGT
TTTTAATCTATCTAAATAGTAATAATTGTTATATTTGAATAATATAAATTTATCAATAAATAAATACATTTTAGCAAAATATTTATTT
TTATATTTCTGCTGATAATTAAGTGAGTGTTATAGCTAATTTTTTAATTTTAAAATATTTTTAAAAAAATTTGGTTGTTTGGTTTGTG
ATAGATAATTAATTATTTGTAAGTTTTAGTTTATAATCAATTTTTTTTAATCTTTCTAAAATTAATAATAAGATTTTTTAATCTTTCC
TTTTTCTTATTTGCTATTAATAATCAATTTATTCATAAAGGATATTTAATAATTTAGAAACAATTTACTGATTTCTAAAATTCTTTTG
TTATTAAAAAATACACTTCAAATTAAAAAAAATAAAATTTCCAACAATTCTATCAGAAATTTTTTTCGCTTTAAACAGCTAAAAAGAR
ATTTGATCAAAAATAAATAATCAATTAATTCAAAAAAACAAAAAAAACACTCTCAACAAAAATCTTCAAAAAGCGACTCAAACAAATA
ATTAAAAAAGTTTACAAARATTTCTGGAAAATAAAAAGCTGAAGGAATTGGTAGTTTAAACATGAACAAGACTTTAATTTTAGCTTTA
GTTGTTGTTTTAGCTTTAACTGCTACTACTTTAGTTGCTTT TGO ICACOROAGERE T TCCCTACTATTCCTTTATCTAGATTAT
TCGACAACGCTATGTTAAGAGCTCACAGATTACACCAATTAGCTTTCGACACTTACCAAGAATTCGAAGAAGCTTACATTCCTAAAGA
ACAAAAATACTCTTTCTTACAAAACCCTCAAACTTCTTTATGCTTCTCTGAATCTATTCCTACTCCTTCTAACAGAGAAGAAACTCAA
CAAAAATCTAACTTAGAATTATTAAGAATTTCTTTATTATTAATTCAATCTTGGTTAGAACCTGTTCAATTCTTAAGATCTGTTTTCG
CTAACTCTTTAGTTTACGGTGCTTCTGACTCTAACGTTTACGACTTATTAAAAGACTTAGAAGAAGGTATTCAAACTTTAATGGGTAG
ATTAGAAGACGGTTCTCCTAGAACTGGTCAAATTTTCAAACAAACTTACTCTAAATTCGACACTAACTCTCACAACGACGACGCTTTA
TTAAAAAACTACGGTTTATTATACTGCTTCAGAAAAGACATGGACAAAGTTGAAACTTTCTTAAGAATTGTTCAATGCAGATCTGTTG




AAGGTTCTTGCGGTTTCTGAGGCGCGCCGATCCTTAAATTAAAAATTCAATATATATTTACAAACTTTCATATAAAATAAATATATTA
TATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATAATTTATTCCAA
ATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAATTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAAAAAATTCCTCT
TCACATACATGTTAGCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAATTTTTACTGGAA
AAATGCAGCGATCGCATTGGCCGGCCATTTCGATATACAATTTATTTCTAAAAAATATTTAAAAATAAAAAATAATAAGGGTTTTGAA
TAACTCCTTTAATTTAAATACACATTTTTAAATTTTTTTTTAGCTCTTTAAATATTCATAAAAATAAAAAATAACTAACTAAAAATAA
ATAAAAAGATAATAATGATTAAAGGTATAATACTGAATAAGAAAAAACATAATAGAGTACTTATTTTTTATATCACTATTTTTAATAT
CTTGAAAGCAAAACTTTTTTATATATCTTAAAATATATTGTATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTAAATTTCAAATATATTGATAAAA
AAGATGACATGTTTTTTAAAGAAAACATGAAATATAAAATAGATAAATATCAATTATTTTATTTATTAAATATATAAGCTGCTCAAAA
CATAGCTCATTCATCAATTATAATATGTGAATCATTAATTTTCAAAATATTACTCATTATTTAGGCTATCATTTATTTTTTATTTTCA
ATTATCCGTTTCTATTATATTTTAATATTAAGTTGTGATTCTTGAATTTTGTGTCATGAATTATTTGTAAATCTTTTTATTTCTGATA
AAAAATATAAATTGATTGACTCATGATTTAAATCATGAGTCAACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAGATGTGA
TTCTTGAATCTCTCTTGAATATAAAGTAATTTTTTATATTTCTGATATAATTCTTAGCTACGTGATTCACGATTTATACAATGATCCA
TATAAAATAATGTAAATAGTGTATATATATATATTCGTCTTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATAAAGC
TCTAATAAAATAAATAATAATACTAAACTTAAAATAATGATTGAACAAGATGGTTTACACGCTGGTTCTCCCGCCGCTTGGGTCGAAA
GACTTTTCGGTTATGACTGGGCTCAACAAACCATCGGTTGCTCTGATGCCGCCGTCTTCCGTCTTTCTGCTCAAGGTCGTCCTGTTCT
TTTCGTCAAGACCGACCTTTCTGGTGCCCTTAATGAACTTCAAGATGAAGCTGCCCGTCTTTCTTGGCTTGCCACCACCGGTGTTCCT
TGCGCTGCTGTCCTTGACGTTGTCACTGAAGCCGGTAGAGACTGGCTTCTTTTAGGTGAAGTCCCCGGTCAAGATCTTCTTTCTTCTC
ACCTTGCTCCTGCCGAAAAAGTTTCTATCATGGCTGATGCTATGCGTCGTCTTCATACCCTTGATCCCGCTACCTGCCCTTTCGACCA
CCAAGCCAAACATCGTATCGAACGTGCTCGTACTCGTATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAAGATGATCTTGACGAAGAACATCAAGGT
CTTGCCCCTGCCGAACTTTTCGCCAGACTTAAGGCCCGTATGCCCGACGGTGAAGATCTTGTCGTCACCCATGGTGATGCCTGCTTAC
CCAATATCATGGTTGAAAATGGTCGTTTTTCTGGTTTCATCGACTGTGGTCGTCTTGGTGTCGCCGACCGTTATCAAGATATTGCCTT
AGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAACTTGGTGGTGAATGGGCTGACCGTTTCCTTGTCCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCTCAA
CGTATCGCCTTCTATCGTCTTCTTGACGAATTCTTCTGAGATCCTTAAATTAAAAATTCAATATATATTTACAAACTTTCATATAAAA
TAAATATATTATATAAAATTAATTTTTAGTGTATTATATTAACATTAAAGCACCAAAAAAACGTGTTAATATACTACTATAAAATATA
ATTTATTCCAAATTGACTAAAATCATTATTTTACAACTCATTTGTATATATATTTTATGTCAATTATTTTTTTTAACTTTCTAAAAAA
AAAAATTCCTCTTCACATACATGTTAGCTCTTAAAAATTTGTCTGCAAATCCAATAATAATATTTTTTTTTGCCATTAAATTTTCAAA
TTTTTACTGGAAAAATGCAGTCGACTATCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTA
TCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATT
GCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTT
TGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAA
GGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAA
AAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACC
CGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCT
GTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAG
CTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACG
ACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCC
TAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGA
TCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATC
CTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTT
CACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTA
ATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGG
AGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGC
CGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGT
TCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCT
CCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAG
AAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCT
GTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATA
CCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAG
ATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGA
AGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTT
ATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAA
AGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGT
TTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAG
CCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCA
TATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAA
GGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGT
TTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCATAGGTACCGAATTTCTACGATCTGCTGAGATTACGCCCGT
CTCCTTAGATTTATCTCATCTCCCTTTATTTTTTACTTCTGCTGGGGTTGTTAACCTCTTTAAGAAATTTTTTTTATTTTGATTTGTT
TAATTTAATTTTGTTTAACTTTAGTAAATTTTTTTCCTTTTTTCACTCCACTGGGGTTATTAAATACTTAGAGATTTTTTATTTTTAT
CAAATAATTTATGAACTCATTAAAACAAAACAAAACAAAGTTAAAAAAAACTCAATAGATTTGCTAATAAGATGCAAAGCAGCTATGA
GGCAATTTTTCTCATTTGGAAAGCTTCAATCAACTGCTTATAAATAAATTATAAATCAATATTAAAAATGTTAAAGTTTTATGTTATT
TGTTAGTAAAAAAATTGAATAGTTGTGTTTAAGCTGATATAAGTCTTTATGCATGATATGTTAAAAGTTACGCTTAAAATTATGCTTT
TTACGCAGAATGAGCTTAGCTAAATTTTTTCTCAAAGTAAATTTTTTTTAATGCAAAATGAATGAAAAAATTTTAGTATTTTATAAAA
ATTCTTCATTCAAATTTTACCCACTTATCAATTTATTTTTTTTTGTGACTAAAGCAGTCCCAGAGCCTTTTCTCTAAAAGTTGAATTT
TATTAACAATGCCACTTTTATAGAAAATTTTGCATGGATTTCCTGGGGCTCCAATGGAAAAATTGCGAAAGTGGATTTTGAATGAAAA
AGTGAATGTAAAAATTAAAGTAAAATTTTGCTTTATAAAATGAATGAAAATTTAAAACAAGCAAAATGAATGAAAAAATCTTTGCATT
TTAACAAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTTATCAATAACTTTTTTTTTCCCCCAGCCCGTCAAAAGACCCTATTATTTGTTT
TCCTAAAAGTTGACTTTTATTAAGAAACAAAATGAATGAAAAAATCTTTGTATTTTAACAAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACT
TATCAATATATTTTTTTTAAGTCCTGCCTGCAGGCTAATATTCTTTCCTAAAAGTTGACTTTTATTAAGAAGCAAAATGAATGAAAAA
ATCTTTGTATTTTAACCAAATTTTTCATTCAAAATTTCACCCACTTATCAATATTTTTTTTGGGACCAAACCAAAAGACCTAAAGATT
TGATTTAAAAAGTTGACTTTTTTCAAGAAAACCACTTTATTAGATAAATCTCTTTTTTACCACGGCTTGTCCAATGAATAATTTGCTA
AAGTGGATTTGAATAAAAATTTTTTTGCGTGTAAAAATGCGCTAAACTACGCTTAGATTTTAACTTTATCCCACTTTAATTTCAAGCG
TAAAAATAAAAATCCCACACAAAAATTAAGTGGAAATTGATGCAAAAATTTCACTAAAATTTAATTCAATAAATATGTAAAAATGGTT
GATCTCTATAATTTATGAGATTTGCATTATTTAAGGCTTATAAGAAATTTTAAATTAACGCGGAAGCTTCATTTTTAGATAAAATTTA



TTAATCATCATTAATTTCTTGAAAAACATTTTATTTATTGATCTTTTATAACAAAAAACCCTTCTAAAAGTTTATTTTTGAATGAAAA
ACTTATAAAAATTTATGAAAACTACAAAAAATAAAATTTTTAATTAAAATAATTTTGATAAGAACTTCAATCTTTGACTAGCTTAGTC
ATTTTTGAGATTTAATTAATATTTTATGTTTATTCATATATAAACTATTCAAAATATTATAGAATTTAAACATTTTAACATCTTAATC
ATTGATAAATAACCAAAAATCAAAGTATTACATCAATAAATAACTTTTACTCAATGTCAAAGAAATTATTATAGGGCCCGTAACTGCT
GCTGGAATTACACATGGCATGGATGAATTATACAAAGGTACCGTCTTCTGAGGTACCCTTATCTAAATGAACAACACTTAAATAAATA
TAAATTAAAGAACGTACTTATATTTAAATAAATCTCGAAATTTTCTAATTACTATTATTTTTATTTTTTATACTTATGTCAAACAATA
CATAGACATCATATGGATTCACAACATAAAGTATTGGAGTAATAAACACTACGCGCCCCAGGGCCGTCGTTTTCAACGTCGTGACTGG
GCAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATC
GCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGAAATTGTAAGCGTTAATATTATAGAATTTAAACATTTTAACATCTTAATC
ATTCATAAATAACTAAAAATCAAAGTATTACATTCAATAAATAACTTTTACTCAATGTCAAAGAAATTATTGGGGTTGGGGGTTGGGG
TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGG
GGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTT
GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTGGGAAAACAGC
ATTCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCGGGATCGGCCTAGGCGGCCGCGATCCTCGGGGACAC
CAAATATGGCGATCTCGGCCTTTTCGTTTCTTGGAGCTGGGACATGTTTGCCATCGATCCATCTACCACCAGAACGGCCGTTAGATCT
GCTGCCACCGTTGTTTCCACCGAAGAACCACCGTTGCCGTAACCACCACGACGGTTGTTGCTAAAGAAGCTGCCACCGCCACGGCCAC
CGTTGTAGCCGCCGTTGTTGTTATTGTAGTTGCTCATGTTATTTCTGGCACTTCTTGGTTTTCCTCTTAAGTGAGGAGGAACATAACC
ATTCTCGTTGTTGTCGTTGATGCTTAAAT



EK-13. Vejetatif Biyolistik Silah Transformasyonu Protokolii
Rekombinant vektorlerin T. thermophila vejetatif hiicrelerine transformasyonu

asagida verilen protokoliin takip edilmesi ile gerceklestirilir (Caliseki, M Dereli, S. ve

Arslanyolu, M 1502F092 BAP, 2018; yayinlanmamais veri).

DNA’nin Lineer Hale Getirilmesi
e Her bir transformasyon asamasi i¢in aktarilacak vektérden yaklasik 1-4 ug
kullanilir.
e Genom entegrasyonu i¢in vektor restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilerek
jelden veya reaksiyon tiiplinden saflastirilir

e Elde edilen plazmit 2 ng/ul konsantrasyonunda olacak sekilde dH2O ile ¢oziiliir.

Altin Partikiillerinin Vektor DNA’s1 ile Birlestirilmesi

Transforme edilecek vektoriin transforme edilebilmesi icin altin ile kaplanmasi
gerekmektedir. Bu islem i¢in sirastyla:

e 4l (4-12 pg) lineer DNA

e 40 pL2.5M CaCl;

e 16 uL Spermidin

Eklenerek tiipte karigtirilir. Her eklemenin ardindan ~3 saniye vortekslenir. Tiim

bilesenler eklendikten sonra, 4°C’de 10 dakika ¢alkalanir.

DNA/altin karisiminin atesleme icin hazirlanmasi:

1. Partikiiller, 4 santigrat derecede 10.000 6 saniye santriflij edilerek ¢oktiiriiliir ce
slipernatant pipetlenerek uzaklastirilir.

2. Altin partikiilleri %70°1lik 100 nL etanol ile yikanir, hafif spinlenerek siipernatant
uzaklastirilir.

3. %100’lik 100 pL etanol ile yikanir, spin attirilir ve siipernatant uzaklastirilir.

4. 40 pL %100’lik etanol i¢inde pipetlenerek ¢oziiliir.

5. Her atista bu partikiillerin 10 pl’si makro tutucu iizerine eklenerek

kullanilmaktadir.



Hiicrelerin Hazirhg:

I.
2.

Her bir transformasyon i¢in 50 ml SPP’de hiicre biiylitiilmelidir.
Hiicre yogunlugu 2.10° hiicre/ml oldugunda hiicreler aglik tamponuyla yikanarak,

50 ml tamponda agliga alinir.

3. Hiicreler az 6 saat agliga alinarak transformasyona hazir hale getirilir.

4. 2.10° hiicre/ml yogunlugundaki, 50 ml ag hiicreler (veya konjugatif), konik dipli
bir tiipte 1100 g’de 3 dakika santrifiij edilerek toplanir

5. Siipernatant uzaklastirilir ve 500 pl 10 mM Tris-HCI igerisinde ¢oziiliir.

6. 4 adet dairesel “Whatmann 507 filtre kagidi 4 petri tabaginin (100 mm) her birine
yerlestirilir ve 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) ile nemlendirilir.

7. Hiicreler filtre kagidinin ortasindan baglanarak %4 liik kismina kadar yayilir.

Atesleme:

1. Cihazn i¢ ylizeyi %70’lik alkolle temizlenir.

2. Izopropanol igerisinde bir tane 900 PSI rupture disk 1slatilir.

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

4. Macrocarrier tutucuya once stopping screen, ardindan da DNA kapli partikiilleri
iceren makrotasiyici (asag1 bakacak sekilde) yerlestirilir ve kilitleme halkasiyla
saglamlastirilarak tablaya (mikrotasiyici atesleme birimi) monte edilir.

5. Iginde hiicrelerin bulundugu bir 100 mm petri tabagi, kapag: acik sekilde en alt
seviyeye yerlestirilir.

6. Helyum tankinda 1100 psi basing ayarlanir.

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

8. Fire tusuna basili tutulup atis gergeklestirildikten sonrasi fire tusu birakilir.

9. Hiicrelerin iizerine 10 ml 30 °C NEFF besiyeri eklenir ve diger ateslemeler 30

C>de nem gemberi kurulmus kaplar igerisinde inkiibasyona birakilir.



EK-14. Transformant 7. thermophila Hiicrelerinin Seleksiyonu
Tez calismasinin ilk asamalarinda gerceklestirilen seleksiyonlarda kullanilan
paramomisin ve kadmiyum kloriir oranlar1 ve zaman baglh degisimleri gosteren tablo

asagida verilmistir.

Tablo EK-14.1. Transformant 7. thermophila hiicrelerinin seleksiyonu i¢in kullanilan alternatif
seleksiyon metodu

Seleksiyon Paramomisin ol [l Py
Zamanlan (1g) (pg)

0. Gin 100 0.5
1.Giin 100 1
3.Gin 300 1
5.Gin 600 0.75
7.Gln 1000 0.5
9.Gin 2000 0.25
11.Gln 2500 0.1

*11. giinde hiicreler Petri kaplarindan cam tiplere aktanlmistir.
*Seleksiyon sonrasi 300 pg Paramomisin ve 0.1 pg CdCl, devam
etmektedir.

EK-15. T. thermophila Genomik DNA izolasyonu ve Analizi

Transformant 7. thermophila hiicrelerinde vektoriin ve klonlanan gen dizilerinin
varligiin tespit edilmesi i¢in kiiltiire edilen hiicrelerden Genomik DNA izolasyonlari
Wizard Genomic DNA  Purification Kit (Promega, A1120) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Izolasyon sonrasi rehidrasyon 4 °C’de gece boyunca uygulanmustir.
Spektrofotometrik yontemlerle DNA konsantrasyonu 6grenilerek, klonlanan dizilerin dis
primerleri kullanilarak izole edilen genomik DNA 6rnekleriyle birlikte PZR kurulmustur

ve sonuglar analiz edilmistir.



EK-16. Takih ve Takisiz hGH Gen dizileri i¢iren TtAC2 vektorii bulunduran 7.

thermophila hiicrelerinin 1s1 soku indiiklemesi

Logaritmik faza kadar (2 giin) inkiibe edilen hiicrelerin santrifiijii Oncesinde

38°C’de su banyosunda hiicre kiiltiirii hacminde NEFF besiyeri (veya Tris-HCL pH: 7.5)

isitilir. Santrifiij sonrasi siipernatanti uzaklastirilarak pelleti alinan hiicrelerin iizerine

dikkatlice 38°C’de sitilmis NEFF besiyeri dokiilerek pellet ¢ozdiiriiliir, sonrasinda

hiicreler erlene (en az 100 ml’lik erlen, genis hacimli olmal1) aktarilarak 38°C’lik su

banyosunda 1s1 soku uygulamasina devam edilir. GFP-hGH filizyon proteinlerinde 30 dk

veya | saat araliklarla Olympus IX53 inverted mikroskop (DP80 Monokrom kamera)

kullanilarak floresans 1gik altinda GFP 1simasi gozlemler yapilmistir. Diger takili ve

takisiz hGH tiretimlerinde ise 1s1 soku uygulamasi boyunca hiicrelerin canliliklar1 kontrol

edilmistir.

30°C’de 2 giin
inkiibe edilir.

i
( |
e
Stok
kiiltiirden
hiicre alinir.
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gergeklestirilir.

T. thermophila Hiicrelerinin Is1 Soku Indiiklemesi (BioRender ile hazirlanmistir).

Ist soku indiiksiyonu sonrast hiicreler tekrardan konik santrifuj tiipiine aktarilarak 1500x
g’de 3 dakika boyunca santrifiij edilir. Siipernatant uzaklastirilir ve hiicre pelleti Tris-HCI
tamponu (pH: 7.5) ile ¢oziilerek yikama islemi yapilir ve ayni sartlarda santrifiij islemi
gerceklestirilir. Elde edilen hiicre pelleti +4 °C’de kuru buz iizerinde saklanarak direk
olarak toplam protein izolasyonu i¢in kullanilabilir veya -86 C’de muhafaza edilebilir.



EK-17. Indiiklenmis T. thermophila Hiicrelerinden Hiicre Patlatma ile Protein
ifade Analizi

Hiicre patlatma yontemi ile toplam protein izolasyonu yapilmaksizin hizli bir
sekilde protein analizi yapilmasi i¢in 1s1 soku indiiklemesi sonrasinda hiicre pelletinin
Tris-HCl ile yikanmas1 agamasinda 50.000 —250.000 hiicre olacak sekilde kiiltiir alinarak
mikrosantrifuj tliplere aktarilir ve santrifiij islemi gerceklestirilir. Santrifiij sonrasi
hiicreler Tris-HCI ile tekrardan ¢oziilerek SDS-PAGE yiikleme tamponu (5x) ile
karistirilir (Son konsantrasyon 1x SDS-PAGE yiikleme tamponu). SDS-PAGE kuyularina
toplamda en az 20.000 hiicre yiiklenecek sekilde 6rnekler hazirlanir. GFP igeren fiizyon
proteinlerinin GFP filtresiyle 1s1ma goriintiilerinin elde edilmesi i¢in proteinlerin dogal
sartlarda jel kuyularina yiiklenebilmesi amaclanir. Bu nedenle proteinlerin {i¢ boyutlu
yapisini bozabilen herhangi bir denatiire edici kimyasal SDS-PAGE yiikleme tamponuna
eklenmemektedir. Ayrica yiiksek sicaklikta hiicrelerin patlatilmasi da proteinlerin
yapilarini bozacagi icin bu islem de gergeklestirilmemektedir.

Proteinlerin denatiire edilerek analizi yapilmasi i¢in SDS-PAGE yiikleme
tamponuna %35 konsantrasyon olacak sekilde B-merkaptoetanol eklenir ve 37°C’de 5
dakika boyunca inkiibasyon yapilir. Tiim protein analizi islemlerinde 6rnekler +4°C’de

kuru buz uzerinde saklanir.



EK-18. indiiklenmis 7. thermophila Hiicrelerinden Protein izolasyonu

Lizis/Baglanma tamponu hazirlanist:

0,78 gr NaH2PO42H>0 (Ma: 156.01) dH>O’da ¢oziilerek 50 mI’lik 100 mM NaH>PO4
stogu elde edilir. 14,52 gr NaCl (Ma: 58.44) dH,O’da ¢oziilerek 50 ml’lik 5SM NaCl
stogu hazirlanir. 0.0175 PMSF (Ma: 174,19) isopropanolle ¢oziilerek 1ml 100mM
PMSF stogu olusturulur ve -20 °C’de saklanir.

LIZIS/Bagla.n'ma Stok ] 10 ml Lms/Bagla.nma
tamponu i¢in 1 ml hacim . tamponu final
. Konsantrasyon hacim
kimyasallar konsantrasyon
NaH,PO, pH: 8 100 mM 500 pl Sml 50 mM
NaCl M 60 pl 600 pl 300
Triton X-100 - 10 pl 100 pl %1
PMSF 100 mM 20 pl 200 pl 2mM
imidazol - 0,00068 gr 0,0068 gr 10 mM
PIK 100x 10 pl 100 pl 1x
dH,0 - 4 ul 4ml -

Tablo EK-18.1. SFTX lizis tamponu hazirlamsi. PMSF ve Triton X-100 lizis tamponuna en son

eklenirler. Oncesinde lizis tamponunun pH’s1 8 olup olmadigi kontrol edilir. Lizis
tamponuna istenildiginde 1X PIK ve 10mM imidazol eklemesi yapilabilir. Histidin takisiz
protein iiretimlerinde imidazol eklenmemektedir. PIK olarak 100x Protease Inhibitor
Coctail (Cell Signaling Technology, 58718S) kullanilmaktadir.

Toplam protein izolasyonu asamalart:

1.

Tiim saflagtirma asamalar1 kuru buz iizerinde ve sicakligi +4 °C’ye ayarlanmis
sogutmali cihazlarda gerceklestirilir.

Is1 soku indiiklemesi sonrasinda toplam 25 milyon hiicre igeren kiiltiir 1500 x g’de
3 dakika boyunca santrifujlenir ve sonrasinda pellet Tris-HCL pH: 7.5 ile yikanur,
tekrar santrifiij islemi yapilarak son pellet elde edilir.

Pellet kuru buz tlizerinde muhafaza edilir, tizerine 3 ml SFTX100 lizis tamponu
eklenir (25 milyon hiicreye 3 ml lizis/baglanma tamponu).

15 dakika boyunca ara ara vorteksleme veya pipetleme ile pellet lizis tamponunda
¢Oziiliir ve inkiibe edilir.

Lizatlar 1.5ml’lik mikrosantrifuj tiiplere aktarilir tizerlerine 0,01250 gr 0.2 pm’lik
celik boncuk (714 tane 0.2 um’lik ¢elik boncuk, 1 ¢elik boncuk=0,0000175 gram)
eklenir. 0.2um’lik c¢elik bilyeler eklenerek ‘bead beater’ cihazinda (Bullet
Blender, Next Advance) 7. seviye hizda 5 dakika boyunca fiziksel pargalamaya
ugratilir.

13.000 rpm’de +4 °C’de sogutmali santrifiijde 20 dakika boyunca santrifiij islemi
gerceklestirilir.



7. Elde edilen siipernatant yeni mikrosantrifuj tiiplere aktarilir ve toplam ¢oziiniir
protein olarak saklanir.

8. Kalan pellet 250 pl lizis/baglanma tamponu (Triton X-100 igermeyen) ile
tekrardan ¢oziiliir ve toplam pellet olarak adlandirilarak saklanir.

9. SDS-PAGE analizi i¢in 80 pl protein 6rnegi 20 pl 5x SDS-PAGE yiikleme boyasi
ile karistirilir. Istenildiginde -20 °C’de saklanir. Dogal sartlarda protein analizi
caligmalarinda SDS-PAGE yiikleme boyasi B-merkaptoetanol igermez, denatiire
sartlarda ise 200 mM B-merkaptoetanol eklenir ve 37 °C’de 5 dakika inkiibasyon
gerceklestirilir.

10. Kalan toplam ¢6ziiniir protein drneklerden 1.5’er ml toplam ¢dziiniir protein Ni-

NTA saflastirmasina alinir kalan proteinler -86 °C’de saklanur.

EK-19. Dis Ortam Proten Orneklerinin Konsantrasyonu

Di1s ortam protein drnekleri ultrafiltrasyon tiipleri (Amicon Ultra 15K- 10,000
MWCO) kullanilarak konsantre edilmistir. Bu ultrafiltrasyon tiipleri 10 kDA ve {izerinde
bliytikliiklerdeki proteinleri filtresinde tutarak santrifij ile diger 10 kDA kiiglik
proteinlerle birlikte tamponlar1 uzaklastirilmasini saglamaktadir. Swing rotorlu

santrifiijde +4 derecede 4000 x g’de santrifiij islemleri gergeklestirilir.



EK-20. SDS-PAGE ve SDS-PAGE Yiikleme Boyasinin Hazirlanmasi

Poliakrilamid jel hazirliginda kullanilacak olan soliisyonlar taze olarak deney
oncesinde hazirlanir. %12’lik ayristirma ve 9%5’°lik paketleme jeli SDS-PAGE
analizlerinde kullanilmistir (Tablo 7). Tez ¢alismasinda alternatif olarak BloRAD TGX™
FastCast™ Acrylamide Solutions kiti kullanilarak jeller (%10 ayrigtirma, %5 paketleme)
hazirlanip SDS-PAGE ¢aligmalar1 yapilmstir.

Tablo EK-21.1. SDS-PAGE analizi icin poliakrilamid jel hazirlanmasi. Jel soliisyonlar1 hazirlanirken
en son APS ve TEMED eklenir. Analizlerde 1.0mm araligi olan camlar ve 1.0 mm
kalinhig1 olan taraklar kullamlir. Once %12 ayristirma jeli hazirlanarak hazirlanan cam
diizenege eklenir ve iizeri dH»0 ile tamamlanarak jelin diiz sinir olusturacak sekilde
polimerize olmasi beklenir. Daha sonrasinda %5’lik paketleme jeli soliisyonu eklenir ve
taraklar diizenege yerlestirilirek, jelin polimerazyonu beklenir. Hazirlanan diizenek
elektroforez tankina art1 ve eksi kutuplara uygun olacak sekilde yerlestirilir.

Kimyasallar %12 ayristirma jeli (10ml) %5 paketleme jeli (10ml)
29:1 Akrilamid/Bis 4 ml 1.7 ml

Jel Tamponu 2.5 ml 1.5M Tris-HCI pH: 8.8 2.5 ml 0.5M Tris-HCI pH: 6.8
%g/h Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) | 0.1 ml 0.1 ml

10% Amonyum Persiilfat (APS) 50 ul 50 ul

Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sul 10 pl

dH.O 3.4 ml 5.7 ml

Toplamda 2 jel hazirlanir, birisi coomassie boyama islemine alinir digeri de
Western Blot analizi i¢in kullanilir. 5x SDS-PAGE yiikleme tamponu ile karigtirilmig
protein Ornekleri, poliakrilamid jel kuyularma 1-25 pl olacak sekilde eklenir. Tez
calismasinda deney gruplarinin yani sira pozitif kontrol olarak sfGFP pozitif kontrolii ve
Humatrope 8mg ticari liriin olan biiylime hormonu pozitif kontrol proteini kullanilmistir.
Ticari protein belirteci olarak da PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
(ThermoScientific, #26619) (ThermoScientific, #26619) kullanilmaktadir. Jeller
paketleme jeline kadar 60 V sonrasinda ise jel 80 V olacak sekilde 2-3 saat boyunca
kosturulur sonrasinda BioRad Gel Doc EZ (BioRAD, #1708270) goriintiileme cihazinda,
cihazin mavi tablas1 kullanilarak GFP 1s1ma analizi yapilmaktadir. Goriintii alindiktan
sonra jel coomassie boyast ile 1 saat boyunca karistirmali tablada oda sicakliginda inkiibe
edilir ve gece boyu dH»O kullanilarak de-staining islemi gerceklestilir, BioRad cihazinin

beyaz tablasi kullanilarak coomassie goriintiillemesi gerceklestirilir.



Tablo EK-21.2. 5x SDS-PAGE yiikleme tamponu hazirlanmasi. %5’lik olacak sekilde 0.4 ml DTT

veya B-merkaptoetanol denatiire edici ajan olarak tampona eklenebilir.

5x SDS-PAGE yiikleme
tamponu
1 ml 0.5M Tris-HCL pH: 6.8
1.6 ml %10 SDS
0.4 ml %10 Bromfenol mavisi
0.8 ml %99 Gliserol
3.9 ml dH,O

EK-21. Ni-NTA ile Proteinlerin Afinitik Saflastirilmasi

Ni-NTA agaroz en ¢ok kullanilan baglayici (kenetleyici) ligand olarak IMAC
(immobilize metal affinite kromatografi) icin satilmakta olan ticari bir trilindiir.
Nitrilotriasetik asit (NTA) dort disli bir kenetliyicidir ve Ni** iyonlarinm olusturdugu
alandaki 6 baglanma bdlgesinden 4’iline baglanir. Geri kalan 2 baglanma bdlgesi
koordinasyon bolgeleri de su molekiilleri tarafindan sarilir veya histidin takih
rekombinant proteinler ile degisim yapilabilir (Macherey-Nagel — 10/2013, Rev.04).
Tez kapsaminda Protino Ni-NTA agaroz ve Qiagen Ni-NTA agaroz iiriinleri ile Ni-NTA
saflastirmasi gerceklesmistir.

Uretilen Histidin takili proteinlerin saflatiriimasiyla elde edilen toplam ¢dziiniir
proteinler ‘batch’ veya ‘semi-batch’ protokolleri uygulanarak Ni-NTA saflastirmasina

alinmustir.

Tablo EK-22.1. Ni-NTA agaroz saflastirmasi icin tamponlarin hazirlanisi. Tiim tamponlarin pH’s1
NaOH kullanilarak pH:8’¢ denk getirilir (Macherey-Nagel — 10 / 2013, Rev. 04). Tez
¢alismasinda yikama tamponunda 20mM imidazol yerine 50mM imidazol (3.4gr/11t) ve
elisyon tamponuna 250mM imidazol yerine 500mM imidazol (34 gr/1lt)

kullanilmaktadir.

Kimyasallar LIZIS/Bagla(I;';:; Tamponu Yikama Tamponu (11t) Eliisyon Tamponu (11t)
NaH2PO4.2H,0 Ma: 156.01 g/mol 50mM NaH2PO4 7.80 gr 50mM NaH2PO4 7.80 gr | 50mM NaH2PO4 7.80 gr
NaCl M,: 17.54 g/mol 300mM NaCL 17.54 gr 300mM NaCL 17.54 gr 300mM NaCL 17.54 gr
Imidazol M: 68.08 g/mol 10mM imidazol 0.68 gr 20mM imidazol 1.36 gr 250 mM imidazol 17 gr

Optimum sartlarda Ni-NTA agaroz saflastirmasi i¢in tamponlar hazirlanirken
kullanilan kimyasallarin konsantrasyonlarinda ve pH derecelerinde degisikler yapilabilir.
Literatiir aragtirmasinda, non-spesifik baglanmalarin azaltilmasit i¢in hiicre lizisi
asamasinda NaCl konsantrasyonu 500mM’a kadar ¢ikarilabilir (iist sinir 2M) ve imidazol

konsantrasyonu 20mM’a yiikseltilebilir. Proteaz inhibitorlerinin de eklenmesi non-



spesifik baglanmalar1 azalttigi belirtilmektedir. Yikama asamasinda 10-50 mM arasi
konsantrasyonda imidazol kullanimi tavsiye edilmektedir, bu asamada da non-spesifik
baglanmanin azaltilmasi i¢in yikama tamponu pH’st 8’den 6.3’¢ kadar
disiiriilebilmektedir. Eliisyon asamasinda, eliisyon tamponu pH’s1 5.3-4.5 araliklarda
kullanilmas ile histidin kdkii imidazol atomonu protonlamasiyla histidin ile ge¢is metali
arasindaki bag kesintiye ugrar. Histidin analog imidazol miktar arttirilarak etkili eliisyon
islemi yapilabilir, bu durumda 250 mM imidazol konsantrasyonundan daha fazla imidazol
kullanilabilir. Yiiksek miktarda imidazol igeren protein drneklerinin 1siyla kaynatilmasi,
SDS-PAGE’den 6ncesi hidrolize edilmesi i¢in asit-labil (kararsiz) baglarin olusumuna
neden olacagindan dolay1 37°C’den fazla 1siyla 6rneklerin SDS-PAGE yiikleme boyasi
ile inkiibe edilmesi 6nerilmemektedir.

Tez caligmasinda kitlerde belirtilen standart protokollere uyum saglanmistir.
Tamponlarin pH degerleri pH:8 olarak ayarlanmistir. Yikama tamponunda S0mM ve
eliisyon tamponunda 500mM konsantrasyonunda imidazol kullanilmaktadir. Hem ‘batch’
hem de ‘semi-batch’ Ni-NTA agaroz calismasi tez kapsaminda calismistir. Ni-NTA
agaroz sollisyonu (slurry) %50 etanol %50 Ni-NTA agaroz icermektedir. Qiagen Ni-NTA
agaroz protokoliinde 4 ml protein 6rnegi icin 1 ml slurry (4:1) Onerilmektedir. Tez
calismasinda 1.5 ml toplam protein ¢oziiniir proteini i¢in 300 pul Ni-NTA slurry (150 pl
boncuk = yatak hacmi) kullanilmaktadir.

Ni-NTA agaroz saflasgtirmast sonrasinda elde edilen protein eliisyonlart SDS-
PAGE analizi i¢in 10-100 pl protein 6rnegi (10 ul) 10-100 pl 5x SDS-PAGE (40 pl)
yiikleme boyasi olmak iizere hazirlanir. GFP igeren fiizyon proteinlerinin incelenmesi i¢in
dogal kosullarda analiz yapilmasi gerekmektedir. Bu ylizden SDS-PAGE ylikleme boyast
denatiire edici kimyasal ajan igermemektedir ve hazirlanan protein drnekleri 1sitilarak

denatiire edilmemektedir. Kalan protein eliisyonlar1 -86°C’de saklanir.



Tablo 22.2.

Batch ve Semi-batch Ni-NTA agaroz saflastirma protokolii. Protokol, Macherey-
Nagel Ni-NTA agaroz protokoliine uygun olarak yazilmistir (Macherey-Nagel — 10 /
2013, Rev. 04). Semi-batch protokoliinde kalibrasyon ve baglanma asamalari
laboratuvarimizda kullandigimiz  kolonlara goére optimize edilerek yeniden
diizenlenmistir. ‘Semi-batch’ protokoliinde baglanma tamponu ile kalibrasyon ve Ni-
NTA agaroz-protein karisiminin baglanmasi agsamalari kromatografi kolonlari igerisinde
gerceklesmektedir.

Kalibrasyon

Ni-NTA agaroz karisimi homojen bir sekilde nazikge karistirilir.

%50 Ni-NTA agaroz etanol karigimi alinir (2ml siispansiyon = 1ml Ni-NTA
agaroz yatak hacmi).

500 x g’de 5 dakika boyunca santrifiij yapilir ve siipernatant uzaklagtirlir.

10 yatak hacmi baglanma/lizis tamponu Ni-NTA agaroz iizerine kalibrasyon i¢in
eklenir.

500 x g’de 5 dakika boyunca santrifiij yapilir ve siipernatant uzaklagtirilir.

Baglanma

Toplam ¢Oziiniir protein Ornegi nazikce kalibre edilmis Ni-NTA agaroz
boncuklari iizerine eklenir.

A (| B (W N ==

Protein ve Ni-NTA agaroz karigimi 30-60 dakika ya da +4°C’de gece boyu
calkamali tablada baglanma igin yavasca inkiibe edilir. (Semi-batch saflastirma
icin 10 yatak hacmi baglanma tamponu kolona eklenerek kolon +4°C’de gece
boyu bekletilir sonrasinda tampon uzaklastirilirak kolon kalibre edilir.)

500 x g’de 5 dakika santrifiij yapilir ve | Protein ve Ni-NTA agaroz
dikkatlice siipernatant alinarak, ‘Flow | karistmi kolona aktarilir ve 15
Through’ protein 6rnegi olarak saklanir. dakika  inkiilbasyon  sonrasi
8 yergekimi  etkisiyle kolondan
soliisyonun uzaklagmasi saglanir.
Elde edilen soliisyon ‘Flow
Through’ protein olarak saklanir.




EK-22. Western Blot Protokolii
Western blot deneylerinde kullanilan tamponlar taze olarak hazirlanmalidir. 4 farkh

tampon kullanilmaktadir (BioRAD bulletin 2895 ve Cold Spring Harbor protocols).

Tablo EK-22.1. Western Blot analizi icin tamponlarin hazirlanmasi. Diisiikk hacimlerde distile su
kullanilarak soliisyonlar homojen hale getirilir ve daha sonrasinda yine distile su
eklenerek tamponlar final hacimlerine ulastirilir. Towbin tamponu ve Bloklama tamponu
100 ml veya daha kiigiik hacimlerde hazirlanir.

Tamponlar Kimysallarin final 1 litre tampon icin kimyasal
konsantrasyonlar: (mM, h/h) miktari (gr,lt,ml)

10x Tris-buffered salin (TBS) pH 7.5 500 mM Tris, 1500 mM NaCl 60,6 gr Tris, 87,6 gr NaCl

1x TBS tamponu pH: 7.5 50 mM Tris, 150 mM NaCl 6,06 gr Tris, 8,76 gr NaCl

1x TBS-T tamponu pH: 7.5 1x TBS, %0.05 Tween 20 11t TBS, 0.5 ml Tween 20

Ix Towbin tamponu pH: 8.3 25 mM Tris, 192 mM Glisin, %20 3.03 gr Tris, 14.40 gr Glisin, 200 ml
T Metanol, %0,1 SDS (%10 SDS stok) Metanol, 10 ml SDS

1x Bloklama tamponu 1x TBS, %5 kuru yagsiz siit tozu 11t TBS, 50 gr kuru yagsiz siit tozu

Western Blot icin Blotlama Asamasi:

1. Western Blot islemi icin ayrilan jel distile su ile yikanarak tampon ve SDS’den
arindirilir.  Yikanmis jel taze hazirlanmis Towbin tamponu igerisine alinarak
calkalamali tablada 30 dakika inkiibe edilir.

2. Jelin tampon icerinde genlesmesi goz oniinde bulundurularak son 20 dakika kala jelin
Olctimleri yapilir ve oOlciimlere gore PVDF membran (Millipore PSQ 0,2 pm
membran) kesilir. Ayni zamanda 1 blotlama icin 2 adet BioRAD kalin blot filtre
kagitlarinin ayn1 boyutlarda kesimi yapilir. Kesilen mebranin ve filtre kagitlarinin
jelin boyutlarindan daha biiyiik olmamas1 gerekmektedir.

3. Jel boyutlarina gore kesilmis PVDF membran 30 saniye boyunca %100 metanol ile
aktive edilir ve 15 dakika Towbin tamponunda g¢alkalamali tablo {izerinde oda
sicakliginda inkiibe edilir.

4. Hem jelin hem de membranin Towbin tamponu ile inkiibasyonu sonrasinda, yar1 kuru
blotlama cihazina dncelikle 1slatilmig kalin filtre kagid1 yerlestirilir ve iistiine sirasiyla
PVDF membran, poliakrilamid jel ve diger 1slatilmis kalin filtre k&g1d1 siki sandvig
olacak sekilde konumlanir. Her ekleme sonrasinda hava kabarciklar1 uzaklastirilir.

5. Blotlama islemi 100mA sabit 250 V ‘da 45 dakika olacak sekilde gerceklestirilir.

6. Blotma sonunda membran ve jel nazikce ayrilir. Blotlama verimi kontrol edilmesi i¢in

jel coomassie boyama islemine alinir.



Bloklama Asamasi:

7. Membran bloklamasi, membranin yerlestirildigi kaba 20 ml %5 yagsiz kuru siit tozu
iceren TBS-T tamponunun ilave edilmesi ile oda sicakliginda 1 saat boyunca
calkalamal1 tablada gercgeklesir. Bloklama soliisyonu bloklama islemi bittiginde
membranin bulundugu kaptan uzaklagtirilir.

Birincil Antikor Uygulamasi:

8. Bloklama islemi sonrasinda TBS-T soliisyonu ile membran 3 kez 5’er dakika siire ile
calkalamal1 tabla lizerinde hafifce karistirilarak yikanir. Her yikama sonrasinda TBS-
T uzaklastirilir.

9. Yikama asamasi sonrasinda, %5’lik siit tozu iceren 10 ml TBS-T eklenir ve lizerine
birincil antikor olarak 50 pl anti-GH-1/2 poliklonal antikoru (Santacruz, sc-36787)
dikkatlice aktarilir ve +4 derecede gece boyu ¢alkalamali tablada inkiibe edilir. Tez
calismasinda 1 pl birincil antikor: 200 pl TBS-T oraninda birincil antikor uygulamasi
gergeklestirilmistir.

10. Birincil antikor uygulamasindan sonra antikor ve TBS-T soliisyonu temiz bir konik
santrifuj tlipline aktarilarak tekrar kullanimi i¢in 4°C’de saklanur.

ikincil antikor uygulamas:

11. Membran iizerinde baglanmayan antikor ve soliisyon kalintilarinin uzaklastirilmasi
icin membran TBS-T tamponu ile 3 kez 5’er dakika boyunca yikanir.

12. Yikama islemi sonrasinda membran iizerine 10 ml TBS-T eklenir ve ikincil antikor
olarak 1 pl Goat Anti-Rabbit IgG Antibody (GenScript, A00131) aktarilarak 1,5 saat
oda sicakliginda calkalamali tablada inkiibasyon gergeklestirilir. Tez ¢alismasinda 1
pl ikincil antikor: 10000 pl TBS-T oraminda ikincil antikor uygulamasi
gerceklestirilmistir.

13. Inkiibasyon sonrasinda ikincil antikoru igeren TBS-T soliisyonu temiz bir konik
santrifuj tiipline aktarilarak tekrar kullanim i¢in 4°C’de saklanir.

Goriintiileme:

14. Ikincil antikor kalintilarinin ve soliisyonlarin tamamen uzaklastirilmasi i¢in 2 kez 5’er
dakika TBS-T ve 2 kez 5’er dakika da TBS tamponu ile membran ¢alkalamali tablada
hafifce karistirilarak yikanir. Her yikama sonrasi tamponlar uzaklastirilir.

15. Membran temiz ylizeyi bulanan bir tablaya aktarilir lizerine daha Onceden oda

sicakligina  getirilmis TMB  soliisyonu (Pierce™ TMB  Substrate Kit,



ThermoScientific #34021) eklenir. Karanlik bir ortam saglanarak 30 dakika boyunca
kolorimetrik reaksiyonun olusumu i¢in inkiibasyon gergeklestirilir.

16. TMB inkiibasyonu sonrasinda membran dikkatlice distile su ile yikanir.

17. Pozitif kontroliin varlig1 membran tizerinde tespit edilerek Western Blot ¢alismasinin
kontrolii saglanir ve membran goriintiileri elde edilerek ortaya ¢ikan sonuglar

degerlendirilir.



EK-23. 6xHis-
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Sekil EK-23.1.
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pTtAC2-6xHis-sfGFP-EK.-hGH vektorlii D1, F1, H1 tek klon 7. thermophila hiicre
hatlariin 6 saat 1s1 soku indiiklemesi sonrasi hiicre patlatma ile SDS-PAGE analizi.
2x SDS-PAGE boyasi ile hiicre patlatma gergeklestirilmistir ve 80 bin hiicre/kuyu olacak
sekilde yiikleme yapilmistir. A: Coomassie boyama goriintiisii. B: GFP 1sima goriintiisii,
Gel Doc™ EZ Gel Documentation System mavi tabla kullanilmistir (Biorad, 1708270).
Kuyular A. ve B. sekilleri i¢in de aynidir. Kuyu 1: PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder (ThermoScientific, #26619), 2: D1 tek klon hiicre hatt1, 3: F1 tek klon hiicre hatti,
4: H1 tek klon hiicre hatt1, 5: sfGFP pozitif kontrolii.

Hiicre patlatma yontemi ile Coomassie boyama verisinde flizyon proteinine es yaklasik

50 kDA biiytkligiinde kalin bir band (mor ok) goriilmiistiir ancak GFP 1s1ma

goriintiisiinde hedef fiizyon proteini bandi saptanamamuistir ve kirik/giidiik tiretim oldugu

diisiiniilen yaklasik pozitif kontrole denk 27 kDA (yesil ok, 54 kDA dimer GFP kirmizi

ok) biiyiikliigiinde GFP 1s1masi1 bulunan protein bandlar1 her klonda da goriilmiistiir (Sekil

EK-23.1.). Calismanin devaminda, elde edilen indiiklenmis hiicrelerden toplam ¢oziiniir

protein izolasyonu gerceklestirilmistir ve bu protein Orneklerinin Western Blot

analizlerinde monomer ve dimer fiizyon proteinleri hGH antikoru ile saptanmistir ancak

¢Oziiniir proteinlerde de ayn1 GFP 1s1masi1 profili goriilmiistlir (veri verilmemistir). Bu

sebeple, kirik/glidiik iiretim s6z konusu oldugu i¢in iretilen fiizyon proteini

tiretiminde/eldesinde verim kayb1 yasandigi belirlenmistir.



EK-24. PLA-6xHis-hGH ve PLA-hGH Uretimlerinde Sitoplazmik Protein Analizi
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pTtAC2-PLA-6xHis-hGH ve pTtAC2-PLA-6xHis-hGH tasityan 7. thermophila DS
ve C6 tek hiicre klonlarimin 38°C 1s1 soku indiiklemesi ile sitoplazmik protein iiretim
analizi.

A. PLA-6xHis-hGH sitoplazmik toplam ¢o6ziiniir proteinlerinin Western blot analizi.
Kuyu 1: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific, #26619), 2: D5.1
tek klon hiicre hatt1 toplam ¢dziiniir protein, 3: D5.3 tek klon hiicre hatt1 toplam ¢6ziiniir
protein, 4: D5.4 tek klon hiicre hatti toplam ¢oziiniir protein, 5: D5.5 tek klon hiicre hatti
toplam ¢dziiniir protein, 6: D5.8 tek klon hiicre hatti toplam ¢6ziiniir protein, 7: D5.10
tek klon hiicre hatt1 toplam ¢oziiniir protein, 8: Bulk hiicre hatt1 toplam ¢oziiniir protein,
9: Ticari iiriin 22 kDa hGH pozitif kontrol proteini (Humatrope 8 mg, Eli Lilly), 10:
Indiiklenmemis D5.5 klon hiicre hatt1 ¢dziiniir protein.

B. PLA-hGH sitoplazmik toplam ¢6ziiniir proteinlerinin Western blot analizi. Kuyu 1:
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific, #26619), 2: C6.2 tek klon
hiicre hatt1 toplam ¢6ziiniir protein, 3: C6.4 tek klon hiicre hatt1 toplam ¢oziiniir protein,
4: C6.8 tek klon hiicre hatt1 toplam ¢oziiniir protein, 5: C6.9 tek klon hiicre hatti toplam
¢Oziiniir protein, 6: C6.11 tek klon hiicre hatti toplam ¢oziiniir protein, 75 C6.12 tek klon
hiicre hatt1 toplam ¢6ziiniir protein, 8: pTtAC2-PLA-hGH vektorlii T.thermophila bulk
hiicre hatt1 toplam ¢oziiniir protein, 9: Ticari tiriin 22 kDa hGH pozitif kontrol proteini
(Humatrope 8 mg, Eli Lilly), 10: Indiiklenmemis C6.4 klon hiicre hatt1 ¢dziiniir protein.

5X SDS-PAGE yiikleme tamponu ile protein érnekleri karistirtlmistir, 95°C’de 5 dk
inkiibasyon sonrast kuyulara protein drnekleri yiiklenmistir. Western Blot i¢in % 12’lik
ayristirma ve % 5°lik paketleme ile SDS-PAGE jeli hazirlanmistir. Protein 6rnekleri
ayristirma jeline gelesiye kadar 60 V’da daha sonra 80 V’da jel kosturulmustur. Blotlama
icin 0.2 pm PVDF membran kullanilmistir, Towbin tamponu % 0,1 SDS i¢cermektedir ve
blotlama 100mA sabit 250 V ‘da 45 dakika olarak gerceklestirilmistir. % 5°lik siit tozu
iceren TBS-T ile 1 saat oda sicakliginda membrana bloklama uygulanmistir. Birincil anti-
GH-1/2 poliklonal antikoru (Santacruz, sc-367878) 1:200 oraninda %5’lik siit tozu i¢eren
TBS-T ile kullanilmis +4 derece gece boyu, ikincil antikor olarak 1:10000 HRP Konjuge
Anti-Rabbit antikoru (GeneScript, A00098) TBS-T ile kullanilmis oda sicakliginda 1
buguk saat inkiibe edilmistir. Gorilintiileme TMB substrat1 ile 15 dakika inkiibasyon
sonucu gergeklestirilmistir (ThermoScientific, N301).

salgilatilmas1  hedeflenen PLA-6xHis-hGH ve PLA-hGH protein

orneklerinin sitoplazmik protein analizlerine bakildiginda, Sekil EK-24.1.A.’da kirmizi

oklarla gosterilen yaklasik 22 kDa protein bantlagsmasi 3, 4 ve 7. kuyularda zayif olarak

goriilmekteyken diger deney gruplarinda ve negatif kontrolde (10. kuyu)

goriilmemektedir. 44 kDa dimer protein bantlagsmasi1 da 6xHis-hGH ve hGH proteinlerinin

tiretiminde goriildiigii gibi bu tasarimlarin tiretiminde goriilmektedir (EK-24.1A. ve B.).



Beklenen sitoplazmik 22 kDA hGH bantlagsmasi PLA-hGH iiretiminde saptanmamakta
olup 4. kuyuda turuncu okla gosterilen yaklasik 80-90 kDA arasinda olusan protein
bantlasmasinin hGH tetrameri (88 kDa) olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu protein
bantlasmasi1 diger deney gruplarinda ve ayrica indiiklenmemis deney grubunda da

goriilmemesi bu diislinceyi desteklemektedir.



EK-25. 6xHis-hGH Proteinlerinin Ni-NTA Saflastirmasi Sonrasi Protein Analizleri

Sekil EK-25.1.
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pTtAC2-6xHis-hGH vektorii tastyan 7. thermophila B11.2 tek hiicre klonlunun aghk

tamponunda 500 ml hacimde 38°C 6 saat 1s1 soku ile sitoplazmik protein iiretim
analizi.

A. Indiikleme sonras1 B11.2 tek klon hiicre hattindan protein izolasyonu ile Ni-NTA
saflastirmas1 Coomassie boyama analizi. Aclik tamponunda (Tris-HCL pH: 7.5) 500
ml hiicre kiiltiirii ile indiikleme gergeklestirildi ve protein izolasyonu ile 40 ml lizat elde
edildi. 35 ml lizat Amicon Ultra-15 santrifuj filtresi (Millipore UFC901024) ile 5 ml elde
edilecek kadar konsantre edildi. 4 ml protein lizati i¢in 1 ml Ni-NTA boncuk slurry
kullanilmistir  (Ni-NTA Agarose-Qiagen, 30230). Ni-NTA (yerg¢ekimi akisi-kolon
saflagtirma) saflagtirma kosullari: 1. yikama: 20 mM imidazol, % 0.1 TX100, pH: 7.9, 2.
Yikama 2: 50 mM imidazol, % 0.1 TX100, pH: 7.7. 3. yikama: 80 mM imidazol, % 0.1
TX100, pH: 7.5. Eliisyonlar 400 mM imidazol ile (yarim saat araliklarla inkiibasyon ile
4 farkl eliisyon) gergeklestirildi. TX100 = Triton-X-100.

Kuyu 1: Konsantre toplam ¢6ziiniir protein 6rnegi, 2: Ni-NTA Flow protein 6rnegi, 3:
Ni-NTA yikama 1 protein 6rnegi, 4: Ni-NTA yikama 3 protein 6rnegi, S: Eliisyon 1
protein 6rnegi 6: Eliisyon 2 protein 6rnegi, 7: Eliisyon 3 protein 6rnegi, 8: Pozitif
kontrol; Humatrope 8 mg pozitif ticari kontrol (Humatrope, Eli Lilly), 9: PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder (ThermoScientific, #26619), 10: Negatif kontrol; vektor
icermeyen 7. thermophila CU428 toplam ¢6z protein.

Merkaptoetanol igermeyen 5X SDS-PAGE yiikleme tamponu ile protein ornekleri
karigtinnlmigtir ve direk olarak kaynatmadan kuyulara protein ornekleri yliklenmistir.
Coomassie Boyama ve Western Blot ve i¢in % 15°lik ayristirma ve % 5°lik paketleme ile
SDS-PAGE jeli hazirlanmistir. Protein 6rnekleri ayristirma jeline gelesiye kadar 60 V’da
daha sonra 80 V’da jel kosturulmustur.

B. Konsantre Ni-NTA eliisyonlarinin anti-hGH antikoru ile Western Blot Analizi.
Sekil EK-25.1.A. Coomassie analizindeki protein drneklerinde anti-hGH antikoru ile
yapilan Western Blot analizinde pozitif kontrol disinda protein band1 gériillememistir ve
bu yiizden tiim eliisyon 6rneklerinden elde edilen toplam 3.5 ml Ni-NTA eliisyonlar1 10x
konsantre edilmistir. Ayni sekilde 10x konsantre edilen vektor icermeyen indiiklenmis 7.
thermophila CU428 hiicre protein lizat1 da negatif kontrol olarak eklenmistir. Blotlama
i¢in 0.2 pm PVDF membran kullanilmistir, Towbin tamponu % 0,1 SDS icermektedir ve



blotlama 100 mA sabit 250 V ‘da 45 dakika olarak gerceklestirilmistir. % 5°lik siit tozu
iceren TBS-T ile 1 saat oda sicakliginda membrana bloklama uygulanmistir. Birincil
‘yeni’ anti-GH-1 monoklonal antikoru (sc-57158) 1:100 oraninda %5°’lik siit tozu i¢eren
TBS-T ile kullanilmis +4 derece gece boyu, ikincil antikor olarak 1:10000 HRP Goat
Konjuge Anti-Mouse antikoru (Genescript, A00160) TBS-T ile kullanilmig oda
sicakliginda 1 buguk saat inkiibe edilmistir. Goriintiileme TMB substrati ile 15 dakika
inkiibasyon sonucu gerc¢eklestirilmistir (ThermoScientific, N301).

Kuyu 1: Negatif kontrol; vektor icermeyen 10x konsantre 7. thermophila CU428 toplam
¢0z protein, 2: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific, #26619), 3:
Pozitif kontrol; Humatrope 8 mg pozitif ticari kontrol (Humatrope, Eli Lilly), 4: 10x
konsantre Ni-NTA eliisyon protein 6rnegi, 5: Konsantre edilmemis Ni-NTA eliisyon 1
protein 6rnegi, 6: Konsantre toplam ¢oziiniir protein.

C. Konsantre Ni-NTA eliisyonlarimin anti-His antikoru ile Western Blot Analizi. Jel
yiizdesi, jel kosturma ve Western Blot islemleri Sekil EK26-1.B. ile aynidir. Birincil anti-
His mouse monoklonal antikoru (ThermoScientific, MA1-21315) 1:5000 oraninda
%35’lik siit tozu igeren TBS-T ile kullanilmis +4 derece gece boyu, ikincil antikor olarak
1:10000 HRP Konjuge Goat Anti-Mouse antikoru (Genescript, A00160) TBS-T ile
kullanilmis oda sicakliginda 1 buguk saat inkiibe edilmistir. Goriintiileme TMB substrati
ile 15 dakika inkiibasyon sonucu gergeklestirilmistir (ThermoScientific, N301). Kuyu 1:
Negatif kontrol; vektor igermeyen 10x konsantre 7. thermophila CU428 toplam ¢6z
protein, 2: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific, #26619), 3:
Humatrope 8 mg pozitif ticari kontrol (Humatrope, Eli Lilly), 4: Ni-NTA eliisyon
konsantrasyon flow protein 6rnegi S: Konsantre edilmemis Ni-NTA eliisyon 1 protein
ornegi, 6: Konsantre toplam ¢oziiniir protein.

6xHis-hGH iiretimi ve saflagtirmasi i¢cin 500 ml olarak biiylik flask kiiltiirii
hacminde 1s1 soku indiiklemeleri ile hiicrelerden protein izolasyonu ve elde edilen
izolatlardan ise optimize edilmis Ni-NTA saflastirmast amaglanmistir. Bu sekilde
hazirlanan deney tasariminda, toplamda 40 ml ¢6ziiniir protein elde edilmistir ve 35 ml
lizat Amicon Ultra-15 santrifuj filtresi (Millipore UFC901024) ile 5 ml elde edilecek
kadar konsantre edilerek, 4 ml protein lizati i¢in 1 ml Ni-NTA boncuk slurry kullanilmistir
(Ni-NTA Agarose-Qiagen, 30230). Sekil EK-25.1.A ‘da Coomassie boyama analizinde
eliisyonlarda goriilen 17 kDa (kirmiz1 ok) ve 22 kDa (yesil ok) hGH bandlar1 daha 6nceki
Western Blot analizlerinde goriilen bantlarla iliskilendirilmistir. Ancak, bu ¢alismada
gerceklestirilen Western Blot analizinde herhangi bir protein bandi belirlenememistir.
Bunun sebebi yeni kullanilan anti-GH-1 monoklonal antikorunun (sc-57158) kullanim
oranlarinin (1:200) optimize edilmemesi oldugu diistintilmiistiir. Bu sebeple elde edilen 4
farkl eliisyon ornekleri konsantre edilerek tekrardan Western Blot analizi (1:100 anti-
hGH) gerceklestirilmistir. Sekil EK-25.1.B.’de goriildiigli iizere 17 kDA monomerin
dimeri olarak diisiiniilen 34 kDA protein (kirmizi ok) anti-hGH tarafindan saptanmistir
ve Western Blot analizinde goriilmektedir. Bu band 1. kuyuda kullanilan negatif kontrol
de goriilmemektedir. Ayrica farkli yapida 6nceki ¢aligmalarda da saptanan tetramerik 22

kDA (88 kDa) oldugu diisiiniilen yesil okla gosterilen protein bantlatmast da



belirlenmektedir. Anti-His antikoru ile yapilan Western Blot analizinde ise kirmizi ok
ucunda gosterilen 34 kDA dimer bant1 goriilmektedir (Sekil EK-26.C.). Histidin antikoru
5. kuyuda bulunan konsantre eliisyon ve 7. kuyuda bulunan konsantre toplam ¢oziiniir
proteinlerin farkli bir¢ok bant goriiliirken, bu bantlasmalar konsantre CU428 toplam
¢ozilinlir proteinlerde goriilmemektedir.

Bu calisma ile hGH’1n dimerlesme 6zelligi gosterdiginden konsantre edildiginde
ortamda su molekiiliiniin azalmasi ile hidrofobik etkilesimlerle dimer ve diger -merik
formlarina doniistiigli anlasilmistir. 7. thermophila proteazlar1 tarafindan kesilmesi
sebebiyle de birgok hGH formunun sitoplazmada var oldugu ve bu formlarinda farkl
yapilar olusturmasiyla kirlilige sebep oldugu diisiiniilmektedir. Bu durumun olugsmamast

icin gerekli iyilestirme ¢aligmalar: diisiiniilmiis ve tartisilmistir.



EK-26. hGH kodlayicn gen dizili TtAC2 vektorlerini tasiyan E. coli ve T.

thermohpila hiicre stoklar:

Sekil EK-26.1. hGH gen kasetlerini igeren TtAC2 vektorlerini tasiyan E. coli hiicre hatlar1 stoklari.



Tablo EK-26.1. hGH kodlayic1 gen dizili TtAC2 vektorlerini tasiyan 7. thermophila CU428 hiicre

hatlari.

A. ‘Siv1 Azot Hiicre Stoklar1 Mehmet CALISEKI’ adli, sivi azot tankinda mavi etiketli
rafligin en alttan 5. rafinda bulunan kutu igerisinde muhafaza edilen hiicre stoklari.

B. ‘Mehmet 2019 pTtAC2 hGH’ adli, s1v1 azot tankinda mavi etiketli rafligin en alttan
6. rafinda bulunan kutu igerisinde muhafaza edilen hiicre stoklari.

Hiicre stoklari hazirlanirken 1’er veya 2’ser fazla stok hazirlanmistir ve her biri i¢in

tekrardan canlandirma protokolii gergeklestirilip canliliklar1 kontrol edilmistir. ilk

hazirlanan kutu yer kalmadigi icin ikinci kutu hiicre stoklarinin muhafazasi icin

kullanilmuastir.
A
T. thermophila Cu428 irki transformant klon adi Tarihi Adet
pTtAC2-hGH-6xHis-GFP-hGH ig¢eren D1 tek hiicre klonu hatt1 | 23.11.18 12
pTtAC2-hGH-6xHis-GFP-hGH igeren 2A1 tek hiicre klonu hatt1 | 30.11.18 12
pTtAC2-hGH-6xHis-GFP-hGH iceren 2C1 tek hiicre klonu hatti | 30.11.18 12
pTtAC2-hGH igeren A4 bulk hiicre hatt1 21.01.19 6
pTtAC2-6x-hGH igeren B11 bulk hiicre hatti 21.01.19 6
pTtAC2-PLA-hGH igeren C6 bulk hatta 21.01.19 6
pTtAC2-PLA-6x- hGH igeren D5 bulk hatti 21.01.19 6
pTtAC2-hGH igeren A4.3 tek hiicre klonu hatt: 07.02.19 6
pTtAC2-hGH iceren A4.9 tek hiicre klonu hatt 07.02.19 6
pTtAC2-6x-hGH igeren B11.2 tek hiicre klonu hatt 08.02.19 6
pTtAC2-6x-hGH igeren B11.7 tek hiicre klonu hatti 08.02.19 6
pTtAC2-PLA-hGH igeren €6.9 tek hiicre klonu hatt 18.02.19 6
pTtAC2-PLA-hGH igeren C6.2 tek hiicre klonu hatti 18.02.19 6
pTtAC2-PLA-6x-hGH igeren DS.3 tek hiicre klonu hatti 19.02.19 4
B
T. thermophila Cud28 irki transformant klon adi Tarihi Adet
pTtAC2-PLA-hGH iceren C6.4 tek hiicre klonu hatt1 19.02.19 6
pTtAC2-PLA-6x-hGH i¢eren D5.3 tek hiicre klonu hatti 19.02.19 2
pTtAC2-PLA-6x-hGH igeren D5.4 tek hiicre klonu hatti 20.02.19 6
pTtAC2-PLA-6x-hGH igeren DS5.10 tek hiicre klonu hatti 20.02.19 6




EK-27. hGH ELIZA Protokolii ve Standart Grafigi

ThermoScientific hGH ELIZA kiti (Growth Hormone Human ELISA Kit,
#EHGH1) kullanilarak 2.5-600 pg/mL degerleri arasinda seri diliisyonlar ile hGH
standartlar1 elde edildi ve sandvi¢c ELIZA metodu ile deney gergeklestirilerek 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrik sonuglar elde edildi. Elde edilen OD degerleri ile hGH
standart grafigi olusturuldu. Sekil EK-26.1"de goriildiigii iizere kullanilabilir R? degerine
(0,9863) sahip standartin y=0,295x + 0,0806 formiilii hGH’1n miktarsal analizleri igin

plakasi kuyusu
(Kati Faz)

protein veya hiicre disi
protein érnekleri

(1.cil antikor)

kullanilmistir.
A
Y HRP- Y TMB Substrati Durdurma Tamponu
1 Konjuge |
kincil

K Tespit Y arikor K
A Antikoru | A
MoOA x A A A
A A A

Yakalama Antikoru L ) > O =

M
Y Y ALY Y Y
hGH antikoru ile Uretilmis hGH igeren Biotinlenmis Streptavidin-HRP TMB, Tetrametilbenzidin 0.2M Siifirik Asit
kaplanmis ELIZA hiiicre ici goziiniir hGH Antikoru (2.cil antikor)

hGH Elisa Standart

y =0,0295x + 0,0806
R? = 0,9863

Sekil EK-26.1. hGH ELIZA Kkiti protokolii ve hGH standarti hazirlanmasi. A. hGH ELIZA Kkiti
protokolii. Sandvi¢ ELIZA protokolii gerceklestirilmistir. Kullanilan kimyasallarmn
miktarlart ve inkiibasyon siireleri protokolde belirtildigi gibi uygulanmistir
(ThermoScientific, Growth Hormone Human ELISA Kit, #8HGH1). B. hGH ELiZA
standart grafigi. R2 degeri 0,9863 olup, y=0,295x + 0,0806 hGH standart formiiliidiir.

Deney gruplarindaki hGH miktarlari, burada belirtilen formiil ile hesaplanmuistir.



EK-28. Tez Calismasinda Kullanilan Kitler, Enzimler ve Cihazlar

Kullanilan Kitler:

GeneJet Plasmid Mini Saflastirma Kiti (Thermo, #K0691), GeneJet Plasmid Midi
Saflagtirma Kiti (Thermo, #K0691), Genelet Jel Saflastirma Kiti (Thermo, #K0691),
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, A1120)

Kullanilan Enzimler:

Primestar HS DNA Polimeraz (Takara, R0O10Q), Taq DNA Polimeraz (Fermantas,
EP0401), T4 DNA Ligaz (NEB, M0202S)

Kullanilan Cihazlar:

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 Goriintiileme 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 Karigtirict  (Schott, SLK6), Biolistic® PDS-
1000/He Particle Delivery System (Biorad, 165-2257), Etiiv (Genhart, Thermo Shaker
THO 220), Santrifiij (Thermo IEC Micromax, Beckman Coulter Microfuge 22R, ve
Beckman Coulter Allegra 25R), Otoklav (Eastern Medical, Vertical Autoclave),
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