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OZET

Doktora Tezi

Pichia pastoris MAYALARINDAN REKOMBINANT EKSPANZIN URETIMININ
OPTIMIZASYONU

Asliye KARAASLAN

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Danisman : Doc¢. Dr. Hasan VARDIN
Yil: 2017, Sayfa:123

Bu calismada Solanum lycopersicum (domates) bitkisinden ekspanzin Uretiminden sorumlu gen

bolgesi (LeExpl) izole edilerek metilotropik bir maya olan Pichia pastoris mayalarinda rekombinant
olarak ekspanzin proteinlerinin iiretilmesi saglanmistir. LeExpl gen dizilimi sirasiyla alfa mating
faktor (AMF) ve Pichia pastoris asit fosfataz (PHO1) sekresyon sinyal sekanslarina sahip pPIC9K ve
pHIL-S1 vektorlerine uygun enzimler vasitasiyla aktarilmistir. Hedef gen ile klonlanmis vektorler 1s1
soku yolu ile E. coli JM109 hiicelerine transforme edilmis ve burada g¢ogaltilmistir. Klonlanan
vektorler elektroporasyon vasitasiyla Pichia pastoris GS115 ve SMDI1168 suglarina transfer
edilmistir. PZR yontemiyle transfer islemi dogrulanmustir ve elde edilen dort adet transgenik sustan
ekstraseliilar rekombinant protein iretimi AOX1 promotérii kontroliinde, pH 6.0’da, 200 rpm’de,
30°C’de 96 saat boyunca gerceklestirilmistir. Eksprese edilen toplam protein miktar1 Bradford assay
analizleri ile hesaplanmis ve elde edilen proteinler SDS-PAGE yodntemi ile poliakrilamid jel Gzerinde
gorintiilenmistir. Western-Blot yontemi ile poliklonal ekspanzin antibadileri kullanilarak ekspanzin
proteinleri tanimlanmustir. Elde edilen ekspanzin proteinlerinin meyve suyu endiistrisinde kullanilan
selilozik enzimlere olan sinerjistik etkileri arastirilmistir. Calisma sonunda pPIC9K vektoriinit
tastyan, proteaz enzimleri inhibe edilmis SMD1168 transgenik susundan 283 mg/L diizeyinde, GS115
susuna gore yaklasik olarak 1.4 kat daha fazla rekombinant ekspanzin proteini elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Pichia pastoris, LeExp1, pPIC9K, pHIL-S1, GS115, SMD1168



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

OPTIMIZATION OF RECOMBINANT EXPANSIN PRODUCTION from Pichia
pastoris YEAST

Asliye KARAASLAN

Harran University
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Food Engineering Department

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan VARDIN
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In this study LeExpl gene from Solanum lycopersicum (tomato) genome was isolated and
recombinantly expressed in methylotropic Pichia pastoris in order to produce expansin proteins. Open
reading frame of LeExpl gene transferred to pPIC9K and pHIL-S1 vectors containing alpha mating
factor and acid phosphatase secretion signals, respectively. The vectors harboring target gene
subcloned to E. coli JM109 competent cells via heat-shock method. The cloned vectors were
transformed to Pichia pastoris GS115 and Pichia pastoris SMD1168 strains by electroporation. The
presence of the transgene in Pichia pastoris genome was verified by Polymerase Chain Reaction
(PCR) and recombinant expansin protein expression was carried under the control of AOX1 promoter,
at pH 6.0, 30°C, 200 rpm for 96 hours from four different transgenic strains (GS115-pPIC9K-Expl,
GS115-pHIL-S1-Expl, SMD1168-pPIC9K-Expl, SMD1168-pHIL-S1-Expl). The amount of
expressed of total proteins were determined by using Bradford Assay and recombinant proteins
separated and visualized on polyacrylamide gels (SDS-PAGE). Immunodetection of recombinant
expansin proteins were conducted by using polyclonal tomato expansin antibodies. The synergistic
activity of recombinant expansin proteins on cellulolytic enzymes were investigated. The higher
amount of proteins were obtained from SMD1168-pPIC9K-Expl and SMD1168-pHIL-S1-Expl cell
lines compared to those of GS115 lines. The proteins obtained from SMD1168 cells displayed higher
synergistic activity with celluloytic enzymes compared to recombinant proteins obtained from GS115
cells.

KEY WORDS: Pichia pastoris, LeExpl, pPICIK, pHIL-S1, GS115, SMD1168
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1. GIRIS Asliyve KARAASLAN

1. GIRIS

Metilotropik bir maya olan Pichia pastoris mayast uzun yillardir rekombinant
protein iiretiminde kullanilan bir mikroorganizmadir. P. pastoris mayasi sahip
oldugu Okaryotik yapist sayesinde dogada az miktarda bulunan veya endiistriyel
Oneme sahip proteinlerin iiretiminde bir biyofabrika olarak kullanilabilmektedir. P.
pastoris mayasi translasyon sonrasi proteinlerde meydana gelen modifikasyonlari
dogru sekilde yapmasi, proteinlerin aktif formlarina uygun sekilde katlanmalarina
olanak saglamasi, g/L diizeylerinde protein liretme yetenegine sahip olmasi, basarili
transformasyonlarina olanak saglayan metotlarin gelistirilmis olmasi, hiicre digina
cok az natif protein salgilamasi ve dolayisiyla ekstraseliiler proteinlerin tiretim ve
saflagtirilmasin1 kolaylastirmasi nedenlerinden dolayr son yillarda yaygin olarak

heterolog protein Gretiminde kullanilmaktadirlar.

Rekombinant protein Uretiminde ve hedef proteini iiretmek icin yapilan
dizaynda belirlenmesi gereken temel basamaklar dort gruba ayrilmaktadir. Bu
basamaklar eksprese edilmesi hedeflenen genin belirlenmesi ve izole edilmesi, hedef
geni konakgiya tagiyacak vektoriin secimi ve hedef genin vektore aktarilmasi, protein
ekspresyonu yapilacak olan konakg¢min tespit edilmesi ve vektoriin konakgi hiicreye
aktarilmasi, konak¢ida rekombinant proteinin ifade edilmesi ve saflastirilmasi olarak

sayilabilir.

Literatiir incelendiginde, P. pastoris mayasinimn farkli proteinlerin rekombinant
olarak iiretiminde kullanildig1 goriilmektedir. Cesitli kiifler, bakteriler ve memeliler
gibi basit veya kompleks yapili organizmalara ait proteinler P. pastoris ekspresyon
sistemi kullanilarak basarili bir sekilde ve Onemli diizeylerde {iretilmistir.
Rekombinant protein iiretim ¢alismalarinda hiicre i¢i veya hiicre dis1 protein
ekspresyonu, farkli vektor kullanimi, farkli P. pastoris suslarmin kullanimi, farkli
karbon kaynaklarmin kullanim1 gibi farkli faktérler denenmistir. Yapilan
caligmalarin sonucunda kolay manipiile edilebilmesi, uygun genetik tekniklerin

varligi, aktif formda protein iiretimine olanak vermesi ve diigiikk maliyetinden dolay1
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P. pastoris ekspresyon sistemi heterolog protein ekspresyonunda uygun bir se¢im

haline gelmistir (Cereghino ve ark., 2002).

Bu tez ¢alismasmin amaci son yillarda rekombinant protein iiretiminde yaygin
ve bagarili bir sekilde kullanilan metilotropik P. pastoris mayalar1 kullanilarak
domates bitkisinden izole edilen ve meyve sebzelerin hiicre duvari bilesenlerini
parcalama yetenegine sahip, olgunlasma asamalarinda bitki tarafindan yiiksek
diizeyde eksprese edilerek dokularin yumusamasini saglayan ekspanzin enzimlerinin

Uretilmesidir.

Calismanm birinci asamasi, hedef gen diziliminin belirlenmesi ve P. pastoris
Mmayalarma transfer etmek amaciyla saflastirilmasindan olusmaktadir. Bu amagla
rekombinant olarak Uretilmesi hedeflenen ekspanzin enziminin domates bitkisinde
(Solanum lycopersicum) tretiminden sorumlu gen bélgesi (Lycopersicum esculentum
- LeExpl) dizilimi belirlenmis ve hedef gen dizilimi uygun metodlar kullanilarak

bitkiden izole edilmistir.

Calismanin ikinci agsamasinda, hedef gen bolgesi (LeExp1), pPIC9K ve pHIL-
S1 plazmidlerine competent Escherichia coli hiicreleri vasitasiyla aktarilarak
elektroporasyon yontemiyle P. pastoris GS115 ve SMD1168 suslarina klonlanmustir.
Boylece rekombinant protein iiretimine hazir hale getirilmis transgenik maya
hiicreleri tiretilmistir. pPIC9K ve pHIL-S1 vektorleri genomlarinda sirasiyla o-
mating factor ve PHOL1 sinyal sekans bdlgelerine sahiptir ve bu sekresyon bdlgeleri
sayesinde fermentasyon esnasinda GS115 ve SMD1168 suslar1 tarafindan iiretilen

proteinlerin kiiltiir ortamina salgilanmalar1 saglanmistir.

Calismanin {iciincii asamasinda, transgenik GS115 ve SMDI1168 suslari
rekombinant ekspanzin iretiminde kullanilmigtir ve ekspresyon boyunca kiiltiir
ortamindan belirli saatler sonunda -analizlerde kullanmak Uzere- 6rnek alimi
yapilmustir. Ekspresyon denemeleri sonucunda iiretilen toplam protein miktar:
belirlenerek belirli bir diuzeyde protein iiretimi saglanana kadar ekspresyon

calismalar1 devam ettirilmistir.
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Calismanmn son asamasinda, farkli sus - vektor - sekresyon dizilimi
kullaniminin P. pastoris mayalarinda rekombinant protein iiretimi tizerindeki etkileri
belirlenerek  ekspresyon c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen rekombinant
ekspanzinlerin miktarinin  belirlenmesi, tanimlanmasi, karakterizasyonu ve

saflagtirilmasi i¢in gerekli analizler yapilmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Proteinler, Protein Sentezi, Proteinlerin Smiflandirilmasi

Protein kelimesi Latince proteis kelimesinden tiiretilmis ve birincil dneme
sahip veya yasam i¢in bulunmasi zorunlu olan madde anlamima gelmektedir.
Proteinler hiicrelerde ve hiicrenin tiim bolimlerinde en yaygin olarak bulunan
makromolekiillerdir ve isminden anlasilacagi gibi hem canli organizmalarin
yapitagint hem de metabolik faaliyetlerin yerine gelmesinde gorevi olan biyoajanlarin
yapisint olusturmaktadir. Kuru hiicre agirhigmmin %350'sinden fazlasini olusturan
proteinlerin yapisinda Karbon (C), Azot (N), Oksijen (O), Hidrojen (H) gibi yiiksek
miktarlarda bulunan atomlarin yani sira Siilfiir (S) gibi diger bazi1 atomlar da diistik

miktarlarda bulunmaktadir.

Proteinler genetik bilginin ifade edildigi molekiiler enstriimanlardir. Gorece
olarak basit yapidaki monomerik alt liniteler binlerce farkli proteinin sahip oldugu
yapilarin 6nemli parcalaridir. En ilkel bakterilerden yasamim en kompleks canli
yapilarina kadar organizmalarda bulunan proteinlerin tamami yaygin olarak bulunan
ve farkli kimyasal 6zelliklere sahip yan zincirler tasiyan 20 adet amino asidin
karakteristik kovalent baglarla birbirine baglanmasi sonucu olugmaktadirlar.
Dolayisiyla bu 20 6nciil molekiil protein yapisini olusturan alfabe olarak tanimlanur.
Hiicresel proteinlerin en ilgi ¢ekici Ozelliklerinin basinda 20 amino asidin farkl
kombinasyon ve sekanslarda katilmiyla farkli o6zellik ve aktivitelere sahip
proteinlerin sentezlenmesi gelmektedir. Bu gesitlilik sayesinde farkli organizmalar
enzimler, hormonlar, antikorlar, tasiyicilar, kas lifleri, gozlerdeki lens proteinleri,
tiiyler, oriimcek agi, boynuzlar, siit proteinleri, antibiyotikler, mantar zehirleri ve
bircok farkli biyolojik aktiviteye sahip molekiiller olusturabilmektedirler. Bazi
proteinler 6rnegin enzimler metabolik reaksiyonlar1 hizlandiric1 biyokatalizoér gorevi

yapmaktadirlar (Jez, 2016).

Proteinler dogada onemli diizeyde cesitlilik gdstermekte ve tek bir hiicrenin
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icerisinde dahi kiguk boyuttaki peptidlerden biyik boyuttaki makromolekiillere
kadar milyonlarla ifade edilebilecek sayilarda bulunmaktadirlar. Bunun Otesinde
proteinler ¢cok sayida farkli biyolojik fonksiyona sahip makrobilesenlerdir ve hiicre
icerisinde saklanan genetik bilginin nihai Grintddr. Proteinler; vicut dokularmin
olusumu, yaralarin iyilesmesi, bagisiklik sisteminin gliclenmesi gibi metabolik ve
yapisal olaylarin diizenlemesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Cesitli tiplerde protein
tiretimi bir hiicrede gergeklesen en 6nemli olaylardan bir tanesidir. Cilinkii proteinler
hiicrelerin yalnizca yapisal bilesenlerinden biri olmayip ayrica yasamin devami i¢in
gerekli olan biyomolekiilleri katalizleyen enzimlerin yapisint olusturmaktadir (Jez,

2016).

Proteinler, hiicre i¢erisinde ribozom adi verilen organellerde sentezlenmektedir.
Hem 6karyotik hem de prokaryotik hiicrelerde protein sentezi ribozomlarda meydana
gelmektedir. Protein sentezi deoksiribo nukleik asit (DNA) Gzerinde bulunan genetik
bilginin mesajc1 RNA'lar vasitasiyla ribozomlara tasinmasi ve burada genetik
bilginin okunarak protein adi verilen makromolekiiller seklinde ifade edilmesine
dayanmaktadir. Bir gen bolgesinden baglayarak protein olusumuna kadar gecen
protein liretim asamasi her hiicrede olduk¢a kompleks ve diizenli bir sekilde kontrol
edilen bir prosestir. Protein tretim prosesi transkripsiyon ve translasyon olmak lzere

iki temel basamaktan olusmaktadir (Jez, 2016).

Transkripsiyon; hiicre ¢ekirdeginde meydana gelen ve hiicre DNA'sinda
protein tliretimi ile ilgili bilginin mesajc1 RNA'ya transfer edildigi islem basamagidir.
Transkripsiyon islemi esnasinda ilk olarak transkripsiyon makinesi adi verilen
protein kompleksi transkripti sentezlenecek olan geninin bulundugu DNA bdlgesine
kromozom flizerinde baglanmaktadir. Bu baglanma esnasinda okaryotik hiicrelerde
cogu zaman TATA-kutusu yer isaretleyici olarak gorev almaktadir. Transkripsiyon
makinesi igerisinde bulunan proteinler vasitasiyla ilk olarak DNA ¢ift zincirindeki
hidrojen baglar1 kirilarak zincirlerin birbirlerinden ayrigmasi saglanmakta ve daha
sontra RNA polimeraz enziminin c¢alismasiyla hedef genin mesajct RNA'si
sentezlenmektedir. Sentezlenen mesajc1 RNA protein sentezi amaciyla ribozomlara

gonderilmeden oOnce c¢esitli islem basmaklarindan gecerek olgun hale gelmektedir.
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Bunlar arasinda RNA splicing adi verilen intron bdlgelerinin enzimatik olarak
kesilmesi ve uzaklastirilmasi, mRNA'nin 5' ucuna protein kapsiiliin takilmasi,
mRNA'nin 3' ucuna poliA kuyrugunun takilmasi gibi iglemler sayilabilmektedir.
S0z edilen basamaklardan gecen mRNA molekili daha sonra protein sentezinde
kullanilacak olan genetik bilgiyi tasimak amaciyla el¢i olarak hareket ederek
ribozomlara ulagmaktadir. Ribozomlara ulasan mRNA molekiilii ribozomun genis ve
kiiciik alt bolgeleri arasinda okunmaktadir. mRNA yapisinda bulunan her ii¢ niikleik
asit tarafindan kodon adi verilen sifreler olusturulur. Kodonlarda belirlenen sifreler
tastyict RNA'lardaki antikodonlar tarafindan ¢oziimlenerek ilgili amino asitin okunan
niikleik asitler ve kodonlara bagli olarak ribozomlara taginmasii saglamaktadir.
Dolayisiyla ribozomlara mRNA yapisinda bulunan niikleik asitler ve bunlarin
olusturdugu kodonlara bagli olarak spesifik olarak ilgili amino asitler taginir ve bu
sekilde proteinler amino asit zincirindeki dizilim korunacak ve normal sartlar altinda
degismeyecek sekilde sentezlenmektedirler. Protein sentezi sirasinda ilk olarak
amino asitler arasmnda peptid bagi kurulmaktadir. Iki aminoasit arasinda kurulan

peptid bag1 Sekil 2.1.'de gdsterilmistir.

Amino acid (1) H Amino acid (2) H
H H
H 1 H 1
H H
— Karboksil grup Amino grubu
H
Peptid bagi H H
®
H
1 mol HaO

Dipeptide

Sekil 2.1. Iki amino asit arasinda olusan peptid bagi

6
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Buttun amino asitler 1 karboksil grup (COOH) ve 1 amino grubu (NH2) olmak
iizere 2 6nemli kimyasal bolgeye sahiptir. Karboksil grup; C atomuna ¢ift bagla bagh
bir O atomu ve OH molekiiliinden olusur. Amino grubu bir azot molekiiliine tek
baglarla baglanmis iki H atomundan olugmaktadir. Peptid bagi ribozomlarda protein
sentezi olusurken, iki amino asit arasinda, birinci amino asidin karboksil grubuyla
ikinci amino asidin amin grubunun bir H20 molekiilii agiga ¢ikararak olusturdugu

kimyasal bag tiiriidiir (Jez, 2016).

Ribozomlarda sentezlenen proteinler yapisal olarak dort alt gruba
ayrilmaktadir. Bu yapilar birincil yapi, ikincil yapi, tiglinciil yap1 ve dordiinciil yap1

olmak tizere isimlendirilmektedir (Sekil 2.2.).

Tersiyer yapi

Kuaterner yapi

Sekil 2.2. Proteinlerde gériilen yapilar

Birincil yapr: aminoasitlerin birbirlerine peptid baglariyla baglanmasiyla
olusan yapiy: ifade eder. ikincil yapr: polipeptidlerin alfa-heliks, beta-sarmal veya

rasgele kivrilmasi ile olusan yapi olarak tanmmlanir. Ugiinciil yap1: non-kovalent
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baglarin ve bir aktif merkezin olustugu, polipeptidlerin ikincil yapilarmin bir araya
gelerek olusturdugu ve proteinin uzaydaki konformasyonunun olustugu ii¢ boyutlu
yap1 olarak tanimlanir. Dordiinciil yap1 sadece bazi proteinlerde bulunan bir 6zellik
Olup bu yap1 birden fazla polipeptid zincirinin ¢esitli baglar vasitasiyla bir araya

gelerek olusturdugu alt iinitelerden olusmaktadir (Jez, 2016).

Proteinlerin  smiflandirilmas1  farkli kaynaklarda ¢ok farkli sekillerde
yapilmistir. Temel olarak proteinler basit, konjuge ve tirev proteinler olmak lzere (¢
ana grupta incelenmektedir. Basit proteinler kendi igerisinde globller proteinler ve
fibriler proteinler olarak; tlirev proteinler ise primer tlrev proteinler ve sekonder
tiirev proteinler seklinde alt gruplara ayrilarak incelenmektedir. Ayrica proteinler
bulunduklar1 organizmalarda sahip olduklar1 biyolojik rollere gore de yedi alt gruba
ayrilmaktadir. Bunlar; katalitik proteinler, tasiyict proteinler, besleyici ve depo
proteinleri, kontraktil proteinler, yapisal proteinler, savunma proteinleri ve
dizenleyici proteinler olarak siralanabilmektedir. Yapilarma gore proteinlerin

smiflandirilmasi Sekil 2.3.’de gosterilmektedir (Jez, 2016).

Proteinler
Basit Konjuge Tlrev
I_I_I 1 r . 1
(= =)
Globiiler Fibriler Primer Sekonder
i f 1.NUkleoprotein | |
1. Albumin) ) | 2.Glikoprotein e N\ ( )
2. Globulin 3. Lipoprotein
. i ) 1.Koagtle
3. Glutel|.n 1. Kolajen | [4- Fosfoprotein protein 12 ';ft‘:;;
4. Prc.)lamln 2. Elastin 5. Kromoprotein 2. Protean 5 P i P tid
S. Histon 3 Keratin | B-Metalloprotein B. Metaprotein -Folpeptl
6. Globin 4. Peptid
7. Protamin
— J ) J \ y

Sekil 2.3. Proteinlerin yapilarma gore siniflandirilmasi (Jez, 2016)
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2.2. Rekombinant Proteinler ve Rekombinant Proteinlerin Endustriyel

Kullanimi

Proteinler sahip olduklar1 olumlu 6zelliklerinden dolay1 ¢ok uzun yillardan beri
bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmis ve bilimsel alandaki 6zgiin uzmanlagsmaya bagl
olarak biyologlar, kimyagerler, biyokimyagerler ve son yillarda molekiiler
biyologlarmm 6nemli ¢alisma alanlarindan birini olusturmustur. Bu alanda c¢alisan
bilim insanlar1 proteinleri elde etmek ve fonksiyonlarini anlayabilmek i¢in uzun
yillar boyunca protein kaynaklar1 aramislar ve bunlar1 dogal ortamlarinda yapilarini
bozmadan izole edip saflastirmak i¢in ¢alismalar yiiriitmiislerdir. Ancak proteinler
gerek az miktarda bulunmalar1 gerekse kolay bozulabilir kimyasal yapilarindan
dolay1 kolaylikla elde edilemeyen makrobilesenlerdir. Dolayisiyla genetik
miihendisligi ve biyoteknoloji gibi alanlarda kulanilmak {izere gelisen bilimsel
faaliyetler 1s5181nda yeni protein elde etme, izole etme, saflastirma ve ilretme
teknikleri ortaya c¢ikmistir. Rekombinant protein iliretme metodu bu teknikler

arasinda son yillarda en dikkat ¢ekenlerin basinda gelmektedir (Firidin, 2010).

Molekiiler genetik ¢aligmalar1 alaninda son yillarda artan gelismeler sayesinde
arastiricilar farkli organizmalardan elde ettikleri DNA molekiillerini in vitro ortamda
birlestirme imkani elde etmistir. Farkli biyolojik tiirlerden herhangi bir metod ile
izole edilen DNA molekilunin genetik mihendislik teknolojisiyle kesilmesi sonucu
elde edilen farkli DNA pargalarinin birlestirilmesi, islemlerinin biitiiniine
rekombinant DNA teknolojisi ad1 verilmektedir. Bu islemler sonucunda elde edilen
yeni DNA molekiillerine Rekombinant DNA adi verilmekte ve kisaca r-DNA olarak
yazilabilmektedir (Firidin, 2010).

Rekombinant DNA teknolojisi alaninda yapilan caligmalar temelde hedef
genlerin belli organizmalardan izole edilmesi, konak¢1 hiicreye uygun plazmidler
veya yontemler vasitasiyla aktarilmasi ve son olarak konak¢i hiicrede hedef gen
bolgesinin  ¢ogaltilmas1  asamalarindan  olugmaktadir. Rekombinant DNA
teknolojisinin bilimsel temeli olan c¢esitlenme (rekombinasyon) dogada canlilar

arasinda goriilen ve dogal olarak olusan ¢esitliligin en dnemli nedenlerinden birini
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olusturmaktadir. Rekombinasyon; farkli genotipe sahip bireyler arasinda eslesmeler
olusmasi durumunda ebeveyn hiicreye ait genetik 6zelliklerin, olusan dolde degisik
gruplanmalar halinde bir araya gelmesine yol agan olaylar zinciridir. Bu olay,
molekiiler boyutta farkli niikleotid dizilimine sahip iki DNA molekilinin homoloji
gosteren bolgeleri arasindaki parga aligverisi sonucunda meydana gelen yeni
gruplamalardir. Bunun i¢in kullanilan DNA molekiilleri arasinda kirilmalar meydana

gelir ve kirilma bolgelerinde DNA molekiilleri arasinda parga aligverisi gergeklesir.

Rekombinant DNA  dretimi  transformasyon,  bakteriyel — olmayan
transformasyon ve faj yontemi olmak {iizere ii¢ farkli metodla yapilabilmektedir.
Transformasyon yonteminde; hedef gen ve tasiyici vektdr ayni restriksiyon enzimiyle
kesilerek ve DNA ligaz enzimleri vasitasiyla yapistirilarak hedef geni tasiyan
plazmidler olusturulur. Hedef DNA parcacigini tasiyan plazmidler rekombinant
iiretimin saglanmasi amaciyla konakg¢i bir hiicrenin genomuna aktarilir ve konakg1
hiicre gelistirilerek rekombinant DNA'nin da hiicre ile birlikte c¢ogaltilmasi
amagclanir. Kullanilan vektér cogaltilmasi hedeflenen DNA parcacigimin varhiginin
belirlenmesi amaciyla selektif markorler tasimaktadir ve bu genellikle bir antibiyotik
secilim markorii olmaktadir. Antibiyotik secilimi sayesinde hedef geni tasiyan
plazmidlerin i¢inde bulundugu konakg1 hiicre antibiyotik igeren besiyerinde gelisim
gosterecektir ve boylece transformasyon isleminin ilk basamakta dogrulamasi
yapilabilmektedir. Bakteriyel olmayan transformasyon yodnteminde, temel prensip
transformasyon yontemiyle benzerlik gostermektedir ve her iki metodun arasindaki
tek fark bu yontemde konake¢1 hiicre olarak bakterilerin kullanilmamasidir.
Mikroenjeksiyon, bakteriyel olmayan transformasyon yontemine oOrnek olarak
gosterilmektedir. Mikroenjeksiyon yontemiyle hedef DNA bdlgesi direkt olarak
konak¢i hiicre genomuna aktarilmaktadir. Gen tabancasit kullanilarak inert
materyaller lizerindeki hedef DNA'larin dogrudan hiicre icerisine aktarildig: biolistik
yontemi de bu kapsamda degerlendirilmektedir. Faj kullanilarak gerceklestirilen
rekombinant DNA iiretimi ise; fajlarin yapismma eklenen hedef genlerin konakg1

hilcreye transenfeksiyonunu icermektedir (Falch, 1991).

10
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Rekombinant DNA teknolojisi saglamis oldugu su yararlar ile enzim

endiistrisinde onemli 6l¢lide rahatlik saglamistir (Falch, 1991):

Bitki ve hayvan enzimleri mikrobiyal fermentasyon ile elde edilebilmektedir. Or;

kimozin.

Enzim iiretimi amaciyla kullanilan ¢esitli mikroorganizma cins ve tiirleri
mevcuttur. Or; Aspergillus, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Pichia

pastoris.

Etkili sinyal sekans bdlgelerinin, gii¢lii promotorlerin kullanimi ve ¢oklu sayida

kopyalama ile enzim tretilebilirligi arttirilabilmektedir.

Patojenik veya toksin treten organizmalardan elde edilen yararl enzimler giivenli

konakgilarda Uretilebilmektedir.

Protein mithendisligi enzimlerin stabilitesini, aktivitesini ve spesifikligini arttirmak

amaciyla caligmaktadir.

Hodgson (1994)'a gore 1990'larda bircok enzim rekombinant olarak
iretilmekte idi ve 1993'de endiistriyel enzimlerin yaridan fazlasi recombinant
iiretilen enzimlerden olusmaktaydi. Giiniimiizde rekombinant DNA teknolojisi ve
protein miihendisligi sayesinde kullanicilarin veya kullanilan proseslerin ihtiyacina

yonelik 'kisiye 6zel' enzim retimi yapilabilmektedir.

Rekombinant proteinler; enzim endustrisi, ziraat, biyofarmatik gibi 6nemli
alanlarda; ilag, gida, beslenme, deterjan, tekstil, deri, kagit, polimer, plastik vb.
birg¢ok iiriiniin iretiminde biiyiik katkilar saglamaktadir (Demain ve Vaishnav, 2009).
[k protein agis1 1796'da Jenner tarafindan; ilk farmasétik protein iiretimi ise 1922'de
Banting ve Best tarafindan gergeklestirilmistir (insiilin). Modern biyoteknoloji
temelleri ilk olarak 1971'de atilmistir ve bu tarihten 1-2 yi1l sonra ise rekombinant
DNA teknolojisi kesfedilmistir. Enzim endiistrisi 1980-1990'larda mikrobiyal

enzimlerin kullanilmasi ile gelismeye baslamistir. Yiiksek maliyet ve diisiik verime

11
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ragmen 1970'lerde enzimlerin 6nemli bolimii bitki ve hayvanlardan geleneksel
olarak elde edilmekte idi. Mikroorganizmalarin bitki ve hayvanlardan daha hizl,
daha ucuz ¢ogaltilmasi ve ayrica mikroorganizmalarda istenen kalite ve miktarda
enzim iretiminin yapilabilmesi mikrobiyal enzim tiretim ¢aligmalarint arttirmistir.
Dolayisiyla 2000'li yillarda endiistriyel enzimlerin toplam pazari iki milyar dolara
ulagmistir ve bu rakam 2010'da ise yaklasik olarak iki bucuk milyar dolar olarak
tespit edilmistir (Demain ve Vaishnav, 2009). Proteaz grubu enzimler bu pazarin
%357'sin1 olusturmaktadir. Geriye kalan kisimda ise amilaz, glukoamilaz, ksiloz
izomeraz, laktaz, lipaz, seliilaz, pullulanaz ve ksilanaz yer almaktadir. Gida ve yem
sanayii endiistriyel enzimlerin en fazla kullanildig1 alanlardir. Endiistriyel enzimlerin
yarisindan fazlasi maya ve kiflerden; %30'u bakterilerden; %8'i hayvanlardan ve
%4'U bitkilerden elde edilmektedir. Yuksek miktarlarda protein elde etmek igin uzun
yillar boyunca uygun mikroorganizma arastirilmis ve mutasyondan faydalanilmistir

(Falch, 1991).

Rekombinant protein iiretiminin ilk adimi tretilmek istenen enzimi kodlayan
DNA bolgesini elde etmek ve ¢ogaltmaktir. Hedef genin elde edilmesinin ardindan
hedef geni tagiyacak uygun bir vektoriin bulunmasi, hedef geni ifade edecek sekilde
dizayn edilmis olan vektoriin uygun bir metotla konakg¢1 hiicreye aktarilmasi ve
konakg1 hiicreyi uygun kosullar altinda gelistirerek rekombinant proteinin iiretilmesi

yer almaktadr.

2.3. Mikrobiyal Rekombinant Protein Uretimi

Bilimsel gelismeler siirecinde bakteriler, mayalar, kiifler, memeli hucreleri,
bitkiler, bocekler veya transgenik bitki ve hayvanlar olmak {izere ¢ok sayida protein
ekspresyon sistemi gelistirilmistir. Bu sistemler igerisinde endiistriyel olarak en fazla
kullanilanlar1 mikrobiyal rekombinant protein iiretim sistemleridir. Rekombinant
mikrobiyal protein liretiminde temelde bakteriler, kiifler ve mayalar kullanilmaktadir.
Ekspresyon sistemi secilirken; protein kalitesi, fonksiyonelligi, iiretim hizi ve verimi
dikkat edilecek hususlardan birkacgidir. Glikolize olmamis proteinler genellikle

E.coli ve mayalarda Uretilmektedir. Mayalar, kifler ve bocek hicreleri genellikle
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memelilerdeki glikolizasyonu gerceklestirememektedir (Demain ve Vaishnav, 2009).

2.3.1. Bakterilerin rekombinant protein tretiminde kullanimi

Escherichia coli, heterolog protein iiretiminde ilk kez ve en fazla kullanilan
konake1 hiicre olarak tanimlanmaktadir (Terpe, 2006) ve ¢ok sayida ticari proteinin
yiiksek miktarlarda {iretilmesinde kullanilmaktadir. E.coli ekspresyon sistemi
glikolizasyona ugramamis proteinlerin fonksiyonel ekspresyonunda mukemmel bir
iretim saglamaktadir. E. coli ekspresyon sistemi kendine 6zgii birtakim avantaj ve
dezavantajlara sahiptir. Bir konak¢i hiicre olarak E. coli kullaniminin baslica
avantajlari; hizli ekspresyon saglamasi, yiiksek miktarda ve verimde protein Uretimi,
hiicrelerin kiiltiire alimmin ve genom modifikasyonlarinin kolay gerceklesmesi ve
diistik maliyetli olusu seklinde sayilabilmektedir. Ayrica E. coli konak¢1 hiicrelerinde
bakteri genomu hizlica amaca yonelik olarak modifiye edilebilmekte, promotor
kontrolii ve plazmid kopya sayisinin arttirilmasi kolaylikla yapilabilmektedir. E. coli
konakg1 hiicrelerinin dezavantajlari; proteinlerin inaktif olarak tiretilmesi, distilfit
bagina sahip proteinlerin ekspresyonunun gii¢ olmasi, proteinlerin endotoksinleri ile
birlikte sentezlenmesi, glikolizasyonun ger¢eklestirilememesi ve ekspresyon
esnasinda olusan asetatin hiicreler {izerinde toksik etki gdstermesi olarak
siralanabilmektedir (Swartz, 1996). E. coli hiicrelerinde rekombinant protein Gretim
prosesinin diizenlenmesi ve iiretim veriminin arttirilmasi amaciyla farkli promotor ve
sus kullanimi, natif protein liretim veriminin diigiiriilmesi, kiltiir ortamimin farkl
bilesenlerden olusturulmasi, sicakligt azaltma ve benzeri uygulamalari
gerceklestirmek miimkiindiir (Swartz, 2001; Choi ve Lee, 2004; Mergulhao ve ark.,
2005; Shiloach ve Fass, 2005; Maldonado, 2007; Chou, 2007; Wong ve ark., 2008).

Bakteriyel sistemler arasinda E. coli'den sonra en kullanislt olan ekspresyon
sistemi Gram (+) basillerdir. Bacillus ekspresyon sistemi 6zellikle proteaz (deterjan
sanayii) ve amilaz (nisasta ve firin sanayii) tiretiminde kullanilmaktadir. Bacillus
ekspresyon sisteminin avantajlarmi; kolay manipiile edilebilmesi, genetik olarak 1iyi
tanimlanmis bir sistem olmasi, diisiik maliyetli olusu, yiiksek diizeyde gelismis

transformasyon teknolojisine sahip olmasi, biiyiime ve gelisme karakteristiklerinin
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mitkemmel olusu seklinde saymak miimkiindiir. Ekspresyonda kullanilan Bacillus
turleri genellikle; Bacillus megaterium, B. subtilis, B. licheniformis, B. brevis olmak
lizere dort tirden olusmaktadir. B. subtilis ve B.licheniformis bakterilerinin
genomlar1 sekanslanmistir ve ekspresyon esnasinda ekzotoksin/ endotoksin
olusturmadiklart belirlenmistir. Dolayisiyla bu bakteri sistemleri kullanilarak
rekombinant olarak iiretilen proteinin ekspresyon ortamina sekresyonu oldukca
kolaydir ve dogal sekilde gerceklesmektedir. Sekresyon amaciyla herhangi bir
teknoloji kullanimina gerek duyulmamaktadir. B. brevis ¢ok diisiik miktarda
proteolitik aktiviteye sahip oldugundan ve ayrica proteinaz inhibitorii iirettiginden
ekspresyon sistemi olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Udaka ve Yamagata,
1994).

2.3.2. Kuflerin rekombinant protein Uretiminde kullanim

Konake1 olarak kullanilan kiif hiicrelerinin sahip oldugu en 6nemli 6zellikler
yiiksek sayida kopyanin transforme edilmesi ve post translasyonal modifikasyonlari
gergeklestirebilmeleridir. Yabanci genler plazmidler vasitasiyla yiiz kopyaya kadar
ve uzun sureli genetik stabilite saglayacak sekilde kiif genomlarina
aktarilabilmektedir. Ekspresyon sistemi olarak kullanilan kiifler genellikle post-
translasyonal modifikasyonlar1 gerceklestirilebilmektedir. Rekombinant protein
iiretiminde bir¢ok kiif tiirti kullanilmaktadir. Bunlarin icerisinde en fazla kullanilan
kifler Aspergillus tiirleridir. Bunun yanisira rekombinant protein tiretimi basarili bir
sekilde gerceklestirilen kiif tiirlerinden de bahsetmek miimkiindiir. Trichoderma
reesei'nin memeli hicrelerindekine benzer bir glikolizasyon sagladigi yapilan
calismalar neticesinde tespit edilmistir (Salovouri ve ark., 1987). Aspergillus
awamori hiicreleri kullanilarak 2 g/l diizeyinde insan laktoferrin proteinleri
ekstraseliiler olarak tiretilmistir (Ward ve ark., 1995). A. niger glukoamilaz  proteini
A. awamori'de 4.6 g/L diizeyinde iiretilmistir. A. niger glikolizasyon gibi post-
translasyonal prosesleri basarili bir sekilde gerceklestirme yetenegine sahiptir.
Boylece de rekombinant DNA teknolojisinde cazip sekilde kullanilmaktadir. Ward
ve ark. (2006)'a gore A. niger'de 25 g/L dizeyinde glukoamilaz proteini

ekstraseliilar olarak iretilmistir. Acremonium chrysogenum'da Fusarium alkalin
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proteaz enzimleri 4 g/L diizeyinde iiretilmistir (Durand ve Clanet, 1988). Kiiflerden
elde edilen olumlu sonuglara ragmen bazen ekstraseliiler protein iiretim miktar1
daha diisiik olabilmektedir. Bu tiir problemler genellikle giiclii promotér kullanimi,
gen kopya sayismin arttirimi, proteaz enzimleri inhibe edilmis sus kullanimi gibi

stratejiler ile giderilebilmektedir.

2.3.3. Mayalarin rekombinant protein iiretiminde kullanimi

Mayalar, Escherichia coli hicrelerinde katlanma ile ilgili problemlerden otir(
cok 1yi sekilde tiretilemeyen proteinlerin {iretiminde yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Bir ekspresyon sistemi olarak maya hiicrelerinin sahip oldugu baslica avantajlar;
iiretim veriminin yiiksek olmasi, hiicrelerin uzun siire aktif sekilde kalabilmesi, stabil
suslarm mevcut olusu, izotopik olarak isaretlenmis proteinlerin {iretim imkani, diisiik
maliyetli olusu, gelisme besiyerinin belli olusu ve bu besiyerlerinde hizli ve yogun
gelisim gostermeleri, liretilen proteinleri glikolize edebilmeleri ve uygun sekilde
katlanmalarin1 saglayabilmeleri gibi memeli hiicrelerinde goriilen modifikasyonlari
saglayabilmeleri seklinde sayilabilir. Maya hicreleri genetik olarak c¢ok iyi
karakterize edilmistir ve post-translasyonal modifikasyonlar1 gerceklestirebildikleri
bilinmektedir. Mayalar, bocek ve memeli hiicrelerine gore kullanimi daha kolay ve
diisiik maliyetli yapilardir. Ayrica fermentasyon ortamina kolaylikla adapte olabilme

yetenegine sahiptirler (Gellison ve ark., 1992).

Rekombinant 6karyotik proteinlerin ekspresyonu ve analizlerinde ¢esitli maya
tiirleri son derece kullanish olmaktadir. Ornegin; Aspergillus niger glukoz oksidaz
proteini Saccharomyces cerevisiae kullanilarak 9 g/L diizeyinde iiretilmektedir. S.
cerevisiae bakterilere goére bircok avantaja sahiptir. Bunlar; endustriyel
fermentasyonda uzun zamandir kullanilmalari, uygun sekans dizilimleri yardimiyla
proteinleri besiyeri ortamina salgilama yetenegine sahip olmalar1 ve protein

glikolizasyonunu gergeklestirebilmeleri olarak sayilabilir (Gellison ve ark., 1992).
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Metanolii karbon kaynagi olarak kullanan ve metilotropik olarak tanimlanan
mayalar guclu ve kontrol edilebilir promotdrlara sahiptir. Bu sayede de rekombinant
protein iiretiminde oldukga ilgi géren konakg1 hiicrelerdir. Maya hiicreleri kolay bir
sekilde gelisebilmekte ve besiyerindeki ¢ok kiiciik degisikliklerle protein iiretimi
diizenlenebilmekte/arttirilabilmektedirler. Gellison ve ark. (1992) tarafindan yapilan
bir ¢caligmada metilotropik mayalarin 130 g/L diizeyine kadar gelisim gosterdikleri
belirlenmistir. En ¢ok bilinen metilotropik mayalar; Hansenula, Pichia, Candida ve
Torulopsis seklinde listelenmektedir. Bu mayalar metanolii karbon kaynagi olarak
kullanan ortak bir metabolik pathwaya sahiptir. Metilotropik mayalarin S.
cerevisiae'ye gore dstiin yonlerinden bazilari, yiiksek protein iiretim imkani,
hiperglikolizasyonun 6nlenmesi, yiksek metanol konsantrasyonunda gelisim
gosterebilmeleri sayesinde ortamdaki diger mikroorganizmalarm 6ldiriilmesi,
kurulumunun ve siirdiiriilebilirliginin diisiik maliyetli olmasi, ¢cok sayida kopya
transformasyonu saglamasi seklinde sayilabilir (Gellison ve ark., 1992).
Rekombinant protein iiretiminde en fazla kullanilan maya tiirleri Saccharomyces

cerevisiae ve P. pastoris’dir.

P. pastoris mayalar1 Fungi alemi, Ascomycota subesi, Saccharomycetes sinifi,
Saccharomycetales takimi, Saccharomycetaceae familyasi, Komagataella cinsinin
bir tlrlddr. P. pastoris metanolii karbon kaynagi olarak kullanan bir maya tiirtidiir.
Bazi maya tiirlerinin metanolii karbon ve enerji kaynagi olarak kullaninminin kesfi
Koichi Ogata tarafindan 40 yildan daha kisa bir siire once gerceklestirilmistir.
1970’1 yillarda Philips Petroleum Company P. pastoris'in yogun kiiltiir ortaminda
metanol varliginda gelisimi i¢in besiyeri ve yontemler gelistirmistir ve 1980'lerin
baslarinda Philips Petroleum Company ile Salk Institute Biotechnology/Industrial
Associate Inc. (SIBIA) P. pastoris heterolog protein ekspresyon sistemini

gelistirmistir (Higgins ve Cregg, 1998 ).

P. pastoris ekspresyon sistemi son yilllarda gerek arastirma amagli gerekse de
endiistriyel olarak c¢ok sayida rekombinant protein lretiminde basarili sekilde
kullanilmaktadir (Higgins ve Cregg, 1998). Bes binden fazla proteinin basarili bir

sekilde ekspresyonu P. pastoris mayalarint en iyi bilinen heterolog protein
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sistemlerinden biri oldugunun gostergesi olmustur (Kurtzman, 2009; Ahmad ve
ark., 2014; Spohner ve ark., 2015). P. pastoris ekspresyon sistemi kolay kullanimu,
diistik maliyetli olusu ve hizli ekspresyon yetenegi gibi Ozelliklerinden dolay1
oldukea popiiler bir sistem haline gelmistir. Ayrica P. pastoris ekspresyon sistemi
en gucli ve en yiksek verimli promotorlerden biri olan alkol oksidaz 1
promotoriine sahiptir (Cereghino ve Cregg, 2000). Yapilan ¢alismalar P. pastoris'in
20-30 g/L diizeyinde rekombinant protein iiretebilecegini gostermektedir (Morrow,

2007).

P. pastoris U¢ Onemli nedenden dolayr farkli tiirlere ait proteinlerin
ekspresyonuna uygundur: genetik diizeyde kolaylikla manipiile edilebilir, proteinleri
intraseliiler veya ekstraseliiler olarak yiksek miktarlarda eksprese edebilir,
glikozilasyon, disiilfit baglarnin olusumu ve proteolitik islemler gibi yiiksek
Okaryotik  hiicrelerde  goriilen protein modifikasyonlarin1  gergeklestirebilir
(Cereghino ve ark., 2002). Bu karakteristik ozelliklerinden dolay:1 bakteriler, S.
cerevisiae veya baculovirislerde fonksiyonel olarak aktif halde eksprese edilemeyen
bazi proteinler P. pastoris’de basarili bir sekilde tiretilmistir. P. pastoris ekspresyon
sistemi bir¢ok nedenden dolayr yaygin olarak kullanilan bir protein ekspresyon
sistemidir. Fakat bu nedenlerden iki tanesi daha fazla one ¢ikmaktadir: bunlardan
birincisi P. pastoris'in ileri derecede verimli ve kontrolli olarak transgenlerin
ekspresyonunu saglayan alkol oksidaz I (AOXI) promotoriine sahip olmasidir. AOXI
promotorii glukoz veya benzeri karbon kaynaklarmin bulundugu besiyerlerinde
hemen hemen higbir aktivite gosteremezken besiyerine karbon kaynagi olarak
metanol eklenmesi durumunda aktivitesi bin kattan daha fazla artmaktadir. Ikincisi
ise; P. pastoris'in biiylime esnasinda fermentatif gelisim yerine agirlikli olarak
respirasyonu tercih etmesidir. Fermentatif biiylime esnasinda ortamda biriken etanol
ve asetik asit kisa silirede yiiksek seviyelere ulagsmakta ve hiicreler i¢in toksik hale
gelebilmektedir. Bu nedenlerden dolayr ¢ok sayida arastirmaci son yillarda bu
metilotropik ~ Ozellikteki  mikroorganizmalar1  heterolog protein {iretiminde

kullanmustir (Cereghino ve ark., 2001).

P. pastoris mayalar1 en fazla kullanilan bakteriyel rekombinant iiretim sistemi
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olan E. coli hucrelerine gore bircok avantaja sahiptir. Bunlardan en o6nemlisi
Pichia'da disulfit baglari olusumunun ve glikolizasyonun gergeklestirilmesidir.
Disiilfit baglarma sahip proteinlerin iiretiminde E. coli hiicreleri bu baglar1 kurma
yeteneginde olmadigindan dolay:r liretilen proteinlerde yanlis bir katlanma ve
dolayistyla inaktif protein elde edilmektedir. Ayrica {iretilen protein ¢Oziinmez
formda olmaktadir. P. pastoris tek karbon kaynagi ve azot kaynagmnda gelisim
gosterebilmesi sayesinde proteinlerin izotopik olarak etiketlenmesine uygun bir yap1
haline gelmistir. P. pastoris'in diger maya hiicrelerine gore en 6nemli avantajlarindan
bir tanesi proteinleri besiyeri ortamina salgilama yeteneklerinin ¢ok kuvvetli
olmasidir. P. pastoris mayalar1 kullanilarak ekstraseliilar protein tiretiminde ciddi bir

basar1 saglanmistir (Gerngross, 2004; Hamilton ve ark., 2006).

Daha oOnce deginildigi gibi P. pastoris mayalar1 karbon kaynagi olarak
metanolii kullanmaktadir ve bu kullanim durumuna gore P. pastoris suslar1 Mut (+)
(Methanol utilization plus) ve Mut (s) (Methanol utilization slow) olmak Uzere ikKi
farkli fenotip olusturmaktadir. Ticari olarak tiretilen herhangi bir P. pastoris susu
metanolii etkin veya diisiik miktarda kullanimina gore bu fenotiplerden biri ile
tamimlanir. Fenotiplerdeki farklilik P. pastoris'de bulunan AOX1 ve AOX2 olarak
adlandirilan iki farkli promotoriin etkisinden dogmaktadir. AOX1 ve AOX2 P.
pastoris'de alkol oksidaz proteinlerini kodlayan genlerdir. AOX1 geninin
ekspresyonu metanol varhiginda ¢ok yiiksek seviyelere ¢ikmaktadir. Metanol
varliginda ortamda bulunan toplam proteinin %30'unu AOXI1 proteinleri
olusturmaktadir. AOX2 geni %97 oraninda AOXI1 ile homolog olmasma ragmen
metanol varliginda AOX1’e gore ¢ok daha yavas gelisme gosterir. AOX1 geninin

yoklugu/azligi alkol oksidaz aktivitesini yavaslatacagindan dolay1 suslarin metanolde
diisiik oranda gelisme gdstermesine neden olur ve bdylece Mut® fenotipinde suslar

olusur. Mut® suglar AOX1 genlerinde mutasyona sahip iken; AOX2 genleri dogal tip

halindedir. AOX1 genlerindeki mutasyon sonucunda suslarin metanolu metabolize

etme yetenekleri azalir. Mut* fenotipi suslarin dogal tipde oldugunu ve metanolii

karbon kaynagi olarak kullandigini ifade eder (Gerngross, 2004).

P. pastoris ekspresyon sistemi ile heterolog proteinler intraseliler veya
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ekstraseliiler olarak iiretilebilmektedir ve bu sistemin 6ne ¢ikan 6zelliklerinden bir
tanesi iiretilmesi hedeflenen proteinin hiicre disina salgilamasini saglayan sekresyon
sinyal sekans bolgelerini kullanilabilmesidir. Rekombinant protein iiretimi esnasinda
proteinlerin hiicre ortamima salgilanmasi amaciyla kullanilan sekresyon sinyal
bolgeleri genellikle vektorler vasitasiyla konake hiicreye aktarilir. Heterolog protein
iiretimi amaciyla P. pastoris ekspresyon sisteminde kullanilan birgok vektor dogal tip
HIS4 geni ve bakteriyel ampisilin geni tasimaktadir (Romanos, 1995). HIS4 geni
histidin igermeyen ortamda gelisime gore seleksiyon saglar. HIS4 geni yaklagik
olarak 3 kb boyutundadir ve HIS4 geni tasiyan vektorler genellikle 7-10 kb
arasindadir. P. pastoris ekspresyon sisteminde sekresyon amaciyla kullanilan -
sekresyon sinyal geni tasiyan- vektorler; pHIL-S1, pPIC9, pPIC9K ve pPICZa
(A,B,C) seklindedir. pPIC9K'da HIS4 genine ek olarak Kanr geni de mevcuttur.
Kanr veya G418 geni Genetycin 418'e direng gosterir ve ¢ok sayida kopyalama
yapmak amaciyla kullanilir. Vektorler baslica E. coli hiicrelerinde secilim geni, P.
pastoris hcrelerinde secilim geni ve sekresyon sinyal sekans bdlgelerini
tasimaktadir. Intraseliilar protein iiretimi saglayan vektorlerde sekresyon amaciyla
herhangi bir sinyal sekans geni bulunmamaktadir. P. pastoris ekspresyon sisteminde
siklikla kullanilan vektor sistemlerine ait bazi o6zellikler Cizelge 2.1.'de verilmistir

(Ahmad ve ark., 2014).
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Cizelge 2.1. P. pastoris ekspresyon sisteminde kullanilan bazi vektérler ve dzellikleri (Ahmad ve ark.,

2014)

Vektor E. coli'de P. pastoris'de Intraseltlar/

secilim secilim geni Ekstraselllar dzellik
pHIL-S1 Amp HIS4, G418 Ekstraselular: PHO1
pPIC9 Amp HIS4 Ekstraselular: AMF
pPICI9K Amp HIS4, G418 Ekstraselular: AMF
pPICZa(A,B,C) Zeo Zeo Ekstraseltlar:AMF
pHIL-D2 Amp HIS4 Intraselllar
pa0O815 Amp HIS4 Intraseltlar
pPIC3.5 Amp HIS4 Intraselllar
pPIC3.5K Amp HIS4, G418 Intraselllar
pPICZ (A,B,C) Zeo Zeo Intraseltlar

Amp: Amfisilin; Zeo: Zeosin; HIS: Histidin; G418: Genetisin 418; PHOL: asit fosfataz; AMF: alfa
mating faktor

P. pastoris mayalarinin ¢ok az sayida endojen protein {lretiyor olmasi
ekstraselllar protein iiretimi agisindan olduk¢a avantaj saglamaktadir (Chahal ve
ark., 2017). Ayn1 zamanda kiiltiir besiyeri protein igermediginden dolay1 besiyerinde
bulunan proteinlerin 6nemli bir kism1 heterolog proteinlerden olusmaktadir. Boylece
sekresyon olay1 proteinlerin saflastirilmasindaki ilk adim olarak diisiiniilmekte ve
hiicresel  proteinler ile rekombinant proteinlerin  birbirlerine  karigsmasi
engellenmektedir. Buna ragmen sekresyon opsiyonu genellikle konakg¢i hiicreler
tarafindan kendilerine ait endojen proteinlerin salgilanmasinda kullanilir. Sekresyon
proteinlerin 6n bdlgesinde var olan bir sinyal sekansi olmast durumunda meydana
gelir ve salgilama yolu aktive olur. Bir ¢ok sinyal sekans bolgesi farkli basari
dizeylerinde P. pastoris ekspresyon sisteminde kullanilmaktadir ancak 85 amino
asitten olusan S. cerevisiae alfa mating prepro sinyal sekansi P. pastoris ekspresyon
sisteminde en bagarili kullanilan sinyal sekans bolgesi olmustur (Cereghino ve
Cregg, 2000). Alfa mating prepro sinyal sekans bolgesi iki ayri gen bolgesinden
olugsmaktadir. Bunlar; 19 aminoasitlik pre-peptid ve 67 aminoasitlik pro-peptid
bolgesidir (Brake ve ark., 1984; Oka ve ark., 1999; Cregg ve ark., 2000). Maya
hiicrelerinde alfa faktor sinyal sekans bdlgesine ek olarak genellikle P. pastoris asit

fosfataz (PHOL) sinyal sekans bdlgesi de siklikla kullanilmakta olan sinyal sekans
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genidir (Higgins ve Cregg, 1998).

Hizla gelisen rekombinant protein iiretim teknolojisi sayesinde yabanci genin
birden fazla kopyasini igeren suslarin ¢ogatilmasi i¢in giiclii antibiyotik direncine
sahip vektorler gelistirilmistir. Ornegin pPIC3K ve pPIC9K vektor seti bakteriyel
kanamisin direnglilik geni igerir ve birden fazla kopya igeren suslarin yiiksek
miktarda Genetisin 418 antibiyotigine direngli olmasini saglarlar. pPICZ serisi
vektorler Streptoalloteichus hindustanus'a ait 'Sh ble' genini icerirler. Sh ble geni 375
baz ciftinden olusur ve E. coli, mayalar (P. pastoris dahil) ve diger okaryotlarin
Zeosin antibiyotigine diren¢li olmasmi saglar. 'ble’ geni E. coli ve P. pastoris i¢in
secilimi saglayan gendir ve zeoR vektorleri yaklagik 3 kb boyutunda olup diger P.
pastoris ekspresyon vektorlerinden daha kolay maniptle edilmektedir. Bu vektérler
ayrica icerisinde Ozgiin restriksiyon bdlgeleri bulunan coklu klonlama bdlgesi
(Multiple Cloning Site-MCS) igerirler ve aynm1 zamanda his6é ve myc epitoplari
enkodlayan sekanslarin ve yabanci genlerin eklenmesini kolaylastiran 6zgiin
restriksiyon bdlgelerine sahip MCS’ye sahiptir. Boylece yabanci proteinlerin
karboksil bitis uclarinda epitoplar gerektiginde etiketlenebilir. pAO815 ve pPICZ
vektor serileri ekspresyon vektorlerinin ¢oklu ekspresyon kaset kopyasi ile dizayn

edilmesini kolaylastiran 6zellige sahiptir (Cregg ve ark., 2000).

S. cerevisiae ve E. coli ile karsilastirildiginda P. pastoris ekspresyon suslari
daha az sayidadir ve tiim P. pastoris ekspresyon suslart NRRL-Y 11430 (Northern
Regional Research Laboratories, Peoria, III.) susunun tiirevleridir. Bu suslarin
bazilar1 bir veya daha fazla auksotropik (auxotrophic) genlerde mutasyona sahiptirler
(6rnegin GS115 (HIS4)) ve bu sayede transformasyon sonrasinda ekspresyon
vektorlerini iceren hucrelerin secilimini biyosentetik genin (HIS4) varligina bagh
olarak miimkiin kilmaktadir. Rekombinant protein iiretiminde kullanilan biitiin suglar
metanol kullanan fenotipdedir. Biitiin bu suglar kompleks besiyerinde gelisebilirler
ancak minimal besiyerinde gelisim i¢in ek olarak histidine ihtiya¢ duyarlar. Cizelge
2.2.'de P. pastoris mayalarmin ticari olarak kullanilan baz1 suslar1 verilmistir (Ahmad
ve ark., 2014).
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Cizelge 2.2. Pichia pastoris mayalarmin rekombinant protein iiretiminde en fazla kullanilan suglar
(Ahmad ve ark., 2014)

Pichia pastoris konakgi suslari

Dogal tip Auksotropik Proteaz inhibe Digerleri
CBS7435 GS115 SMD1163 GS241
CBS704 PichiaPink1 SMD1165 MS105
X-33 KM71 SMD1168 MC100-3

KM71H SMD1168H CBS7435

ku70 his4
BGO09 SMD1168
GS190 k(?x::.SU.CZ
PichiaPink2-4
JC220 BG21

YJIN165 CBS7435

Ticari olarak Uretilen ve AOX genlerindeki bir veya daha fazla silinmelerden
dolay1 methanol kullanim yetenekleri degiskenlik gosteren ili¢ farkli konakgi sus
mevcuttur. AOX genleri silinmis suslar yabanci proteinlerin iiretiminde bazen dogal
tip suslardan daha iyi ¢alisabilmektedir. Bu suslar ayrica ekspresyonu arttirmak igin
daha az miktarda metanole ihtiyag duymaktadir. En fazla kullanilan ekspresyon
konak¢t susu AOX1 ve AOX2 genlerine baglh olarak dogal tip sus veya GS115
(HIS4) susudur. KM71 susu kromozomdaki AOX1 geni biiyiik oranda silinmis ve S.

cerevisiae'ye ait ARG4 geni yerlestirilmis sustur. Sonug olarak; bu sus AOX2 geninin

azligma/ zayifligma bagl olarak metanolde diisiik oranda gelisim gosterir ve Mut®

(Methanol utilization slow) fenotipi 6zelligi gosterir. Bircok P. pastoris ekspresyon

vektor ile Mut™ susu elde etmek icin bir ekspresyon kaseti yerlestirmek ve aymi
anda AOX1 genini silmek miimkiindiir. Bir diger konake¢1 sug, MC100-3 (his4 arg4
aox] A::SARG4 aox2 A ::Phis4), her iki AOX geni silinmis ve metanolde gelisim
gosterememe Ozelligine sahiptir (Byrne, 2015).

Yapisal olarak bazi proteinler ve gen bdlgeleri proteaz degradasyonuna karsi

hassas oldugundan P. pastoris veya benzeri herhangi bir rekombinant protein tretim
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sisteminde ortama salgilanan bu proteinler fermentasyon ortaminda stabil
olamayabilmekte ve proteazlar tarafindan degradasyona ugrayabilmektedirler. Bu
nedenle de heterolog protein iiretiminde proteoliz problemi ile karsi karsiya
kalinmaktadir. Bu asamada temel vakuol proteazlar1 6nemli bir degradasyon faktorii
olarak one ¢ikmaktadir. Proteoliz; protein ekspresyonu sirasinda veya saflagtirmanin
ilk asamalarinda meydana gelebilmektedir (Gleeson ve ark., 1998). Rekombinant
protein Gretiminin 6nemli problemlerinden biri olan degradasyon sorununu ¢6zmek
icin c¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bunlar besiyerine aminoasit veya peptid
eklemek, ortamin pH degerini degradasyonu onleyecek sekilde ayarlamak ve proteaz
icermeyen sus kullanmak seklinde sayilabilir (Cregg ve ark., 1993). P. pastoris
mayalar1 genis bir pH araliginda gelisim gosterebilme yetenegine sahip mayalardir.
Dolayisiyla ortam pH degerinin degradasyonu Onleyecek sekilde ayarlanmasi
genellikle P. pastoris hucrelerinin biuyumesi Gzerinde herhangi bir olumsuz etki
yaratmamaktadir. Bir diger yontem olan proteaz genleri inhibe edilmis sus kullanim1
son yillarda tercih edilen ve basarili sonuglar veren bir yontem olarak kabul

gormustr.

SMD1163 (his4 pep4 prbl), SMD1165 (his4 prbl) veya SMD1168 (prbl
pep4) suslar1 proteaz icermeyen P. pastoris sus serisi olup bazi heterolog proteinlerin
iretiminde ¢ok rahat olarak kullanilmaktadir. pep4 geni karboksi peptidaz Y ve
proteinaz B gibi diger vakuol proteazlarinin aktivasyonu i¢in gerekli aspartil
proteazin1i enkodlar. Proteinaz B proteinaz A tarafindan islenme ve aktive
edilmesinden Once enzim aktivitesinin yarisina sahiptir. prbl geni proteinaz B'yi
enkodlar bdylece pep4 mutasyonu proteinaz A ve karboksi peptidaz Y aktivitesini
azaltir/durdurur ve proteinaz B aktivitesinde kismi azalma saglar. prbl mutasyonu
sadece proteinaz B aktivitesini durdururken prbl pep4 cift mutasyonu ise her g

proteinaz aktivitesini durdurur (Cregg ve ark., 1993).

P. pastoris ekspresyon sistemi kullanilarak memeli, hayvan, bitki, bakteri, kif
vb. bir¢ok organizmaya ait proteinler basarili bir sekilde iretilmistir. P. pastoris
ekspresyon sistemiyle iiretilen bazi proteinler ve miktarlar1 Cizelge 2.3.'de verilmistir

(Spohner ve ark., 2015).
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Cizelge 2.3. P. pastoris rekombinant ekspresyon sistemi ile iiretilen bazi proteinler (Spohner ve ark.,

2015)
Protein Adi Protein Kaynagi Miktar Kaynak
Glukoz oksidaz Aspergillus niger 0.8 g/L Meng ve ark.,2014
Serum albumin Homo sapiens 4 g/L Cregg ve ark., 1993
TUmor nekroz faktér ~ Homo sapiens 6 g/L Dale ve ark., 1999
insilin 6nct maddesi Homo sapiens 1.5¢g/L Wang ve ark. 2001
Sellobioz Pycnoporus cinnabarinus
dehidrogenaz 0.35g/L Bey ve ark., 2011
Lakkaz Trametes versicolor 0.495 g/L Kittl ve ark., 2012
Katalaz Homo sapiens 0.55 g/L Shi ve ark., 2007
Peroksidaz Armoracia rusticana 0.4¢g/L Spadiut ve ark., 2012
Protein-glutamin Zea mays 4.4 mg/L Li ve ark., 2013 (A)
Dekstransukraz Leuconost?c 14 U/mL Kang ve ark., 2011
mesenteroides
1,4-a-glukan Aspergillus oryzae 0.23 g/L Wu ve ark., 2010
Delroisse ve
Karboksilesteraz Rhizomucor miehei 0.08 g/L ark..2005
Siklomaltodekstrin Paenibacillus macerans 4.5 U/mL Zhang ve ark., 2009
Triasigliserol lipaz Aspergillus tamarii 20 U/mL Shi ve ark., 2010
Lizofosfolipaz Aspergillus niger 0.026 g/L Zhu, 2008
Pektinesteraz Aspergillus niger 0.144 g/L Jiang ve ark., 2013
Tannaz Aspergillus oryzae 0.074 g/L Zhong ve ark., 2004
Acylglycerol lipaz Rhizopus oryzae 7.97 g/L Minning ve ark.,
1998
Fosfolipaz Al Vespula vulgaris 1.7 mg/L Borodina ve ark.
2011
Fitaz (3-, 4-) Aspergillus niger 6.1g/L Xiong ve ark., 2005
Riboniikleaz Bos taurus 5 mg/L Chatani ve ark., 2000
Fosfodiesteraz Triticum aestivum 0.059 g/L Joye ve ark., 2010
Amilaz Hordeum vulgare 0.125 mg/L Liu ve ark., 2012
Glukan 1,4-a-
glukozidaz Aspergillus awamori 0.8 g/L Fierobe ve ark., 1997
Endo-1,3(4)-8- .
glukanaz Penicillium sp. 2.61 g/L Chen ve ark., 2012
intilinaz Aspergillus niger 2.21 g/L He ve ark., 2014
Selilaz Trichoderma reesei 6.55 g/L Mellitzer ve ark.

2012
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Cizelge 2.3. (devam)

Dekstranaz
Kitinaz
Poligalakturonaz

Lizozim

a-glukozidaz
B-glukozidaz

a-galaktozidaz

B-galaktozidaz (laktaz)

invertaz

a -L-ramnosidaz
Pullulanaz
Tripsin

Subtilisin

Orizin

Aqualizin 1
Papain

Bromelain

Pepsin

izoamilaz

Arabinan endo-1,5-a- L-

arabinaz
Pektat liyaz

Asparaginaz

Aljinat liyaz

Pektin liyaz

B-L-N asetil

hekzoaminidaz

Lipomyces starkey
Homo sapiens

Aspergillus niger

Gallus domesticus

Apis cerana indica
Trichoderma reesei
Coffea
Paecilomyces
aerugineus
Saccharomyces

cerevisiae

Aspergillus tereus
Bacillus naganoensis

Streptomyces griseus

Pichia pastoris
Aspergillus oryzae
Thermus aquaticus
Carica papaya

Ananas comosus

Porcus

Bacillus lentus

Phanerochaete

chrysosporium

Bacillus subtilis
Saccharomyces
cerevisiae

Rhizopus oryzae

Penicillium
purpurogenum

Talaromyces flavus

0.46 g/L
0.3g/L
0.098 g/

0.0123
g/L

4.2
mg/L
0.55 g/L

0.4 g/L

22 g/L

25¢9/L

0.3 g/L

350
U/mL
14.4
U/mL

3 mg/L
0.513 g/L
0.11 g/L

5 mg/L
12.5
mg/L

14.7 g/L

10.4 g/L

8 mg/L

0.041 g/L

85.6
U/mL

0.2g/L

0.245 g/L

0.022 g/L

Chenve ark., 2008
Goodrick ve ark., 2001
Liu ve ark., 2014

Xu ve ark., 2014
Kaewmuangmoon ve

ark., 2013
Chen ve ark., 2011

Zhu ve ark., 1995

Katrolia ve ark., 2011

Tschopp ve ark., 1987

Gerstorferova ve
ark.,2012

Xu ve ark., 2006 (A)
Ling ve ark., 2012

Salamin ve ark., 2010
Guo ve Ma., 2008
Oledzka ve ark., 2003
Dufour ve ark., 1998

Mueller ve ark., 2009

Yoshimasu ve
ark., 2002
Li ve ark., 2013 (B)

Huy ve ark., 2013

Zhang ve ark., 2013

Ferrara ve ark., 2006

Mertens ve
Browman, 2011

Pérez-Fuentes ve
ark.,2014

Slamova ve ark., 2012
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2.4. Ekspanzin Proteinleri

Ekspanzinler ilk defa 1992 yilinda hizli sekilde biiyiiyen salatalik
koleoptillerinden izole edilmis proteinlerdir (McQueen-Mason ve ark., 1992).
Bitkilerde bulunan ekspanzin proteinleri o-Ekspanzin, B-Ekspanzin, Ekspanzin
Benzeri A, Ekspanzin Benzeri B olarak dort ana gruba ayrilirlar. Ekspanzinler
seliloz mikrofibrilleri ve pektin matriks iizerine etki ederek hiicre duvarinin
modifikasyonunu ve pargalanmasini saglamaktadir. Bunun yani sira ekspanzin
proteinlerinin diger pektolitik ve seliilolitik enzimler ile sinerjistik etki gostererek bu
enzimlerin etkinliini artirarak hiicre duvari parcalanmasi tegvik ettigi yapilan
caligmalarla ortaya konulmustur. Ekspanzin proteinleri in vitro ortamda hiicre
duvarmin parcalanmasini saglayan yegane protein olarak literatiirdeki yerini almistur.
Dolayisiyla ekspanzin proteinleri endiistride kullanilmakta olan pektolitik - seliilotik

enzimlere ikame olarak kullanim potansiyeline sahiptirler.

Ekspanzinler hiicre duvarina lokalize olmus, kiiciik boyutlu, ve yaklasik
molekiil agirligi 25 — 30 kDa arasinda olan proteinlerdir (McQueen-Mason ve ark.,
1992; Cosgrove, 2000). Literatirde bulunan bilgilere gore ekspanzin proteinleri
seliiloz mikrofibrilleri arasindaki hidrojen baglarin1 pargalayarak veya karbonhidrat
polimerlerini hiicre duvarinda lokalize olan enzimlerin daha kolay ulasabilecegi hale
getirerek hiicre duvar1 modifikasyonlarinda rol oynadigi hipotez olarak 6ne
strilmektedir (Cosgrove, 1998). Rose ve ark.,, (1997) yaptiklar1 calismada
domateslerde meyve ve olgunlasmaya 6zgii LeExpl geninin eksprese oldugunu
gbstermistir. Bu genin mevyenin yumusamaya basladigi ve dolayisiyla hiicre duvari
parcalanma ve modifikasyon asamalarinda maksimum seviyeye c¢iktig1 durumlarda
spesifik olarak ifade edilmesi ekspanzin proteinleri ile hiicre duvari bilesenlerinin
pargalanmasi arasinda pozitif anlamda bir korelasyon olduguna isaret etmektedir. Bu
verileri destekleyecek sekilde ekspanzin proteinlerinin transjenik yontemlerle yiiksek
miktarda eksprese edildigi meyvelerin kontrol Orneklerine gore daha yumusak
oldugu ve hatta yumusama reaksiyonlarmimn olgunlagsma periyodundan 6nce harekete
gectigi tespit edilmistir (Brummell ve ark., 1999). Ekspanzin transkriptlerinin benzer

sekilde klimakterik olmayan iiziim, ¢ilek gibi meyvelerde bulundugu belirlenmis ve
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bu tiir meyvelerde de yumusama ve dolayisiyla karbonhidratlarin pargalanma
reaksiyonlarina katildiklar1 fikrine isaret etmistir (Harrison ve ark., 2001; Gao ve
ark., 2003). Dolayisiyla ekspanzin proteinlerinin hiicre duvarmi pargalama
yetenekleri goz Oniine alindiginda son yillarda bu proteinler {izerinde yapilan
caligmalar yogun olarak devam etmistir. Her ne kadar ekspanzin proteinleri ilk olarak
bitkisel dokularda tespit ve izole edilmis olsalar dahi ileriki yillarda yapilan
calismalar bu biyolojik ajanlarin aynt zamanda mikrobiyal kaynaklarda da
bulunabildigini gostermistir. Dolayisiyla mikrobiyal kaynakli ekspanzinlerin
klonlanmasi ve ekspresyonu da arastiricilarin ilgi duydugu konular arasinda yer
almigtir. LOOS (Quiroz-Castaneda ve ark., 2011), swollenin (Wang ve ark., 2011),
AfSwol (Chen ve ark., 2010) ve maize B-ekspanzin gibi ¢ok sayida ekspanzin ya da
ekspanzin benzeri proteinlerin bitkisel biyokutlenin sakkarifikasyonunda glikozid
hidrolazlarin aktivitesini artirdig: tespit edilmistir. Quiroz-Castaneda ve ark., (2011)
Meksika’nin gesitli bolgelerine 6zgii olarak yetisen Agave tequilana lifinin ticari
selilaz ve ksilanaz karisgimlarina LOOS1 proteini varliginda 6nemli diizeyde
hassasiyet gosterdigi ve pargalandigini rapor etmislerdir. Chen ve ark., (2010)
yaptiklar1 bir arastirmada Aspergillus fumigatus’dan izole edilen AfSwol ekspanzini
ve seliilazlarin beraber uygulandiklari bir ¢galismada mikrokristalin yapisindaki avicel
seliilozunu parcalama yeteneklerinin ¢ok yiiksek oldugu ve tek basina seliilazlarin
kullanildig1 kontrol 6rneklerine oranla %13.2 miktarinda daha yiiksek serbest seker

elde edildigini ortaya koymuslardir.

Lignoseliilozik atiklardan sekerlerin ayristirilmasi amaciyla EXLX1 proteini
yiikksek miktarda {iretilebilmesi ve etkin bir sekilde saflastirilabilmesi nedeniyle
uygulama alanlari i¢in 6nemli 6lglide potansiyel tasiyan bir ekspanzin proteini olarak
ele almmaktadir. EXLX1, Bacillus subtilis yoaJ geni tarafindan kodlanan ve
Escherichia coli tarafindan eksprese edilebilen bir ekspanzin proteini olarak
tanimlanmaktadir (Kim ve ark., 2009; Suwannarangsee ve ark., 2012; Kerff ve ark.,
2008). EXLX1 yapilan c¢aligmalar sonucunda baglanma karakteristik o6zellikleri,
hiicre duvar1 modifikasyonunda gosterdigi etkinlik ve yapi-fonksiyon caligmalari
sonucunda elde edilen pozitif veriler neticesinde bir ¢ok arastirmaya konu olmus

durumdadir (Kim ve ark., 2009; Kim ve ark., 2013). Ozellikle Lin ve ark., (2013)
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yapmis olduklar1 ¢aligma biofuel iiretiminde kullanilan bitki biyokiitle atiklarinda

ticari seliilazlarla EXLX1’in sinerjistik etki gosterdigi ortaya konulmustur.

Ekspanzin proteinleri dogada az miktarda bulunmakta ve diisiik miktarlardaki
izolasyonu dahi zahmetli biyokimyasal metotlar gerektirmektedir. Literatiirdeki
caligmalar go6zoniine alindiginda mikroorganizma kaynakli ve bitkisel kaynakli
ekspanzin proteinlerinin hiicre duvar1 bilesenlerini parcalama yetenekleri veya
selilolitik, hemi-selilolitik, pektolitik enzimlerle sinerjistik etki gdsterme
yeteneklerinin cesitli ¢calismalarda konu alindig1 goriilmektedir. Ancak giliniimiize
kadar bitkisel kaynakli ekspanzin proteinlerinin P. pastoris mayalarinda iiretimini ve
bu proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini konu alan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada ilk defa Saccharomyces cerevisiae a-mating faktor ve P. pastoris asit
fosfataz (PHO1) sinyal sekans dizilimlerine sahip pPIC9K ve pHIL-S1 vektorleri
kullanilarak Pichia pastoris SMD1168 ve GS115 suslarinda Solanum lycopersicum
(domates) kaynakli ekspanzinlerin rekombinant iiretimi, liretilen enzim miktarmin

arttirilmasi ve saflastirilmasi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢aligmada ekspanzin gen kaynagi olarak domates bitkisi kullanilmigtir.
Domates (Solanum lycopersicum) bitki materyalleri steril kosullar altinda doku
kiltiiri ortaminda gelistirilerek DNA ve RNA kaynagi olarak kullanilmislardir.
Aragtirmada kullanilan kimyasal materyaller, 6zgin primerler Sigma Aldrich Co.
(Taufkirchen, Almanya) ve Merck (Darmstadt, Germany) 'den temin edilmislerdir ve
analitik saflik diizeyindedirler. P. pastoris maya suslar1 (SMD1168 ve GS115),
ekspresyon vektorleri (pPIC9K ve pHIL-S1), vegazim enzimi, besiyerleri Invitrogen
(San Diego, CA) firmasindan temin edilmislerdir. Tag DNA polimeraz, DNA ligaz,
DNA Restiriksiyon Endoniikleaz enzimleri New England Biolabs (Ingiltere)
firmasindan temin edilmistir. RT-PZR analizi i¢in kullanilan Superscript One step
RT-PCR System with Platinium® Tag DNA Polymerase kiti Invitrogen (San Diego,

Kaliforniya) firmasindan saglanmustir.

3.2. Domates Bitkisinden Hedef Gen Bolgesi (LeExp1) izolasyonu

Domates bitkisinden DNA izolasyonu yapilirken Muhammed ve ark. (1994)
tarafindan yayinlanan metot uygulanmistir. Bu metoda gore bitki dokular1 sivi azot
icerisinde dondurulduktan sonra havan icerisinde parcalanarak her 0.5 g doku igin 5
mL ekstraksiyon ¢Ozeltisi eklenmistir. DNA ekstraksiyon ¢ozeltisinin bilesimi su
sekildedir: 20 mM Na2EDTA, 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1.4 M NaCl, %2.0 (w/v)
CTAB. Cozeltiye DNA ekstraksiyonundan hemen 6nce % 0.2 R-merkaptoetanol
eklenmistir. Cozelti ve bitki materyali karistirilarak santriflij tiiplerine aktarilmis ve
60°C sicaklikta 25 dakika bekletildikten sonra oda sicakligina gelinceye kadar
laboratuar ortaminda bekletilmistir. Daha sonra 6 mL kloroform:oktanol karisimi
eklenerek emiilsiyon olusuncaya kadar tiipler calkalanmis ve oda sicakliinda 6.000
devirde 15 dakika santrifiij edilmistir. Niikleik asitleri i¢eren sulu faz temiz bir

santriftij tiipiine aktarilarak ikinci defa kloroform:oktanol ekstraksiyonuna tabi
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tutulduktan sonra hacminin yaris1 kadar NaCl (5 M) ve hacminin iki kat1 -20°C’deki
etil alkol (%95) ile karistirilarak 4°C’de bir saat bekletilmistir. Tiipler oncelikle
3.000 devirde 3 dakika ve daha sonra 5.000 devirde 3 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi {istte kalan diisiik yogunluklu sivi pipet vasitasiyla tuplerden
alimarak DNA ¢okeltisi etil alkol (%76) ile yikanmistir. Tiipler agizlar1 agik vaziyette
37 °C’de etil alkol tamamen uguncaya kadar bekletilmistir ve DNA, TE (Tris-EDTA)
tampon ¢Ozeltisi igerisinde ¢Oziindiriilmiistir. DNA ile beraber ¢oken RNA
molekiillerini par¢calamak amaciyla her 100 pL DNA ¢6zeltisi icerisine 1 pL. RNaz A
(10mg/mL) enzimi eklenerek 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. DNA kalitesi ve
miktar1 sprektorofotometrik yontemlerle tayin edilmistir ve yiiksek kaliteli DNA bir

ileriki asamalarda kullanilmustir.

3.3. Cahsmada Kullanilan Suslar, Sinyal Sekanslari ve Vektorlerin Dizayni

Bu ¢alisma kapsaminda rekombinant ekspanzin proteinlerinin iiretimi amaciyla
iki adet P. pastoris susu ve iki farkli sekresyon sinyal sekansi i¢eren vektor
kullanilmistir. Konakg¢1 sus olarak P. pastoris SMDI1168 ve GS115 suslari
secilmistir. Hedef geni mayalara tasimak ve sekresyonlarmi saglamak amaciyla
sirasiyla a-MF ve PHO1 sinyal sekans bdlgelerine sahip pPIC9K ve pHIL-S1
vektorleri se¢ilmistir. GS115 ve SMD1168 suslar1 hedef LeExpl genini tasiyan her
iki vektor ile doniistliriilmiis ve sonugta dort farkl doniistiiriilmiis maya hatt1 elde
edilmistir. Calismanin deneme dizayn1 Sekil 3.1.'de gosterildigi haliyle

tasarlanmustir.
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Solanum lycopersicum
(DOMATES)

—> Gen
izolasyonu

Elektroporasyon

GS115,

SMD1168

GS115-
pPIC9K-Exp1

SMD1168-
pHIL-S1-Exp1

Protein
ekspresyonda
kullanilan dort

adet transgenik
sus

SMD1168-
pPIC9K-Exp1

Sekil 3.1. Calismada kullanilan hedef geni, vektorleri ve suglar1 gosteren deneme dizayni
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Yapilan dizayna gore hedef LeExpl geni ve pPIC9K ile pHIL-S1 vektorleri
uygun restriksiyon enzimleriyle kesilmistir ve DNA ligaz enzim(ler)i vasitastyla
plazmidlere klonlanmistir. Hedef genin vektorlere klonlanmasi sonucu elde edilen
yeni plazmidler pPIC9K-Expl ve pHIL-S1-Ekpl seklinde adlandirilmistir ve
plazmidler Escherichia coli hiicrelerine aktarilmistir. Vektor aktariminin dogru bir
sekilde yapildigi tespit edilmistir ve plazmidler elektroporasyon yontemiyle P.
pastoris’in GS115 ve SMD1168 olmak iizere iki farkli susuna aktarilmistir. Bu
aktarim sonucunda protein iiretiminde kullanilmak tizere dort adet transgenik sus
elde edilmistir. Hedef geni tasiyan vektorler ile doniistiiriilen suslar SMD1168-
pPIC9K-Expl, SMD-pHIL-S1-Expl, GS115-pPIC9K-Expl ve GS115-pHIL-S1-
Expl seklinde adlandirilmustir.

3.4. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler DEPC (dietilenpirokarbonat) ile
muamele edilmis saf su ile hazirlanmistir. Meyve dokularindan RNA izolasyonu
diger dokulara oranla daha zordur ve ¢ogu zaman piyasada bulunan ticari Kitler
yuksek kaliteli RNA izolasyonuna imkan vermemektedir. Bu nedenle RNA
izolasyonu i¢in daha once kullanilip olumlu sonuglar alinmig Lopez-Gomez ve
Gomez-Lim (1992) tarafindan yayinlanan metot modifiye edilerek uygulanmistir. Bu
metoda gore sivi azot igerisinde dondurulmus bitki dokular1 havan igerisinde toz
haline getirilmis ve daha sonra igerisinde RNA izolasyon ¢6zeltisi bulunan erlene
aktarilarak 5 dakika siiresince 65°C’de inkiibe edilmistir. RNA ekstraksiyon ¢ozeltisi
(pH 7.5) bilesimi su sekildedir: 150 mM Tris, 50 mM EDTA, %2 SDS (w/v).
Eksraksiyondan hemen once ¢ozeltiye %1 (v/v) oraninda [B-merkaptoetanol
eklenmistir. Erlene ¢6zeltinin 4 hacminde etil alkol (%100) eklenerek bir dakika
karistirilmig ve daha sonra 0.11 hacminde potasyum asetat ilave edilerek bir dakika
daha karigtirilmigtir. Karisgim santrifiij tliplerine aktarillarak esit hacimdeki
kloroform:izoamilalkol (49:1) ile ekstrakte edilmis ve 13.000 devirde 15 dakika
santrifiij edilmistir. Sulu faz yeni bir tiipe aktarilarak ekstraksiyon islemi bir defa
fenol bir defa da kloroform:izoamilalkol ile tekrar edilmistir. En son asamada sulu

faz yeni bir santrifij tipune aktarilarak her bir mL’si i¢in 0.6 mL LiCl eklenerek -
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20 °C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Tiipler 4 °C’de, 13.000 devirde 90 dakika
stiresince santriflij edilerek RNA'nin ¢oktiiriilmesi saglanmigtir. RNA ¢okeltisi %70
etanol ile yikanmis ve RNaz icermeyen su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Her bir mL
su i¢in 0.063 mL potasyum asetat (5M) ve 2.5 mL soguk etil alkol (%100) eklenerek
karistirilan tiipler gece boyunca -20°C’de bekletilip ertesi sabah 15 dakika siiresince
13.000 devirde 4°C’de santrifiij edilmistir. RNA ¢okeltisi %75 etil alkol ile
yikanarak RNaz i¢ermeyen su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra suyun hacminin
yaris1 kadar soguk etil alkol (%100) ile karistirilarak buz tizerinde 30 dakika
bekletilmistir. Tiipler 4°C’de 10 dakika siiresince santrifiij edilerek, RNA igeren
uistteki sulu faz yeni bir tiipe aktarilarak hacminin 1/10’u kadar sodyum asetat (3 M,
pH 5.2) ve 2.5 kat1 kadar soguk etil alkol (%100) ile karistirilip -80 °C’de 2 saat
stiresince inkiibe edilmistir. Tipler 4°C’de 13.000 devirde 25 dakika siiresince
santrifiij edilerek RNA c¢oktiirtilmiistiir. Tiiplerin agzi acik birakilarak etil alkoliin
tamami ucuncaya kadar oda sicakliginda birakilmis ve RNA DEPC ile muamele
edilmis RNaz icermeyen su igerisinde ¢oziindiiriilmiistii. RNA ile beraber ¢oken
genomik DNA molekiilleri DNAaz 1 enzimi vasitasiyla parcalanacak ve RNA
ornekleri fenol-kloroform ile ekstrakte edildikten sonra etanol ile c¢okturulerek

saflastirilmistir.

3.5. Ekspanzin Geninin Yar1 Kantitatif Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (RT-PZR) Vasitasiyla Cogaltilmasi

Yari kantitatif RT-PZR reaksiyonu icin SuperScriptTM 111 One-Step RT-PCR

®

system with Platinum™~ Taq DNA Polymerase kiti iiretici firmanin talimatlarina

uygun olarak kullanilmistir (Invitrogen, Life technologies). Buna gore; hazirlanan
RT-PZR reaksiyonlar1 cDNA sentezi i¢in 559C’de 30 dakika boyunca bekletilmis ve
PZR amplifikasyonundan 6nce 94°C’de 2 dakika bekletilerek ters transkriptaz
enzimi denatiire edilmistir. PZR profili olarak 94°C’de 3 dakika, 34 dongii boyunca
949C’de 15 sn, 569C’de 30 sn, 689C’de 1 dakika ve devaminda tek bir dongii olarak
68°C’de 5 dakika olarak belirlenmistir. PZR iirlinleri %1.2 agaroz jel zerinde

ayristirilmistir ve fotograflanmistir. Genler klonlama isleminde kullanilmak iizere
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[Mlustra™ GFX™ PCR Gel Band Purification Kit kullanilarak saflastirilmistir.
Spesifik primer kullanimi, jel agarozu ayristirmas: sonucunda beklenen blyuklikte
DNA parcaciklarmin ¢ogaltilmis olmasi ve DNA dizi analizi sonucunda elde edilen
sekans bilgilerine gore cogaltilmasi planlanan gen bdlgesi kesin olarak elde

edilmistir.

3.6. LeExpl Geninin pPIC9K ve pHIL-S1 Vektorlerine Klonlanmasi

PZR reaksiyonu esnasinda dizayn edilen primerler vasitasiyla LeExpl geninin
cDNA’larinmn her iki u¢ bolgesine uygun DNA restriksiyon enzim tanima bolgeleri
eklenmistir. Hem klonlanacak olan DNA parcaciklari hem de iizerine klonlama
yapilacak olan pPIC9K (EcoRI - Notl) ve pHIL-S1 (EcoRI, Smal) vektorleri uygun
restriksiyon enzimleriyle kesilmistir. DNA ligaz enzimleriyle hedef DNA
parcaciklarinin vektdrlere yapistirilmast islemi gerceklestirilmistir. Bu islem
sonucunda domateslerden izole edilen LeExpl genini tasiyan ve rekombinant
ekspanzin proteinini liretebilir hale getirilmis pPIC9K ve pHIL-S1 vektorleri elde
edilmistir. Elde edilen yeni vektorler 'pPIC9K-Expl" ve 'pHIL-S1-Expl' seklinde

adlandirilmastir.

3.7. pPIC9K-Expl ve pHIL-S1-Expl Vektorlerinin Cogaltilmasi

P. pastoris mayalarina aktarmak amaciyla hedef genleri tasiyan pPIC9K ve
pHIL-S1 plazmidlerinin JM109 Escherichia coli hicrelerine transforme edilerek
vektorlerin  gogaltilmasi islemi yapilmustir. Uretici firmanin manueline bagh
kalmarak Standart 'E. coli JM109 Competent Cells Transformation' yodntemi
vasitastyla E. coli hiicreleri vektorlerle transforme edilmistir. Cogaltma islemi her iki
vektor icin (pPICOK-Expl ve pHIL-S1-Expl) paralel olarak gerceklestirilmistir. Bu

metoda gore; ilk olarak steril polipropilen tipler buz tzerinde 5 dakika bekletilerek

sogutulmuslardir. Kompetent E. coli JM109 hiicreleri -80°C’den ¢ikarilip buz
iizerinde ¢Oziindiiriilerek kullanima hazir hale getirilmislerdir. Kompetent hiicreler
coziindiikten sonra 100'er L alinarak steril sogutulmus polipropilen tiiplere aktarilip

izerlerine hedef geni tasiyan 1 pL pPIC9K-Expl ve pHIL-S1-Expl vektoru
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eklenmistir. Polipropilen tiipler hafif¢e karistirilarak buz tlizerinde 10 dakika inkiibe

edildikten hemen sonra 42°C’lik su banyosuna almarak 50 saniye sabit
tutularak inkiibe edilmislerdir. Hemen ardindan vakit kaybetmeden buz iizerine
alinarak iki dakika siiresince inkiibe edilmiglerdir. Bu esnada meydana gelen ani 1s1
degisikligi ile agilip — kapanan bakteri hiicre membran1 porlarindan vektorler hiicre

icerisine gecis yapmalar1 saglanmistir. Bakteri hiicrelerinin tizerine 900 pL SOC s1v1

besiyeri eklenerek calkalamali inkiibatérde 379C’de 225 rpm’de 60 dakika siireyle
bekletilmislerdir. Inkiibasyondan sonra 100 pL transforme edilmis bakteri hiicresi

alinarak 100 pg/mL ampisilin iceren LB-Luria Bertani agar kati besi yerine ekim

yapilmistir ve bir gece 379C’de inkiibe edilmistir. LB agar bilesimi su sekildedir: %1
tryptone, %0.5 yeast extract, %1 NaCl, %1.5 agar, %0.1 ampisilin. Inkiibasyon
stiresinin sonucunda ampisilinli ortamda gelisen hiicrelerin vektorleri igerdikleri
degerlendirilmistir. 100 pg/mL ampisilin iceren LB agar’da gelisen E. coli
hiicrelerinin sahip olduklar1 antibiyotik direngliliklerine bagl olarak pPIC9K-Expl
ve pHIL-S1-Expl vektorlerini icerdikleri diisiiniilmiistiir. Ancak sadece antibiyotikli
ortamda gelismis olmalar1 yani vektoriin sagladigi antibiyotik direngliligi vektor
iceren E. coli hiicrelerinin se¢iminde yeterli goriilmemistir ve bu nedenle PZR
yontemi kullanilarak hiicrelerin ikinci bir dogrulama metoduyla pPIC9K ve pHIL-S1
vektorlerini ve vektore bagh olarak plazmid yapi igerisinde hiicre ic¢ine aktarilan
LeExpl genini icerip igermedikleri ikinci bir adimda analiz edilmistir. Bu amagla
oncelikle vektorii igerdigi diistiniilen antibiyotik direngli JM109 bakteri hiicre
kolonilerinden bir tanesi secilerek antibiyotik igeren (100 pg/mL) 5 mL sivi LB (%1
tryptone, %0.5 yeast extract, %1 NaCl, %0.1 ampisilin) besiyerine aktarilmis ve bir

gece boyunca 37°C’de bekletilerek hem bakteri gelisimi hem de bakterilerin
icerisinde vektorlerin ¢ogaltilmast islemi yapilmistir. Bakteri hiicre kiiltiiriinden
‘Plasmid DNA Preparation from E. coli by the Alcaline Lysis Procedure’ yontemine
gore plazmid DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Plazmid DNA izolasyonu islemi
sonucunda elde edilen plazmid DNA PZR yonteminde DNA kaynagi olarak
kullanilmistir. PZR yOntemiyle transformasyon isleminin basarili bir sekilde
gerceklestigi ve E.coli hiicrelerinin pPIC9K-Expl ve pHIL-S1-Expl plazmidlerini

icerip icermedigi test edilmistir. Bu amacla dizayn edilen PZR analizinde iki farkl
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primer ¢ifti kullanilarak kesin olarak vektorlerin hedef geni igerip igermedikleri
anlagilmaya ¢alistlmistir. E. coli hiicrelerinin ilgili vektorleri tasiyanlar1 plazmidin
kendilerine sagladigi antibiyotik direngliligine bagli olarak 0n segilime
ugratilmislardir. Hem kati hem de sivi antibiyotikli (100 pg/mL ampisilin) besi
yerinde gelisme Ozelligi gosteren E. coli hiicrelerinin basarili bir sekilde pPIC9K-
Exp ve pHIL-S1-Exp vektorleriyle doniisiime ugratildiklar1 kabul edilmistir. ikinci
seviyede ise bu E. coli hiicrelerinden plazmid DNA’lar izole edilereck PZR
reaksiyonunda DNA kaynag1 olarak kullanilmistir. PZR reaksiyonunda iki farkh
bolgede transgeni hedefleyecek sekilde dizayn edilen 6zgiin primer ciftleri (Cizelge
3.1.) kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Solanum lycopersicum genomundan LeExpl a¢ik okuma bolgesinin ¢ogaltilmasi igin
kullanilan primerler

Primer Adi Primer Dizisi
LeExplF1 GTTGAAGGAAGAATCCCTGG
LeExplR1 TATCCTAGTTTTCCCACAAA
LeExplF2 AGAGCAACACTTACCTCAAT
LeExplR2 CTTATAAAGCTCTTTGATTT

3.8. pPICI9K-Expl ve pHIL-S1-Expl Vektdrlerinin Pichia pastoris Hicrelerine

Elektroporasyonu

pPICI9K-Expl ve pHIL-S1-Expl plazmidlerinin P. pastoris mayalarina
elektroporasyonundan dnce kompetent maya hiicreleri hazirlanmistir. Bu amagla P.

pastoris suslart (GS115 ve SMDI1168) YPD (Yeast Peptone Dextrose) kati

besiyerine cizim yontemiyle ekilerek 1 gece 30 9C’de inkiibe edilerek taze

kolonilerin olusumu saglanmistir. Olusan mayalardan tek koloni sec¢ilerek 50 mL’lik

falkon tiip igerisindeki 5 mL YPD siv1 besiyerine asilanmis ve bir gece 30°C’de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda elde edilen kiiltiirden 0.4 mL almarak yeni

hazirlanmis 500 mL YPD sivi besiyerine inokiile edilmistir. Besiyeri ve kiiltiir
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karigimi 1 gece 30°C’de ODG600 degeri 1.3-1.5’e¢ ulasana kadar gelistirilmistir.

Yeterli OD600 degerine ulasildiginda karisim 1500g'de 4°C’de sogutmali santrifiij
kullanilarak 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonucunda

stpernatant uzaklastirilmis ve pellet 250 mL steril soguk su ile ¢oziilmiistiir.
Tekrar 1500g’de 49C’de 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilarak

pellet 2 mL 1 M soguk sorbitol ile ¢oziilmiistiir ve yeniden 1500g’de 40C’de 5 dakika
stiresince santrifiij edilmistir. Slipernatant tekrar uzaklastirilmig ve pellet 100 uL 1M
soguk sorbitol ile hacmi yaklasik 1500 pL olacak sekilde ¢oziilmiistiir. Elde edilen

maya kultiri eppendorf mikrosantrifiij tlplerinde 80 pL olacak sekilde

béliistiiriilerek -209C’de saklamaya almmustir. Elde edilen kompetent maya hiicreleri
rekombinant proteinlerin iiretiminde konak olarak kullanilmak amaciyla

bekletilmislerdir.

pPIC9K-Expl ve pHIL-S1-Expl plazmidleri hazirlanan kompetent maya

hlcrelerine aktarilmadan once dogrusal hale getirilmistir. LeExpl genini tasiyan

pPICIK ve pHIL-S1 vektorleri Sacl enzimi ile 379C’de gece boyunca inkiibe
edilerek kesilmis ve dogrusal hale getirilerek elektroporasyon yontemiyle mayalara
aktarilmiglardir. Elektroporasyon islemi kisaca su sekilde yapilmistir: Dogrusal hale
getirilen vektorlerden 10 uL alinarak 80 pL. kompetent maya hiicre kiiltiirii iizerine
aktarilmistir. Karigim daha onceden sogutulmus 0.2 cm’lik steril elektroporasyon
kiivetine transfer edilmis ve buz iizerinde 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Bu
esnada elektroporasyon cihazi firetici firmanin tavsiyelerine uygun olarak S.
cerevisiae’ye gore ayarlanmistir. Buz tlizerindeki inkiibasyon sonunda kiivet cihaza
yerlestirilmis ve elektroporasyon islemi gerceklestirilmistir. Elektroporasyon islemi
tamamlaninca elektropore olmus hiicreler iizerine sogutulmus 1 mL 1 M sorbitol
ilave edilmis ve hiicreler steril mikrosantrifiij eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Hiicre

kulttrlerinden 200-250 uL alinarak yayma yontemiyle MD (Minimal Dextrose) kati
besiyerine ekim yapilmistir ve koloni olusumu gozlenene kadar 30°C’de inkiibe

edilmistir. 3-5 giin siiren 309C’deki inkiibasyon sonucunda rekombinant P. pastoris

mayalar1 gelismeye baslamislardir. Elektroporasyon sonrasi basarili bir sekilde maya
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genomuna rekombinasyon olaymin gerceklesip gerceklesmedigi ilk seviyede
mayalarm histidin bulunmayan (-) ortamda gelisebilme yeteneklerine bagli olarak
tayin edilmistir. Normal kosullarda P. pastoris mayalar1 gelisebilmek icin
bulunduklar1 besiyeri ortaminda histidin amino asidi bulunmasina ihtiya¢ duyarlar ya
da histidin bulunmadigi durumlarda metabolik olarak bu amino asidi iiretebilme
yeteneginde olmalar1 gerekir ancak bilindigi kadariyla dogal P. pastoris mayalari
histidin ~ Uretme  yoninden  negatiftirler. Yapilan dizayna gore P. pastoris
mayalarmin genomuna rekombine olma yeteneginde bulunan pPIC9K-Expl ve
pHIL-S1-Expl vektorleri yapilarinda hedef genin yani sira histidin Gretimini
katalizleyen HIS4 genini ve antibiyotik direnglilik genlerini bulundurmaktadirlar.
Dolayisiyla ancak genomuna pPIC9K-Expl ve pHIL- S1-Expl vektoriiniin yerlestigi
Pichia mayalarinin histidin bulunmayan selektif besiyerinde koloni olusturma
yetenegine sahip olabilecekleri 6nkabiiliinden yola ¢ikilarak ilk adimda vektor igeren

mayalarm se¢imi bu prensibe gore yapilmustir. igerdigi vektdr sayesinde histidin

bulunmayan selektif besiyerinde gelisme yetenegini gosteren maya hiicreleri ise His*

olarak adlandirilmislardir.

3.9. Mut’ (Methanol utilization-plus) Fenotipinin Belirlenmesi

pPICIK ve pHIL-S1 vektorleri ile Sacl enzimi kullanildig1 takdirde olusacak
transgenik maya fenotipinin  Mut™  (Methanol utilization-plus)  olmast

beklenmektedir. Mut® fenotipine sahip maya hiicreleri hem MD hem de MM
(Minimal methanol) besiyerinde gelisme 06zelligi gostermektedir. Rekombinant
mayalarin fenotiplerinin belirlenmesi amaciyla hiicreler elektroporasyon sonrasinda
ekim yapilmis olan MD besiyerinden steril kiirdan yardimiyla alinarak MD ve MM
besiyerine -ayni kiirdan ile- ¢izim ydntemiyle inokiile edilmislerdir. 30°C’de 3-5 giin
inkiibasyon sonucunda maya hiicreleri her iki besiyerinde de gelisim gostererek

Mut™* fenotipine sahip olduklar1 belirlenmistir. Yapilan islemin dogrulugunu kontrol

etmek amaciyla Invitrogen P. pastoris Kit ile birlikte temin edilen P. pastoris GS115

B- Galactosidaz susu kullanilmistir. P. pastoris GS115 B-Galactosidaz susu Mut*
karakteristik fenotipine sahiptir. P. pastoris GS115 p-Galactosidaz susu da
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rekombinant mayalara paralel olarak MM ve MD besiyerlerine cizim ydntemiyle
ekilerek inkiibe edilmistir.

3.10. Rekombinant Mayalarin PZR Reaksiyonu ve Antibiyotikli Besiyerinde
Secilimi

Elektroporasyon islemi sonrasinda elde edilen ve His* olarak adlandirilan
GS115 ve SMD1168 maya kolonilerden DNA izolasyonu yapilmis ve bu DNA’ya
bagl olarak hedef genlerin maya genomundaki varliklari PZR yontemi kullanilarak
arastirilmistir. DNA izolasyonunda mayalardan DNA ekstraksiyonu yapilmasina

olanak saglayan genel DNA saflastirma yontemi uygulanmistir. Buna gore 6ncelikle
6-10 adet His' rekombinant maya kolonileri segilerek MD siv1 besiyerine asilanmig

ODG600 degeri 5-10 araligma ulasana kadar 30°C’de inkiibe edilmistir. Santrifiijle
¢oktiiriilen maya peleti sirasiyla su ve SCED tampon ¢ozeltisinde ¢ézindirildikten
sonra Zimolaz enzimi vasitasiyla hiicre duvarlar1 parcalanarak DNA molekiilleri
¢ikis1 kolaylastirilmistir. Daha sonra SDS ve Potasyum Asetat ¢ozeltileri ile muamele
edilerek hiicre ve organel membranlar1 pargalanarak DNA molekilleri ¢ozelti
icerisinde dagitilarak fenol-kloroform-izoamil alkol karisimi ile ekstrakte edilip
amonyum asetat vasitasiyla ¢okeltilip ardindan etanol ile yikanmistir. Elde edilen
DNA ekstrakti PZR analizlerinde DNA kaynagi olarak kullanilmis ve icerisinde
hedef genlerin varolup olmadiklar1 arastirilmistir. PZR yontemi sonucunda elde
edilen veriler agaroz jel lizerinde degerlendirilmistir. PZR analizinde DNA kaynagi
olarak rekombinant maya hicrelerinden izole edilen DNA, elektroporasyon
oncesinde mayalara aktarilmak tizere dogrusal hale getirilen vektor (pozitif kontrol),
rekombinant maya hiicrelerinden izole edilen DNA, elektroporasyon islemi
uygulanmayan ebeveyn hicrelerden izole edilen DNA (negatif kontrol)
kullanilmigtir. PZR reaksiyonu dort farkli tiip icerisinde spesifik primerler
kullanilarak  yiiriitiilmiistiir. Ik reaksiyonda Pichia pastoris mayalarmnm
transformasyonu amaciyla hazirlanmis ve yapisinda klonlanmigs LeExpl genini
barmdiran vektor (pozitif kontrol) DNA kaynagi olarak kullanilmis ve 918 bp’lik bir
DNA bolgesini ¢ogaltmayr hedefleyen spesifik primer ¢ifti kullanilmugtir. Ikinci

reaksiyonda elektroporasyon yontemiyle doniistiiriilen mayalardan izole edilen DNA
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niikleik asit kaynagi olarak kullanilmig ve 918 bp’lik bir DNA bdlgesini ¢ogaltmay1
hedefleyen spesifik primer ¢ifti kullanilmistir. Uglincli  reaksiyonda ikinci
reaksiyonda kullanilan DNA kaynagi ayni sekilde degerlendirilmis ancak primer
olarak LeExpl geni iizerinde 650 bp’lik bir bolgeyi hedef alan oligo c¢ifti
kullanilmistir. Dordiincii reaksiyonda ise transforme edilmemis parent mayalardan
izole edilen DNA niikleik asit kaynagi olarak kullanilmis (negatif kontrol) ve primer
cifti olarak ise LeExpl geni lizerinde 918 bp’lik bir bolgeyi hedef alan oligo DNA
cifti kullanilmistir. Pozitif kontrol ve negatif kontrol 6rnekleri kullanilarak dizayn
edilen PZR sonucunda elde edilen veriler elektroporasyon uygulanmis mayalarin
genomlarinda hedef geni tasidiklarini gdstermistir. Uciincii ve nihai seleksiyon

yontemi olarak rekombinant mayalarin artan konsantrasyonlu Genetisin 418

antibiyotigi iceren besiyerlerinde gelistirilmesi yolu kullanilmistir. Bu amagla His™
rekombinant maya kolonileri sirastyla 0.5-1-2-4 mg/mL konsantrasyonlarinda

Genetisin 418 antibiyotigi iceren kati YPD besiyerlerinde ekilerek gelisimleri

gdzlenmistir. Hist rekombinant maya kolonileri ilk olarak 0.5 mg/mL diizeyinde
antibiyotik iceren ortamda gelistirilmis ve bu ortama adapte olarak gelisim gosteren
koloniler segilerek 1 mg/mL diizeyinde antibiyotik iceren ortamda gelistirilmistir.
Img/mL antibiyotik seviyesine adapte olabilen mayalar 2 mg/mL antibiyotik
seviyesine ve bu besiyeri sartlarma adapte olanlar ise daha sonra 4 mg/mL

konsantrasyonunda antibiyotik igeren YPD besiyerine ekilmistir.
3.11. Transgenik Pichia pastoris Suslarinin Ekspresyonu

Basarili transformasyon islemi gergeklestirilmis mayalardan tek bir koloni

alinarak 250 mL’lik erlen igerisindeki 25 mL BMG (Buffered Minimal Glycerol)

besiyerine aktarilmis ve OD600 degeri 2-6'ya ulagincaya kadar 30°C'de 250 rpm'de
inkibe  edilmigtir. ~ Hiicreler  santrifiij  vasitasiyla  toplanip  siipernatant
uzaklastirildiktan sonra rekombinant protein ekspresyonunun indiiklenmesi igin
OD600 degeri 1.0 olacak sekilde taze BMM (Buffered Minimal Methanol)
besiyerinde siispanse edilmistir. Indiiksiyonun devami igin her 24 saatte
konsantrasyonu %0.5 olacak sekilde ortama %100 saf metanol eklenmistir.
Ekspresyonun kontroli igin 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 ve 96. saatlerde maya
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kiiltiirinden 1’er mL almarak eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Oda sicakliginda
14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant ve pellet birbirlerinden

ayristirilmistir ve daha sonra siipernatantlar yeni tiiplere aktarilmistir. Stipernatant ve

pelletler sivi azot ile dondurularak analizlerde kullanilmak iizere -80°C'de muhafaza

edilmistir.

3.12. Pichia pastoris'te Rekombinant Ekspanzin Enzimi Uretme Yeteneginin

Belirlenmesi ve Saflastirilmasi

Ekspanzin proteinin ifadesinin belirlenmesi icin % 1 maya 0ziitu, % 2 pepton,

% 1,34 YNB, % 4 X 107 biyotin, % 0,5 metanol ve 100 mL/L fosfat tamponu (pH
6,0; 1 M) iceren Buffered Methanol-Complex Medium (BMMY) hazirlanmistir.
Besiyeri bilesenlerinden biyotin ve metanol, aseptik sartlarda siringa filtre yardimu ile
steril edilerek, besiyeri sterilizasyonundan (121 °C, 15 dk) sonra ilave edilmistir.
Transgenik SMD1168-pPIC9K-Expl, SMD1168-pHIL-S1-Expl, GS115-pPICIK-
Expl ve GS115-pHIL-S1-Expl suslar1 ayr1 ayr1 250 mL’lik erlen igerisindeki 50 mL
besiyerine agilanarak 3 giin boyunca 225 rpm ve 32 °C’de gelistirilmistir.
Inkiibasyon siiresince 24 saat araliklarla % 0,5 oraninda metanol ilave edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, kiiltiir 10.000xg’de 5 dakika santrifiijlenmis ve elde edilen
slipernatant protein kaynagi olarak kullanilmistir. Ham 06ziit ve degisik oranlarda
yogunlastirilmis ekstraseliiler sivinin protein profili SDS-PAGE yodntemi ile
belirlenmistir. Yogunlastirma islemi, 10 kDa cut-off’luk ultrafiltrasyon membrani ile
Amicon ultrafiltrasyon hiicresi kullanilarak gerceklestirilmistir. SDS-PAGE
yonteminin uygulamasi sirasinda proteinlerin ayirilmas: % 10’luk poliakrilamit jeller
icerisinde 30 mA sabit akim ile ger¢eklestirilmistir. Jelde yiiriitme sonrasinda hizl

giimiis boyama ile goriintiileme islemleri yapilmistir.
3.13. Toplam Protein Konsantrasyonu

Toplam protein konsantrasyonunun 0Olcimi  spektrofotometrik  yéntemle
Bradford assay (Bradford, 1976) prensibine gore yapilmistir. Olusturulan vektor

dizaynina gore {lretilecek rekombinant proteinlerin besiyeri ortamina salgilanmasi
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saglanmistir. Dolayistyla toplam protein konsantrasyonu hesaplanirken ekspresyonun
0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 ve 96. saatlerinde alman ve santrifiijle ayrilan
stipernatantlar kullanilmistir. Bu amagla 6rnek sayist adedince hazirlanan
mikrosantrifiij tiiplerine 80 pl. Bradford boya ¢o6zeltisi aktarilmistir. Boyalarin
Uzerine dondurucudan ¢ikarilarak buz iizerinde ¢oziindiiriilen supernatantlardan 20
puL eklenmistir. Elde edilen karisim vibratorde birka¢ saniye hafifce karistirildiktan
sonra oda sicakliginda 5-60 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonlanmasiyla orneklerin absorbans degeri 595 nm’de spektrofotometre vasitasiyla

Ol¢iilmiis ve kalibrasyon egrisine (Ek) gore protein miktari tespit edilmistir.

3.14. Kuru Hiicre Agirhiklar:

Ekspresyon siiresi boyunca hiicrelerin toplam kuru hiicre agirliklar:
hesaplanmistir. Bu amagcla, ekspresyonun 24, 48, 72 ve 96. saatlerinde fermentasyon
ortamindan 6rnek alinarak 10000xg’de 4°'C’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir.
Santriiij sonunda supernatant uzaklastirilarak pelletler 105°C’de kurutulmustur.
Hiicrelere ait toplam kuru agirhk Wang ve ark.,’in (2010) metoduna gore

hesaplanmastir.

3.15. SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis)

Analizi

Proteinler SDS-PAGE yodntemiyle Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
minijel tanki kullanilarak ve genel laboratuvar tekniklerine riayet edilerek

ayrigtirilmistir (Laemli, 1970).

3.16. Western-Blot Analizi

Ekspanzin proteinleri poliklonal ekspanzin antibadileri kullanilarak
tamimlanmislardir (Rose ve ark., 2000). Birincil antibadiler 1:1.500 ikincil antibadiler
(antirabbit) 1:10.000 oraninda seyreltilerek kullanilmiglardir. Western blot analizinde

Enhanced chamiluminescent (ECL) protein tespit sistemi kullanilmagtir.
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3.17. Ekspanzin Proteininin Seltlozik Aktivitesinin HPLC Yontemiyle Tayini

Rekombinant ekspanzin proteinlerinin seliilozik etkisinin belirlenmesi amaci
ile filtre kagidi aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Bu amacgla 50 mg parcalanmig filtre kagidi
(Whatman Nol) deney tiipiinde sitrat buffer (0,05M, pH 4,8) igerisine alinarak,
Uzerine artan oranlarda (0, 100, 200, 300, 400, 500 ug ekspanzin/g filtre kagidi)
rekombinant ekspanzin eklenerek ekspanzin proteinlerinin filtre kagidinda
olusturdugu hidroliz sonucu olusan glukoz ve sellobioz miktarlart HPLC yontemiyle
belirlenmistir. Ayrica rekombinant ekspanzinlerin sinerjistik etkisinin belirlenmesi
amaciyla artan oranlarda eklenen ekspanzin proteinleri ile birlikte sabit miktarda
ticari seliilotik bir enzim olan vegazim (5 FPU) enziminin filtre kagidinda
olusturdugu hidroliz ile olusan glukoz ve sellobioz miktarlar1 HPLC ile

belirlenmistir.
3.18. Istatistiksel Analizler

96 saatlik ekspresyon siiresince transgenik suslardan elde edilen rekombinant
ekspanzin miktarlar1 Bradford yontemiyle mg/L diizeyinde hesaplanmistir. Elde

edilen sonu¢lar DUNCAN coklu karsilastirma testi kullanilarak istatistiksel olarak

karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Solanum lycopersicum Genomundan LeExpl Komplementer DNA'sinin
(cDNA) izolasyonu

Rekombinant ekspanzin proteinlerinin fermentasyon ortaminda ifade
edilebilmesi (maya hucrelerine sentezletilebilmesi) igin gerekli hedef DNA (LeExpl
geni) Solanum lycopersicum (domates) genomundan izole edilmistir. S6zii edilen
genin izolasyonu igin ilk olarak toplam RNA ekstraksiyonu yapilmis ve daha sonra
ters transkriptaz enzimi vasitasiyla ¢cDNA'lar sentezlenmis ve kullanilan spesifik
primerler vasitasiyla LeExpl geninin agik okuma bdlgesi (Open Reading Frame)
cogaltilmistir. LeExpl geninin agik okuma bdlgesinin amplifikasyonunda tek adimh
RT-PZR yontemi kullanilmistir. Bu yontem temel olarak cDNA sentezi sonrasinda
hedef genin (LeExpl) spesifik primerler kullanilarak c¢ogaltilmasi esasina
dayanmaktadir. RT-PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen Grlnler dncelikle agaroz
jel iizerinde ayristirilmis ve sonuglar fotograflanarak kayit altina alinmistir (Sekil

4.1).

Reaksiyon sonucunda c¢ogaltilmasi hedeflenen bdlgenin 918 baz c¢ifti
uzunlugunda olmas1 6ngoriilmekteydi ve dolayisiyla ilk olarak agaroz jel lizerindeki
DNA bantlarinin boyutlar1 kontrol edilerek c¢ogaltilan bolgenin hedef bdlgeye ait
olup olamayacagi degerlendirilmistir. PZR sonucunda elde edilen reaksiyon iiriinii
kullanilan DNA markorii vasitasiyla boyut agisindan incelenmistir. Agaroz jel
uzerindeki DNA bant boyutu izole edilmesi planlanan LeExp1 gen bolgesine karsilik
geldigi tespit edilmistir (Sekil 4.1.).
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10.0 kb
5.0 kb

3.0 kb
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1.0 kb « 918Dbp
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0.2 kb
0.1 kb

Sekil 4.1. Solanum lycopersicum ekspanzin geninin (LeExp1) spesifik primerler kullanilarak
PZR yéntemiyle gogaltilmast sonucu elde edilen %1.2 agaroz jel goriintiisii

Solanum lycopersicum genomundan ekstrakte edilen toplam RNA denemelerde
niikleik asit kaynagi olarak kullanilmis ve bu niikleik asitlerden komplementer DNA
(cDNA) sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA’lar iizerinden spesifik LeF1 ve LeR1
primerleri vasitasiyla hedef genin agik okuma bdlgesi ¢ogaltilmaya calisiimistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonrasinda elde edilen reaksiyon iiriinleri icerisinde
etidyum bromit bulunan %1.2 agaroz jelinde 100 volt ve 10 mA'lik elektrik alanda
yiriitiilmiis ve jel goriintiileme sisteminde ultra viyole 151k altinda goriintiilenmistir.
Elde edilen PZR reaksiyon iiriinlerinin boyutlar1 agisindan degerlendirilmesinde 1.0
kb DNA markérii kullanilmistir. Yaklasik olarak 1000 baz ¢iftinden meydana gelen
Lycopersicum esculentum Ekspanzin 1 (LeExpl) geni domates bitkisinden izole
edilmigtir. Uygun primerler kullanilarak hedef LeExpl geni ¢ogaltilmistir. Hedef
DNA bolgesinin dizilimi ve bu gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

Sekil 4.2.'de gosterilmektedir.
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atgggtatcataattttcatccttgttcttctttttgtagactcatgtttcaacattgttgaaggaagaatccctggtgtttactct
ggtggttcatgggaaactgcacatgctacattttacggcggaagtgatgcttctggaacaatgggeggtgegtgtggtt
atggaaatttatacagccaaggatacggagttaacacagcagcactgagtactgctttgtttaacaatggattaagttgt
ggagcctgttttgaacttaaatgtacaaatactcctaattggaaatggtgtcttcctggaaacccttccattttaatcacag
ctaccaatttctgcccaccaaattacgcgttgccaaatgacaatggtggctggtgtaaccctcctcgeccteactttgac
ctcgctatgcectatgttictcaaacttgctcagtaccgegcetggeattgttectgtaacttatcgcaggatcccatgccgaa
agcaaggaggaatcagatttaccatcaatggattccgttacttcaacttagtgttgatcacgaatgtagcaggtgcagg
ggatattattaaggtttgggtaaaaggaacaaagacaaattggattccattgagccgtaattggggacaaaattggca
atcaaatgcggttttaactggtcaatcactctctttcagagttaaagctagtgaccatcgatcttctacctcatggaatatg
gttccttctcattggcaatttggccaaactttcatcggaaagaatttcaaaatataaaattagtaagggtattgttattttaat
ttgtgggaaaactaggatatttcagagtgttgttcaccttaggaaaagaaatcgagtcctcactgaaaatacagataga
taattaattaaattactaaaatttttcgatatttttgag

tgtgtatcaacattttaacctaagtatggttaaatggagagaaaggtt

Sekil 4.2. Solanum lycopersicum genomundan izole edilmesi hedeflenen LeExpl gen bdlgesine
ait nuikleik asit dizilimi (www.ncbi.nlm.nih.gov /AF548376)

PZR sonucunda elde edilen reaksiyon iiriinlerinin degerlendirilmesinde agaroz
jel analizi kullanilmis ve boyut dogrulamasi yapildiktan sonra ikinci bir
konformasyon yontemi olarak DNA dizilemesi yapilarak sekans bilgisi elde
edilmistir. Domates LeExpl geni NCBI bilgi bankasinda AF548376 aksesyon
numarasit ile depolanmistir ve bu genin dizilim bilgisi belirtilen web sitesi

(www.ncbi.nlm.nih.gov) adresinden temin edilmistir. Hedef gen bdlgesinin

amplifikasyonu sonucunda elde edilen DNA bantlar1 beklenen boyutta olduklar1 i¢in
PZR iiriinleri saflastirilmis ve sekans bilgileri tespit edilerek dizilimler belirlenmistir
(Sekil 4.3.). Elde edilen dizilimler ve NCBI bilgi bankasindan temin edilen
sekanslarm karsilastirilmasi1 sonucunda hedef genin cDNA'siyla %100 oraninda
benzerlik tespit edilmis ve kesin olarak PZR reaksiyonu sonucundan g¢ogaltilmasi

hedeflenen bolgenin amplifiye edildigi tespit edilmistir.
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GAATTCGAACTTCAATTCCATTAAATCTTAAGAATGGGTATCATCATCTTCATCTTGGTTTTGTTGTTCGTTGACTCCTG

CECEEEEEEEE TP PP P P E P E T L T e
GAATTCGAACTTCAATTCCATTAAATCTTAAGAATGGGTATCATCATCTTCATCTTGGTTTTGTTGTTCGTTGACTCCTG

TTTCAACATCGTTGAGGGTAGAATCCCAGGTGTTTACTCTGGTGGTTCTTGGGAAACTGCTCACGCTAC ACGGTG

CECCEEEEEEE PP E TP R e E PR PP T
TTTCAACATCGTTGAGGGTAGAATCCCAGGTGTTTACTCTGGTGGTTCTTGGGAAACTGCTCACGCTACTTTTTACGGTG

GTTCTGACGCTTCTGGTACTATGGGTGGTGCTTGTGGTTACGGTAACTTGTACTCTCAGGGTTACGGTGTTAACACTGC

CLCEEEEEEEE PR E T T R P PP PP R T
GTTCTGACGCTTCTGGTACTATGGGTGGTGCTTGTGGTTACGGTAACTTGTACTCTCAGGGTTACGGTGTTAACACTGC

TGCTTTGTCCACTGCTTTGTTCAACAACGGTTTGTCCTGTGGTGCTTGTTTCGAGTTGAAGTGTACAAACACTCCAAACTG

CECEEEEEEEEEEEEEEE R E e e e e E e C e e PR C e EEEEEE P E P e
TGCTTTGTCCACTGCTTTGTTCAACAACGGTTTGTCCTGTGGTGCTTGTTTCGAGTTGAAGTGTACAAACACTCCAAACTG

GAAGTGGTGTTTGCCAGGTAACCCATCCATCTTGATCACTGCTACTAATTTCTGTCCACCAAACTACGCTTTGCCAAACGA

CECECEEEEEEEERECCE R C e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAAGTGGTGTTTGCCAGGTAACCCATCCATCTTGATCACTGCTACTAATTTCTGTCCACCAAACTACGCTTTGCCAAACGA

TAACGGTGGTTGGTGTAACCCACCAAGACCACACTTTGATTTGGCTATGCCAATGTTCTTGAAGTTGGCTCAGTAC

CECEEEEEE PR E PR E e e e e EEEEE C e EE PP P EE PP
TAACGGTGGTTGGTGTAACCCACCAAGACCACACTTTGATTTGGCTATGCCAATGTTCTTGAAGTTGGCTCAGTAC

AGAGCTGGTATCGTTCCAGTTACTTACAGAAGAATCCCTTGTAGAAAGCAGGGTGGTATCAGATTCACTATCAAC

CECEEEEEEEEEEE R CEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGAGCTGGTATCGTTCCAGTTACTTACAGAAGAATCCCTTGTAGAAAGCAGGGTGGTATCAGATTCACTATCAAC

GGTTTCAGATACTTTAACTTGG GATCACTAACGTTGCTGGTGCTGGTGACATCATCAAGGTTTGGGTTAAGGGTAC

CECEEEEEEEEEEEEECE R E e e E e E e E P C R EE P E e LT CE T e
GGTTTCAGATACTTTAACTTGGTTTTGATCACTAACGTTGCTGGTGCTGGTGACATCATCAAGGTTTGGGTTAAGGGTAC

TAAGACTAACTGGATCCCATTGTCCAGAAACTGGGGTCAAAACTGGCAATCCAACGCTG GACTGGTCAGTCCTTG

CECLEEEEEEEEEE T E R E e e PP CE PP P PR C e PR T T
TAAGACTAACTGGATCCCATTGTCCAGAAACTGGGGTCAAAACTGGCAATCCAACGCTGTTTTGACTGGTCAGTCCTTG

TCCTTCAGAGTTAAGGCTTCTGACCACAGATCCTCCACATCCTGGAACATGGTTCCATCTCACTGGCAATTCGGTCAGACT

CECEEEEEEEEEEE PP e e e E PP C e E e PP E R CE R C R PP T T
TCCTTCAGAGTTAAGGCTTCTGACCACAGATCCTCCACATCCTGGAACATGGTTCCATCTCACTGGCAATTCGGTCAGACT

TTCATCGGTAAGAACTTCAAGATCTAAAATTAGTAAGGGTATTGTTATTTTTAATTTGTGGGAAAACTAGGATATTTC

CECEEEEE TR E R EE e P PR CE R E PP EEEECE R C PP T EE e
TTCATCGGTAAGAACTTCAAGATCTAAAATTAGTAAGGGTATTGTTATTTTTAATTTGTGGGAAAACTAGGATATTTC

AGAGTGTTGTTCACCTTAGGAAAAGAAATCGAGTCCTCACTGAAAATTCAGATAGATAATTAATTAAATTACTAAAA

CECEEEEEEE PR C R e e PP PR C e E PP E R CE R C R PP T E e
AGAGTGTTGTTCACCTTAGGAAAAGAAATCGAGTCCTCACTGAAAATTCAGATAGATAATTAATTAAATTACTAAAA

CGATATTTTTGAGTGTGTATCAACA AACCTAAGTATGGTTAAATGGAGAGAAAGGTTGAAGTGGCTGC

CECEEEEEE PR PP e e P PR EE P P P P E R CE P PP T
TTTTTCGATATTTTTGAGTGTGTATCAACATTTTAACCTAAGTATGGTTAAATGGAGAGAAAGGTTGAAGTGGCTGC

AAAATCATGCAGCCCG CAGCTG ACAATATACATCACAAGGCGGCCGC

CECEEEEEEEEEEE R C R E e P E R E e P PP E PR e
AAAATCATGCAGCCCG CAGCTGTTTTTTTTTTTTTACAATATACATCACAAGGCGGCCGC

Sekil 4.3. LeExplF1 ve LeExplRI1 spesifik primerleri kullanilarak Solanum lycopersicum

genomundan c¢ogaltilan gen bolgesi ve bu bdlgenin NCBI bilgi bankasindan elde
edilen AF548376 giris numarali LeExpl mRNA’simna ait dizilimle karsilastiriimasi
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4.2. LeExpl Hedef Genlerini Tasiyan pPIC9K ve pHIL-S1 Vektérlerinin Insa

Edilmesi

Rekombinant protein iiretiminin 6nemli basamaklarindan bir tanesi hedef genin
uygun bir vektore klonlanmasi ve segilen uygun bir teknikle konakg¢i hiicreye
aktarilmasidir. Vektor se¢imi iiretilecek protein miktarini, ¢alismada kullanilmasi
gereken restriksiyon enzimlerini, rekombinant protein Gretiminin ekstraseltlar veya
intraseliilar olmas1 vb. dnemli noktalar1 dogrudan veya dolayl olarak etkilemektedir.
Herhangi bir yabanci genin P. pastoris mayalarinda ekspresyonu ii¢ temel adimda
gerceklesmektedir. 1. Hedef genin ekpresyon vektoriine klonlanmasi. 2. Vektoriin
konak¢1 P. pastoris genomuna transferi. 3. P. pastoris mayalarinda yabanci genin
eksprese edilmesi. Otuz yili agkin siiredir rekombinant protein iiretiminde siklikla
kullanilan P. pastoris ekspresyon sistemi gelisen teknoloji paralelinde genis bir
konak¢1 sus ve vektor cesitliligine sahip olmustur. Escherichia coli’de ¢ogaltilmak
Uzere dizayn edilen P. pastoris ekspresyon sistemine ait tim vektorler E. coli
hiicrelerinde sec¢ilimi saglayacak gen dizilimine sahiptir ve ayrica ekspresyon

vektorlerinin tamami 0.9 kb biiytikliigiinde AOX1 promotdrii tagimaktadir.

Bu calisma kapsaminda domates ekspanzin proteininin rekombinant olarak
iiretilebilmesi ve maya hiicrelerinin gelistigi fermentasyon ortamina ekstraseliiler
olarak salgilanmasi amaciyla farkli vektor sistemleri dizayn edilmistir. Transgenik
maya hiicreleri tarafindan iiretilen rekombinant proteinlerin kiiltiir ortamina
salgilanmas1 amaciyla farkli sekresyon sinyal bdlgesine sahip pPIC9K ve pHIL-S1
olmak (zere iki adet vektor kullanilmistir. Bu vektorler ayri ayri olarak P. pastoris
mayalarina aktarilmis ve rekombinant ekspanzin proteini iiretme yetenekleri
acisindan test edilmislerdir. LeExpl genleri sozii edilen vektorlere klonlandiktan
sonra insa edilen yeni vektorler pPIC9K-Expl ve pHIL-S1-Expl olarak

isimlendirilmislerdir.

pPICI9K-Expl ve pHIL-S1-Expl vektorleri sirasiyla alfa mating prepro (a-MF)
ve asit fosfataz (PHO1) sekresyon sinyal sekanslarma sahiptir. Sekresyon sinyal

dizilimleri farkli kaynaklardan izole edilmistir ve ticari olarak iiretilen pPIC9K ve
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PpHIL-S1 vektorlerine tiretici firmalar tarafindan klonlanmistir. Dolayistyla vektorler
sinyal sekans bolgelerine sahip bir bigimde temin edilmis ve bu ¢alisma kapsaminda
rekombinant olarak Uretilmesi hedeflenen proteini kodlayan hedef gen vektore
klonlanmistir. S. cerevisiae mayalarindan izole edilen alfa mating prepro (a-MF)
sinyal sekans bdlgesi 19 aminoasitlik pre-peptid ve 67 aminoasitlik pro-peptid olmak
tizere toplam 86 amino asitten olugsmaktadir. 949- 1218. bazlar arasinda yer alan alfa
mating (a-MF) sinyal sekans bolgesi, 1980-4514. bazlar arasinda yer alan
transformant hiicrelerde secilim saglayan HIS4 geni, 4928- 5743. bazlar arasinda yer
alan Kanamisin direng geni (Kanr) ve son olarak 8106-8966. bazlar arasinda yer alan
ampisilin direnglilik genine sahip pPIC9K vektorii 9276 baz ciftinden olusmaktadir.
Hedef LeExp1 geni yaklasik olarak 1000 baz ¢iftinden olusmaktadir. LeExp1 hedef
geninin klonlanmas1 sonucunda pPIC9K vektorii yeni bir yapr kazanmistir.
Klonlanma isleminin ardindan vektoriin sahip oldugu yeni yap1 Sekil 4.4.’de

verilmistir.
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EcoRI (1222)

NotI (2299)

80007

pPICOK-Expl
10,340 bp

[

403eupwien TXOY

Sekil 4.4. LeExp1 genini tagiyan pPIC9K vektoriiniin sematik gosterimi

Solanum lycopersicum genomundan RT-PZR vasitasiyla izole edilen LeExpl
geninin agik okuma bdlgesi sekilde gosterildigi haliyle pPIC9K vektoriine
klonlanmistir. Klonlama islemi Oncesinde LeExpl geninin 5' ve 3' uglarmna
yonlendirilmis bolgesel mutasyon yontemiyle EcoRI ve Notl restriksiyon DNA
endoniikleaz enzimlerinin kesme bolgeleri uygun sekilde dizayn edilmis primerler
vasitasiyla eklenmistir. ECORI ve Notl enzimleriyle kesilen LeExpl geni; coklu
klonlama bdlgesinde bulunan ayni enzim kesme bdlgeleri iizerinden kesilmis olan
pPIC9K vektdriine DNA ligaz enzimi vasitasityla klonlanmugtir. Insa edilen yeni

vektore pPIC9K- Expl ad1 verilmis ve protein ifade denemelerinde kullanilmistr.
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pHIL-S1 vektoru P. pastoris mayalarmdan izole edilen ve 22 amino asit- 66
baz ciftinden olusan asit fosfataz (PHOI) sinyal sekans dizilimine sahiptir. Temel
olarak 942 ile 1007. bazlar arasinda yer alan PHOL sinyal sekansina, P. pastoris
mayalarinda segilimi saglayan HIS4 genine ve 7062- 7922. bazlar arasinda yer alan
ampisilin direnclilik genine sahip pHIL-S1 vektori toplamda 8260 baz ¢iftinden
olusmaktadir. Yaklasik bin baz ¢iftinden olusan LeExpl geninin pHIL-S1 vektoriine

klonlama igleminin ardindan elde edilen vektor dizayni Sekil 4.5.'de verilmistir.

pHIL-S1-Expl

9240 bp

Sekil 4.5. LeExp! genini tagtyan pHIL-S1 vektoriiniin sematik gosterimi

Solanum lycopersicum genomudan RT-PZR vasitasiyla izole edilen LeExpl
geninin agtk okuma bolgesi sekilde gosterildigi haliyle pHIL-S1 vektorine
klonlanmigtir. Klonlama islemi Oncesinde LeExpl geninin 5' ve 3' uclarma

yonlendirilmis bolgesel mutasyon yontemiyle EcoRI ve Smal restiriksiyon DNA
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endoniikleaz enzimlerinin kesme bolgeleri uygun sekilde dizayn edilmis primerler
vasitastyla eklenmistir. ECORI ve Smal enzimleriyle kesilen LeExpl geni; coklu
klonlama bdlgesinde bulunan ayni enzim kesme bdlgeleri iizerinden kesilmis olan
pPIC9K vektdriine DNA ligaz enzimi vasitasiyla klonlanmustir. Insa edilen yeni

vektore pHIL-S1-Expl adi verilmis ve protein ifade denemelerinde kullanilmustir.

4.3. pPIC9K-Expl ve pHIL-S1-Expl Vektorlerinin E. coli Hducrelerine

Transforme Edilmesi

LeExpl hedef genini iceren pPICIK-Expl ve pHIL-S1-Expl vektdrlerinin sub-cloning islemi
JM109 Escherichia coli hiicrelerinde gergeklestirilmistir. pPICIK-Expl ve pHIL-S1-Expl vektorleri
JM 109 E.coli hiicrelerine 1s1-soku yoluyla transfer edilmistir. Transfer igsleminin ardindan hiicreler
100 pg/mL ampisilin iceren LB agar kat1 besiyerinde gelistirilmistir. Gelisim gosteren ve tek koloni

olusturan E.coli hiicrelerinin érnek bir petri resmi Sekil 4.6.’da 6rnek olarak verilmistir.

Sekil 4.6. 100 pg/mL ampisilin iceren Luria Bertani kat1 besiyerinde gelistirilen pPICOK-Expl
vektorind iceren JIM109 kompetent E. coli hiicreleri
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pPICIK-Exp ve pHIL-S1-Exp vektorleri kompetent E. coli hiicrelerine 1s1 soku
yontemiyle transforme edilmislerdir. Transformasyon sonrasinda JM109 E. coli
hiicreleri igerisinde ampisilin antibiyotigi bulunan kati1 besiyerine ylizey yayma
metoduyla ekilmis ve vektorii tastyan hiicrelerin secilimi yapilmistir. Antibiyotikli
besiyerinde gelisim gosteren hiicrelerin pPIC9K-Exp ve pHIL-S1-Exp vektoruni
tagidig1 degerlendirilmistir. Ancak sadece antibiyotikli ortamda gelismis olmalar1
yani vektoriin sagladig1 antibiyotik direngliligi vektor igeren E. coli hiicrelerinin
seciminde yeterli gorilmemistir ve bu nedenle PZR yontemi de kullanilarak
hiicrelerin ikinci bir dogrulama metoduyla pPIC9K ve pHIL-S1 vektorlerini ve bu
vektorlere baglh olarak hiicre igine aktarilan LeExpl genini igerip i¢ermedikleri
ikinci bir adimda analiz edilmistir. Bu amacla oncelikle vektorii igerdigi diisiiniilen

antibiyotik direncli JIM109 bakteri hiicre kolonileri segilerek antibiyotik iceren (100

pg/mL) S mL s1vi LB besiyerine aktarilmis ve bir gece boyunca 379C’de bekletilerek
bakteri gelisimi ve aymi zamanda bakterilerin igerisinde vektdrlerin ¢ogaltilmasi

islemi yapilmustir (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. pPIC9K-LeExpl vektorii ile transforme edilmis JIM109 kompetent hiicrelerinin kati
LB besiyerinde olusturduklar1 kolonilerin antibiyotikli sivi besiyerine inokiile
edilmesi ve gece boyunca 37°C 200 rpm'de inkiibe edilmesi sonucunda elde edilen
hicre kaltdrd
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E. coli bakteri hiicre kiiltiiriinden ‘Plasmid DNA Preparation from E. coli by
the Alcaline Lysis Procedure’ yontemine gore plazmid DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Plazmid DNA izolasyonu islemi sonucunda elde edilen plazmid
DNA’lar PZR yonteminde DNA kaynagi olarak kullanilmistir. PZR yOntemiyle
transformasyon isleminin basarili bir sekilde gergeklestigi ve pPIC9K ve pHIL-S1
vektorlerinin hedef genleri kesin olarak tasidigi dogrulanmustir. Sekil 4.8. LeExpl
genini tasiyan vektorlerle transforme edilmis E. coli hicrelerinden izole edilen
plazmidler kullanilarak yapilan PZR calismasi sonucunun agaroz jel {izerindeki
gOruntiisund ifade etmektedir. PZR analizi sonucunda elde edilen veriler LeExpl
geninin E. coli hiicresine aktarilan vektorler tarafindan tasindigimi gostermektedir.
Primer ciftleri sirasiyla yaklagik 900 bp ve 650 bp’lik DNA boélgelerini ¢cogaltmay1
hedefleyecek sekilde tasarlanmislardir. Agaroz jel goriintiisiinden de anlasilacagi
iizere ikinci ve dordiincli kuyucuktaki PZR {riinlerindeki primer ¢iftleri beklenildigi
sekilde 900 bp’lik bir bolgeyi cogaltmis; iigiincli ve besinci kuyucuktaki PZR
irlinlerindeki primerler ciftleri beklenildigi sekilde 650 bp’lik bir bdlgeyi
cogaltmistir. Dolayisiyla antibiyotik direncliligi sonrasindaki se¢ilimde elde edilen E.
coli hicre kultrlerinin icerisindeki plazmidlerin hedef geni tasidigi bu sekilde tayin

edilmistir.
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Sekil 4.8. pPIC9K-LeExpl vektoriyle transforme edilen JM109 kompetent E. coli hicre
kulturiinden izole edilen plazmidlerin DNA kaynagi olarak kullanildigt PZR
urdnlerinin agaroz jel Gizerindeki géruntusi

E. coli hucrelerinin vektor icerip icermedikleri koloni PZR yontemiyle analiz
edilmistir. Bu yontemde antibiyotikli sivi besiyerinde gelisen tek koloniye ait
hicrelerden alkalin plazmid DNA ekstraksiyonu yontemiyle nikleik asitler izole
edilmis ve PZR reaksiyonunda DNA kaynagi olarak kullanilmiglardir. PZR yontemi
icin LeExplF1-LeExplR1 ve LeExplF2-LeExplR2 olmak {iizere iki farkli primer
cifti kullanilmistir. Bu primerlerin karsilik geldikleri DNA parcacik uzunluklari
sirastyla 918 baz cifti ve 650 baz cifti olarak beklenilmektedir. PZR reaksiyonunda
DNA kaynagi olarak 2. ve 3. kuyucukta pPIC9K-Expl vektorunden izole edilen
DNA; 4. ve 5. kuyucukta ise pHIL-S1-Expl vektorlerinden izole edilen DNA
kullanilmistir. PZR iirlinlerinin agaroz jel {lizerinde ayristirilmasi sonucunda elde
edilen goruntilere gore 2. ve 4. kuyucuklarda bulunan PZR drlnleri LeExplF1-
LeExplR1 ciftinin kullanildiklar1 reaksiyonlardir ve beklenildigi sekliyle 918 baz
ciftine karsilik gelmektedir. Bilakis, 3. ve 5. kuyucuklara yiliklenen PZR f{irlinlerinin
eldesinde LeExplF2-LeExplR2 primer ¢iftleri kullanilmis ve sonucunda
beklenildigi sekliyle 650 baz ¢iftlik DNA bantlar1 elde edilmistir.
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4.4. Pichia pastoris Mayalarinin pPIC9K-Exp1l ve pHIL-S1-Expl Vektorleri ile

Transformasyonu (doniistiiriilmesi)

Rekombinant ekspanzin proteinlerinin ifade edilmesi amaciyla Pichia pastoris
mayalar1 kullanilmistir. P. pastoris mayalarinin iiretilmesi hedeflenen rekombinant
proteinleri ifade edebilmeleri i¢in genetik yapilarmin dizayn edilmesi ve bu amaca
uygun hale getirilmeleri gerekmektedir. Bu amagla P. pastoris hucrelerine
elektroporasyon yontemiyle pPIC9K-LeExpl ve pHIL-S1-LeExpl vektorlerinin

aktarilmasi ¢aligmalar1 yilirtitilmistiir.

Escherichia coli hiicrelerinde ¢ogaltilmis olan ve LeExpl hedef gen bdlgesini
tasidiklar1 dogrulanan pPIC9K ve pHIL-S1 vektdrlerinin elektroporasyon yontemiyle
P. pastoris mayalarina aktarilmasi amaciyla ilk olarak kompetent P. pastoris

mayalar1 hazirlanmistir. GS115 suslarinin YPD agarda gelisimlerini gosteren sekil

ornek olarak verilmistir (Sekil 4.9.).

'”! ’.
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Sekil 4.9. pPIC9K-LeExpl ve pHIL-S1-LeExpl vektorleri ile transforme edilmesi amaciyla
kullanilan kompetent P. pastoris GS115 hicreleri

P. pastoris hiicreleri stab kiiltiirlerden alinarak Yeast Peptone Dextroz (YPD)

kat1 besiyerine 6ze yardimiyla gizilerek aktarilmislardir. Oze ile aktarilmadan sonra

petri kaplar1 30°C'de bir gece boyunca inkiibe edilmis ve tek koloni olusturup

olusturamadiklar1 gézlenmistir. Gelisen tek koloniler kompetent maya eldesinde ve
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miiteakiben  elektroporasyon  vasitasiyla ~ mayalara  vektdr  aktariminda

kullanilmislardir.

YPD agarda gelistirilen P. pastoris kolonilerinden tek koloni secilerek ¢nce
YPD siv1 besiyerine asilanarak bir gece; sonra ise YPD sivi besiyerinde belli bir
konsantrasyon degerine ulasana kadar zenginlestirilmistir. Inkiibasyondan sonra
santrifiijleme ve sorbitol ile ¢6zme islemleri gergeklestirilerek nihayetinde

elektroporasyona uygun hale getirilmis maya kiiltiirii elde edilmistir.

Hedef genleri tasiyan pPIC9K ve pHIL-S1 vektorleri hazirlanan kompetent

maya hiicrelerine aktariimadan dnce Sacl enzimi ile 37°C’de gece boyunca dogrusal
hale getirilmistir. Elektroporasyon cihazi iiretici firmanin tavsiyelerine uygun olarak
S. cerevisiae’ye gore ayarlanmistir ve elektroporasyon islemi gercgeklestirilmistir.
Elektroporasyon islemi tamamlaninca elektropore olmus hiicreler yayma yontemiyle

MD (Minimal Dextrose) kat1 besiyerine ekilmis ve koloni olusumu goézlenene kadar

309C’de inkiibe edilmistir. 3-5 giin stiren 30°C’deki inkiibasyon sonucunda hedef
genleri tasityan pPIC9K ve pHIL-S1 vektorlerine sahip transgenik P. pastoris
mayalar1 gelismeye baslamiglardir (Sekil 4.10., 4.11.).
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Sekil 4.10. pPICIK-Expl ve pHIL-S1 vektorleri ile transforme edilmis GS115 hiicreleri
GS115- pPICI9K-Expl (Ustte) ve GS115-pHIL-S1-Expl

Hedef gen bdlgesini tasiyan vektdrler elektroporasyon vasitasiyla GS115

hiicrelerine aktarilmistir. Elektropore olmus hiicreler histidin icermeyen MD

besiyerinde gelistirilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin gelisim gdstermesi

elektroporasyon isleminin basarili bir sekilde gergeklesmis oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.11. pPICI9K-Expl ve pHIL-S1 vektorleri ile transforme edilmis SMD1168 hiicreleri
SMD1168- pPIC9K-Expl (Ustte) ve SMD1168-pHIL-S1-Expl

Hedef gen bolgesini tasiyan vektorler elektroporasyon vasitasiyla SMD1168
hiicrelerine aktarilmistir. Elektropore olmus hiicreler histidin icermeyen MD
besiyerinde gelistirilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin gelisim gdstermesi

elektroporasyon isleminin basarili bir sekilde gergeklesmis oldugunu gostermektedir.

P. pastoris mayalar1 gelisebilmek igin bulunduklari besiyeri ortaminda histidin
amino asidi bulunmasma ihtiya¢ duyarlar ya da histidin bulunmadigi durumlarda

metabolik olarak bu amino asidi iiretebilme yeteneginde olmalar1 gerekir ancak P.
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pastoris GS115 ve SMDI1168 suslarinin  histidin =~ iiretme  yetenekleri
bulunmamaktadir. Yapilan dizayna gore P. pastoris mayalarmin genomuna
rekombine olma yeteneginde bulunan pPIC9K ve pHIL-S1 vektorleri yapilarinda
hedef genin yani sira histidin {iretimini katalizleyen HIS4 genini ve antibiyotik
direnglilik genlerini bulundurmaktadirlar. Dolayisiyla ancak genomuna pPICIK ve
pHIL-S1 vektoriiniin yerlestigi Pichia mayalarinin histidin bulunmayan selektif
besiyerinde koloni olusturma yetenegine sahip olabilecekleri Onkabiiliinden yola
cikilarak ilk adimda vektdr iceren mayalarin se¢imi bu prensibe gore yapilmistir.
Buna gore hedef genleri tagiyan pPIC9K ve pHIL-S1 vektorleriyle basarili bir sekilde
doniistiiriilen maya hiicrelerinin histidin icermeyen besiyerinde gelisim gosterme
yeteneginde olabilecekleri Ongoriilmektedir ve birinci kademe basarili maya
transformant se¢imi histidin bulunmayan besiyerindeki gelisimlerine  gore

yapilmustir. Icerdigi vektdr sayesinde histidin bulunmayan selektif besiyerinde

+
gelisme yetenegini gésteren maya hiicreleri ise His olarak adlandirilmislardir.

4.5. Transgenik Mayalarin PZR Reaksiyonu Vasitasiyla Genom Analizi ve
Antibiyotikli Besiyerinde Secilimleri

Elektroporasyon islemi sonrasinda basarili bir sekilde vektoriin maya
genomlarina aktarilip aktarilmadigmmin ilk seviyede denenmesi ve teyit edilmesi

Klltiirlerin  histidin icermeyen besiyerinde gelisme Ozelligi kazanmalar1 olarak

diisiiniilebilir. Kazanilan bu 6zellik kiiltiirlerin His" olarak kodlanmasini ve ilk etapta
vektorlerin basarili bir sekilde mayalara aktarilmasinin gostergesi olarak kabul
edilmistir. Ancak bu secilim mekanizmas1 tek basina hedef genleri tasiyan
vektorlerin  basarili bir sekilde mayalarin genetik yapilarina eklemlendigini
gostermek i¢in yeterli bir seleksiyon mekanizmasi olarak kabul edilememektedir.

Dolayisiyla ikinci seviye secilim ve dogrulama iglemine ihtiya¢ duyulmustur ve bu

amacla His™ olarak adlandirilan kolonilerden DNA izolasyonu yapilmis ve bu
DNA’ya bagli olarak hedef genlerin maya genomundaki varliklar1 PZR ydntemi
kullanilarak arastirilmistir. Sekil 4.12.°de DNA izolasyonuna Ornek olarak GS115-

pPICO9K-Expl transgenik susundan His* koloni se¢imi ve sivi MD besiyerine
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inokiilasyonuna ait resimler gosterilmistir.

Sekil 4.12. His* GS115-pPIC9K-Expl kolonilerin katt MD besiyerinden se¢imi ve MD sivi
besiyerine inokilasyonu

Inkiibasyon, hiicrelerde istenen konsantrasyon elde edilene kadar devam
etirilmistir. Inkiibasyon sonucunda MD sivi besiyerinde gelisen ve His* olarak
adlandirilan GS115-pPIC9K- Expl, GS115-pHIL-S1-Expl, SMD1168-pPIC9K-
Expl ve SMD1168-pHIL-S1-Expl maya kultirleri DNA izolasyonunda

kullanilmistir.

Santrifiijle ¢Oktiirlilen maya peleti ¢esitli tampon c¢ozeltiler ve su ile
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¢oziindiiriilmiis ve hiicre duvarini parcalama yetenegine sahip enzimler kullanilarak
maya hiicre duvarlarinin pargalanmasi ve dolayistyla DNA molekiillerinin ¢ikist
saglanmistir. SDS ve Asetat gibi ¢ozeltiler yardimiyla hiicre ve organel membranlar1

parcalanarak DNA molekiilleri ¢ozelti icerisinde dagitilmis ve daha sonra DNA

molekiilleri ¢okeltilerek hiicre ortamindan ayristirilmistir. Transgenik His™ GS115-
pPIC9K-Expl, GS115-pHIL-S1-Expl, SMD1168-pPICI9K-Expl ve SMD1168-
pHIL-S1-Expl P. pastoris suslarmin tamamindan DNA izolasyonu yapilmistir ve
transgenik mayalardan elde edilen DNA ekstraktlar1 PZR analizlerinde DNA kaynag1
olarak kullanilmis ve igerisinde hedef genlerin varolup olmadiklar1 arastirilmistir.
Rekombinant mayalardan izole edilen DNA'larin kullanildig1 PZR reaksiyonuna ait

agaroz jel goriintiisii Sekil 4.13.’de verilmistir.

10.0 kb
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3.0kb
2.0kb

1.0kb 918 bp

0.5kb
0.4 kb
0.3 kb
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0.1 kb

Sekil 4.13. Transgenik P. pastoris GS115 ve SMD1168 maya hiicrelerinden spesifik LeExpl
primerleri kullanimiyla elde edilen reaksiyon Urlinlerinin %21.2 agaroz jel Uzerinde
gosterimi

Elde edilen PZR driinleri maya hicrelerine klonlanmis olan LeExpl geninin

beklenen uzunluguna karsilik geldigi sekilde goriilmektedir.
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PZR analizinde DNA kaynagi olarak rekombinant maya hiicrelerinden izole
edilen DNA, elektroporasyon Oncesinde mayalara aktarilmak {izere Sacl DNA
restriksiyon enzimi kullanilarak dogrusal hale getirilen pPIC9K-Expl ve pHIL-S1-
Expl vektorleri (pozitif kontrol), rekombinant maya hticrelerinden izole edilen DNA
kullanilmigtir. PZR reaksiyonu iki adet pozitif kontrol ve dort adet transgenik
mayaya ait DNA’larn kaynak DNA olarak kullanildig1 toplam alt1 farkli tiip
icerisinde spesifik primerler kullanilarak ytriitiilmiistiir. Agaroz jel goriintiisiine gore
birinci kuyucukta DNA markord, ikinci ve yedinci kuyucuklarda P. pastoris
mayalarmin transformasyonu amaciyla hazirlanmis ve yapisinda klonlanmis hedef
genleri barindiran vektor (pozitif kontrol), iiglincii, dordiincii, besinci ve altinci
kuyucuklarda elektroporasyon yontemiyle donistiiriilen dort adet transgenik
mayadan izole edilen DNA niikleik asit kaynagi olarak kullanilmistir. Elde edilen
sonuctan da goriilebilecegi lizere kontrol 6rneklerinden 6ngdriildiigli sekilde pozitif
sonuglarin bulunmasi, ¢, dort, bes ve altinct kuyucuklarda beklenen biiytikliikte bant
elde edilmesi reaksiyonun saglikli ve kontrollii bir sekilde ylriitiilmiis oldugunu
gostermektedir. PZR reaksiyonu ayni kosullarda iki kere daha tekrar edilmis ve her
seferinde de aymi sonu¢ elde edilmistir. PZR sonucunda elde edilen veriler
elektroporasyon uygulanmis mayalarin genomlarinda hedef gen bdlgesini
tasidiklarini gostermistir. Bu yontem histidin seleksiyonu sonrasinda elektroporasyon
isleminin basarisin1 dogrulayan ve mayalarin genomunda vektorleri ve dolayisiyla
LeExpl genini tasidiklarini dogrulayan ikinci bir kontrol basamagi olarak

degerlendirilmistir.

Normal kosullarda P. pastoris maya hiicreleri genomlarinda antibiyotik
direncliligi saglayan herhangi bir gen dizilimine sahip degildir. Dolayisiyla maya
hiicrelerinin Genetisin 418 antibiyotikli ortamda gelisim gosterebilmeleri yalnizca
genomlarma transforme edilmis ve antibiyotik direngliligine sahip vektorler
vasitasiyla gergeklesecektir. Antibiyotik testi iki farkli nedenden dolayr dnemlidir.
Birincisi mayalarin hedef vektorii igerdiginin bir kanit1 olmasi, ikincisi ise maya
genomuna aktarilan hedef gen kopya sayisinin bir indikatorii olarak bilgi vermesidir.
Protein ekspresyonunun optimizasyonu genellikle hedef genin g¢oklu kopyasini

tastyan ekspresyon suslarinm kullanilmasi ile miimkiin olmaktadir. Ekspresyon
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kasetinin birden fazla kopyasini genomunda bulunduran suslar tekli kopya tasiyan
suslardan daha fazla rekombinant protein iiretme yetenegine sahip olmaktadir (Thill
ve ark., 1990; Clare ve ark., 1991). P. pastoris maya genomuna hedef genin ¢oklu
kopyasimin aktarilmasi i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur. Bunlardan bir tanesi ‘HIS4’
ve ‘kanR’ genine sahip -histidin bulunmayan ortamda gelisim 6zelligi gosteren ve
kanamisin antibiyotigine direncli- vektorlerin kullanilmasidir. Bakteriyel kanamisin
direng geni Genetisin 418°e direng saglar ve hiicrelerin G418’in farkli seviyelerinde
gelisim gostermesi ¢oklu kopya tasidiklarinin  bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Clare ve ark., (1991) tarafindan yapilan bir ¢alismada bu yontem
kullanilmis ve hedef genin 30 kopyasini tasiyan konakc¢i suslar elde edilmistir.

(Scorer ve ark., 1994).

pPICOK ve pHIL-S1 plazmidleri vektdr haritalarinda gosterildigi iizere
genomlarmda antibiyotik direncini saglayan gen bdlgesine sahiptir. Bu sayede
plazmidler, genomuna transfer edilmis maya hiicrelerine de antibiyotikli ortamda
gelisme 0Ozelligi kazandiracaklardir. Buradan yola ¢ikilarak tiglincii ve nihai

seleksiyon yontemi olarak rekombinant mayalarin Genetisin 418 antibiyotigi iceren

besiyerlerinde gelistirilmesi yolu kullanilmistir. Bu amacla His™ olarak adlandirilan
ve PZR reaksiyonu ile hedef gen bdlgesini tasidigi dogrulanan maya hiicreleri
sirasiyla 0.5, 1, 2 ve 4 mg/mL diizeylerinde antibiyotik iceren YPD agarlarda

gelisime alinmustir.

Transgenik mayalarin antibiyotik direnglilikleri belirlenirken dort farkl

transgenik mayaya ait His™ koloniler ilk olarak 1mg/mL diizeyinde antibiyotik iceren
YPD besiyerinde gelisime alinmigtir. Fakat maya hicrelerinin 1 mg/mL antibiyotikli
ortamda gelisim gosteremedikleri gozlemlenmistir. Ancak transgenik maya
hiicrelerinin histidin bulunmayan MD besiyerinde gelisim gostermesi ve PZR
reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen pozitif bantlarin varhigi elektroporasyon
isleminin dogru bir sekilde yapildigmin ve hedef geni tasiyan vektdrlerin maya
hiicrelerine dogru bir sekilde aktarildiginin gostergesi olarak kabul edilmisti ve
buradan yola ¢ikilarak hedef gene sahip vektorleri genomlarinda tagiyan transgenik

maya hiicrelerinin antibiyotikli besiyerinde gelisim gostermeleri beklenmekteydi.
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Dolayisiyla maya hiicrelerinin 1 mg/mL diizeyinde antibiyotik igeren besiyerinde
gelisim  gosteremeyisi  antibiyotik miktarinin  yogun olabilecegi ihtimalini
diistindiirmiigtiir. Bu nedenle transgenik maya hiicreleri yeniden 0.5 mg/mL
diizeyinde antibiyotik igeren besiyerine ekilerek buradaki gelisimleri incelenmistir.
Inkiibasyon sonucunda 0.5 mg/mL diizeyinde antibiyotikli besiyerinde maya
hiicrelerinin gelisim gdsterdigi gézlemlenmistir. Sekil 4.14.'de GS115-pPIC9K-Expl
transgenik maya hiicrelerinin 0.5 mg/mL antibiyotikli ortamda gelisimini gosteren

fotograf 6rnek olarak gosterilmektedir.

Sekil 4.14. 0.5 mg/mL diizeyinde antibiyotik iceren YPD besiyerinde gelisim gosteren GS115-
pPIC9K-Expl hiicreleri

Dort adet transgenik maya hicresi 0.5 mg/mL diizeyinde antibiyotikli ortamda

gelisim gostermis ve 0.5 mg/mL diizeyinde antibiyotik igeren ortamda ortama adapte

olarak gelisim gosteren koloniler segilerek 1 mg/mL antibiyotik iceren ortamda

gelistirilmigtir. Sekil 4.15.”de GS115-pPICI9K-Expl transgenik maya hiicrelerinin 1

mg/mL  antibiyotikli ortamda gelisimini gosteren fotograf Ornek olarak

gosterilmektedir.
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Sekil 4.15. 1 mg/mL antibiyotikli besiyerinde gelisim gésteren GS115-pPICIK-Expl maya
kolonileri

Sekil 4.16.’dan goriilecegi iizere 0.5 ve 1.0 mg/mL diizeylerinde antibiyotik

iceren besiyerlerinde gelisebilen koloniler daha sonra 2.0 ve 4.0 mg/mL gibi daha

yuksek konsantrasyon duzeylerinde antibiyotik iceren besiyerlerine aktarilarak

gelisim  gosterebilme yetenekleri incelenmistir.  Antibiyotikli  besiyerlerinde

gelisebilme ozellikleri mayalarin rekombinant karakterini gosteren iiclincii seviyede

kontrol testi olarak kayit altina almmustir.
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda Genetisin 418 antibiyotigi iceren YPD besiyerlerinde
gelistirilen GS115 pPIC9K-LeExpl rekombinant P. pastoris hucreleri

Genel olarak 4.0 mg/mL antibiyotik konsantrasyonu diizeylerinde gelisme

yetenegine sahip olan mayalarin 8-12 kopya sayisinda transgeni genomlarinda

tasidiklar1  belirtilmektedir. Bu nedenden dolay1 4.0 mg/mL antibiyotik

konsantrasyonunda gelisebilen mayalar ileriki rekombinant protein ekspresyon

asamalarda kullanilmak iizere stab kiiltlir haline getirilerek uygun kosullar altinda

muhafazaya alimmustir (Sekil 4.17.).

67



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Asliye KARAASLAN

Sekil 4.17. Rekombinant protein ekspresyonunda kullanilmak iizere 4.0 mg/mL Genetisin 418
antibiyotik iceren ortamda gelisebilen hedef transgeni iceren maya kiiltiirleri

4.6. Mut* (Methanol utilization-plus) Fenotipinin Belirlenmesi

Metilotropik Pichia pastoris mayalar1 karbon kaynagi olarak metanolii
kullanmaktadir ve bu kullanim durumuna gore P. pastoris suslar1 Mut (+) (Methanol
utilization plus) ve Mut (s) (Methanol utilization slow) olmak {izere iki farkli fenotip
olusturmaktadir. Daha 6nce de belirtildigi gibi ticari olarak iiretilen herhangi bir P.
pastoris susu metanolii etkin veya diisitk miktarda kullanimina gore bu fenotiplerden
biri ile tanimlanmaktadir. AOX1 ve AOX2 P. pastoris’de alkol oksidaz enzimlerinin
enkodlanmasindan sorumlu gen dizilimleridir ve fenotiplerdeki farklilik AOX1 ve
AOX2 promotodriin etkisinden dogmaktadir. AOX1 geninin ekspresyonu metanol
varliginda ¢ok yiiksek seviyelere ¢ikmaktadir ve maya hiicrelerinde alkol oksidaz
aktivitesinin dnemli kism1 AOX1 kontroliinde gergeklesmektedir. Metanol varliginda
ortamda bulunan toplam protein biiyiikk Olclide AOXI1 proteinleri tarafindan
olusturulmaktadir. AOX2 geni metanol varhginda AOXl1'e gore ¢ok daha yavas
gelisme gosterir. AOX1 geninin yoklugu veya azligi alkol oksidaz aktivitesini

yavaglatacagimndan dolay1 suslarin metanolde diisiik oranda gelisme gostermesine

neden olur ve bdylece MutS fenotipinde suslar olusur. Suslar AOXI genlerinde
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mutasyona sahip iken; AOX2 genleri dogal tip halindedir. AOX1 genlerindeki

mutasyon sonucunda suglarm metanolu metabolize etme yetenekleri azalmaktadir.
Mut™ fenotipi suglarin dogal tipde oldugunu ve metanolii karbon kaynagi olarak
kullandigin1 ifade etmektedir. Dolayistyla Mut™ fenotipine sahip hiicreler biiytimek

icin Mut® suslardan daha fazla metanole ihtiya¢ duymaktadir (Cereghino ve Cregg,
2000).

Bu c¢alismada kullanilmis olan pPIC9K ve pHIL-S1 vektorleri AOX

promotorlerine sahip vektorlerdir ve vektorleri lineer hale getirmek amaciyla Sacl

enzimi kullanildig1 takdirde olusacak fenotipin Mut+ olmas1 beklenmektedir. Mut+
fenotipine sahip maya hiicreleri hem MD hem de MM (Minimal methanol)
besiyerinde gelisme 6zelligi gostermektedir. Suslar1 dogrusal hale getirmek amaciyla
Sacl enzimi ile kesildiginde plazmidler AOX1 geninin 5' ucundan baglanmakta,

dolayisiyla AOX1 promotorii kesilmemektedir ve boylece metanolii bir bigcimde

kullanan Mut’ fenotipler olusmaktadir (Romanos, 1995).

Elektroporasyon isleminin ardindan elde edilen transgenik maya hiicrelerinin
oncelikle histidin  bulunmayan ortamda gelisim gostererek, ardindan PZR
reaksiyonlar1 yiiriitiilerek ve son olarak Genetisin 418 antibiyotikli ortamda
gelistirilerek hedef genlere sahip vektorleri tasidiklart dogrulanmistir. Transgenik
maya hiicrelerinin  sahip olduklar1 fenotiplerinin  belirlenmesi  amaciyla

elektroporasyon sonrasinda ekim yapilmis olan MD besiyerlerinden dort adet maya
hicresine ait His koloniler se¢ilmistir ve sirastyla MM ve MD besiyerine inokiile
edilmistir. 30°C’de 3-5 guin inklibasyon sonucunda maya hiicreleri her iki besiyerinde

de gelisim gostererek Mut* fenotipine sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.18.,
4.19.).
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Sekil 4.18. Sirastyla MM ve MD’de gelisim gosteren transgenik GS115-pPICIK-Expl (Ustte)
ve GS115-pHIL-S1 maya hiicreleri

Yanyana bulunan her iki petri esit sekilde boliinmiistiir ve her iki petride ayni
hiicre igerisindeki koloniler aym His* kolonisine aittir. Ornegin; birinci petrinin
birinci karesinde yer alan ve ikinci petrinin birinci karesinde yer alan koloni ayni
koloniyi temsil etmektedir. Hazirlanan vektor dizaynina gore ve kullanilan enzimlere
bagli olarak her dort transgenik mayaya ait hiicrelerin inkiibasyon boyunca besiyeri
ortaminda bulunan metanol ve dekstroz bilesenlerini etkin bir bicimde kullanarak
gelisim gostermesi beklenmektedir. Cilinkii maya genomlarini dogrusal hale getirmek

amaciyla kullanilan Sacl enziminin kesim noktasma gore plazmidlerin maya

genomunda AOX1 geninin 5 ucundan baglanmis oldugu diistiniilmektedir.
Dolayisiyla da AOX1 promotorii kesilmeyecek ve maya hiicrelerinin geligimi

esnasinda metanol etkili bir bigcimde kullanilacaktir.
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Sekil 4.19. MM ve MD besiyerlerinde gelisim gosteren transgenik SMD1168-pPICI9K-Expl
(Ustte) ve SMD1168-pHIL-S1-Expl maya hicreleri

Sekil 4.18. ve 4.19.°dan goériildiigii lizere her dort transgenik mayaya ait
koloniler sirasiyla MM ve MD besiyerlerine ekilmis ve inkiibasyon sonunda her iki

besiyerinde koloni olusumunun goriilmesi ile transgenik maya suslarmin fenotipik

karakterlerinin Mut* oldugu belirlenmistir. Mut* kolonilerin her iki besiyerinde

gelisim gosterdigi halka igine alinan kolonilerden gorilmektedir.

Fenotipik karakterin belirlenmesi isleminin dogru bir sekilde yiiriitiildiigiini

kontrol etmek amaciyla P. pastoris GS115 B-Galactosidaz susu kullanilmigtir. P.

pastoris GS115 B-Galactosidaz susu Mut  karakteristik fenotipine sahiptir ve hem
MM hem de MD besiyerlerinde gelisim gdstermesi beklenmektedir. Dolayisiyla
transgenik mayalara paralel olarak P. pastoris GS115 B-Galactosidaz susu da once

MM sonra ise MD besiyerine c¢izim metodu kullanilarak inokiile edilmistir.
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Inkiibasyon sonunda P. pastoris GS115 p-Galaktosidaz suslarmin hem MM hem de
MD besiyerinde hizli bir sekilde ¢ogalma ve gelisim gosterdikleri belirlenmistir.
Sekil 4.20.’de her iki besiyerinde gelisim gosteren P. pastoris GS115 B-Galaktosidaz

suslarmin goriintlisii verilmistir.

Sekil 4.20. His*Mut* karakteristik fenotipine sahip P. pastoris GS115 B-Galaktosidaz suslar1

Kontrol amaciyla kullanilan P. pastoris GS115 B-Galactosidaz susu her iki

besiyerinde gelisim gdstermistir. Dolayisiyla maya hiicrelerinin  fenotipik

karakterinin dogru bir sekilde ve beklenildigi gibi Mut+ olarak belirlendigi tespit

edilmistir.

4.7. Rekombinant Pichia pastoris Hucrelerinin Secilimi

Pichia pastoris ckspresyon sistemi bakteri, memeli, kif vb. ¢esitli
organizmalara ait ¢ok sayida proteinin rekombinant olarak iiretilmesinde son yillarda
basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Hizli bir sekilde ¢ogaltilabilmesi, rekombinant
protein iiretim dizayninmn kolaylikla yapilabilmesi, ekstraseliilar iiretime olanak
vermesi gibi 6zellikleri P. pastoris maya hiicrelerinin sahip olduklar1 bazi avantajlar
olarak sayilabilmektedir. Uretilen rekombinant proteinlerin kiiltiir ortamma
salgilanmas1 P. pastoris gibi ¢ok az sayida endojen protein iireten organizmalarin
kullanildig1 ekspresyon sistemlerinde biyik 6nem arz etmektedir. Bu sistemlerde

kiiltiir ortaminda bulunan proteinlerin tamamina yakina hedef proteinlerden olugacagi
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protein liretiminin bir sonraki basamagi olan saflastirma islemini de 6nemli 6lgiide
rahatlatmaktadir. Proteinlerin hiicre ortammna salgilanmasi, maya genomlarina
transforme edilen vektorlerin sahip olduklar1 sekresyon sinyal sekanslar1 sayesinde
gerceklesmektedir. Giliniimiizde P. pastoris ekspresyon sisteminde kullanilmasi
amaciyla ticari olarak iretilmis bir¢ok vektér mevcuttur. S6z konusu vektorler
ekstraseliilar veya intraseliilar protein iiretimine olanak saglayan sinyal sekans

dizilimlerine sahip olabilmektedir.

Bu calisjmada daha Once de belirtildigi gibi rekombinant proteinlerin
fermentasyon ortamina salgilandig1 (ekstraseliiler) bir vektor diizayni yapilmistir.
Oncelikle rekombinant olarak dretilmesi hedeflenen proteinlere ait gen bolgesi
Solanum lycopersicum’dan izole edilmistir ve ters transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu yardimiyla ¢ogaltilmistir. PZR reaksiyonu vasitasiyla c¢ogaltilmis olan
hedef gen bdlgesi saflastirilmistir ve calisma kapsaminda kullanilmasi planlanan
pPICIK ve pHIL-S1 vektoérlerine uygun metodlar yoluyla klonlanmistir. Hedef gen
bolgelerine sahip yeni vektorler P. pastoris GS115 ve SMD1168 suslarina
elektroporasyon yolu ile transfer edilmek amaciyla E. coli hiicrelerinde ¢ogaltilmistir
ve elektroporasyon islemi basarili bir sekilde tamamlanmistir. Mevcut GS115 ve
SMDI1168 suslar1 artik hedef geni tasiyan vektorler ile doniistiiriilmiis olup

rekombinant protein iiretimine hazir hale getirilmistir.

P. pastoris metilotropik maya olarak kabul edilir ve karbon kaynagi olarak
metanolii kullanir. Metanoliin metabolizmasindaki ilk adim molekiiler oksijenin alkol
dehidrogenaz tarafindan kullanilmasiyla metanoliin formaldehite oksidasyonudur.
Alkol oksidaz enziminin oksijene olan afinitesi diisiik oldugundan bu agig1 P.
pastoris yiiksek miktarda enzim iireterek kapatmaktadir. Alkol oksidaz'in liretimini
dizenleyen promotér (AOX1) Pichia'da heterolog protein ekspresyonunu
gergeklestirmek igin kullanilmustir. Dolayisiyla bu ¢alismada rekombinant protein
iretiminin AOX1 promotdr kontroliinde gergeklestirilmesinin sebebi bu sekilde

aciklanabilmektedir.

Rekombinant protein iiretimi gergeklestirilirken maya hiicrelerinden (GS115-
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pPIC9K-Expl, GS115-pHIL-S1-Expl, SMD1168-pPIC9K-Expl, SMD1168-pHIL-
S1-Expl) tekli (single colony) koloniler se¢ilmistir. Dolayisiyla her bir koloni bir
ornek teskil etmektedir ve degerlendirmeler buna gore yapilmistir. Bilindigi gibi tiim
mikrobiyoloji temelli arastirmalarda ¢aligmalar bu yonde gergeklestirilmektedir.
Ciinkii her ne kadar ayni bilesim ve sartlarda gelistirilmis olsa da bir petri kab1
icerisindeki her bir koloni birbirinden farkli 6zelliklere sahip olabilmektedir ve
dolayisiyla bir petri kabindan onlarca saf kiiltiir elde edilebilmektedir. Bu durumun
bir sonucu olarak hali hazirda tamamlamis oldugumuz caligmamizda dort adet
transgenik maya hiicresinden rekombinant protein iiretiminde kullanilmak iizere

yiizlerce koloni elde edilmistir.

Rekombinant protein tretimi denemelerinde dncelikle her bir transgenik maya
hiicresinden farkli antibiyotik direncliligine sahip koloniler kullanilmstir.
Antibiyotige direncli kolonilerin kullanimi su hususta Onem kazanmaktadir:
antibiyotik direngliligi maya genomuna aktarilan hedef gen kopya sayisinin bir
indikatorl olarak bilgi vermektedir. Bir baska deyisle; maya hiicrelerinin yiikselen
antibiyotik diizeylerinde gelisim gdsterebilmeleri genomlarinda birden fazla sayida
hedef gen kopyasina sahip olduklar1 anlamina gelmektedir. Genel olarak 4.0 mg/mL
antibiyotik konsantrasyonu diizeylerinde gelisme yetenegine sahip olan mayalarin 8-
12 kopya sayisinda transgeni genomlarinda tagidiklar1 belirtilmektedir. Bu nedenden
dolay1 4.0 mg/mL antibiyotik konsantrasyonunda gelisebilen mayalar recombinant
protein ekspresyon asamalarinda kullanilmistir. Bu amagla antibiyotik direngliligi
calismalar1 sonunda farkli konsantrasyonlarda gelisim gosteren kolonilerden

hazirlanan saf kiiltiirlerden (stablar) 6rnek alimi yapilmistir.

Her bir transgenik maya hiicresine ait 0.5, 1, 2 ve 4 mg/mL dizeylerinde
antibiyotikli ortama direng goOsteren koloniler ilk asamada protein {iretimi
calismalarinda kullanilmistir. Denemeler sonunda 'Bradford assay' analizleri ile dort
adet transgenik hiicreye ait Orneklerin siipernatantlar1 igerisindeki toplam protein
konsantrasyonu hesaplanmstir. Elde edilen sonuglara gore genel olarak 0.5 mg/mL
diizeyinde antibiyotige direngli kolonilerin kullanildig1 6rneklerde neredeyse yok

denecek kadar az; yiikselen antibiyotik direngliligine sahip orneklerde ise protein
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konsantrasyonunun nispeten daha yogun oldugu tespit edilmistir. P. pastoris
mayalarinin natif proteinlerinin olduk¢a diisiik miktarlarda olmasi durumundan yola
cikilarak ortamdaki protein yogunlugunun hedef proteinler tarafindan olusturuldugu
diisiiniilmiistiir ve ekspresyon caligmalarmin devaminda yiiksek antibiyotik (4
mg/mL) direngliligine sahip koloniler kullanilmistir. Rekombinant protein {iretimi
amactyla kullanilan her bir transgenik susa ait koloni sayisi Cizelge 4.1.°de
verilmistir.

Cizelge 4.1. Her bir transgenik susa ait 4 mg/mL antibiyotikli besiyerinde gelisim gosteren ve
rekombinant protein ekspresyonunda kullanilan koloni sayisi

Transgenik sus Koloni sayisi
SMD1168-pPICIK-Expl 64
SMD1168-pHIL-S1-Expl 48
GS115-pPIC9K-Expl 52
GS115-pHIL-S1-Expl 58

4.8. Rekombinant Pichia pastoris Hiicrelerinin Fermentasyon Ortaminda

LeExpl Genlerini Transkribe Etme Yeteneklerinin Arastirilmasi

Transgenik Pichia pastoris SMD1168-pPIC9K-Expl, SMD1168-pHIL-S1-
Expl, GS115-pPIC9K-Expl ve GS115-pHIL-S1-Expl suslarindan rekombinant
ekspanzin {iretimini gergeklestirmek amaciyla Oncelikli olarak koloni se¢imi
yapilmistir. Ekspresyonda kullanilacak koloniler her transgenik maya hiicresine ait 4
mg/mL dilizeyinde antibiyotikli besiyerine diren¢ goOsteren koloniler arasindan
rastgele secilerek ekspresyon caligmalar1 yiiriitiilmiistiir. Ekspresyon g¢alismalarina
paralel olarak transgenik mayalarm ekspanzin proteinlerinin {iretiminden sorumlu
LeExpl genini {iretebilme yetenekleri belirlenmistir. Bu amacla transgenik P.
pastoris hucrelerinden toplam RNA izolasyonu yapilmig ve elde edilen RNA Yari
Kantitatif Ters Transkriptaz (RT-PZR) reaksiyonunda kullanilmigtir. Elde edilen
veriler neticesinde ekspresyonun 24, 48, 72 ve 96. saatlerinde transgenik P. pastoris

mayalarmin LeExp1 genini iretebilme kabiliyetleri belirlenmistir.
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4.8.1. pPICO9K-Expl ve pHIL-S1-Expl vektorlerini iceren SMD1168 Pichia

pastoris susunun LeExp1 gen transkripsiyonu

pPICOK-Expl vektorlerini iceren SMDI1168 hiicreleri ¢esitli molekiiler ve
antibiyotikli besiyerlerinde gelisebilme yeteneklerine bagl olarak tespit edilmistir.
Fermentasyon esnasinda LeExpl geninin transkripsiyon karakteristigini ve profilini
belirlemek amaciyla Yari1 Kantitatif Ters Transkriptaz (RT - PZR) reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Ters transkriptaz PCR yontemi igin toplam RNA P. pastoris

hiicrelerinden ekstrakte edilmistir. Fermentasyon ortaminda gelisen P. pastoris

hiicrelerinin 24, 48, 72 ve 96. saatlerde Srneklemeleri yapilarak 4°C ve 10000
rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmislerdir. Santrifiij sonrasinda siipernatant
uzaklastirilarak santrifiij tliplerinin altinda kalan hiicre peleti toplam RNA izolasyonu
amaciyla kullanilmigtir. Toplam RNA izolasyonunun gergeklestirilmesinde
Invitrogen™ Ambion™ RNAqueous Total RNA Izolasyon kiti iiretici firmanimn
talimatlarina uygun olarak kullanilmistir. RNA molekiillerinin stabil olmayan yapis1
ve kolaylikla enzimatik parcalanmaya ugradiklarindan dolay1 RNA ekstraksiyonunda
kullanilan tiim plastik ve cam malzemeler DEPC ile muamele edilmistir.
Ekstraksiyon esnasinda steril laboratuvar calisma kurallarina riayet edilmis, ornek

kalitesi ve miktar1 spektrofotometrik analizlerle belirlendikten sonra kisa siire
icerisinde kullanilacak numuneler -20°C’de saklanmuslardur, diger ornekler ise uzun

siireli depolama amaciyla -86°C'ye alinmuslardr.

LeExpl geninin SMD1168 hicrelerinde ve pPICIK vektorleri kontrolindeki
transkripsiyon karakteristigi ve profili Sekil 4.21.’de goriildiigii gibidir. Agaroz jel
goriintiisiinden anlasilacag: gibi LeExpl gen transkripsiyonu fermentasyonun ilk 24
saati sonunda baglamistir ve bu transkripsiyon fermentasyonun ileriki sathalarinda da
devam etmistir. Elde edilen sonuglara gore orneklemenin yapildigi her 24 saatlik
evrelerde de belirgin bir LeExpl transkripsiyonu da mevcuttur. En yogun

transkripsiyon 72 saatlik evrede alinan 6rneklerde goriilmiistiir.
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Sekil 4.21. LeExpl geninin pPIC9K-Expl vektoriinii tasiyan SMD1168 Pichia pastoris
hiicrelerinde fermentasyon esnasinda transkripsiyonunun %1.2 agaroz jel
Uzerindeki gosterimi

1. kuyucuk LeEpx1 geninin 24 saat sonundaki transkripsiyonunu, 2. kuyucuk
48 saat sonundaki transkripsiyonu, 3. ve 4. kuyucuklar ise sirasiyla 72 ve 96. saatler

sonundaki LeExpl geninin transkripsiyonunu géstermektedir.
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Sekil 4.22. LeExpl geninin pHIL-S1-Expl vektoriini tasiyan SMD1168 Pichia pastoris
hiicrelerinde fermentasyon esnasinda transkripsiyonunun %1.2 agaroz jel
Uzerindeki gosterimi

1. kuyucuk LeEpx1 geninin 24 saat sonundaki transkripsiyonunu, 2. kuyucuk
48 saat sonundaki transkripsiyonu, 3. ve 4. kuyucuklar ise sirasiyla 72 ve 96. saatler

sonundaki LeExpl geninin transkripsiyonunu géstermektedir.
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4.8.2. pPICI9K-Expl ve pHIL-S1-Expl vektorlerini iceren GS115 Pichia

pastoris susunun LeExp1 gen transkripsiyonu

Bu ¢aligmada ikinci bir protein ekspresyon susu olarak P. pastoris’in GS115
hiicreleri  kullanilmigtir.  GS115  hiicreleri  pPIC9K-Expl ve pHIL-S1-Expl
vektorlerini igermeleri agisindan ayr1 ayri test edilmislerdir. S6zii edilen vektorlerin
herbirini tasiyan hiicreler saf kiiltiir olarak stab besiyerlerine alinmis ve protein
ekspresyon  calismalarinda  kullanilmak  {izere uygun kosullar  altinda
bekletilmislerdir. Fermentasyon esnasinda GS115 susunun pPIC9K-Expl ve pHIL-
S1-Expl kontrolii altinda LeExpl geninin transkribe etme yetenekleri ve profilini
belirlemek amaciyla Yar1 Kantitatif Ters Transkriptaz (RT - PZR) reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.23. ve Sekil 4.24.”de verilmistir.

LeExpl geninin GS115 hiicrelerinde ve pPICI9K vektori kontroliindeki
transkripsiyon karakteristigi ve profili Sekil 4.23.’de goriildiigii gibidir. Agaroz jel
goriintiisiinden anlasilacagi gibi LeExpl gen transkripsiyonu fermentasyonun ilk 24
saati sonunda baslamistir ve bu transkripsiyon fermentasyonun ileriki sathalarinda da
devam etmistir. Elde edilen sonuglara gore orneklemenin yapildig1 her 24 saatlik
evrelerde de belirgin bir LeExpl transkripsiyonu da mevcuttur. En yogun

transkripsiyon 72 saatlik evrede alinan 6rneklerde goriilmiistiir.
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Sekil 4.23. LeExpl geninin pPIC9K-Expl vektoriini tasiyan GS115 Pichia pastoris
hiicrelerinde fermentasyon esnasinda transkripsiyonunun %1.2 agaroz jel
Uzerindeki gosterimi

1. kuyucuk LeExpl geninin 24 saat sonundaki transkripsiyonunu, 2. kuyucuk
48 saat sonundaki transkripsiyonu, 3. ve 4. kuyucuklar ise sirasiyla 72 ve 96. saatler

sonundaki LeExpl geninin transkripsiyonunu géstermektedir.

LeExpl geninin GS115 hicrelerinde ve pHIL-S1 vektort kontrolindeki
transkripsiyon karakteristigi ve profili Sekil 4.24.’de goriildiigii gibidir. Agaroz jel
goriintiisiinden anlasilacagi gibi LeExpl gen transkripsiyonu fermentasyonun ilk 24
saati sonunda baslamistir ve bu transkripsiyon fermentasyonun ileriki sathalarinda da
devam etmistir. Elde edilen sonuglara gore orneklemenin yapildigi her 24 saatlik
evrelerde de belirgin bir LeExpl transkripsiyonu da mevcuttur. En yogun

transkripsiyon 72 saatlik evrede alinan 6rneklerde goriilmiistiir.
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Sekil 4.24. LeExpl geninin pHIL-S1-Expl vektoriinii tagiyan GS115 Pichia pastoris
hiicrelerinde fermentasyon esnasinda transkripsiyonunun %1.2 agaroz jel
lzerindeki gosterimi

1. kuyucuk LeEpx1 geninin 24 saat sonundaki transkripsiyonunu, 2. kuyucuk
48 saat sonundaki transkripsiyonu, 3. ve 4. kuyucuklar ise sirasiyla 72 ve 96. saatler

sonundaki LeExpl geninin transkripsiyonunu géstermektedir.

4.9. Rekombinant  Ekspanzin  Proteinlerinin  SDS-PAGE  Ydntemiyle

Aynstirilmasi

Pichia pastoris'ten rekombinant ekspanzin iiretimi fermentasyon normlarina ve

maksimum protein iiretilen kosullara uyum gosterecek sekilde yiiriitiilmiistiir. Elde

edilen verilerin 1s131nda fermentasyon ortam sicakligi 25°C ve ortam pH's1 7 olarak
ayarlanmigtir. Protein ekspresyonlar1 ¢alkalamali inkiibatdrde erlenmayerler

icerisinde yapilmstir.
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Inkiibatorde rekombinant protein iiretimi esnasinda toplam kuru hiicre agirhg:
ve siipernatanttaki toplam protein miktar1 takip edilmistir. Siipernatant igerisindeki
proteinler saflastirildiktan sonra SDS-PAGE vasitasiyla ayristirilmis ve Western Blot
analiziyle immiinolojik tanimlanmasi yapilmistir. Ekstraseliiler olarak eksprese

edilen proteinlerin analizi ve denemelerde kullanimi i¢in siipernatant steril bir kaba

almmis ve -86°C'de dondurularak saklanmustur.

Rekombinant ~ mayalarm  fermentasyon ortamlarindan elde edilen
siipernatantlarin  SDS-PAGE sonuclar1  Sekil 4.25., 4.26., 4.27. ve 4.28.°de
gosterildigi  gibidir.  Sekillerde verildigi haliyle dort farkli siipernatant’in
ayristirilmasi sonucunda da ekspanzin proteinlerinin molekiiler agirliklarina karsilik
gelen protein bandlar1 gézlenmistir. Gozlenen bantlarin ekspanzin proteinlerinin
boyutlarma uygun olmasi nedeniyle rekombinant mayalarin basarili bir sekilde
protein ekspresyonu yapabildikleri belirlenmistir. P. pastoris mayalari ¢ok az sayida
ekstraselliler protein iiretmektedirler ve dolayisiyla bu mayalarin fermentasyon
ortaminda ekstraseliiler olarak iiretilen rekombinant protein haricinde c¢ok sayida
farkli protein band1 bulunmasi beklenmemektedir. Bu durum elde edilen dort SDS-
PAGE gorintisiinde de beklenildigi sekliyle gozlenmistir. SDS-PAGE goruntuleri
incelendiginde hem SMD 1168 hem de GS115 suslarinin sahip olduklar1 pPIC9K-
Expl ve pHIL-S1- Expl vektorlerinin kontroliinde ekspanzin proteinlerinin
boyutlarma uygun, 30 kDa, seviyelerde ekstraseliiler protein iiretme yeteneginde
bulunduklar1 belirlenmistir. Az sayida ekstraseliiler protein iiretilmesi ayn1 zamanda

proteinlerin saflastirilmasini kolaylastiran bir avantaj olarak da degerlendirilmistir.
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Sekil 4.25. pPIC9K-Expl vektoriinii tasiyan SMD1168 hiicrelerinin fermentasyon ortamindan
alinan siipernatantin SDS-PAGE goruntisu

o

Sekil 4.26. pHIL-S1-Expl vektoriinii tasiyan SMD1168 hiicrelerinin fermentasyon ortamindan
alinan siipernatantin SDS-PAGE gorintusi
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Sekil 4.27. pPIC9K-Exp1 vektoriinii tasiyan GS115 hiicrelerinin fermentasyon ortamindan
alinan siipernatantin SDS-PAGE goruntisu

<€— 30kDa

Sekil 4.28. pHIL-S1-Exp1 vektoriinii tasiyan GS115 hiicrelerinin fermentasyon ortamindan
alinan siipernatantin SDS-PAGE goruntisu
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4.10. Pichia pastoris'te  Uretilen Rekombinant Ekspanzin  Enziminin

Saflastirilmasi

Transgenik suglardan elde edilen rekombinant ekspanzin enziminin
saflagtirilmast amaciyla suslar 3 giin boyunca 225 rpm ve 30°C’de gelistirilmistir.
Inkiibasyon sonunda pellet ve hiicre birbirinden ayristirilmis ve elde edilen
supernatant protein kaynagi olarak SDS-PAGE analizinde kullanilmistir. Jelde
yliriitme isleminden sonar proteinler hizli giimiis boyama ile goriintiilenmistir (Sekil
4.29.).

Sekil 4.29. Saflastirilmis ve ultrafiltre edilmis
ham 6zitun protein profilinin SDS — PAGE
yontemi ile gézlemlenmesi

M: Marker.
K: P. pastoris GS115

O: P. Pastoris GS115 His*- Mut*

Elde edilen goriintiiye gére control 6rneginde herhangi bir bant gdzlenmemis
olmasi ve transgenik GS115 susuna ait supernatantin kullanildigi kuyucukta 30 kDa’
a karsilik gelen bolgede bant olusmus olmasi ayrica bundan farkli bir boyutta bant
olugsmamis olmasi transgenik suslardan elde edilen rekombinant proteinin ekspanzin

oldugunu dogrulamistir.

Rekombinant ekspanzin proteinlerinin P. pastoris'teki ifadesinin arastirilmasi
icin LeExpl proteinlerini liretme yeteneginde olan mayalarda ilk olarak denemeler
yapilmustir. Elde edilen ham Oziitler Amicon ultrafiltrasyon hiicreleri kullanilarak
deristirilmis ve elde edilen protein ¢ozeltileri %10'luk SDS-PAGE jelleri Gzerinde

ayristirdmustir. Sekil 4.29.°da goriildiigii iizere birinci kuyucuk protein markort,
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ikinci kuyucuk negatif kontrol olarak kullanilan P. pastoris GS115 susunun
fermentasyonundan elde edilen 0zutd, Uclinct kuyucuk ise LeExpl genini iceren
rekombinant P. pastoris'in fermentasyon 0zutinu gostermektedir. Elde edilen
verilere gore negatif kontrol Orneginin bulundugu jel kanalinin ekspanzin
proteinlerinin yaklagik boyutuna karsi gelen 30 kDa boyutunda herhangi bir protein
bant1 gozlenmemistir. Bunun yani sira rekombinant P. pastoris mayalarmimn
fermentasyonundan elde edilen 6ziit ise protein jeli iizerinde ayristirildiginda 30
kDa'luk markdre yakin boyutlarda negatif kontrol 6rneginden farkli olarak bir protein
bantinin varlig1 tespit edilmistir. Sekil 4.29.'da elde edilen veriler rekombinat P.
pastoris mayalarinin negatif kontrollerden farkli olarak beklenen boyutlara uygun
protein eksprese ettigini gostermistir. Bunun Gtesinde farkli boyutlarda degisik
protein bantlarmin jel tizerinde bulunmamasi proteinlerin diger Pichia pastoris’e ait
endojenik proteinlerle karisimimnin minimum diizeyde olmasini saglamistir. Bilindigi
gibi P. pastoris ekstraseluler olarak sadece bir kag tane protein salgilayabilmekte ve
dolayisiyla bu protein ekspresyon sistemi vasitasiyla ekstraseliiler bicimde
rekombinant protein iiretilmesinin saf protein eldesinde kolaylik sagladigina isaret
etmektedir. Dolayisiyla burada elde edilen sonuglar 1siginda amonyum sulfat
cOktiirmesi ve ultrafiltrasyon yardimiyla proteinlerin diger safsizliklardan
uzaklastirilmasi gerceklestirilmistir. Optimal kosullarda gergeklestirilen inkiibasyon
sonrasinda hiicrelerin fermentasyon ortamindan uzaklastirilmasi 5.000 rpm, 4°C’de
ve 30 dakika santrifiij edilerek saglanmistir. Ekstraselliiler rekombinant ekspanzinleri
iceren ham ekstrakt ise %50-80 derisimlerindeki amonyum siilfat ile muamele
edilerek asamali bir sekilde proteinlerin ¢okelmesi saglanmistir ve ¢okelen proteinler
20.000 rpm, 4°C‘de 20 dakika santrifiijlenerek elde edilmis ve daha sonra da 50 mM
Tris-HC1 tamponunda ¢Oziindiirilmiistir (Tuncer, 2008). Amonyum siilfat
cokeltmesinden elde edilen Ornekler, tuzlarm ve diger kiiclik iyonlarin
uzaklastirilmas: i¢in, protein ¢ozeltisi 3 hacim ayni tampon kullanilarak 4°C‘de,
molekiiler sinir1 10.000 Da olan membranmn kullanildig1 ultrafiltrasyon sistemiyle

yikanmigtir. Protein miktarlar1 Bradford assay yontemiyle hesaplanmaigtir.
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4.11. Rekombinant Ekspanzin Proteinlerinin Western Blot Yontemiyle

Immunolojik Tanimlanmasi

Fermentasyon ortamindan elde edien 10 pg proteinleri %12'lik SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) ile ayristirildiktan sonra Transblot hizli protein aktarim sistemi
(BIORAD) kulanilarak PVDF membranlarina aktarimiglardir.  Ekspanzin
proteinlerinin tespiti bu proteinler i¢in gelistirilmis antikorlar vasitasiyla yapilmistir
(Rose ve ark., 2000). Rekombinant ekspanzin proteinlerin Western-Blot analizi

sonucunda elde edilen goriintii Sekil 4.30.'da verildigi gibidir.

- —— - — ¥

Sekil 4.30. Fermentasyon ortamindan izole edilen ekstraseliiler P. pastoris proteinlerinin
poliklonal ekspanzin antibadisi kullanilarak elde edilen western blot verisi
1. kuyucuk protein markori, 2. kuyucuk GS115-pPIC9K-Expl maya hiicre
kultirunden elde dilen siipernatantin immunolojik tanimlanmasi, 3. kuyucuk GS115-
pPHIL-S1-Expl maya hiicre kiiltiiriinden elde dilen siipernatantin immunolojik
tanimlanmasi, 4. kuyucuk SMD1168-pPHIL-S1-Expl maya hicre kiltirinden elde
dilen siipernatantin immunolojik tanimlanmasi, 5. kuyucuk SMD1168-pPIC9K-Expl
maya hiicre kdlturunden elde edilen siipernatantin immunolojik tanimlanmasi.

Rekombinant ekspanzin proteinlerinin tanimlanmasinda domates ekspanzin
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poliklonal antibadisi kullanilmistir.

4.12. Rekombinant Pichia pastoris’in Fermentasyon Ortaminda Protein

Salgilama Yeteneginin Arastirilmasi

Transgenik Pichia pastoris mayalarindan rekombinant protein iretimi
amaciyla 4 mg/mL diizeyinde antibiyotik direncliligine sahip kolonilerin kullanildig:
daha oOnce belirtilmisti. Bu amagla GS115-pPIC9K-Expl, GS115-pHIL-S1-Expl,
SMD1168-pPICI9K-Expl ve SMD1168-pHIL-S1-Expl suslarindan ekspresyonda
kullanilmak iizere se¢ilimi yapilan koloniler 6nce BMG besiyerinde gelistirilerek
belli bir konsantrasyona ulastirilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler santrifiij
vasitasiyla toplanarak siipernatantlar uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre pelleti
rekombinant protein ekspresyonunun baslatilmasi amaciyla taze hazirlanmis BMM
besiyerinde OD600 degeri 1.0 olacak sekilde ¢oziindirilmiistir ve calkalamali
inkibatorde, % 0.5 metanol konsantrasyonunda, 30°C'de dort giin boyunca protein
ekspresyonu saglanmistir. Kiiltiir ortaminin metanol konsantrasyonu her 24 saatte bir
%100 metanol eklenerek belli diizeyde tutulmustur. Eklenen metanol miktari,
hicrelerin BMM ile c¢ozindurilmesi asamasinda harcanan BMM miktarma goére
tayin edilmistir. BMM sarfiyat1 biitiin 6rnekler i¢in ortalama olarak 190-240 mL
arasinda degiskenlik gdstermistir. Her 6rnek aynm1 oranda BMM harcanarak OD600
degeri 1.0'e ulastirilmamistir dolayisiyla 6rneklere eklenen metanol miktarlar1 ayri
ayr1 hesaplanarak fermentasyon boyunca her 24 saatte bir bu miktarlar protein
ekspresyonunun indiiklenmesi amaciyla kiiltlir ortamina aktarilmigtir. Dort giinlitk
ekspresyon denemesi siiresince her 6 saatte bir fermentasyon ortamindan drnekler

alinarak siipernatant ve pellet birbirinden ayristirilmis ve muhafaza edilmistir.

4.12.1. Transgenik Pichia pastoris mayalarimin ekspresyon siiresi boyunca kuru

hiicre agirhiklar

Pichia pastoris maya genomunda proteaz A, proteaz B ve karboksipeptidaz
olmak iizere ii¢ adet Onemli proteaz enzimini kodlayan gen bulunmaktadir ve
bunlar tamamu asidik proteazlardir. Proteaz A ve proteaz B enzimlerinden sorumlu
genler sirasiyla pepd ve prbl seklindedir. Rekombinant protein ekspresyonu
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esnasinda s6z konusu enzimler, mayalar i¢cin optimum gelisim pH'smnin altinda
yiiksek aktivite gostererek hedef proteinlerin degradasyonuna neden olmaktadir (Qiu

ve ark., 2016).

Bu ¢alismada rekombinant protein {iretimi amaciyla konakg1 hiicre olarak P.
pastoris'in mutant suslarindan histidin tiretimi geni (his4) inhibe edilmis susu GS115
ile proteaz A (pep4) ve proteaz B (prbl) enzimleri inhibe edilmis SMD1168 susu
kullanilmistir. GS115 susu P. pastoris mayalarinin rekombinant protein iiretiminde
en basarili sekilde kullanilan ticari susu olarak literatiirdeki yerini almistir (Byrne,
2015). SMDI1168 susu proteaz genleri inhibe edilmis ve 0Ozellikle protein
degradasyonuna kars1 hassas proteinlerin rekombinant iiretiminde oldukc¢a basarili
sekilde kullanilan susudur (Kelle ve ark., 2014; Zhou ve ark., 2014; Wang ve ark.,
2014; Assiri ve ark., 2014).

Konakgr hiicrelere hedef genin aktarilmasi amaciyla AOX1 promotoriine sahip
pPICOK ve pHIL-S1 vektorleri kullanilmistir. Promotor se¢imi hedef protein
uretiminde Kilit noktalardan birtanesidir. P. pastoris ekspresyon sisteminde yaygin
kullanilan promotdrlar AOX1, GAP ve FLD1 seklindedir (Qiu ve ark., 2016). AOX1
promotori P. pastoris ekspresyon sisteminde en yaygin kullanima sahip ayrica
yuksek verimde ekstraseliilar protein tretimine olanak saglayan bir promotor olarak

literatiirde yer edinmistir.

pPICO9K ve pHIL-S1 vektorleri sirasiyla; icerisinde bulunduklar1 hiicrede
tiretilen proteinlerin besiyerine sentezlenmesini saglayan a- mating factor ve PHO1
sinyal sekans dizilimlerine sahip vektorlerdir. Sekresyon sinyal sekansma sahip
vektorlerin  kullanimi ekspanzin proteinlerinin  kiiltiir ortamina aktarilmasini
saglamigtir ve P. pastoris mayalarmin kendilerine 6zgii iiretmis olduklar1 protein
miktarinin ¢ok diisiik diizeyde olmas1 neticesinde ortamdaki proteinlerin tamamina
yakinini ekspanzin proteinleri olusturmustur. Dolayisiyla vektdr se¢ciminin sekresyon
sinyal sekansina sahip ve P. pastoris ekspresyon sisteminde siklikla kullanilan
vektorler arasindan yapilmasi rekombinant {iretim sonrasinda saflastirma islemini

kolaylastirict bir basamak haline gelmistir.
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P. pastoris mayalarinin rekombinant protein iiretiminde yaygin kullaniminin
sebeplerinden bir tanesi hiicrelerin gelisimi amaciyla gerekli besiyerinin kolaylikla
temin edilebilir ve diisiik maliyetli olmasidir. P. pastoris maya hiicreleri gelisebilmek
icin tek bir karbon kaynagina ihtiya¢ duymaktadir. Bunlar sorbitol, metanol, gliserol,
glikoz vb seklinde sayilabilir (Inan ve Meagher, 2001). Metanol, gliserol ve glikoz en
yaygm kullanilan karbon kaynaklaridir (Looser ve ark., 2014). Bu c¢alismada
rekombinant protein Uretimi AOX1 promotorii kontroliinde gerceklestirilmistir ve
AOXI1 promotorii metanol varhiginda yiiksek seviyelere ¢ikmaktadir. Rekombinant
protein Uretimi stresince transgenik P. pastoris GS115-pPIC9K-Expl, GS115-pHIL-
S1-Expl, SMD1168-pPIC9K-Expl ve SMD1168-pHIL-S1-Expl maya suslar1 %0.5
metanol varliginda gelistirilmistir. Bilindigi gibi metanol mikroorganizmalar
uzerinde toksik etki yaratan bir maddedir ve dolayisiyla AOX1 promotoriiniin
kullanimi1 ile birlikte rekombinant protein iireitm c¢alismalar1 boyunca muhtemel
kontaminasyonlar 6nemli Ol¢lide bertaraf edilmistir. Ayrica metanol varliginda
AOX1 promotoriiniin yiiksek seviyelere ¢ikmasinin bir sonucu olarak hiicreler hizli

bir sekilde yliksek biyomass (hiicre yogunlugu) degerlerine ulagsmiglardir.

P. pastoris maya hiicrelerinin 30°C'de maksimum hiicre agirhgmna ulastig
literatiirdeki bir¢ok kaynakta yer almistir (Jahic ve ark., 2002; Byrne, 2015; Qiu ve
ark., 2016; Salamin ve ark., 2010; Chen ve ark., 2015; Chahal ve ark., 2017). Ayrica
P. pastoris SMDI1168 konak¢i hiicrelerinin rekombinant protein iiretimi
optimizasyonu lizerine yapilan bir ¢alismada hiicrelerin pH 6.0 ve 30°C'de optimum
gelisim gosterdigi tespit edilmistir (Qiu ve ark., 2016). Cereghino ve ark., (2002)
tarafindan P. pastoris konakg¢1 hiicrelerinin toplam kuru hiicre agirhigmin belirlendigi

calismada hiicrelerin 100 g/L diizeyinin iizerinde gelisim gosterdigi kaydedilmistir.
Looser ve ark., (2015) AOX1 promotoriiniin kullanildig: Mut™ fenotipine sahip

hiicrelerin Mut® fenotipine sahip hiicrelerden daha yiiksek hiicre agirhgna ulastigin
tespit etmistir. Bu durum metanolde gelistirilen hiicrelerde AOX1 promotdriiniin

yliksek aktivite gostermesi ve dolayisiyla da daha fazla hiicre bolinmesinin bir
sonucu olarak disiiniilmektedir. Kobayashi ve ark. (2000) Mut fenotipine sahip

hiicrelerin 30°C'de metanol varliginda maksimum diizeyde gelisim gosterdigini kayit
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altina almigtir. Kuru hiicre konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla transgenik
suslara ait kiiltlir ortamindan ekspresyon siiresi boyunca 24., 48., 72. ve 96. saatler
sonunda Ornek alimi yapilarak her bir transgenik susa ait kuru hiicre agirliklari
belirlenmistir. Cizelge 4.2.'de dort adet transgenik susa ait bes 6rnegin 24., 48., 72.,
96. saatler sonundaki kuru hiicre agirliklar bir litrede gelisen gram miktar seklinde
(g/L) doniistiirtilmistiir. Sonuglarin daha net goriilebilmesi amaciyla her transgenik
susa ait bes ornekten elde edilen en yiiksek kuru hiicre agirliklar1 ayrica bir tablo
haline getirilmistir (Cizelge 4.3.) ve veriler grafik diizeninde incelenmistir (Sekil

4.31).

Cizelge 4.2. Transgenik suslara ait 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki kuru hiicre agirliklar: (g/L)
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Ornek No
Transgenik Sus Saat
1 2 3 4 5

24 5.2 6.4 4.5 6.6 6.3
48 10.5 15.7 9.1 9.8 11.9

SMD1168-

pPICO9K-Expl 72 21.2 18.3 24.4 22.4 23.8
96 31.3 245 37.9 33.7 35.2
24 52 7.8 4.6 6.2 5.2
48 8.4 11.2 9.8 11.5 12.6

SMD1168-pHIL-

S1-Expl 72 14.6 20.4 17.8 19.6 19.7
96 22.9 24.9 29.3 28.3 35.1
24 3.1 4.3 3.1 4.4 4.7
48 8.3 8.5 13.7 9.6 11.2

GS115-pPICIK-

Expl 72 15.9 19.9 22.8 15.9 22.5
96 29.6 315 32.3 30.6 31.7
24 3.4 3.8 2.3 3.2 3.1
48 8.9 10.5 9.5 8.4 10.2

GS115-pHIL-

S1-Expl 72 13.6 17.3 16.7 16.9 18.3
96 30.4 27.6 28.3 26.2 25.6

Cizelge 4.2.'de goriilebilecegi tlizere ekspresyon boyunca 24, 48, 72 ve 96.
saatler sonunda her dort susa ait kuru hiicre agirliklar1 arasinda biiyiik farklar
olmamakla beraber maksimum hiicre agirligmma ulasan transgenik sus SMD1168-
pPICOK-Expl susu olmustur. SMD1168-pPICO9K-Expl susu 96. saatin sonunda 37.9
g/L diizeyinde kuru hiicre agwrhgma ulagmistir. SMD1168-pHIL-S1-Expl susu
ekspresyon siiresi sonunda 35.1 g/L kuru hiicre agirhigma sahip iken; GS115-
pPICOK-Expl ve GS115-pHIL-S1-Expl suslar1 swrasiyla 32.3 g/ ve 30.4 g/L
diizeyine kuru hiicre agirligma ulagmistir. Ayni ¢izelgede yer alan degerlere gore
transgenik suslara ait kuru hiicre agirligimin 6zellikle 72. saatin sonunda yaklagik iki

kat artt1ig1 g6zlemlenmistir.
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Cizelge 4.3. Dort adet transgenik susa ait 24, 48, 72 ve 96. saatlerde maksimum kuru hiicre agirlik
degerleri (g/L)

Zaman (Saat)

Trangenik Sus

24 48 72 96

SMD1168-pPICIK-Expl 6.4 15.7 24.4 37.9
SMD1168-pHIL-S1-Exp1 7.8 12.6 20.4 35.1
GS115-pPICIK-Expl 4.7 13.7 22.8 323
GS115-pHIL-S1-Expl 3.8 10.5 18.3 30.4

Cizelge 4.3."de SMD1168-pPIC9K-Expl, SMD1168-pHIL-S1-Expl GS115-
pPICOK-Expl ve GS115-pHIL-S1-Expl suslarina ait 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki
maksimum kuru hiicre agirhiklar1 verilmistir. Cizelgeden de goriildiigii gibi
SMD1168-pHIL-S1-Expl transgenik susu hizla gelisim gostererek 24 saat sonunda
en yiikksek kuru hiicre agirhigina sahip olmustur. GS115-pPIC9K-Expl susu 24-48.
saat zaman araliinda kuru hiicre agirhiginda yaklagik ii¢ kat artig saglayan gelisim
gostermistir. GS115-pHIL-S1-Expl susuna ait kuru hiicre agirligi ilk 72 saatte yavas
sekilde artarken 72-96. saat aralifinda yaklagik birbucuk kat artis gostererek
ekspresyon sonunda 30.4 g/L diizeyine ulagsmistir. SMD1168-pPIC9K-Exp1 susu 24
saatten sonra hizli sekilde gelisim gdstermis ve 96 saat sonunda 37.9 g/L diizeyinde
kuru hiicre agirligma ulagarak ekspresyon siiresi sonunda maksimum gelisime sahip

transgenik sus olmustur.
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Sekil 4.31. SMD1168-pPICIK-Expl, SMD1168-pHIL-S1-Expl, GS115-pPICOK-Expl ve
GS115-pHIL-S1-Expl transgenik suslarina ait maksimum kuru hiicre agirlik
degerlerinin zamana bagl degisimi

Sekil 4.31.'de goriildiigii gibi 24, 48, 72 ve 96. saatlerde maksimum kuru hiicre
agirhigina ilk olarak SMD1168-pPIC9K-Exp1 transgenik susu ulasmigtir. SMD1168-
pHIL-S1-Expl susunun 24 saat sonunda diger li¢ susa gore en yiiksek degere
ulagarak hizli bir sekilde biiylimeye basladigi ancak 24 saatten sonra gelisimin
yavasladigi ve 48. saat sonunda SMD1168-pPICI9K-Expl ve GS115-pPICO9K-Expl

suslarindan daha diisiik kuru hiicre agirligina sahip oldugu goriilmektedir.

4.12.2. Transgenik Pichia pastoris mayalar tarafindan iiretilen toplam protein

miktarlar1 (mg/L)

4 mg/mL antibiyotik direnglili§ine sahip kolonilerin kullanildig1 ekspresyon
caligmalar1 sonucunda yapilan Bradford analizlerine gore her bir transgenik maya

hiicresine ait bes adet 6rnegin 24., 48., 72. ve 96. saatler sonunda {iretmis oldugu
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maksimum protein miktarlar1 birim hacimde ¢6ziinen toplam protein (mg/L)
seklinde tespit edilmistir ve Cizelge 4.4.'de gosterilmistir. Sonuglarin daha net
goriilebilmesi amaciyla her transgenik susa ait bes drnekten elde edilen en yiiksek
toplam protein miktarlari ayrica bir tablo haline getirilmistir (Cizelge 4.5.) ve veriler

grafik diizeninde incelenmistir (Sekil 4.32.).

Rekombinant ekspanzin iiretiminde kullanilan suslardan biri olan SMD1168 P.
pastoris'in proteaz A (pep4) ve proteaz B (prbl) genleri inhibe edilmis mutant
susudur. Proteaz genleri inhibe edilmis suslarla yapilan rekombinant protein iiretim
denemelerinde proteaz aktivitesinin olmamasina bagli olarak diger suslara gore daha
yiiksek miktarda protein liretimi beklenmektedir. Jonsson ve ark., (1997) tarafindan
yapilan rekombinant lakkaz iiretim c¢alismasinda GS115 ve SMDI1168 suslari
kullanilmistir ve SMD1168 suslarindan yaklasik iki kat daha fazla protein miktar1

elde edilmistir.
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Cizelge 4.4. Transgenik suglardan elde edilen toplam protein miktarlar1 (mg/L)

Transgenik Zaman Ornek No
Sus (Saat)
1 2 3 4 5
SMD1168- 24 55 62 24 58 47
PPICOK-Expl 48 96 84 6 75 50
72 192 161 184 206 164
96 279 216 265 283 214
24 24 % 4 35 46
SMD1168- 48 78 65 54 40 62
Rl -S1-EXg 72 183 104 89 81 71
96 216 252 192 184 154
24 42 33 16 25 18
GS115- 48 56 41 28 54 29
PPICIK-Expl 72 92 86 67 77 64
9% 101 97 76 213 84
24 32 24 14 19 21
GS115-pHIL- 48 31 34 24 54 43
S1-Expl 72 56 61 65 77 81
96 88 91 189 86 92

Transgenik bir susa ait toplam kuru hiicre agirligi ile protein iiretim miktarinin
iliskili oldugu ve kuru hiicre agirlig1 yliksek suslardan daha fazla protein elde edildigi
literatiirde yer almaktadir (Looser ve ark., 2015; Jungo ve ark., 2007). Ozellikle
rekombinant protein {iretiminde kullanilmak tizere gelistirilen ticari suslar daha hizh
gelisme ve dolayisiyla da daha fazla rekombinant protein iiretimi egiliminde
olmaktadir (Gasser ve ark., 2008; Glick, 1995; Heyland ve ark., 2011). Cizelge
4.4'den gorildiigli gibi ekspresyon siiresi sonunda maksimum protein miktari
SMD1168-pPICI9K-Exp1 transgenik suslarindan elde edilmistir. SMD1168-pPIC9K-

Expl susu ayni zamanda en yiiksek kuru hiicre agirhigma ulasmis (Cizelge 4.2.) ve
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buna bagli olarak da maksimum protein {iretimini gerceklestirmis oldugu

distiiniilmektedir.

Cizelge 4.5. Dort adet transgenik sustan 24, 48, 72 ve 96. saatlerde liretilen toplam protein miktarlari
(mg/L)

Zaman (Saat)

Trangenik Sus

24 48 72 96

SMD1168-pPICIK-Expl 62 96 206 283
SMD1168-pHIL-S1- Exp1l 46 78 183 252
GS115-pPICIK- Expl 42 56 92 213
GS115-pHIL-S1- Expl 32 54 81 189

Proteaz genleri inhibe edilmis sus kullanimi (SMD1168), P. pastoris
hiicrelerinde maksimum verimle protein iiretimini saglayan alfa mating faktor sinyal
sekans bolgesine sahip pPICIK vektoriiniin kullanimi, ekspresyon sicakliginin
SMD1168 ve GS115 suglar1 i¢in optimum deger olan 30°C olarak belirlenmesi gibi
faktorler dahilinde maksimum diizeyde protein miktar1 SMD1168-pPICIK-Expl
suslarindan elde edilmistir. SMD1168-pPICOK-Expl susuna ait siiperrnatanttan
Bradford assay denemeleri ile saptanan toplam protein konsantrasyonu ilk 24 saatin
sonunda 62 mg/L diizeyinde olmustur ve 96 saatlik ekspresyon siliresi boyunca
artarak devam etmistir. Oransal olarak 48 saat sonunda diisiik miktarda protein
iiretimi gdzlenirken 72 ve 96. saatler sonunda yaklasik ikiser kat artan protein miktar1

96 saat sonunda 283 mg/L olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.32. Transgenik suslardan elde edilen toplam protein miktarlarinin zamana bagli degisim
grafigi

Ik 24 saat sonunda SMD1168-pHIL-S1-Expl susunun kuru hiicre agirlig
diger transgenik sugslara gore yiiksek diizeyde olmasina ragmen maksimum protein
SMD1168-pPICI9K-Expl susu tarafindan gercgeklestirilmistir. Bu farkliligin sinyal
sekans dizilimi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. pHIL-S1 vektoriiniin sahip oldugu
PHOL sinyal sekans dizilimi P. pastoris maya hucrelerinin natif sinyal sekans
bdlgesidir ve P. pastoris ekspresyon sisteminde alfa mating faktérden sonra en fazla
kullanilan sinyal sekans dizilimidir. Yapilan calismalarda alfa mating faktor sinyal
sekans dizilimine sahip pPIC9K vektorl ile pHIL-S1 vektori kullanilarak elde
edilenden daha yiiksek oranda ekstraseliiler protein elde edilmistir (Bieszke ve ark.,
1999; Raemaekers ve ark., 1999). SMD1168-pHIL-S1-Expl susundan elde edilen
protein miktar1 48 ve 72. saatler arasinda biiylik oranda artiy gostermistir ve
ekspresyon siiresi sonunda 252 mg/L diizeyinde toplam protein iirettigi goriilmiistiir.
GS115-pPICIK-Expl ve GS115-pHIL-S1-Expl susundan ilk 72 saat boyunca diisiik
miktarlarda protein {iretimi saglanirken ekspresyonun son 24 saatinde hizli bir artig
gozlemlenmistir ve protein miktarlar1 yaklagik iki kat artis gostermistir. GS115-

pHIL-S1-Expl suslarma ait kuru hiicre agirligi miktarinin da benzer sekilde ilk 72
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saatte diisik iken son 24 saatte hizla arttifi Cizelge 4.2.'de goriilmektedir.
Ekspresyon siiresi sonunda GS115-pPIC9K-Exp1 susundan 213 mg/L; GS115-pHIL-

S1-Expl susundan ise 189 mg/L diizeyinde toplam protein iiretimi saglanmustir.

4.13. Elde Edilen Rekombinant Ekspanzin Enzimlerinin Enzimatik

Aktivitesinin Belirlenmesi

HPLC analizlerinde SMD1168- pPIC9K-Expl, SMD1168-pHIL-S1-Exp1l,
GS115-pPIC9K-Expl, GS115-pHIL-S1-Expl transgenik suslarindan elde edilen
rekombinant ekspanzin proteinleri ayr1 ayri kullanilmistir. Artan ekspanzin
oranlarina gore filtre kagidi iizerinde hidroliz etkisinin arttig1 ve artan oranlarda

glukoz ve sellobioz olustugu tespit edilmistir.

SMD1168-pPICI9K-Expl transgenik susundan elde edilen rekombinant
ekspanzin proteininin  0-500 ug arasinda degisen miktarlarda kullanimi ile
gergeklestirilen HPLC analiz sonuglar1 Cizelge 4.6.’da verilmistir ve Sekil 4.33.°de

grafik diizeninde incelenmistir.

Cizelge 4.6. Sabit oranda vegazim (5 FPU) ile artan miktarda eklenen rekombinant ekspanzinin (0-
500 pg SMD1168-pPICIK-Exp1) filtre kagidi iizerine hidrolizinin etkisi

Ekspanzin + Vegazim Ekspanzin
Ekspanzin (5 FPU)
(ng/g filter paper) Glukoz Sellobioz Glukoz Sellobioz
(mg/mL) (mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
0,0 0,922 1,322 0,002 0,002
100 1,16° 1,500 0,20° 0,182
200 1,300 1,81¢ 0,45°¢ 0,272
300 1,450 1,94¢ 0,49¢ 0,44p
400 1,69¢ 2,32d 0,50¢ 0,45P
500 1,97¢ 2,234 0,624 0,54¢

* Ayni siitunda degisik harflerle gosterilen drnekler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)
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Sekil 4.33. Artan oranlarda SMD1168-pPIC9K-Expl ekspanzin (ug ekspanzin/g filtre kagidi)
yaninda sabit miktarda ticari vegazim enzimi eklenerek filtre kagidindan ekstrakte
edilen glukoz ve sellobioz miktarlar

Sekil 4.33.de SMD1168-pPIC9K-Expl susundan elde edilen rekombinant
ekspanzin miktarindaki artisa paralel olarak filtre kagidindan ekstrakte edilen glukoz
ve sellobioz miktarlar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Sadece vegazim igeren
uygulamada 0.92 mg glukoz ve 1.32 mg sellobioz olustugu goézlenirken, 500 g
ekspanzin igceren 6rnekte 0.62 mg glukoz ve 0.54 mg sellobioz olusumu gézlenmistir.
Buna karsilik 500 pg ekspanzin ve vegazim iceren uygulamada 1.97 mg glukoz 2.23

mg sellobioz tespit edilmistir.

SMD1168-pHIL-S1-Expl transgenik susundan elde edilen rekombinant
ekspanzin proteininin  0-500 pg arasinda degisen miktarlarda kullanimi ile
gerceklestirilen HPLC analiz sonuglar1 Cizelge 4.7.’de verilmistir ve Sekil 4.34.’de

grafik diizeninde incelenmistir.
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Cizelge 4.7. Sabit oranda vegazim (5 FPU) ile artan miktarda eklenen rekombinant ekspanzinin (O-
500pg SMD1168-pHIL-S1-Expl) filtre kagid1 tizerine hidrolizinin etkisi

Ekspanzin + Vegazim Ekspanzin
Ekspanzin (ug/g |(5 FPU)

filter paper) Glukoz Sellobioz Glukoz Sellobioz

(mg/mL)  (mg/mL) (Mg/mL)  (pg/mL)
0,0 0,812 1,342 0,00° 0,00°
100 1,15° 1,65° 0,25° 0,15%
200 1,36° 1,88¢ 0,37¢ 0,222
300 1,44b 1,96¢ 0,39¢ 0,45°
400 1,54¢ 2,18¢ 0,49 0,34°
500 1,87¢ 2,24¢ 0,484 0,40¢

* Ayni siitunda degisik harflerle gosterilen 6rnekler arasindaki fark énemlidir (p<0,05)

=4=Glukoz =li= Sellobioz
25

Glukoz =3=Sellobioz

Seker konsantrasyonu (mg/mL)

0 ! T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Ekspanzin konsantrasyonu (ug)

Sekil 4.34. Artan oranlarda SMD1168-pHIL-S1-Expl ekspanzin (pg ekspanzin/g filtre kagidi)
yaninda sabit miktarda ticari vegazim enzimi eklenerek filtre kagidindan ekstrakte
edilen glukoz ve sellobioz miktarlar

Sekil 4.34.de SMD1168-pHIL-S1-Expl susundan elde edilen rekombinant
ekspanzin miktarindaki artisa paralel olarak filtre kagidindan ekstrakte edilen glukoz

ve sellobioz miktarlar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Sadece vegazim iceren
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uygulamada 0.81 mg glukoz ve 1.34 mg sellobioz olusurken, 500 ug ekspanzin
iceren Ornekte 0.48 mg glukoz ve 0.40 mg sellobioz olusumu goézlenmis, buna
karsilik yine 500 ug ekspanzin ve vegazim igeren uygulamada 1.87 mg glukoz tespit

edilmistir.

GS115-pPICI9K-Expl transgenik susundan elde edilen rekombinant ekspanzin
proteininin 0-500 pg arasinda degisen miktarlarda kullanimi ile gergeklestirilen
HPLC analiz sonuglar1 Cizelge 4.8.’de verilmistir ve Sekil 4.35.’de grafik diizeninde
incelenmistir.

Cizelge 4.8. Sabit oranda vegazim (5 FPU) ile artan miktarda eklenen rekombinant ekspanzinin (O-
500 pg GS115- pPICIK-Expl) filtre kagidi iizerine hidrolizinin etkisi

Ekspanzin + Vegazim Ekspanzin
Ekspanzin (5 FPU)
(na/g filter paper) Glukoz Sellobioz Glukoz Sellobioz
(mg/mL) (mg/mL) (Mg/mL)  (pg/mL)
0.0 0.752 1.302 0.002 0.002
100 1.10° 1.50° 0.21° 0.122
200 1.30° 1.80¢ 0.33¢ 0.192
300 1.40° 1.90¢ 0.36° 0.41°
400 1.50¢ 2.10¢ 0.454 0.31°
500 1.80¢ 2.20¢ 0.474 0.36°

* Ayni siitunda degisik harflerle gosterilen drnekler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)
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Sekil 4.35. Artan oranlarda GS115-pPIC9K-Expl ekspanzin (ug ekspanzin/g filtre kagidi)
yaninda sabit miktarda ticari vegazim enzimi eklenerek filtre kagidindan ekstrakte
edilen glukoz ve sellobioz miktarlari

Sekil 4.35.°de GS115-pPIC9K-Expl susuna ait ekspanzin miktarindaki artisa
paralel olarak filtre kagidindan ekstrakte edilen glukoz ve sellobioz miktarlar1
grafiksel olarak gosterilmistir. Sadece vegazim igeren uygulamada 0.75 mg glukoz
olusurken 500 pg ekspanzin igeren ornekte 0.47 mg glukoz olusumu gozlenmis. buna
karsilik yine 500 pg ekspanzin ve vegazim igeren uygulamada 1.80 mg glukoz tespit
edilmistir. Bu sonuglara gore, sabit oranda ekspanzin Uzerine eklenen Vegazim
enzimi sadece ekspanzin uygulanan 6rneklere gore filtre kagidinin hidrolizi iizerine
daha fazla etki gostermis oransal olarak vegazim lizerine ekspanzin proteinlerinin

sinerjistik etkisi gozlenmistir.

GS115-pHIL-S1-Expl transgenik susundan elde edilen rekombinant ekspanzin
proteininin 0-500 pg arasinda degisen miktarlarda kullanimi ile gergeklestirilen
HPLC analiz sonuglar1 Cizelge 4.9.’da verilmistir ve Sekil 4.36.’da grafik diizeninde

incelenmistir.
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Cizelge 4.9. Sabit oranda vegazim (5 FPU) ile artan miktarda eklenen rekombinant ekspanzinin (0-
500pg GS115-pHIL-S1-Expl) filtre kagidi {izerine hidrolizinin etkisi

Ekspanzin + Vegazim Ekspanzin
Ekspanzin (5 FPU)
(no/g filter paper) Glukoz Sellobioz Glukoz Sellobioz
(mg/mL) (mg/mL) (Mg/mL)  (pg/mL)
0.0 0.652 1.142 0.00? 0.00°
100 1.03° 1.30° 0.28° 0.092
200 1.15° 1.67¢ 0.27¢ 0.142
300 1.25b 1.65¢ 0.32¢ 0.44°
400 1.33¢ 2.02¢ 0.454 0.28°
500 1.65¢ 2.25¢ 0.434 0.30¢

* Ayni siitunda degisik harflerle gosterilen drnekler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05)
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Sekil 4.36. Artan oranlarda GS115-pHIL-S1-Expl ekspanzin (ug ekspanzin/g filtre kagidi)
yaninda sabit miktarda ticari vegazim enzimi eklenerek filtre kagidindan ekstrakte

edilen glukoz ve sellobioz miktarlari

Sekil 4.36.da  GS115-pHIL-S1-Expl

susuna ait rekombinant ekspanzin

miktarindaki artisa paralel olarak filtre kagidindan ekstrakte edilen glukoz ve

sellobioz

miktarlar1 grafiksel olarak gosterilmistir.

Sadece vegazim igeren

uygulamada 0.65 mg glukoz ve 1.14 mg sellobioz olusurken, 500 pg ekspanzin

iceren Ornekte 0.43 mg glukoz ve 0.30 mg sellobioz olusumu goézlenmistir. Buna

karsilik 500 pg ekspanzin ve vegazim igeren uygulamada 1.65 mg glukoz ve 2.25 mg
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sellobioz olustugu tespit edilmistir.

Uygulamalarda elde edilen sonuclara gore sabit oranda ekspanzin (zerine
eklenen vegazim enzimi sadece ekspanzin uygulanan drneklere gore filtre kagidinin
hidrolizi Gzerine daha fazla etki gdstermis ve oransal olarak vegazim {izerine
ekspanzin proteinlerinin sinerjistik etkisi gozlenmistir. Buradan yola ¢ikilarak
rekombinant ekspanzin proteinlerinin seliilozik etkilerinin oldugu bitkisel dokularda
sinerjistik etkiyle hidrolizi artirdigi. ayn1 zamanda seliilozik ticari enzimlerle paralel

olarak da kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

SMD1168 proteaz iiretimi engellenmis mutant susundan elde edilen
rekombinant ekspanzin proteinlerinin kullanildig: filtre kagidi denemelerinde GS115
suslarindan elde edilen rekombinant ekspanzin proteinlerinin kullanildig1 denemelere
gore daha yiiksek miktarlarda glikoz ve sellobioz elde edildigi goriilmiistiir. Bu
durum. SMD1168 susunun proteaz aktivitesinin olmamasinin bir sonucu olarak daha

yuksek kalitede rekombinant ekspanzin tiretmis olmasi seklinde agiklanabilmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Pichia pastoris mayalar1 gida, yem, ilag, insan saglhg: vb. alanlarda kullanilan
proteinlerin in vitro ortamda basarili ve yiiksek miktarlarda iiretimini saglayan
onemli bir konak¢1 organizma olarak otuz yili askin stiredir bilimsel arastirmalarda

yer edinmistir.

Rekombinant ekspresyon c¢aligmalari; hedef genin izole edilerek uygun bir
vektore klonlanmasi, hedef geni tasiyan vektorlerin konak¢i hiicreye transfer
edilmesi ve konak¢i hiicrelerden hedef proteinin eksprese edilmesi seklinde iig¢
onemli basamaktan olusmaktadir ve temel amag¢ genellikle hedef protein iiretim
miktarinin arttirtlmasidir. Bu kapsamda her ne kadar rekombinant protein tretimi U¢
ana basamaktan olussa da proses boyunca hedef protein miktarin arttirmaya yonelik
farkli kilit noktalarin varligi1 giinlimiize kadar yapilan caligmalar neticesinde
anlasilmistir. Bunlar; hedef proteinin hiicre digina salgilanmasmi saglayan sinyal
sekans dizilimlerinin se¢imi, yliksek aktiviteye sahip promotdr kullanimi, konakg1
hicrenin hedef protein degradasyonuna neden olan proteaz enzimlerinden
arindirilmis olmasi, ekspresyon sicakliginin optimum diizeyde tutulmasi ve benzeri

sekilde sayilabilir.

Bu c¢alismada P. pastoris ekspresyon sistemi kullanilarak Solanum
lycopersicum (domates) kaynakli ekspanzin proteinlerinin rekombinant iiretimi

gerceklestirilmistir.

Calisma kapsaminda;
e Lycopersicum esculentum (domates) bitkilerinden ekspanzin proteinini
kodlayan gen dizilimi (LeExp1l) izole edilmistir.

e LeExpl geni pPICOK ve pHIL-S1 vektorlerine uygun enzim vasitasiyla
klonlanmistir ve vektorler E.coli JIM109 hicrelerinde gogaltilmistir.

e Plazmidler SMD1168 ve GS115 konakgi suslarina elektroporasyon yolu ile
transfer edilmistir.

106



5. SONUCLAR ve ONERILER Asliye KARAASLAN

Polimeraz Zincir Reaksiyonu neticesinde toplam dort adet rekombinant protein
iiretimine hazir hale getirilmis sus elde edilmistir.

Transgenik suslardan fermentasyon ortaminda rekombinant ekspanzin Uretimi
saglanmigtir.

Reverse transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile transgenik suglarin hedef
proteini iiretme yetenegi incelenmistir.

SDS-PAGE ve Western-Blot analizleri dogrultusunda {iretilen proteinin hedef
ekspanzin proteini oldugunun dogrulamasi yapilmistir.

Biyomass tayini ile rekombinant ekspanzin {iretimi esnasinda transgenik
suslara ait kuru hiicre agirliklar: belirlenmistir.

Bradford assay denemeleri ile transgenik suslarin rekombinant protein iiretim
miktarlar1 tespit edilmistir.

Elde edilen rekombinant ekspanzin proteinlerinin meyve suyu endustirisinde

kullaniminin arastirilmas: amaciyla selillozik enzimlerle sinerjistik etkileri
incelenmistir.

Proteaz enzimleri inhibe edilmis sus, AOX1 promotorii, optimum ekspresyon

sicaklik degeri, metanol kullanimma bagli mikrobiyal kontaminasyonun minimum

diizeylere indirilmesi ve ekstraseliilar protein iiretiminde yiliksek verim saglayan

vektor kullanimi gibi faktorler ekspresyon siiresi boyunca transgenik suslarin

maksimum diizeyde gelisim gosterebilmesi ve protein Uretebilmesi icin uygun

kosullar1 olusturmustur.

Bu calisma ile;

[1k kez bitkisel bir kaynaktan izole edilen ekspanzin proteinlerinin rekombinant
tretimi  gergeklestirilmistir. Bununla birlikte Pichia pastoris ekspresyon

sisteminde ilk kez ekspanzin proteini iiretimi gergeklestirilmistir.

Iki farkli sus ve vektdr kullanilarak genetik diizeyde optimizasyon
gerceklestirilmistir. Bunun sonucunda yiiksek miktar ve aktiviteye sahip

ekspanzin proteini uretebilen transgenik maya hicreleri elde edilmistir.

Alfa mating faktor sinyal sekans diziliminin asit fosfataz sinyal dizilimine gore
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daha yiiksek miktarda proteini hiicre ortamia salgiladigi tespit edilmistir.

e SMDI1168 suslar1 ile GS115 suslarma gore 1.4 kat daha fazla rekombinant

ekspanzin proteini tiretilmistir.

» Literatiirde de yer aldig1 gibi ekspanzin proteinlerinin tek basma seliilozik
aktiviteye sahip olmadig1 ancak diger selillozik enzimlerle sinerjistik etkiye

sahip oldugu yapilan uygulamalarla ortaya konulmustur.

« Rekombinant ekspanzin dretim galismalart sonucunda maksimum miktarda
ekspanzin proteini proteaz genleri inhibe edilmis SMD1168 susu ile pPICOK
vektoruniin kombinasyonu olan SMD1168-pPIC9K-Expl transgenik susundan

iretilmistir ve protein miktar1 283 mg/L olarak hesaplanmistir.

« Uygulamalarda elde edilen sonucglara gbére rekombinant ekspanzin
proteinlerinin literatiirde de yer aldig1 gibi seliilozik etkilerinin oldugu, bitkisel
dokularda sinerjistik etkiyle hidrolizi artirdigi, ayn1 zamanda seliilozik ticari

enzimlerle paralel olarak da kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

« P. pastoris ekspresyon sisteminde proteaz enzimleri inhibe edilmis sus ve a-
mating faktor sinyal sekansina sahip pPIC9K vektor kullanimimin rekombinant

protein tiretim miktarmi arttirdigi tespit edilmistir.
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EK 2: Glikoz Standartina Ait Kalibrasyon Egrisi
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EK 3: Sellobioz-Glikoz Kromatogram
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EK 4: istatistiksel Analiz Sonuclari

. Zaman Ornek No
Transgenik Sug
(Saat) 1 2 3 4 5
SMD1168- 24 55+0.6 62+0.4 24+1.1 58+1.4 47+0.5
PICOK-
P Expl 48 96 +0.8 84+0.5 66+0.7 75+2.1 50+0.6
72 192+1.2 161+0.8 184+0.9 206+3.4 164+0.9
96 279+1.6° 216+1.8" 265+4.5° 283+3.5° 214+3.1%
SMD1168- 24 24+0.6 36+1.1 04+0.01 35+1.6 4620.6
pké')'("SL 48 78+0.8 65+1.2 54+0.8 40+1.5 62+0.8
pl
72 183+1.6 194+1.9 89+1.4 81+1.8 71+1.7
96 216+1.1° 252+1.6° 192+1.9° 184+2.6" 154445
GS115- 24 42+1.2 3320.8 16+2.6 25+1 18+1.3
PICOK-
P Expl 48 5642.5 41£0.7 28+1.7 54+2.5 29+1.9
72 9243.4 86+1.9 67+1.9 77+2.9 64+0.6
96 101+3.4° 97+2.3° 7622.6° 213+1.9° 84+1.6°
GS115- 24 3240.6 24+1.2 14+0.7 19+1.1 21+0.9
pHIL-S1-
Expl 48 31+0.9 3442.6 24+0.9 54+2.1 43+1.5
72 56+1.6 61+3.4 65+1.4 77+1.9 81+1.9
96 88+1.1° 91+1.6° 189+2.9b 86+1.2° 92+2.3°
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