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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danisman: Dog¢.Dr. Serkan ORTUCU

Hidrofobinler, yiizey karakteristigini degistirebilme 6zelliklerinden dolay1 birgok biyoteknolojik
uygulamada biiylik potansiyele sahiptir. Son yillarda, hidrofobinlerin biyoteknolojik uygulamalarinda
belirgin bir artis olmakla birlikte, endiistriyel boyutlarda {iretimi verim problemlerinden dolay1 hala
basarilmis degildir. Bu nedenle hidrofobinlerin rekombinant {iretimi tizerine daha fazla ¢aligmaya ihtiyag
vardir. Bu tez ¢alismasinda literatiirde yliksek temas agisina sahip oldugu belirlenen Aspergillus nidulans’a
ait sinif I hidrofobin DewA proteininin rekombinant olarak iiretimi amaglanmigtir. Bu amacgla, DewA
geninin (UNIPROT: 52750) salgi sinyal dizisi ve dur kodonu ¢ikarilmistir. Daha sonra elde edilen diziyi
kesmeyen restriksiyon enzimleri biyoinformatik programi kullanilarak tespit edilmis ve diziye EcoRI ve
Xbal enzim kesim bdlgeleri eklenmistir. Ardindan kodon optimizasyonu gerceklestirilerek, dizi
sentezlettirilmistir. Sonugta DewA proteini pPICZa-A vektoriine aktarilarak AOX1 promotorii altinda
Pichia pastoris X-33 susu kullanilarak rekombinant olarak tiretilmistir. En yiiksek verim 96. saatte 77 mg/L
olarak %1’lik metanol konsantrasyonunda elde edilmistir. DewA proteinin cam yiizeye kaplanmasi
sonucunda, ylizeyin karakteristigini degistirerek hidrofobik hale getirdigi; teflon yiizeylerde ise yiizey
karakteristigini degistirerek, hidrofilik hale getirdigi kanitlanmistir. Ardindan bu ylizeylere sicak SDS ve
UV uygulamas: yapilarak proteinin ylizey stabilitesi degerlendirilmistir. Sonugta yiizeye kaplanmis olan
DewA proteininin hem cam hem de teflon yiizeylerde sicak SDS uygulamasina direngli oldugu; UV
uygulamasinda ise, cam yiizeylerde UV maruziyeti ile protein degrede olurken, teflon ylizeylerde yapisini
korudugu anlagilmigtir. Tez ¢alismasi ile A. nidulans’a ait DewA proteini, pPICZa-A vektoriine
klonlanarak, P. pastoris X-33 susunda AOX promotorii kontroliinde ilk kez rekombinant olarak iretilmistir.
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ABSTRACT

Ph.D

RECOMBINANT PRODUCTION AND BIOTECHNOLOGICAL
APPLICATIONS OF THE HYDROPHOBIC PROTEIN DewA by Pichia pastoris

Alpgiray TURGUT

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serkan ORTUCU

Hydrophobins have great potential in many biotechnological applications due to changing their surface
characteristics. In recent years, although there has been a significant increase in the biotechnological applications
of hydrophobins, industrial production has still not been achieved due to yield problems. Therefore, more studies
are needed on the recombinant production of hydrophobins. In this thesis, the recombinant production of class |
hydrophobin DewA protein belonging to Aspergillus nidulans, which is determined to have high contact angle
in the literature, was aimed. For this purpose, the secretion signal sequence and the stop codon of the DewA gene
(UNIPROT:52750) were removed. Then, the restriction enzymes that did not cut the obtained sequence were
determined using the bioinformatics program and EcoRI and Xbal enzyme cutting sites were added to the
sequence. Then, sequence synthesis was made after codon optimization. As a result, DewA protein was
recombinantly produced using P. pastoris X-33 strain under AOX1 promoter by transferring into pPICZa-A
vector. The highest yield was obtained at 1% methanol concentration as 77 mg/L in 96 hours. As a result of
coating the DewA protein on the glass surface changes the surface characteristics and makes it hydrophobic; On
teflon surfaces, it has been proven to change the surface characteristics and make them hydrophilic. Then, the
surface stability of the protein was evaluated by applying hot SDS and UV to these surfaces. The surface-coated
DewA was resistant to hot SDS application on both glass and teflon surfaces; in the UV application, it was
understood that while the protein was degraded by UV exposure on glass surfaces, it preserved its structure on
teflon surfaces. In the thesis study, the DewA protein of A. nidulans was cloned into the pPICZa-A vector and
recombinantly produced for the first time in the P. pastoris X-33 strain under the control of the AOX promoter.
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Keywords: DewA, Class | hydrophobin, Pichia pastoris



TESEKKUR

Doktora tezi olarak sundugum bu ¢alisma Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek
Teknoloji ve Arastirma merkezinde (YUTAM) bulunan Molekiiler Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda yapilmistir. Degerli bilgi ve katkilar1 ile tezimin her asamasinda
yardimlarim esirgemeyen danisman hocam Sayin Dog¢.Dr. Serkan ORTUCU’ye en derin

sayg1 ve sikkranlarimi sunarim.

Ayrica tez jiirimde yer alan, Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL, Prof. Dr. Mesut
TASKIN, Prof. Dr. Arzu GORMEZ ve Dr. Ogretim Uyesi Aysenur YAZICI ya katkilar,

Onerileri, elestirileri ve destekleri i¢in ¢ok tesekkiir ediyorum.

Calismam boyunca deneylerimde her zaman yanimda olan maddi ve manevi
desteklerini hi¢gbir zaman esirgemeyen basta manevi abim Dog¢.Dr. Murat KARAMESE,
Dr.Ogretim iiyesi Mustafa CICEK ve laboratuvardaki calisma arkadaslarima tesekkiir

ederim.

Hayatim boyunca maddi ve manevi destegi ile yanimda olan anneme, babama ve

kardesime tesekkiir ederim.

Alpgiray TURGUT
Mart 2022



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ...ttt ettt e et e e r e nre e 3
AB ST R A CT et ettt be e b et e b nae e i
TESEKKUR ......coooiiiiiiitececeeeteee et es e enes sttt et en et ens st s san s tanenes iii
ICINDEKILER .........ocoooiiieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeete ettt ettt ettt iv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........cccccoooiiiiiiicceee, Vi
SEKILLER DIZINI ........coooiiiiiiiieeeeeeee et viii
TABLOLAR DIZINI ....ooooiiiiii st X
Lo GIRIS .ottt 1
1.1, HIdrofODINIET.......coiiiic e 1
1.2. Hidrofobinlerin Yapi1s1 ve OZellKICT .........ccovvrvivivieiiiieieeeeeeee e, 2
1.3. Hidrofobinlerin Siniflandirilmast..........ccceiiiiiiiiiiinii e 4
1.4. Funguslarda Hidrofobinlerin Fonksiyonlart............ccoooviviiiiiiiiiiiiieeccc e 7
1.5. Hidrofobinlerin Biyoteknolojik Uygulamalart............ccccovviiiiiiiiininiie, 9
1.5.1. Proteinlerin rekombinant tiretiminde kullanilan konakgilar ..............ccccceevieineenen. 11
2. KAYNAK OZETLERI .....ooooiiiiiiiiiiiiii st 20
3. MATERYAL Ve YONTEM............cocoiviiiiieeiieeseeees s sen s, 24
L IMALEIYAL ... e ra e 24
3.1.1. Kullanilan cihazlar ............cooiiiiiiiiieicce e 24
3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler.............cccooiriiiiiiiii e 25
3.1.3. Calismada kullanilan Kitler ..........cccoooiiiiiiiiiiii e 25
3.1.4. Calismada kullanilan mikroorganizmalar .............ccooveiieiiiiiie e 25
3.1.5. Calismada kullanilan pPICZoi-A VEKEOTT.......oeivviiiiiiiiiieeie e 25
3.1.6. Calismada kullanilan restriksiyon enzimleri.........cccoooeieieriiiiiienieeniee e 27
3.1.7. pPICZ0oA vektorine ait Primerler .........ccoveiieiiiieiieiiseseese e 28
3.1.8. Calismada kullanilan besiyerleri ve kullanilan tampon-stok ¢ozeltiler ................ 28
I 0] 1175 1 o B TP PR PP PPN 34
3.2.1. Kodlama bOlgesinin tasarimil.........c.ccovevireeiiniiiiiiiieii e 34
3.2.2. Kompotent Escherichia coli hiicrelerinin hazirlanmasi............cccccoceveiiiiininnnnns 35
3.2.3. pGSI-DewA plazmitinin transformasyOonU ............cocevireiinieiienene e 35
3.2.4. E. coli hiicrelerinden plazmit DNA 1Z0laSyONU .........ccccooviiiiiiieiiicneiineseseeias 36



3.2.5. pGSI-DewA ve pPICZa-A plazmit vektdrlerinin restriksiyon enzimleriyle

KESIME. .. ittt et e e e e ebb e e e et e e s ebb e e s beeesabeeesabeeesabeeeenbeeesabeeeaareeans 36
3.2.6. pPICZa-A-DewA plazmitinin E. coli hiicrelerine transformasyonu .................... 38
3.2.7. Escherichia coli Transformatlarimnin Kontrolti...........coceeveereiiieiiieeeiee e 39

3.2.8. pPICZa-A-DewA vektoriiniin Pichia pastoris X-33 hiicrelerine

TrANSTOIMASYONU ....ovviiiiiit e 40
3.2.9. Rekombinant Pichia pastoris X-33 hiicrelerinin tespit edilmesi ve kontrolii....... 42
3.2.10. DewA’nin rekombinant iiretimi ve saflastirtlmasi............ccccceevviiveeniiiieee i, 43
3.2.11. Rekombinant proteinler ile yapilan analizIler.............ccccovviiiniiiinininiicns 44
3.2.12. Temas ag1ST OLGUMIT . ....veeiueiiiieiieeiee sttt 47
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA........ccocoiiiie e 48
4.1. pGSI-DewA Plazmitinin Transformasyonu..........ccccccvveviiieiieeieeie s 48
4.2. E. coli Hiicrelerinden Plazmit DNA 1z0lasyonu...........cccccovvuevricverienevsrecresieienane, 48

4.3. pGSI-DewA ve pPICZa-A Plazmit Vektorlerinin Restriksiyon Enzimleriyle
KBSIMI ... 50
4.3.1. pGSI-DewA plazmit vektoriiniin restriksiyon enzimleriyle kesimi ve jelden
SATTASTITIIMAST ... 50

4.4. pPICZo-A Plazmit Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleriyle Kesimi ve

SaAflASHITIIMAST. .. vei i 50
4.5. DewA’nin pPICZa-A Vektoriine Ligasyonu ........cccovceeiiiiiiiiiiiniine e 51
4.6. pPICZa-A-DewA Plazmitinin E. coli Hiicrelerine Transformasyonu ve Plazmit

TZOLASYONU ...ttt bbbttt 52
4.7. pPICZo-A-DewA Vektoriiniin PCR ile Kontrolii ve Dizi Dogrulamasi.................. 54
4.8. pPICZa-A-DewA Vektoriiniin Pichia Pastoris X-33 Hiicrelerine

TraNSTOIMASYONU ....ccuviiiiiiciec et e e saa e abeesrees 55
4.8.1. pPICZaA-DewA vektoriiniin lineer hale getirilmesi ...........cccoovviviiiiiiininee 55
4.8.2. Elektroporasyon, transformantlarin se¢ilimi ve PCR ile kontrolii............c..cc....... 56

4.9.1. Rekombinant olarak elde edilen proteinin bradford ile miktarlarinin
DElIrIENMESI....cooiiiiii 60

4.10.2. DewA proteinin cam ve teflon yilizeylere kaplanmasi ve temas agilarinin

[oTY T LT T L) [T 63
5.SONUC ve ONERILER...........c..cccooooiiiiieiieeeeeeeee ettt 67
(0N N Y = OO 69



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama

% Yiizde

°C Santigrat Derece
ul Mikrolitre

Aa Aminoasit

Amp Ampisilin

dk Dakika

gr Gram

His Histidin

kb Kilobaz

kDa Kilodalton

M Molar

mg Miligram

ml Mikrolitre

ml Mililitre

mm Mikrometre

mM Milimolar

ng Nanogram

nm Nanometre

rpm Dakikadaki doniis sayisi
sn Saniye

\Y Volt

Zeo Zeosin
Kisaltmalar

AOX1 Alkol Oksidaz
APS Amonyum Per Siilfat
B¢ Baz Cifti

Vi



BMGY

BMMY

BSA
dH20
DNA
dNTP
gDNA
LB
LSLB
PCR
SDS
SDS-PAGE
TCA
TE
TEMED
TFA
TAE
uv

Tamponlanmig Karmasik Gliserol Besiyeri (Buffered Glycerol
Complex

Tamponlanmig Karmasik Metanol Besiyeri (Buffered Methanol
Complex

Sigir Serum Albumini

Distile Su

Deoksiriboniikleik Asit

Deoksiriboniikleotid Trifosfat

Genomik Deoksiriboniikleik Asit

Luria Bertani

Diisiik Tuzlu Luria Bertani (Low Salt Luria Bertani)
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
Sodyum Dodesil Stilfat

Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforez
Trikloroasetik Asit

Tris EDTA

Tetrametiletilendiamin

Trifloroasetik Asit

Tris Asetik asit EDTA

Ultraviyole

vii



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.

Sekil 1.3.
Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.

Sekil 3.3.
Sekil 3.4.

Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

SEKILLER DiZiNi

Hidrofobinlerin funguslarda bulunma yerleri..........cccoooiiiiiiiiiie 1

Sinif I ve Smuf II hidrofobinlerinin amino asit dizileri karsilastirilmasi ve

sistein bolgeleri gOSteTTIMISTIT. ...ovvviviviiiiiiieiiie e 2
Uc boyutlu yapisi ortaya konulmus hidrofobin proteinlerinden bazilari.......... 5
Sinif I ve Sinif IT hidrofobinlerin monomerik ve polimerik yapilari................ 5)
Sinif I ve Sinif IT hidrofobinlere ait a-heliks ve B-tabaka yapilari ................... 6
P. pastoris’te metanoliin metabolik yolu ..........ccooiiiiiiiinii e 14
PPICZ0-A VEKEOTT ... 26
pPICZa-A vektdriinde mevcut olan ¢oklu klonlama bolgesine ait

niikleotid Sekansi (EasySelect™ Pichia -Thermo Fisher)..........ccccociviinns 27
pGSI plazmit haritast (2857DP) .veevveeieiiiieiie e 35
Damlalarin degme agilarini belirlemek i¢in kullanilan modifiye edilmis
MIKIOSKOP SISTEIMI ...ttt 47
Tranformasyon sonrasi elde edilen koloniler ............cccoceeiiiiiiiiiicice 48
Plazmitlerin %1°lik agaroz jel gOrintlisli........ccovvveiiiiiiiiciiii e 49

A3 6rneginin restriksiyon enzimleri ile ikili kesim reaksiyonu sonucu
elde edilen jel GOTUNTUST........vervveiieiiiieere e 50

pPICZa-A plazmitinin restriksiyon enzimleri ile ikili kesim reaksiyon

GOTUNTTSTL 1.ttt e e e 51
Ligasyon tirtinitinlin %1°lik agaroz jelde gorintisii...........cocevrvvernieennieennnnen. 52

Sekil 4.6. Iceriginde pPICZa-A-DewA bulunduran E. coli hiicrelerinin

transformasyonu sonucu elde edilen Koloniler...........ccccooveveiieinecciieceens 52
Sekil 4.7. Transformasyon sonucunda elde edilen plazmitlerin %1’lik agaroz

Jeldeki GOTUNTUST ....covveviiiiiiici i 53
Sekil 4.8. pPICZaA-DewA plazmit DNA’larindan transformasyon kontrolii.

Marker, DewA gen bolgesini icermeyen pPICZa-A, A1-Al7: low salt

LB agardan secilen Koloniler............cocoiviiiiiiiiiiiiiccecee 54
Sekil 4.9. A18-A21: low salt LB agardan secilen koloniler ...........c.cccoooiviiniiiiiennnne 54
Sekil 4.10. Sekans analizi ile elde edilen niikleotid dizisinin DewA geni ile

Karslagtirilmast ......ueeeiiiiiiiie e 55

Sekil 4.11. Lineer rekombinant vektoriin agaroz jel elektroforez gorlintiisii ................. 56

viii



Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Elektroporasyon sonrasinda YPDS agar plakta gelisen koloniler

Pozitif 6rnegin AOX primerleriyle gerceklestirilen PCR sonucu ................
Jel ektraksiyon sonrasinda pozitif 6rnegin %1°lik agaroz jeldeki
GOTUNTUSTL ...ttt e et e e r e e e e e s s s e e e e e e s s s nnr e e e e e e e e e s e nnnnnnnes
Sekans analizi ile elde edilen niikleotid dizisinin DewA geni ile
Kargtlagtirtlmast ........eeeuiiiiiiie e
Calkamali kiiltiirde belirlenen saatlerde verilen %0.5 saf metanol

SONTas1 ODE00 AEFETICTT.....uuviiiiiiiiiiie i
Calkamali kiiltiirde belirlenen saatlerde verilen %1 saf metanol sonrasi
OD600 AEZETICTT ...t
Calkamali kiiltiirde belirlenen saatlerde verilen %1,5 saf metanol

sonrast ODeEoo deGETIri.........cciiiiiiiiiiiiiici
BSA ile hazirlanan standart grafik...........ccocooveiiiiiiicn
Farkli metanol konsantrasyonlarinda iiretilen protein miktarlart (mg/L).....
Ug farkli metanol konsantrasyonunun 96 saat inkiibasyonu sonunda

elde edilen protein bantlari..........ccccviiiniiieiiiiiiiee e
16 saat inkiibasyon siiresi sonunda konrol grubunda 6l¢iilen temas

acilar1 a) cam yiizey b) teflon ylizey .......cccooovviiiieiiiiii e

Protein kaplanmamis cam (a) ve teflon (b) yiizeylerin kontrolleri

ile protein kapli cam (c) ve teflon (d) karsilastirilmasi



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1.1. Sekil 1.2'de kullanilan kisaltmalarin organizma isimleri ve UNIPORT

erisim numaralart OStETIIMISHIT. ...vevvvveiiiie i 3
Tablo 1.2. Hidrofobinlerin biyolojik fonksiyonlari...........ccccceovverveieiieeiieene e 8
Tablo 1.3. Pichia pastoris’in yapisal ve indiiklenebilir promotorlari...............ccceuee... 15
Tablo 1.4. Genel olarak kullanilan P. pastoris suslar1 genotip, fenotip, promotor ve

tetikleyici Ozellikleriyle listelenmistir (Looser et al. 2015). ....coocvvvvveennnn. 16
Tablo 1.5. P. pastoris’in S. cerevisiae'ye gore avantajlart ..........ccocceverererenesiesinninnnens 17
Tablo 3.1. Tez Calismasinda kullanilan cihazlar ve modelleri .........c.ccovvvvvvevviiniennnne 24
Tablo 3.2. Kesim enzimlerinin tanima dizileri ve kesim bdlgeleri (EasySelect™

Pichia -Thermo FISher) ... 27
Tablo 3.3. pPICZaA-DewA vektoriinii PCR’da ¢ogalmak igin kullanilan primerler

(EasySelect™ Pichia -Thermo Fisher).........ccccoiiiiie, 28
Tablo 3.4. DewA proteinine ait SEKANSIAr ..ot 34
Tablo 3.5. pGSI-DewA plazmid ikili Kesim reakSIyONnU ..........ccccoeevvevieiieieeresieeieennns 37
Tablo 3.6. pPICZa-A plazmit ikili Kesim reakSiyonu ...........ccccueveieienene e 37
Tablo 3.7. Ligasyon reaksiyon Kari§Imi ..........ccccveveriierieienineniseeeesiesie s 38
Tablo 3.8. pPICZa-A-DewA vektoriiniin PCR reaksiyonu.........cooevveveienencnenennnnns 39
Tablo 3.9. pPICZaA-DewA’nin Sacl restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesim

FEAKSIYONU ...ttt ettt e be e tesne e aeeeeenee e 40
Tablo 3.10. PCR karigsimi ve reaksiyon KOSUllari..........ccccoververeeieenennnsie e sieneeins 43
Tablo 3.11. SDS-PAGE yiikleme ve ayirma jel miktarlart .........cc.ccooeviiineiiiiiinnnns 45
Tablo 4.1. Plazmit 6rneklerinin plazmit DNA miktarlart...........c.cooeoiiiiininencinenne, 49
Tablo 4.2. Elde edilen 21 plazmitin nanodrop cihazinda 6lgiilen DNA miktarlari

(ng/ nl) ve Saflik oranlart (A260/280) .....ccovereiiiiiiiieiiesie e 53



1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Hidrofobinler

Hidrofobinler funguslarin havai hiflerinin ve iireme yapilarinin etrafinda bulunan
(Sekil 1.1), son derece kararli yaklasik 100-150 aminoasitten olusan, kii¢lik yiizey aktif
proteinlerdir (Sarlin et al. 2012).
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Sekil 1.1. Hidrofobinlerin funguslarda bulunma yerleri (Victor L et al. 2019)

Hidrofobinler fungal alem kokenli olup, Askomiset ve Bazidiomiset’lerde
bulunurlar (Wésten 2001). Hidrofobin proteini ilk olarak Schizophyllum commune'den
izole edilmistir, bu nedenle hidrofobinler ile ilgili en kapsamli arastirmalar bu tiire ait
SC1, SC2, SC3, SC4, SC5 ve SC6 hidrofobinleri iizerine yogunlagmistir (Wessels 1996;
Wasten et al. 1999). SC3 hem monokaryonlarda hem de dikaryonlarda ifade edilirken;
Sc4 sadece dikaryonlarda ifade edilir. SC3 proteininin, hiflerin biiylimesi i¢in su
tabakasinin kirilmasinda ve substratla baglanmada rol oynadig:1 yapilan ¢aligmalarda
bildirilmistir. SC4, meyve veren cisimlerin gaz kanallarinin nemli kosullarda su ile
dolmasint engeller. SC1 ve SC6'nin rolleri ise, heniiz bilinmemektedir (Wdosten et al.
1995). Diger arastirmalar ise, giivenilir organizmalar olarak siniflandirilan (GRAS)
Agaricus bisporus ve Pleurotus ostreatus funguslarinda hidrofobinlerin varligi ve

spesifik rollerini arastirmaya odaklanmistir (Kulkarni et al. 2017).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Sarlin%2C+Tuija
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=W%C3%B6sten+HA&cauthor_id=11544369
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Yaygin olarak arastirilan diger bir cins ise Trichoderma’dir. Bu cinse ait
hidrofobinler genel olarak, yiiksek gen kopya sayisina sahiptir (Kubicek et al. 2008).
Trichoderma reesei’e ait sinif II hidrofobinler olan HFBI ve HFBII, 6zellikle yiizey
modifikasyonu olmak {iizere bir¢ok sanayi uygulamalar1 i¢in basariyla izole edilerek
karakterize edilmistir. Ayrica Aspergillus tiirlerinin biyoinformatik yaklagimlarla
taranmasi sonucu sadece 8 tiirde ¢ogu sinif I olmak iizere yaklasik 74 muhtemel
hidrofobin bulundugunu gésterilmistir (Littlejohn et al. 2012). Hidrofobinler, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus oryzae ve Aspergillus nidulans'dan basariyla izole edilmis ve
karakterize edilmistir. Cladosporium, Fusarium ve Neurospora gibi diger cinslerindeki
izolasyon ve karakterizasyon ¢aligsmalari, son yillarda artan bir sekilde devam etmektedir

(Kulkarni et al. 2017).

1.2. Hidrofobinlerin Yapisi ve Ozellikleri

Hidrofobinler diisiik molekiiler agirlikli, yapisinda hidrofobinlerin kararli yap1
olusturmasinda rol oynayan 4 disiilfit bagi bulunduran (C1-C6, C2-C5, C3-C4 ve C7-C8)
ve karakteristik olarak sekiz korunmus sistein amino asidi igeren amfipatik yiizey aktif
proteinlerdir. Sekil 1.2°de Smuf I ve Simif II hidrofobinlerinin amino asit dizileri
karsilastirilmasi ve sistein Tablo 1.1°de ise hidrofobin {iretici organizmalar, proteinleri ve
UNIPORT erisim numaralar1 gdosterilmistir. Korunan sistein kalintilar1 sar1 renkte

belirtilmistir (Ren Q et al. 2013).

Sif 1 Hidrofobinler
Cc# 1 23 4 5 67
EAS  IGPNTCSIDDYKPYCC( BPG- =~ ~LLNL~~IPYDLS == == ==mwu== ASLGCVVG----VJG----------- 5QCG-ASYKCCKDDVINTGHSFIIR
RodA  QATEKCGDQAQ-LSC mwvmviamscrmw--Lmucccs-msmmocswom- PVIGIPIQALVNQRCKON-TACCONS PSDASGSLIGRGLP-CIAT
MPGL MAQQKCGAEK-VVSCCNSKELKN--BKSGA~---~-===~ EIPI------=--] DVLSGECKN--XPINFLTING--LIPINNFCS-DTVSCCS--G-EQIG- iw:_-
RodB  QAQNKCGERTT-LSCCHHVSKV FNYGLING -~~~ LLGNATSGPEGVGILSGOQKI SVTA-BIGVDDLLNKQ- - -~CQ-ONVACCUDNKSVATG A
sc3 AAGGTCTTGS--LSCH SAS-S§P-~~===~=~ VTALLGLLGIVLSDLNVLYGISCSPLT-~~-RIGVGG~ ===~~~ SGCS-AQTVCCE--~NTQ!
Hyd3 NNQPACSAQSS-NVCCH--------=======mmmmmmmm oo oo ~GLGCLVQ- - -~ TG ==========, AGCS-TKSYCCQSDAPLA

DewA AEGTT?NVGS--IAC SPAETNNDE -~ LLSGLLG~~-AGLLNG~~~~~~ LSGNTGSAFAKASLIDQ.GLLALVDHTEEGPV?K-NIVA?CPEGTTN
L |

Simf 2 Hidrofobinler
C# 1

Hyd5
MHP1
NC2
cu

Sekil 1.2. Smif I ve Sinif IT hidrofobinlerinin amino asit dizileri karsilastirilmasi ve
sistein bolgeleri gosterilmistir.
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Tablo 1.1. Sekil 1.2'de kullanilan kisaltmalarin organizma isimleri ve UNIPORT erisim
numaralar1 gosterilmistir.

Organizma Hidrofobin Uniport Erisim
Numarasi

SINIF |

N. crassa EAS Q04571

A. fumigatus RodA P41746

A. fumigatus RodB EAL91055

M. grisea MPG1 P52751

S. commune SC3 EFI196359

A. nidulans DewA P52750

G. moniliformis Hyd3 AAO016869

SINIF 11

G. moniliformis Hyd5 AANT76355

M. grisea MHP1 AAD18059

N. crassa NC2 XP_959282

O. ulmi CuU Q06153

C. fusiformis CFTH1 QouVvi4

C. purpurea CPPH1 CAD10781

P. fulva HCF6 Q9C2X0

Hidrofobinler amfipatik 6zelliklere sahip olduklarindan hidrofilik-hidrofobik ara
yiizeylerde tek katmanli tabaka olustururlar (Bayry et al. 2012). Ornegin; su-hava, su-
yag, su-hidrofobik kati gibi hidrofilik-hidrofobik ara yiizlerde 6ztoplanma yaparlar
(Wosten and Scholtmeijer 2015). Hidrofobinler bu o&zelliklerinden dolay1 yiizey
kaplamalari, biyosensorler, kendi kendini temizleyen yiizeyler gibi pek ¢ok endiistriyel

uygulamada 6nemli rol oynarlar (Kulkarni et al. 2017).

Biyolojik siireclerde cesitli organik yiizeyler saniyeler icerisinde proteinler
tarafindan kaplanabilmektedir. Hidrofobinler bu 6zellikleri sayesinde rejeneratif tip ve
doku miihendisligi gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiizeylere proteinlerin
kaplanmasi tlizerine yapilan ¢alismalar, bir substrata veya yiizeye proteinlerin
adezyonunun, sicaklik, iyonik gili¢ ve tampon bilesimi ile kontrol edilebilecegini

gostermistir. Ayrica adezyon ve yiizeydeki kalicilik proteinin boyutu, yapisal stabilitesi
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ve bilesimi ile de yakindan iligkilidir. Kiiciik ve rijit yapidaki proteinler, yiizey
adsorpsiyonundan sonra konformasyonel degisim gostermeye yatkin olmadigindan yilizey
uygulamalarinda tercih sebebidirler. Boyle bir protein olan hidrofobinler, icerdikleri
yapiy!1 stabilize eden disiilfiit baglar1 nedeniyle ¢ok kararl kiigiik proteinlerdir (Rabe et
al. 2011; Linder et al. 2005).

Yukarida belirtilen 06zelliklerinin yan1 sira hidrofobinler toksik o6zellik
gostermemeleri nedeniyle de biyoteknolojik uygulamalarin odagi haline gelmistir.
Biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan bir¢cok sentetik molekiiliin hiicre iizerinde
toksisitesi oldugu bilinmektedir. Bu nedenle arastirmacilar amfipatik 6zellige sahip,
biyosiirfektanlar gibi diger organik molekiillere yonelmislerdir. Glikolipitlerin,
lipoproteinlerin, lipopolisakkaritlerin ve fosfolipitlerin i¢inde bulundugu bu yiizey aktif
maddelerin de model organizmalar {izerinde yapilan c¢alismalarda giivenli oldugu
bildirilmigtir. Fakat biyosiirfektanlar termodinamik 6zelliklerinden dolay1 hiicre
zarlariyla etkilesime girerek zarin muhtevasini bozarlar. Hidrofobinler organizmalarin
plazma zarlar1 ile etkilesime girmediklerinden &tiirii avantaj konumundadirlar (Wdsten
2001; Winterburn et al. 2011). Ciinkii hidrofobinlerin yiizey aktif 6zelligi, lipit yapidan
degil dizideki belirli amino asitlerden kaynaklanmaktadir (Scholtmeijer et al. 2004).

1.3. Hidrofobinlerin Siniflandirilmasi

Hidrofobinler igerdikleri 8 adet olduk¢a korunmus sistein kalintisinin
diziliniminden gosterdikleri farkliliklara ve kararliliklarina gore sinif I ve sinif I olmak
tizere iki sinifa ayrilir (Sunde et al. 2008). Askomisetler’e ait olan tiirlerde her iki simif
hidrofobinlere rastlanirken; Bazidiyomisetlere ait tiirlerde ise yalnizca sinif I proteinler
bulunur (Akanbi et al. 2010; Sarlin et al. 2012). Neurospora crassa'dan EAS ve S.
commune'den SC3, A. nidulans’tan DewA gibi Siif I hidrofobinlerin birincil yapisi, daha
fazla amino asit icerir ve Sinif II'den daha fazla 6zellik ortaya koyar. Ayrica morfolojik
olarakta farklilik gostermektedirler (Victor L et al. 2014). Sekil 1.3’te DewA ve HFBII
hidrofobinlerinin ii¢ boyutlu yapilar1 gdsterilmistir. Molekiiler seviyede hidrofobinler,
korunmus sekiz sistein kalintisinin varligi disinda homoloji gostermemektedirler
(Shokribousjein et al. 2011). DewA (Aspergillus nidulas) smif I hidrofobin ve HFBII
(Trichoderma ressei) sinif II hidrofobin (www.rcsb.org).


http://www.rcsb.org/
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DewA (Aspergillus nidulas) HFBII (Trichoderma resser)

Sekil 1.3. Ug boyutlu yapist ortaya konulmus hidrofobin proteinlerinden bazilari

Bu iki smifin hidrofobik oOzellikleri ve saflastirmak i¢in izlenmesi gereken
yontemler birbirinden farklidir. Simif I, TFA ve formik asit gibi giiclii asitlerde ¢6ziinen
smif II’ye gore daha kararli hidrofobinlerdir ve genellikle fungal sporlarin yilizeyinde
bulunurlar (Lunkenbein et al. 2011). Sif II hidrofobinler ise etanol ve sicak sodyum
dodesil siilfat (SDS) yardimu ile kolaylikla ¢oziilebilirler (Kirkland and Keyhani 2011).
Sekil 1.4’de morfolojik yapilar1 gosterilmistir (Victor L et al. 2014).

Simif 1 Sinif 2

r .. Monomerik
Form

Polimerik Form

Sekil 1.4. Sinif I ve Siif I hidrofobinlerin monomerik ve polimerik yapilar

Primer diziye ait homoloji ¢alismalari, benzer rolleri yerine getiren
hidrofobinlerin tiirler arasinda birbiriyle benzerlik sergiledigini gostermistir. Her iki

hidrofobin sinifinin primer dizisi yalnizca bir polipeptit zincirinden olusur ve katlanmis
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son konformasyon a-heliks ve P-tabakalardan olusmakla birlikte B-tabaka yoniinden
zengindir. a-heliks ve B-tabakalarin nispi miktarlar1 hidrofobin siifina ve proteinin
lokasyonuna gére degisiklik gdsterir. Ornegin, su-hava ara yiiziinde sinif I hidrofobinlerin
B-tabaka yapisinda artis goriiliirken; su-hidrofobik kati arasindaki ara yiizde a-heliks
yapisinda artis vardir. a-heliks yapisi proteinlerin kendiliginden diizenlenmesi sonucu
saniyeler igerisinde ger¢eklesirken, B-tabaka yapisina doniis daha uzun zaman almaktadir
ve bu yap1 kendiliginden diizenlenmenin en kararli halini olusturur. Sekil 1.5’de Sinif I

ve Smif I hidrofobinlere ait a-heliks ve B-tabaka yapilar1 gosterilmistir (Wosten 2001).

L1 ol 7 )
Y/ / L3 L1L3
L2 S L2 P
7 T B

Sekil 1.5. Siif I ve Sinif IT hidrofobinlere ait a-heliks ve B-tabaka yapilart

EAS ve SC3 gibi bazi Smif I hidrofobinlerin primer yapisinin Simf 11
proteinlerden daha fazla amino asit i¢erdigi ve bu nedenle daha fazla ¢esitlilik gosterdigi
bilinmektedir (Hektor and Scholtmeijer 2005). Ayrica bu iki simf arasindaki
hidrofobisitenin de farkliliklar gosterdigi bilinmektedir (Linder et al. 2005). Sinif 1
hidrofobinler konidi yiizeyinde amiloid yapidaki proteinlere benzer fibriller olusturur.
Rodlet yapisi olarak adlandirilan bu fibriller 4 ila 6 6ncii filamentten olusur ve yogun
sekilde B-tabaka yapisi icerdiginden otiirii proteazlara karst oldukca direnglidir (Paris et
al. 2003; Wang et al. 2010).

Siif | hidrofobinlerden HFBI geni, glikoz ve sorbitol igeren ortamda ifade
edilirken laktoz ve seliiloz igeren ortamda ifade edilmez. Sinif I Hidrofobinlerden, HFBII
ve HFBIII karbon kaynagi iceren ortamlarda ifade edilir, ancak glikoz varligindaki ifadesi
diistiktiir. HFBI ve HFBIII, misel hiicre duvarlarindan izole edilirken, HFBII sporlardan
izole edilmistir (Askolin et al. 2006).
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1.4. Funguslarda Hidrofobinlerin Fonksiyonlar

Hidrofobinler, dogal yiizey aktif maddeler olarak hareket ederler ve biiyiime
ortaminin yiizey gerilimini azaltirlar. Bu sekilde mantarlarin su-hava ara yiiziini
kirmasina ve hidrofobik olan hif gibi havai yapilarin yiizeylere yapismasina izin verirler
(Wosten et al. 1999; Setala 1997). Bu hidrofobik yapi ise fungusu islanmaya ve kurumaya

kars1 direngli hale getirir.

Hidrofobinlerin funguslara kazandirdigi diger fonksiyonlar ise, patojen-konak
iligkisi ve simbiyoz yasamda iki canlinin etkilesimi icin gereklidir (Wosten 2001).
Omegin; bocek patojeni olan Beauveria bassiana sporlari ile bocegin kitin tabakast
arasindaki etkilesim buna 6rnek olarak verilebilir (Zhang et al. 2011). Buna benzer olarak,
bitki patojeni Magnaporhte grisea’da tretilen Mpgl hidrofobini fungusun bitki ile
etkilesimini saglayan apresoryum olusumunda rol oynadigt ve Mpgl geninin
susturulmasiyla apresoryum olusumu buna bagli olarakta patojenitesinde azalmanin

oldugu belirlenmistir (Talbot et al. 1996).

Baska bir hidrofobin fonksiyonu ise, yiizeyinde bulunan tek katmanh
hidrofobinler sayesinde sporlarin bagisiklik sisteminden gizlenmede ©nemli rol
oynamalaridir. Hidrofobin tabakasi bagisiklik hiicrelerinin sporlar1 antijen olarak
algilamasina mani olur ve bu sayede konak immiin sistemi hiicreleri tetiklenmez. A.
fumigatus hidrofobini RodA, makrofajlar tarafindan pargalanmaya kars1 fungusa direng
kazandirir (Bayry et al. 2012). Kisaca bazi hidrofobinlerin biyolojik fonksiyonlar1 Tablo

1.2°de gosterilmistir.
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Tablo 1.2. Hidrofobinlerin biyolojik fonksiyonlari

Organizma Hidrofobinler ~ Biyolojik Mutant Kaynak

Fonksiyonlari Fenotipi

Belirlenenler

Ascomycetes
Aspergillus RodA / Spor kisimlarin + Paris et al.
fumigatus HYPL hidrofobikligini 2003

saglar.
Aspergillus DewA Spor kisimlarin + Timberlaket
nidulans hidrofobikligini and Stringer

saglar. 1995
Aspergillus RodA Spor kisimlarin + Stringer et al.
nidulans hidrofobikligini 1995

saglar.
Cladosporium HCf-1 Konidia ve Hif + Whiteford
fulvum kisimlarinda and  Spanu

bulunur. 2002
Cladosporium HCh-1 Nadir bir insan + Weichel et al.
herbarum alerjeni 2003
Fusarium Hyd1 Mikrokonidia + Fuchs et al.
verticillioides zincir olusumu 2004
Fusarium Hyd2 Mikrokonidia + Fuchs et al.
verticillioides olusumu 2004
Magnaporthe MPG1 Konidia'nin + Talbot et al.
grisea hidrofobikligini 1993

etkiler.
Neurospora EAS Fungusun konidal + Lauter et al.
crassa kisminda bulunur. 1992
Basidiomycetes
Agaricus ABH1/ Ozellikleri tam Lugones et
bisporus olarak al. 1998

HYPA

bilinmemektedir.
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1.5. Hidrofobinlerin Biyoteknolojik Uygulamalar

Hidrofobinler, c¢esitli  yiizeylere kazandirdiklar1  6zelliklerden  dolayi
biyoteknolojide bir¢ok pratik uygulamada biiyiikk bir potansiyele sahiptir. Bunlarin
arasinda kendi kendini temizleyen yiizeyler (Hektor and Scholtmeijer 2005; Rieder et al.
2011) ve biyometaryaller (Kirkland and Keyhani 2011; Rieder et al. 2011) sayilabilir.
Tibbi biyoteknoloji uygulamalarinda ise, hidrofobik yiizeylere kazandirilan hidrofilik
ozellikler sayesinde baz1 medikal uygulamasi olan yiizeylere hiicre adezyonu arttirilarak

biyouyumlu metaryallerin olusturulmasi saglanir (Jensen et al. 2003).

Diger taraftan, hidrofobinlerin olduk¢a kararli emiilsiyerler olusturma yetenegi,
ozellikle farmasotik uygulamalarda stabil preparatlarin hazirlanmasinda 6nemlidir
(Linder et al. 2005; Kirkland and Keyhani 2011). Ayrica hidrofobinler, yiizey
ozelliklerinin modifikasyonu (Janssena et al. 2002) ve protein immobilizasyonu gibi
cesitli uygulamalar i¢in Onerilmistir (Kisko et al. 2008). Nanobiyoteknoloji
uygulamalarinda ise hidrofobinlerin kullaniminin biyosensdrlerin duyarliligint (Khalesi
et al. 2015), kalitesini ve kullanim 6mriinii arttirabilecegi bildirilmistir (Chakarova and

Carlson 2004).

Ozellikle 90’11 y1llarda lotus bitkisinin 140 derecenin iizerinde temas agisina sahip
su tutmayan hidrofobik yaprak yiizeylerinin kesfinden bu yana, bilim insanlar1 su ve kir
tutmayan siiper hidrofobik yiizeylere odaklanmig ve bu yiizeyler bir¢ok farkli sektorde
endiistriyel uygulamalarda kullanilmaya baslanmistir. Bu yiiksek temas acilara sahip
yiizeylerin hidrofobisitenin sonucu olarak sadece 3 derecelik bir acgida yiizeye
tutunamayan su damlaciginin yer ¢cekimi kuvveti ile akisi, beraberinde yiizeyde bulunan
toz partikiillerininde giderilmesine neden olmakta ve bu olay kendi kendine temizleme

olarak adlandirilmaktadir (Wagner et al. 2003).

Hidrofobinlerin ¢esitli ylizeylerin 0Ozelliklerini degistirebilme yetenekleri
sayesinde hidrofilik yiizeylere hidrofobik o6zellikler kazandirilarak kirlenmeyen ya da
mikroorganizmalarin  tutunmasimi1  engelleyen siiper hidrofobik yiizeyler elde
edilebilmektedir (Hektor and Scholtmeijer 2005; Rieder et al. 2011). Gemilerde oldugu
gibi, yiizeyin hidrofobikligini artirarak veya antibakteriyel bilesiklerle kombinasyon
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halinde hidrofobin kaplamalar1 kullanarak bakteri tiremesi engellenebilir (Hektor and
Scholtmeijer 2005). Kremler ve merhemler i¢indeki emiilsiyonlar1 stabilize etmek igin
hidrofobinler kullanilabilir. Hidrofobik ve hidrofilik arayiizlerde hidrofobinlerin
emiilsiyonlar1 stabilize edebilecegi bilinmektedir (Wosten et al. 1994). Biyosensorlerde
kullanilmak {izere enzimlerin hareketsizlestirilmesindeki yaygin bir sorun, ylizeydeki
proteinlerin denatlirasyonudur. Bu denatiirasyonun listesinden gelmek ve biyosensoriin
kalitesini, 6zgiilliiglinlii ve duyarliligin1 artirmak i¢in yiizeyin hidrofobin ile kaplanmasi
yapilan calismalarda gosterilmistir (Linder et al. 2002). ilag olarak kullanilan
nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri, partikiillerin stabilitesini, viicutla etkilesimlerini ve
ilaglarin hedefleme potansiyellerini belirler. Bu partikiillerin yiizey 6zellikleri, hidrofobin
(HFB) proteinleri kullanilarak daha fonksiyonel hale getirilebilir (Valo et al. 2010).

Bu uygulamalar hidrofobinlerin endiistriyel kullanim alanlarini oldukga
genisletmektedir. Bilindigi gibi sivilarin kati zeminlerde davranis sekilleri, yiizeyin
hidrofilik ya da hidrofobik olusuna gére degisiklik gdsterir. Su temas agis1 (6°), suyun
kat1 ile temasta bulundugu noktada kolayca oOlciilebilen ve ylizeyin hidrofobisitesi
hakkinda yararli bilgiler sunan bir degerdir. Temas acis1 10°’den daha kiiciik olan
yiizeyler sliperhidrofilik ve 150°'den yiiksek olan yiizeyler ise siiperhidrofobik olarak
adlandirtlir (Starov et al. 2010).

Hidrofobinlerin iiretimi ve veriminin arttirilmasi i¢in kullanilan baslica stratejiler
yabanil suslarin kullanimi ve rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak hidrofobinlerin
ifadesini arttirmaya yoneliktir (Vergara et al. 2006). Ozellikle baz1 yabanil suslarin
hidrofobinleri kiiltiir ortamina salgilamamalar1 biiyiik 6l¢ekli tiretimi zorlastirmaktadir
(Bayry et al. 2012). Yabanil suslar ile yapilan ¢alismalarda verimin arttirilmasina yonelik
strateji genellikle kiiltiiriin optimizasyonudur. Ornegin, Ceratocystsis ulmi‘den hidrofobin
tiretimi farkli karbon kaynaklari ve azot kaynaklari kullanilarak 5 kattan fazla
arttirtlmistir (Takai and Richards 2008). Kiiltiiriin ¢esidi de ayr1 bir 6nem tagimaktadir,
bazi arastirmacilar hidrofobin iretiminde batik kiiltiir yerine Ozellikle kati hal

fermantasyonu’nun etkili bir alternatif olabilecegini vurgulamislardir (Vigueras et al.
2009).

10
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Yabanil suslarin diisiik verim problemleri nedeniyle arastirmacilar yiiksek tiretim
miktarlaria ulasabilmek igin genetigi degistirilmis organizmalarin kullanilmasi
gerektigini vurgulamislardir (Kulkarni et al. 2017). Rekombinant yontemler kullanarak
hidrofobinlerin iiretiminin klasik yontemlerle dogal suslardan yapilan tliretime kiyasla
daha etkili oldugu aciktir. Ancak buna ragmen bazi rekombinant suslar hari¢ cogu
fungusun hidrofobin iiretim kapasitesi 150 mg/L’nin altindadir (Scholtmeijer et al. 2001;
Kulkarni et al. 2017). Her ne kadar mevcut lretim yontemleri, tibbi uygulamalar,
biyosensorler ve ilag formiilasyonlar1 gibi kii¢iik 6l¢ekli uygulamalar i¢in yeterli goriinse
de (Bayry et al. 2012; Scholtmeijer et al. 2001), daha biiyiik endiistriyel uygulamalar i¢in

tiretim verimi mutlaka arttirilmalidir (Khalesi et al. 2015).

Y akin zamana kadar hidrofobinlerle ilgili birgok uygulama patentlenmistir, ancak
bunlarin ¢ogu diisiik iiretim veriminden dolayr heniiz endiistriye uygulanamamistir
(Khalesi et al. 2015). Bu konuda bir¢ok arastirmacinin ortak ¢6ziim 6nerisi, yeni fungus
tirlerinde hidrofobinlerin taranmasi, izolasyonu ve karakterizasyonunun yapilmasidir
(Khalesi et al. 2013). Arastirmacilar ancak bu yolla {iretim verimi artirmak i¢in etkili bir
stratejinin ortaya konulabilecegini vurgulamislardir (Ying and Feng 2004; Kulkarni et al.
2017).

Interpro veritabaninda (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) yapilan 12.03.2022 tarihli
taramaya gore Ascomycetes'den 1.245 ve Basidiomycetes'den 2.945 olmak iizere toplam
4.190 ayr1 hidrofobin kaydi bulunmaktadir. Kulkarni et al. (2017) tarafindan bu yilin
ortalarinda yayimlanan bir ¢alismada bu say1 1.678 olarak verilmistir. Son 5 yilda
veritabanina yapilan protein girisindeki yaklasik %250’lik artig arastirmacilarin son
yillarda bu konu iizerine yogun bir sekilde odaklandiklarint ve bu konunun bilim

diinyasinda oldukga popiiler oldugunu gostermektedir.

1.5.1. Proteinlerin rekombinant iiretiminde kullanilan konakgilar

Proteinlerin rekombinant tiretiminde konakg¢1 se¢imi maliyet, verim ve giivenirlik

gibi faktorler agisindan avantaj ve dezavantajlarina gore yapilir.

11
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Escherichia coli’de rekombinant iiretim

Heterolog proteinlerin iiretiminde E. coli, yaygin kullanilan konakgilardan
birisidir (Terpe 2006). Bu konakgilarin hizli bliylimesi, hizli ifadesi, kiiltiir kolaylig1 ve
yiiksek iiriin verimi bu sistemin avantajlar1 arasinda sayilmaktadir (Gerold et al. 1996).
Ayrica genetiginin, diger mikroorganizmalardan ¢ok daha iyi anlagilmig olmasi ve
gelismis genetik araglarin varligi ile birlikte E. coli'nin rekombinant tiretimdeki 6nemi

daha da artmistir (Demain and Vaishnav 2009).

E. coli’de rekombinant iiretimin bahsedilen avantajlarinin yani sira hiicre igi
agregasyon, yanlis katlanma, lipopolisakkarit iiretimi, posttranslasyonel modifikasyon
eksikligi ve proteazlara bagli protein degradasyonu gibi bazi dezavantajlar1 da vardir
(Rosano and Ceccarelli 2014). E. coli’de inkliizyon cisimcikleri olarak iiretilen proteinler
genellikle inaktif olup, ¢6ziinmeleri ¢ok zordur ve yeniden katlanma gerektirir (Rieder et
al. 2011). Ek olarak, bir¢ok disiilfiit bagma sahip proteinlerin {iretimi ve yeniden

katlanmasi son derece zordur (Demain and Vaishnav 2009).

E. coli’de bu olumsuz durumlart iyilestirmek igin; farklt promotorler ve farkli
konake¢1 suslar kullanilarak, fermentasyon ortaminin (karbon ve nitrojen kaynaklari,
indiiksiyon kosullar1) ve kiiltiir kosullarinin (Sicaklik, pH ve O2) optimizasyonu gibi bazi
alternatif yontemler bulunmaktadir (Choi and Lee 2004).

Mayalar’da Rekombinant iiretim

Mayalar, katlanma veya glikozilasyon ihtiyaciyla ilgili sorunlar nedeniyle E.

coli’de iyi tiretilmeyen rekombinant proteinleri tiretmek i¢in siklikla kullanilir.

Maya suslar1 genetik olarak iyi karakterize edilmistir ve bircok posttranslasyonel
modifikasyon gerceklestirdikleri bilinmektedir. Diger alternatif sistemlere gore
uygulanabilirliginin kolay ve maliyetinin diisiik olmast nedeniyle fermentasyon

islemlerinde avantaj saglarlar (Demain and Vaishnav 2009).
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Pichia pastoris’de Rekombinant iiretim

P. pastoris, 1-5 um ¢apinda, 5-30 um uzunlugunda olup, oval sekilli ve tek hiicreli
Okaryotik canhdir (Higgins and Cregg 1998). Fungi alemi, Ascomycota subesi,
Saccharomycetes sinifi, Saccharomycetales takimi, Saccharomycetaceae familyasi ve son
zamanlarda yapilan c¢alismalarda yeni bir cins olan Komagataella olarak yeniden
smiflandirildi ve 3 tiire ayrildi K. pastoris, K. phaffii ve K. pseudopastoris. Biyoteknolojik
uygulamalar i¢in kullanilan suslar, 6nerilen iki tiire aittir: K. pastoris ve K. phaffii
(Kurtzman 2011). P. pastoris genetik miihendisliginde sik¢a kullanilan metilotrofik maya
olup heterolog proteinlerin miligramdan gram’a kadar verimli bir sekilde ekspresyonu

icin yararl bir sistemdir (Cereghino et al. 2002).

P. pastoris’in rekombinant protein iiretiminde énemli olmasinin birkag sebebi

vardir:

Organizmanin biiyiimesi i¢in spesifik kiiltiir ortamina ihtiya¢ duymaz.
Genetik uygulamalar i¢in kolay teknikler mevcuttur.

Protein ekspresyonu yiiksek miktarda gerceklestirilir.

A w np e

Disiilfit bag olusumu ve glikozilasyon gibi protein modifikasyonlarini
gergeklestirebilir.
5. Ekspresyon isleminin gerceklestirilmesi i¢in pek c¢ok giiclii promotor

bulundururlar (Cereghino et al. 2002; Cereghino et al. 2013).

Ancak diger sistemlerde oldugu gibi Pichia pastoris sisteminde’de bazi
dezavantajlar bulunmaktadir. Transformasyon asamasinda, bakteriyel sistemin aksine
kompotent hiicreler biiyilk miktarlarda (ug diizeyinde) plazmid gerektirir (Wu and
Letchworth 2004). Ayrica rekombinant protein iiretimini diizenleyen en Onemli 2
promotdr (AOX ve PGAP) bulunmaktadir (Rajamanickam et al. 2017). PGAP, oldukga
kisa iglem siirelerinde yiiksek iiriin verimleri saglar (Cos et al. 2006). Bununla birlikte,
hiicre biliylimesi ve rekombinant protein liretimi dogrudan baglantili olup, hiicreler igin
yiiksek metabolik yiike neden olur ve bu da istenmeyen metabolitlerin {liretimine ve hatta

hiicre 6liimiine yol acabilir. Ayrica metanol ile indiiklenen P. pastoris suslarinda, metanol
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metabolizmasi biiyiik 6l¢ilide 1s1 olusumuna ve yliksek oksijen tiiketimine yol agar bunun

sonucunda’da iiretim sekteye ugrar (Nocon et al. 2016).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda Heterolog proteinlerin verimli bir sekilde

iiretilmesi i¢in en basarili sistemler metanol varliginda yapilan ekspresyon sistemleridir.

Bu sistemde metanol metabolizmasinin ilk basamagi peroksimzomlarda
gerceklesen metanoliin alkol oksidaz enzimi tarafindan oksijen kullanilarak formaldehite
oksidasyonudur. Bu reaksiyonda formaldehit ve hidrojen peroksit meydana gelir.
Hidrojen peroksitin (H202) toksik etkisinden kaginmak igin peroksizomlarda yer alan
katalaz enzimi sayesinde oksijen ve suya ayrisarak toksik etkinin sitoplazmaya gecisi
engellenir (Veenhuis and Klei 2006), Diger basamaklar ise sitozolde gerceklesir (Patrick
et al. 2005). Sekil 1.6’da metanol metabolik yolu gosterilmistir (Zepeda et al. 2018).

Metanol
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Sekil 1.6. P. pastoris’te metanoliin metabolik yolu
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Ayrica bu sitemler i¢in en ¢ok tercih edilen genler AOX genleridir. En 6nemli
olan AOX1 geni sayesinde yabanci proteinlerin transkripsiyonu kontrol edilebilir. Ayrica
ekspre edilen proteinin toksik etki 6zelligi olsada, hiicre ekspresyona devam eder. AOX2
promotoriiniin, AOX1 promotoruna gore verimliligi ¢ok diisiik oldugundan dolay1 AOX1
geni Pichia pastoris’in en ¢ok tercih edilen promotorudur. Diger bir promotor olan GAP
(gliseraldehit 3-fosfatdehidrogenaz) promotoriiniin proteinlerin Pichia pastoris’te
tiretilmesinde sitotoksik etki yapabilecegi diisiiniilmektedir (Patrick et al, 2005). Ayrica
baska bir calismada a-glukuronidazin ii¢ farkli promotor kullanilarak ekspresyon
seviyeleri karsilastirilmistir. YPT1 promotori kullanildiginda genin ekspresyon seviyesi
GAP promotorii kullanildigindakinden 10 kat daha az, metanol ile indiiklenen AOX1
promotori kullanildigindakinden ise 80 kat daha az bulunmustur (Sears and Wong 1998).
Ancak AOX1 geninin methanol konsantrasyonu’nun problarla izlenmesinin zorlugu ve
metanoliin yanici etkiye sahip olmasi gibi bir takim dezavantajlar1 da bulunmaktadir

(Patrick et al. 2005; Celik ve Calik 2012).

Pichia pastoris’te triiniin verimini bilyiik oranda etkileyen yapisal ve

indiiklenebilir promotorler vardir. Tablo 1.3’de listelenmistir. (Celik ve Calik 2012).

Tablo 1.3. Pichia pastoris’in yapisal ve Indiiklenebilir promotorlar

Promotor Tiir

AOX1 Indiiklenebilir (Metanol)

AOX2 Indiiklenebilir (Metanol)
Fld1l Indiiklenebilir (Metanol, Metilamin)
GAP Yapisal

Pex8 Indiiklenebilir (Metanol, Oleat)
Yptl Yapisal

Adh3 Indiiklenebilir (Etanol)

Ekspresyonda verimli bir sekilde iiriin alinmasini saglayan metanoliin alkol
oksidaz tarafindan oksidasyonunu saglayan genlerden (AOX1 ve AOX2) birinin veya
ikisinde silinmesiyle farkli fenotipte suslar ortaya cikar (Looser et al. 2015). Metanol
kullaniminlarindan dolay:r P.pastoris ii¢ fenotipte incelenir; Mut’, Mut® ve Mut
fenotipindeki suslar metanolun oldugu ortamda gelisir ve biiyiik 6lgekli fermantasyon

tiretimlerinde fazla miktarda metanole ihtiya¢ duyarlar. Mut® fenotipindeki suslarda,
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AOXI1 geni olmadigindan metanol metabolizmast AOX2 geni ile devam eder. Karbon
kaynagi olarak yeterince var olan metanollii ortamlarda, Mut®™ fenotipindeki suslarin
30°C’deki maksimum biiyiime oran1 Mut® fenotipindeki suslardakine gore daha yiiksektir.
Tablo 1.4’de yaygin olarak kullanilan P. pastoris 'in suslar1 genotip, fenotip, promotor ve

tetikleyici ozellikleri listelenmistir

Tablo 1.4. Genel olarak kullanilan P. pastoris suslar1 genotip, fenotip, promotor ve
tetikleyici 6zellikleriyle listelenmistir (Looser et al. 2015).

Sus Genotip Fenotip Promotor  Indiikleyici
- AOX1ve  \etanol
Y-11430 Yabanil Sus NRRL AOX?2
' “His- AOX1 ve Metanol
GS115 His4 Mut'His AOX2
KM71 AOX, Sarga 1 ispjs AOX2 Metanol
Hisdarg4
- - AOX1 ve Metanol
X-33 Yabanil Sus Mut AOX?
Aox, Sarg4
MC100-3 AOX2, phis4  Mut His" - Metanol
Hisdarg4
. Mut*His~ AOX1 ve Metanol
SMD1168 Pepahisd Proteaz A eksik  AOX2
Mut*His~ AOX1 ve Metanol

SMD1165 Prblhis4 Proteaz B eksik ~ AOX2

P.pastoris’in E.coli’'ye gore en biiyiik avantajlari arasinda, disiilfit baglart ve
proteinlerin  O- ve N-glikozilasyon gibi post-translasyonal modifikasyonlari
gerceklestirebilmesidir. Bu, disiilfit baglarinin gerekli oldugu durumlarda, Escherichia
coli_'nin genellikle inaktif veya ¢6ziinmez olan yanlis katlanmis bir protein tiretebilecegi
anlamia gelir. Ek olarak, Pichia pastorisin yalnizca bir karbon kaynagi ve bir nitrojen
kaynagi igeren ortamda biiyiiyebildiginden, diger mayalara kiyasla ekstra bir avantaj
saglar (Choi and Ryoo 2003). Escherichia coli 'de proteinlerin uygun glikozilasyonunun
olmamasindan dolay1 da bazi rekombinant proteinlerin islevi degisebilir (Jenkins et al.
2003).
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P. pastoris’in, bir klonlama konakg1 olarak S. cerevisiae'ye gore avantajlar1 Tablo

1.5°de gosterilmistir (Jellison et al. 1997).

Tablo 1.5. P. pastoris’in S. cerevisiae'ye gore avantajlari

e Gelisim evresinde oksijenli solunum tercih etmesi

e  Yiiksek miktarda verimli protein {iretimi

e Hiperglikozilasyondan kaginma

e Pek ¢ok mikroorganizmayi 6ldiirecek giiclii metanol ¢ozeltilerinde biiyiime

e  Sirdirilmesi ucuz olan bir sistem

o Kiiltiire alinim kolaylig1

e (Cok sayida insort DNA'nin kromozomal DNA'ya entegrasyonu ve kararh

transformantlar

Glikozilasyon, S. cerevisiae'den daha kisa N-baglantili yiiksek mannoz
oligosakkarit zincir uzunluklari nedeniyle, P. pastoris’te S. cerevisiae'dekine gore daha
verimlidir (Mayson et al. 2003). P. pastoris ayrica S. cerevisiae'de o-1, 3-baglantili
mannosil terminal baglantilar1 lireten ve hastalarda oldukga antijenik bir tepkiye neden
olan a-1, 3-baglantili mannosil transferazdan yoksundur. Pichia pastoris, hiicre dist
ortamda yiiksek seviyelerde memeli rekombinant proteinleri {iretebilir (Mayson et al.

2003; Wang et al. 2001).

Ekspresyon i¢in uygun vektoriin secilmesi

Vektor secimi yapilirken amaca yonelik olmanin yani sira kisa siirede yiiksek
miktarda {irlin alabilmeyi kolaylastirmak i¢in, restriksiyon haritalarinin, gen
fonksiyonlarinin, hiicre i¢i replikasyon mekanizmalarmin bilinmesi gerekmektedir.
Pichia pastoris mayasinda protein ekspresyonu i¢in pPICZ ve pGAPZ vektorleri
uygundur. Fakat yiiksek miktarda tiretim i¢in pPICZA B C, vektorleri daha uygun olup,
basit klonlama ve se¢ilim, yliksek seviyede protein ifadesi ve rekombinant proteinin hizl

tespiti ve saflastirilmasi i¢in tasarlanmistir. Bu vektorler, zeosin direng geni
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icerdiklerinden dolayr suslarinin dogrudan secilmesi ic¢in uygundurlar (EasySelect™

Pichia - Thermo Fisher).

Rekombinant peptitlerin {iretiminde prokaryotik konakgilardan genel olarak
Bacillus subtilis ve Escherichia coli; 6karyotik konakg¢ilardan ise 6zellikle Pichia pastoris
ve Saccharomyces cerevisiae kullanilmaktadir. Ancak laboratuvar arastirmalarinda
uygulanabilirliginin kolay olmasi, az maliyet ile yiiksek miktarda iiretim saglayabilmesi,
glikolizasyon, = metilasyon,  proteolitik = pargalanma  gibi  posttranslasyonel
modifikasyonlar1 gergeklestirebilmesi, diisiik miktarda endojen protein {iretimi
dolayisiyla (Cereghino et al. 2002) P. pastoris yaygin olarak tercih edilmektedir. Ayrica
simdiye kadar yapilan ¢alismalarda heterolog proteinlerin verimli bir sekilde tiretilmesi
icin en basarili sistem Pichia pastoris’te metanol varliginda yapilan ekspresyon
sistemleridir. Bu sitemler i¢in en ¢ok tercih edilen genler AOX genleri olup, 6zellikle
AOX1 geni sayesinde yabanci proteinlerin transkripsiyonu ayarlanip kontrol
edilebilmektedir. Ayrica eksprese edilen protein hiicre i¢in toksik etki yapsa bile hiicre
ekspresyona devam eder. AOX2 promotoru, AOX1 promotoruna gore verimlilik oldukca
diisiiktiir. Dolayisiyla AOX1 geni P. pastoris’in en ¢ok kullanilan promotorudur. Ancak
diger sistemlerde oldugu gibi P. pastoris sisteminde’de baz1 dezavantajlar bulunmaktadir.
Ornegin transformasyon sirasinda, bakteriyel sistemlerin aksine kompotent hiicreler
biiyiik miktarlarda (pg diizeyinde) plazmit gerektirir. E. coli"de DNA basina pg
diizeyinde transformatlarinin sayisi P. pastoris transformatlarimin sayisindan daha

yiiksektir (Wu and Letchworth 2004).

Ayrica rekombinant protein {iretimini diizenleyen en 6nemli 2 promotér AOX ve
PGAP olup, PGAP promotdriiniin siirekliligi bulunmamaktadir (Rajamanickam et al.
2017). PGAP, oldukga kisa islem siirelerinde yiiksek iiriin verimleri saglar (Cos et al.
2006). Bununla birlikte, hiicre biiyiimesi ve rekombinant protein iiretimi dogrudan
baglantili olup, hiicreler i¢in yliksek metabolik ylike neden olur ve bu da istenmeyen

metabolitlerin liretimine ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir (Nocon et al. 2016).

Literatiirde var olan bu bilgiler 1s18inda bu ¢aligmada Aspergillus nidulans’a ait

DewA proteinini pPICZa-A vektoriinde metanol ile indiiklenebilir AOX1 promotdriiniin
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(alkol oksidaz 1) kontrolii altinda ekstraselliiler protein iiretiminin gergeklestirilmesi

amaglanmstir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Wessels ve arkadasglar1 (1991) SC3 hidrofobin proteinini S. commune

miselyumlarindan ekstrakte eden ilk ekip olarak bilinirler (Wessels et al. 1991).

Sarlin ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan bir calismada Fusarium
graminearum ve benzer tiirlerden hidrofobin izole etmislerdir. Elde edilen dizileri
literatiirde mevcut olan markov modelleriyle karsilastirarak elde edilen diziye karsilik
gelen GzHYD5 ve FpHYD5 hidrofobinlerinin 0.003 ppm'lik konsantrasyonlarinin

kuvvetli bira fiskirmasini indiikledigini gézlemlemislerdir (Sarlin et al. 2005).

Wosten ve arkadaslart (1999) Schizophyllum commune’nin SC3 proteini
sayesinde ylizey su-hava arayiiziinde kararli bir yap1 olusturdugunu gézlemlemislerdir.
Bu sebeple’de sulu ortamlarda yasayan mantarlarin biiyliik miktarlarda hidrofobin

salgiladiklarini ifade etmislerdir (Wdsten et al. 1999).

Schmoll ve arkadaslari (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada Aspergillus
nidulans’dan DewA proteinini iiretmek i¢in karbon kaynagi olarak laktozu ve promotor
olarak ise hfb2 ve cel7A’y1 kullanmiglardir. Hfb2 promotorii altinda 33mg/L protein izole
edirlirken, cel7A promotorii altinda ise DewA proteini izole edilememistir. Proteini hbf2
promotori altinda 135 ml kiiltiir filtratindan basariyla izole ettikten sonra proteini 1 mg/ml
guanidinyum hidrokloriir ¢ozeltisinde ¢ozdiikten sonra bu soliisyondan 100 pl alinarak
tizerine 1 ml tampondan (50 mM Tris/HCI, 1 mM CaCly, pH 8) ilave edilerek kaplama
sollisyonu hazirlanmistir. Bu soliisyon cam ve teflon yiizeylere uygulanip, %1 SDS ile
muamele edildiginde temas acisindaki degisiklik belirlenmistir. 80°C'de 16 saat
inkiibasyondan sonra teflon ve cam pargalar iki kez su ile yikanmis ve 60 °C'de 10 dakika
kurutulmustur. Temas agilart OCA temas agisi sistemi (Dataphysic Instruments GmbH,
Almanya) kullanilarak belirlenmistir. Yapilan deney sonucunda cam yiizey i¢in, %1 SDS
uygulamadan 6nce temas agis1 72,9+£9,48° iken, %1 SDS uygulamasindan sonra temas
acis1 70,3+4,03° olarak belirlenirken, teflon ylizey icin %1 SDS uygulamadan 6nce temas
acis1 50,8+4,81 iken, %1 SDS uygulamasindan sonra temas agist 79,2+13,2° olarak
belirlenmistir (Schmoll et al. 2010).
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Winandy ve arkadaglar1 (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Aspergillus
nidulans’dan DewA, DewC, DewD, DewE ve Trichoderma reesei'den HFBI proteinlerini
Escherichia coli'de diretilerek, bu hidrofobinlerin yiizey kaplama 6zelliklerini
karsilastirilmiglar. Elde sonuglara gore en iyi temas agisini DewA ve DewE sirasiyla
76,340,6° ve 76,8+1,2°, DewC ve DewD sirastyla 66,0+1,2° ve 62,2+1,9° ve Sinif II
hidrofobin HFBI'nin hidrofobik etkisi 71,8+1,4° olarak belirlenmislerdir (Winandy et al.
2018).

Rieder ve arkadaglar1 (2011) tarafindan yapilan bir calismada H*Protein A, 46,5
kDa'lik bir molekiiler agirliga ve 19,1 kDa'lik H*Protein B'ye sahip olan rekombinant
fiizyon proteinlerinin cam yiizeylerde yiizey islanabilirliinin degisimi, su temas agisi
Olgtimleriyle belirlenmis ve hidrofobisitede 60-62° araliginda bir artis gosterdigi tesbit
edilmistir. Tek tabakalarin homojenligi, immiinofloresan mikroskopi ile gosterilirken,
kaplanmis malzemelerin tek tip dokusunu gorsellestirmek i¢in atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) ile gorsellestirilmistir. Ayrica yapilan baska bir deneyde biyofilmlerin iizerine
etkisinin olmadigi belirlenmistir (Rieder et al. 2011).

Nejad ve arkadaglar1 (2016) tarafindan yapilan bir calismada; Sif II’ye ait
Trichoderma reesei'den HFBI hidrofobinini pPICZAa vektoriinde %0,5 metanol ile
indiiklenebilir AOX1 promotoriiniin (alkol oksidaz 1) kontrolii altinda Pichia pastoris’te
basartyla ifade etmiglerdir. Salgilanan HFBI miktari, %0,5 metanol indiiksiyonu
kullanilarak 90. saatte iiretilmistir. Rekombinant HFBI, His etiketi ve kopiik olusumuna

dayali olarak saflastirilarak 300mg/L’de protein elde edilmistir (Nejad et al. 2016).

Pedersen ve arkadaglari (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Aspergillus
fumigatus’sun konidia yiizeyinde bulunan patogenezde rol oynayan 14 kDa agirliginda
RodA ve biyolojik olarak heniiz rolii bilinmeyen 12 kDa agirhiginda RodB
hidrofobinlerini rekombinant olarak iiretmeyi amaclamislardir. Bu amag¢ dogrultusunda
Pichia pastoris'te her iki hidrofobini basariyla tretmislerdir. Hidrofobinlerin
ekstraselliiler tiretimini saglamak i¢in pPICZa-A hemde pPICZB vektorlerine aktarilarak
Saccharomyces cerevisiae a-fakoor sinyal ve %1 metanol indiiksiyonu ile AOXI
promotdrii kontroliinde P. pastoris’te 5 giin sonunda iiretim saglanmustir. Uretim

sonucunda RodA 21mg/L iiretilirken, RodB 24mg/L iiretilmistir (Pedersen et al. 2011).
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Sallada ve arkadaglar1 (2019) hidrofobinlerin  diisiik rekombinant
verimliliklerinden dolay1, yiiksek miktarda iiretimin gen kopya sayilarinin artirilmasinin
bu durumun 6niine gegip gegmeyecegini arastirmiglardir. Bu amagla sinif II’ye ait HFBI
genini pPICZa-A’ya aktardiktan elde edilen plazmitler ile 5 giinlik %0,5 metanol
indiiksiyonu ile AOX1 promotorii kontroliinde P. pastoris’te tiretim saglanmustir. P.
pastoris’te elde edilen 1, 2 ve 4°lii kopyalarin liretim miktarlar karsilastirildiginda 6nemli
bir fark goriilmemistir. Fakat saperonlar gibi salg1 proteinleriyle birlikte 3 kopyali HFBI
ekspresyonu miktarini artismislardir (Sallada et al. 2019).

Gruner ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada; Hidrofobinlerin
polar bir yiizeye nasil baglanabilecegini anlamak daha da hidrofobik hale getirmek i¢in
T. reesei’den simif 2 HFBI, HFBII ve HFBIII’iin protein adsorpsiyonu igin farkli
tamponlar ve pH’lar kullanilmistir. Diskler daha sonra gece boyunca ortam sicakliginda
(21 °C) etanol i¢inde ¢oziilmiis 10 mM tamponlar iginde daldirilmistir. 0,1 mg/mL'lik
hidrofobinler (HFBI, HFBII ve HFBIII) belirtilen tamponlar i¢inde ¢oziildiikten sonra
300 pL protein soliisyonundan alinarak yiizeylere kaplanmistir. Daha sonra protein
kaplanan yiizeylere 6 pL su damlatilarak temas acilar1 6l¢iilmiistiir. HFBI ile kaplanan
yiizey 39° ile 56° arasinda, HFBII ile kaplanan yiizey 38° ile 50° arasinda ac1 verirken
pH 9’da a¢1 alinanmistir. Katyonik yiizeylerde HFBI maksimum pH 9.0'da 62,6°; HFBII,
maksimum 69,0° ve HFBIIL, pH 8.0'da maksimum 61,9° temas agis1 elde edilmistir.
Anyonik yiizeylerde ise diisiik pH'da, tek tabakaya yakin miktarlarda 6nemli protein
baglanmasi elde edilmistir, ancak artan pH ile baglanma hizla azalmis ve temas agilari
oldukca diisiik ¢cikmistir. Sonug olarak Hidrofobinler katyonik ylizeylere baglanirken,
anyonik yiizeylere baglanamamislardir (Gruner et al. 2012).

Riveros ve arkadaslarinin (2015) tarafindan yapilan bir ¢aligmada; Trichoderma
reesei’den HFBI ve HFBII, Fusarium graminearum’dan FgHYDS hidrofobinlerini izole
etmek ve bu proteinlerin hidrofobik ve hidrofilik yiizeyde su ile temas ag¢ilarini belirlemek
icin PDB besi yerinde 25 °C ‘de 200 rpm’da 5 giin biyiitiilmiistiir. Siire sonunda s1v1
kiiltiir stiziildiikten sonra toplam kiiltiiriin 3 kat1 kadar etanol ile siispanse edilip 1 saat
santrifiij sonunda siipernatant kisim toplanarak kromatografik kolon ile saflagtirilmistir.
Santrifiij isleminden sonra kalan pellet kistm 0,1 mg/ml protein iceren distile su ile

¢Oziindiikten sonra Nanodrop (Thermo Scientific) ile 280 nm’de miktarlar1 belirlenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Daha sonra hidrofobik ve hidrofilik yiizeylerin kaplamadan 6nce ve sonra olacak sekilde
temas agilar1 belirlenmistir. HFBI hidrofobinin; hidrobobik yiizeyde kaplamadan 6nce
94,3 °+ 1,2 °, kaplamadan sonra 64,3 ° £+ 1,5 °, hidrofilik yiizeyde kaplamadan 6nce 15,4
°+ 1,1 °, kaplamadan sonra 47 ° + 2,3 °, HFBII hidrofobinin; hidrobobik yiizeyde
kaplamadan 6nce 90,1 ° + 2,3 °, kaplamadan sonra 66,4 ° + 2,1 ° , hidrofilik ylizeyde
kaplamadan 6nce 14,2 © + 1,3 ©, kaplamadan sonra 33,8 ° £+ 1,9 °, FgHYDS5 hidrofobinin;
hidrobobik ylizeyde kaplamadan 6nce 96,5 ° + 0,6 °, kaplamadan sonra 53,2 °+ 3,6 ©,
hidrofilik ylizeyde kaplamadan 6nce 17,8° +2,1 °, kaplamadan sonra 54 ° + 2,4 ° olarak
tespit edilmistir (Riveros et al. 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Tez ¢alismasinda Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi Laboratuvarinda bulunan ve asagida listesi verilen cihazlar (Tablo

3.1) kullanilmistir.

Tablo 3.1. Tez Calismasinda kullanilan cihazlar ve modelleri

Cihaz Adx Modeli
+4 Sogutucu J.P. Selecta
-20 Sogutucu J.P. Selecta

Calkalamali inkiibator

Elektroforez Sistemi
Hassas Terazi
Isik Mikroskobu

Jel Goriintiileme Sistemi

Magnetik Isitic

Mikrobiyolojik Steril Kabin

Otoklav

pH Metre

PCR Cihaz1
Sogutmal Santrifiij
Ultra Saf Su Cihaz
Vorteks
Lizofilizator

Stereo Mikroskop
Sonik su banyosu
Santrifiij
Mini-Santrifiij
Tart1

Zhicheng-ZHWY-2102C

BioRad Mini ReadySub-Cell™
Shimadzu ATX 224

ZEISS, Primo Star

BioRad ChemiDocTM MP

Daihan, shr

ESCO NordicSafe™

JSR, JSAC-60

OHAUS ST 3100F

SensoQuest Thermocycler

Hettich Zentrifugen Universal 320R
Millipore, Q-3W

Wisd Wisemix VM-10
CHRIST-Alpha 1-2 LD plus

Leica, ES2

Vevor

HETTICH, Zentrifugen Universal 320R
Daihan-Wisd, WiseSpin
Desis-Model NHB
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3.1.2. Kullamlan kimyasal maddeler

Sigma Aldrich (USA) ve Merck A.S. (USA) firmalarindan temin edilmistir.
Besiyerleri, Oxoid A.S. (UK), Sigma ve LABm firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Cahismada kullamilan kitler

Calismada kullamilan kitler Eco-Tech ve Intron-Biotechnology firmalarindan

temin edilmistir.

3.1.4. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Calismada kullanilan mikroorganizmalar Pichia pastoris X-33 mayast ve
Escherichia coli One Shot TOP10 bakterisi ise Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek

Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilmistir.

3.1.5. Cahismada kullamlan pPICZa-A vektorii

pPICZa-A vektérii Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezinden temin edildi. Sekil 1°de gosterilmistir (EasySelect™ Pichia -

Thermo Fisher).
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2 =
= L or— %:-::_-
SO EL]] cmveepitope | oxtis |
I CAUTAAIEXRND=X c-myc epitope  6xHis

Sekil 3.1. pPICZa-A vektori

Vektorde yer alan bolgeler ve islevleri; 5 AOX1 promotorii; metanolle
indiiklenerek rekombinant genin ekspresyonunu, o sekresyon sinyal faktord;
Rekombinant proteinin salgilanmasini, Zeosin antibiyotik direng geni; E coli ve P.
pastoris’te transformantlarin secilimini, PUC orjin bolgesi; E. coli’de yiiksek kopya
replikasyonunu saglarken, Coklu klonlama bélgesi; 12 endonukleaz kesim enziminin
tanima sekansini icerir, AOX1 terminator bolgesi; Transkripsiyonun etkili terminasyonu
icin gereklidir. Polihistidin (6xHis) kuyrugu bulunduran C-terminal peptit ve C-myc
epitop bolgesi; Rekombinant proteinin kiiltiir ortamindan kolay bir sekilde

saflagtirilmasinda rol oynar (EasySelect™ Pichia -Thermo Fisher).
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5" end of AOXT mRNA 5° ADXT primeng s
1 r
811 AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAA TTGCGACTGG TTCCAATTGA

TR |
871 CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT

f
931 ATTCGAAACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala

983 TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA
Ser Ser Ala leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

a-factor sgnal sequence

1034 CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC
Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe

1085 GAT GTIT GCT GIT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe

Xnol*
'S

u
1136 ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT CTC
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu
Kex2 signal clen vage IEPDR' Hr.’ll S'll MlAq;ﬂial
1187 GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCfI] GAATTCAC GTGGCCCAG CCGGCOGTC TCGGATCGGT
Glu Lys Arg Glu AlajGlu Alaj
Ste13 sgnal cleavage
&:Ilal'_)‘(hol Soti‘ll N.dl XD'DI [ CANyC ep ope
1244 ACCTOGAGCC GOGGCGGCC GCCAGCTTTC TA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
I =2 I
CrpE——y
1299 GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTAGCC
Asp lLeu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His ***

1351 TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCOTAGA
3" AOXT pnming site
1411 TTCTAATCAA GAbGATGTCA GAATGCCATT TGC]C.'I'GAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT
37 polyadenyiat on sie
1471 ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG GATTTTTTTT G‘I‘CkTTTTG‘!‘ TTCTTCTCGT

Sekil 3.2. pPICZa-A vektdriinde mevcut olan ¢oklu klonlama bdlgesine ait niikleotid
Sekansi (EasySelect™ Pichia -Thermo Fisher).

3.1.6. Calismada Kullanilan restriksiyon enzimleri

Calismada Kullanilan EcoRI, Xbal ve Sacl restriksiyon enzimleri, ThermoFisher
Scientific firmasindan temin edilmistir. Restriksiyon enzimlerine ait tanima dizileri ve

kesim bolgeleri Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Kesim enzimlerinin tanima dizileri ve kesim bolgeleri (EasySelect™ Pichia
-Thermo Fisher).

Enzim Isimleri Hedef Bolge Dizileri
EcoRl 5'-GMAATTC-3'
Xbal 5'-TACTAGA-3’

Sacl 5'- GAGCT *C-3'
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3.1.7. pPICZaA vektoriine ait primerler

Rekombinant pPICZaA-DewA vektoriinii PCR’da ¢ogaltip kontrol etmek ve
sekans analizi yapmak iizere asagidaki primerler kullanilmistir. Tablo 3.3’de

gosterilmistir.

Tablo 3.3. pPICZaA-DewA vektoriinii PCR’da ¢ogalmak igin kullanilan primerler
(EasySelect™ Pichia -Thermo Fisher).

Primer Baz dizisi (5°-3) Tm (°C) Fragment uzunlugu
5S'AOX1 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 59 21

3’AO0X1 GCAAATGGCATTCTGACATCC 59 21

a-faktor TACTATTGCCAGCATTGCTGC 59 21

signal

3.1.8. Calismada kullanilan besiyerleri ve kullanilan tampon-stok ¢ozeltiler

LB agar (1 Litre icin): Ticari olarak satin alinan ve 14 gr/L LB broth (Sigma)
tartilip dH20’de ¢Oziinmesi saglandiktan sonra sterilizasyon i¢in 121 °C ‘de otoklav

uygulanarak kullanilir hale getirilmistir.

Ampisilinli LB agar: LB agar hazirlandiktan sonra; Besiyeri 55°C ‘ye
sogutulduktan sonra 100pg/mL oraninda ampisilin eklenerek karistirilir. Hazirlanan
besiyeri petrilere dokiilerek katilagmasi beklenmistir. Petriler kullanilincaya kadar 4°C

‘de depolanmustir.

LB (Luria-Bertani) broth (1 Litre i¢in): Ticari olarak satin alinan ve 25 gr/L
LB broth (Sigma) tartilip dH20’de ¢6ziinmesi saglandiktan sonra sterilizasyon i¢in 121

°C ‘de otoklav uygulanarak kullanilir hale getirilmistir.

Ampisilinli LB (Luria-Bertani) broth: LB broth hazirlandiktan sonra; Besiyeri
55°C ‘ye sogutulduktan sonra 100pg/mL oraninda ampisilin eklendikten sonra

mikroorganizmalarin inokiilasyonu saglanmistir.
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LSLB (Low Salt Luria-Bertani) agar (1 Litre i¢in): Ticari olarak hazir alinan
ve 35gr /L’de bulunan besiyerinden kullanilacak hacime goére oran-oranti yontemi ile
miktar belirlendikten sonra yine ayni sekilde 15gr/L’de agar bulunan besiyerinden miktar
belirlenerek kullanilacak hacimde dH20’de ¢oziinmesi saglandiktan sonra sterilizasyon
icin 121°C ‘de otoklav uygulanarak kullanilir hale getirilmistir. Hazirlanan besiyeri 10
cm’lik petrilere dokiilerek katilagmasi gerceklestikten sonra, kullanima hazir hale

getirilmistir.

Zeosinli LSLB (Low Salt Luria-Bertani) agar: Hazirlanan LSLB besiyeri 55°C
‘ye sogutulduktan sonra 50pg/mL oraninda zeosin eklenmis ve iyice karigsmasi
saglandiktan sonra hazirlanan besiyeri karanlik ortamda petrilere dokiilerek katilagmasi

beklenmistir. Petriler kullanilincaya kadar 4°C ‘de depolanmustir.

LSLB (Low Salt Luria-Bertani) broth: Ticari olarak hazir alinan ve 20gr /L’de
bulunan besiyerinden kullanilacak hacime gore oran-oranti yontemi ile miktar
belirlendikten sonra kullanilacak hacimde dH.0’de ¢oziinmesi saglandiktan sonra

sterilizasyon i¢in 121°C ‘de otoklav uygulanarak kullanilir hale getirilmistir.

Zeosinli LSLB (Low Salt Luria-Bertani) broth: Hazirlanan LSLB Broth
besiyeri 55°C ‘ye sogutulduktan sonra 100ug/mL oraninda zeosin eklenerek

mikroorganizmalarin inokiilasyonu karanlik ortamda saglanmistir.

YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) Agar: Ticari olarak hazir alinan ve
igeriginde Agar 15 g/L, Bakteriyal peptone 20 g/L, glukoz 20 g/L ve Maya 6ziitii 10 g/L
bulunan besiyerinden belirlenen miktarlar tartildiktan sonra uygun hacimde ¢6ziinmesi
saglandiktan sonra sterilizasyon icin 121°C ‘de otoklav uygulanarak kullanilir hale

getirilmistir.

Zeosinli YPD agar i¢in: Hazirlanan YPD agar Besiyeri 55°C ‘ye sogutulduktan
sonra karanlik ortamda 50ug/mL oraninda zeosin eklenmis ve iyice karigmasi
saglandiktan sonra hazirlanan besiyeri petrilere dokiilerek katilagmasi beklenmistir.

Petriler kullanilincaya kadar 4°C ‘de depolanmustir.
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YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) broth: Ticari olarak hazir alinan ve
iceriginde Bacteriological peptone 20 g/L, Glucose 20 g/L ve Yeast extract 10 g/L
bulunan besiyerinden belirlenen miktarlar tartildiktan sonra uygun hacimde ¢6ziinmesi
saglandiktan sonra sterilizasyon i¢in 121°C ‘de otoklav uygulanarak kullanilir hale

getirilmistir.

Zeosinli YPD broth i¢in: Hazirlanan YPD broth Besiyeri 55°C ‘ye sogutulduktan
sonra  karanlik ortamda 100pg/mL  oraninda zeosin  eklendikten sonra

mikroorganizmalarin inokiilasyonu saglanmistir.

YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose medium with Sorbitol) agar: Ticari
olarak hazir alinan ve igeriginde Agar 15 g/L, Bacteriological peptone 20 g/L, Glucose
20 g/L ve Yeast extract 10 g/L bulunan besiyerinden belirlenen miktarlar tartildiktan
sonra lizerine 1 M Sorbitol eklenerek uygun hacimde ¢oziinmesi saglanir daha sonra
sterilizasyon i¢in 121°C ‘de otoklav uygulanarak kullanilir hale getirilmistir. Hazirlanan
besiyeri 10 cm’lik petrilere dokiilerek katilasmasi beklenmistir. Petriler kullanilincaya

kadar 4°C ‘de depolanmustir.

Zeosinli YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose medium with Sorbitol) agar:
Hazirlanan YPDS agar besiyeri 55°C ‘ye sogutulduktan sonra karanlik ortamda
100pg/mL oraninda zeosin eklenmis ve iyice karigmasi saglandiktan sonra hazirlanan
besiyeri 10 cm’lik petrilere dokiilerek katilagsmasi beklenmistir. Petriler kullanilincaya

kadar 4°C ‘de depolanmustir.

YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose medium with Sorbitol) broth: Ticari
olarak hazir alinan ve igeriginde Bacteriological peptone 20 g/L, Glucose 20 g/L ve Yeast
extract 10 g/L bulunan besiyerinden belirlenen miktarlar tartildiktan sonra lizerine 1 M
Sorbitol eklenerek uygun hacimde ¢oziinmesi saglandiktan sonra sterilizasyon igin 121°C

‘de otoklav uygulanarak kullanilir hale getirilmistir.

Zeosinli YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose medium with Sorbitol) broth
icin: Hazirlanan YPDS broth besiyeri 55°C ‘ye sogutulduktan sonra karanlik ortamda
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100pg/mL oraninda zeosin eklenmis ve iyice karismasi saglandiktan sonra inokiilasyon

yapilmustir.

500X B (%60.02 Biyotin): 20 mg biotini 100 ml suda eritilir ve 0.22 ya da 0.45
um’lik filtre ile sterilize edilir. Saklama kosulu 4°C’dir.

10X YNB (Yeast Nitrogen Base with Ammonium Sulfate without amino
acids): %13,4’1liik hazirlamak i¢in; 13.4 gr YNB 1000 ml dH20 igerisinde 1sitc1 bulokta
coziinmesi saglanildiktan sonra 0.22 ya da 0.45 pm’lik filtre ile sterilize edilir. Saklama

kosulu 4°C’dir.

10X M (%1 Metanol): 10 ml metanol ile 90 ml su karigtirtlir ve 0.22 ya da 0.45
um’lik filtre ile sterilize edilir. Saklama kosulu 4°C’dir.

10X GY (%10 Gliserol): 10 ml gliserolii 90 ml su ile karistirilir ve 0.22 ya da
0.45 um’lik filtre ya da otoklav ile sterilize edilir. Saklama kosulu oda sicakligidir.

1 M potasyum fosfat tamponu, pH 6.0: 132 ml 1 M K2HPO4 ile 868 ml 1 M
KH2P04 karistirilir ve Ph = 6,0’ya Fosforik asit veya KOH ile ayarlanilir. Otoklavlayarak

sterilize edilir. Saklama kosulu oda sicakligidir.

BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium): 100 ml i¢in;1 gr maya oziitii ve
2 gr pepton 70 ml dH:0’da ¢oziindiiriildikten sonra otoklava alinarak 70°C’de
sterilizasyonu saglanir. Daha sonra hazirlanan 70 ml soliisyon igerisine 10 ml YNB, 10
ml Potasyum fosfat, 200 pl biotin, 10 ml gliserol ilave edilerek inokiilasyon i¢in hazir

hale getirilir.

BMMY (Buffered Methanol-complex Medium): 100 ml igin; 1 gr maya 6ziiti
ve 2 gr pepton 70 ml dH.0’da ¢oziindiriildiikkten sonra otoklava alinarak 70°C’de
sterilizasyonu saglanir. Daha sonra hazirlanan 70 ml soliisyon igerisine 10 ml YNB, 10
ml Potasyum fosfat, 200 ul biotin, 10 ml methanol ilave edilerek inokiilasyon i¢in hazir

hale getirilir.
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Breaking Buffer

e | mM PMSF (fenilmetilsiilfonil floriir veya diger proteaz inhibitorleri)
e 1mmEDTA

e %S5 gliserol hazirlandiktan sonra;

1 L i¢in;

e 6 gr sodyum fosfat (monobazik)

e 372mg EDTA

e 50 ml gliserol 900 ml dH.0’da ¢6ziindiiriildiikten sonra NAOH ile Ph
ayarlandiktan sonra total hacim 1 L’ye tamamlanir. Hazirlanan soliisyon

4°C'de saklanir.

1,5 M Tris tamponu (pH 8,8): 11,82 gr Tris-Base 30 mL distile suda ¢oziildiikten
sonra 1N NaOH ile pH 8,8’e getirilerek distile su ile 50 ml' ye tamamlanmustir.

0,5 M Tris tamponu (pH 6,8): 3,94 gr Tris-Base 30 mL distile suda ¢6ziildiikten
sonta 2M HCI ile pH 6,8’ e ayarlanarak distile su ile 50 ml’'ye tamamlanmistir

(Shukolyukol 2011).

%30 Akrilamid Karisimi: 29 gr Akrikamid, 1 gr N, N'-Methylenebisacrylamide
60 ml dH20’da ¢oziindiirildiikten sonra 100 ml’ye tamamlanir. Daha sonra 0.45 um’lik

filtreden gecirilerek steril edilir.

SDS-PAGE 1X Running Buffer: 3 gr Tris (C4H1:NOs), 14 gr Glisin, 1 gr SDS
tartilarak 900 ml steril dH20 ile ¢oziindiirtildiikten sonra pH 8.8’e ayarlanilarak 1 L’ye

tamamlanir.

SDS-PAGE Yikama Tamponu: 100 ml asetik asit, 300 ml Ethanol ve 600 ml
dH20 karisitirtlarak hazir hale getirilir.
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%10 SDS: 10 gr SDS 100 ml steril ddH-0 ile ¢6ziindiiriildiikten sonra 0.45 pum’lik
steril filtreden gecirilerek hazir hale getirilir. Soliisyon alimiinyum folyoya sarilarak

4°C'de saklanir.

%10 APS (Amonyum persiilfat): 0.5 gr APS 100 ml steril ddH20 ile

¢oziindiiriildiikten sonra, 0.45 um’lik steril filtreden gegirilerek hazir hale getirilir.

4x Laemmli Sample Buffer: Yiiklenecek drnek miktart belirlendikten sonra 3:1

oraninda 6rnek ve Laemmli Sample Buffer karisitirilmistir.

Jel fiksasyon ¢ozeltisi: 40 ml Ethanol, 10 ml Asetik Asit karigimi, total hacim

100 ml oluncaya kadar distile su ile tamamlanmistir.

Hassaslastirici/sensitizer c¢ozelti: 0,04 gr Sodyum tiyosiilfat 200 ml distile su ile

¢Oziindiirilmistiir.

Giimiis boyama cozeltisi: 0,2 gr Glimiis nitrat ve %0,02 Formaldehit karigimi

total hacim 200 ml oluncaya kadar distile su ile tamamlanmistir.

Gelistirici/developer cozeltisi: 7,5 gr Sodyum karbonat ve %0,05 Formaldehit

karisimi total hacim 250 ml oluncaya kadar distile su ile tamamlanmistir.

Durdurucu cozelti (%0,5 Asetik Asit): 0,5 ml Asetik Asit total hacim distile

suyla 100 ml’ye tamamlanmistir
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3.2. Yontem

3.2.1. Kodlama bélgesinin tasarimi

P. pastoris’te siiper hidrofobik proteinlerin tiretimi amaciyla; literatiirde yiiksek
degme agisina sahip oldugu belirlenen DewA hidrofobin proteini se¢ilmis, GenBank’tan
bu genin dizi bilgisine wulasilip, kodon optimizasyonu gerceklestirilerek
sentezlettirilmistir. Bu hidrofobine ait (Uniprot ID: P52750) aa dizisi uniprot
(https://www.uniprot.org/)” dan alinmustir. Oncelikle, bu diziye ait dizide salg: sinyal
sekans bolgesi ve pPICZa-A’da His taq bolgesinin de ¢ogaltimi i¢in geninin dur kodonu
(stop kodonu) ¢ikarilmigtir. Ardindan elde edilen diziyi kesmeyen restriksiyon enzimleri,
biyoinformatik program (http://www.restrictionmapper.org/) kullanilarak tespit edilerek,
EcoRI ve Xbal kesim bolgesi diziye eklenmistir. Ayrica, GENEWIZ arac1 kullanilarak
kodon optimizasyonu gerceklestirilmistir. DewA proteinine ait sekans ve kodon

optimizasyonu sonucu elde edilen sekans bilgisi Tablo 3.4°de sunulmustur.

Tablo 3.4. DewA proteinine ait sekanslar
DewA  (Uniprot | ATGCGCTTCATCGTCTCTCTCCTCGCCTTCACTGCCGCGGCCACCGCAACCGC

ID: CCTCCCGGCCTCTGCCGCAAAGAACGCGAAGCTGGCCACCTCGGCGGLCTTC
GCCAAGCAGGCTGAAGGCACCACCTGCAATGTCGGCTCGATCGCTTGCTGCA
P52750) ACTCCCCCGCTGAGACCAACAACGACAGTCTGTTGAGCGGTCTGCTCGGTGC

TGGCCTTCTCAACGGGCTCTCGGGCAACACTGGCAGCGCCTGCGCCAAGGCG
AGCTTGATTGACCAGCTGGGTCTGCTCGCTCTCGTCGACCACACTGAGGAAG
GCCCCGTCTGCAAGAACATCGTCGCTTGCTGCCCTGAGGGAACCACCAACTG
TGTTGCCGTCGACAACGCTGGCGCCGGTACCAAGGCTGAGTAA

Kodon GGAATTCATGAGATTTATTGTTTCTTTATTGGCTTTTACTGCTGCTGCTACTGC
Optimizasyonu TACTGCTTTGCCTGCTTCTGCTGCTAAAAATGCTAAATTGGCTACTTCTGCTG
CTTTTGCTAAACAAGCTGAAGGTACTACGTGTAATGTTGGTTCTATTGCTTGT
TGTAATTCTCCTGCTGAAACTAATAATGATTCTTTGTTGTCTGGTTTGTTGGG
TGCTGGTTTGTTGAATGGTTTGTCTGGTAATACTGGTTCTGCTTGTGCTAAAG
CTTCTTTGATTGATCAATTGGGTTTGCTAGCTTTGGTTGATCATACTGAAGAA
GGTCCTGTTTGTAAAAATATTGTTG

Elde edilen dizi ticari bir firma aracilifiyla seleksiyon i¢in Amp direng geni igeren

pGSI vektorii igerisinde sentezlettirilmistir. Sekil 3.3 (Zhu et al. 2013).
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Sekil 3.3. pGSI plazmit haritas1 (2857bp)

3.2.2. Kompotent Escherichia coli hiicrelerinin hazirlanmasi

Kompotent E. coli hiicreleri hazirlanirken ilk olarak taze kiiltiir elde etmek
amaciyla LB agar besi yerine ekim yapilarak 37°C’de 1 giin silireyle inkiibasyona
birakilmistir. LB agarda biiyliyen kolonilerden bir tanesi alinip 5 ml otoklavlanmis LB
s1v1 besiyeri iceren 50 ml’lik falkona inokiile edilerek ¢alkayici inkiibatorde 37°C’de 24
saat siireyle inkiibasyona birakilmigtir. OD600 degerinin en az 0.40 oldugunda hiicre
kiltirii 4°C’de 4500 rpm de 10 dk santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatant
uzaklastirilip pellete 10 ml soguk 100 mM kalsiyum kloriir eklenerek hiicrelerin
¢oziinmesi saglanip 50 dk buz iizerinde inkiibe edilmistir. Siire sonunda kiiltiir 4°C’de
4500 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet kismina
2 ml soguk 100 mM kalsiyum kloriir eklenerek hiicreler ¢oziindiiriilmiistiir (EasySelect

™ Pichia Expression Kit).

3.2.3. pGSI-DewA plazmitinin transformasyonu

Igeriginde DewA geni bulunan ve ticari olarak temin edilen pGSI plazmiti (sekil
3-1’de haritas1 gosterilmistir) ilk olarak thermofisher protokoliine gore 1s1 soku metoduyla
E. coli hiicrelerine transformasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla liyofilize olarak
temin edilen plazmit {izerine 10 ul dH2O eklenerek ¢oziinmesi saglandiktan sonra buz
tizerine alinmistir. Ardindan 3 ul plazmit DNA komponent hiicreye ilave edilmis ve
ornekler 5 dk buz lizerinde bekletildikten sonra, 42°C’deki kuru blokta 30 sn inkiibasyona

birakilmistir. Daha sonra 6rnekler 1 dk buz iizerinde bekletilmis ve 500 ul AMP iceren
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LB broth eklenerek 5 dk daha buzda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 6rneklerden 50,
100 ve 150 ul alinarak 100mg/ml AMP bulunduran LB agarlara baget yardimiyla
yayilmis ve 24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
elde edilen yaklasik 10 koloni ayr1 ayr1 isimlendirilerek 100mg/ml AMP bulunduran 5 ml
LB broth besi yerine inokiilasyon yapilarak 37°C’de 225 rpm’de 24 saat calkalayict

inkiibasyona birakilmigtir.

3.2.4. E. coli hiicrelerinden plazmit DNA izolasyonu

Inkiibasyon sonrasinda elde edilen kolonilerden 10 tanesi segilerek ve her koloni
ayr1 ayr1 hazirlanan steril 15 ml falkonlar’da iceriginde 100mg/ml AMP bulunduran 8 ml
LB brot’a inokiilasyon yapilarak 24 saat boyunca 37°C’de 225 rpm’de calkalayicida
inkiibasyona birakilmistir. Izolasyonlar EcoSpin Plasmid Isolation Kit ile firmanin
onerdigi protokole gore yapilmustir. [zolasyon sonrasinda drnekler %1°lik agaroz jelde 80

V’da 60 dk yiiriitiilerek dogrulanmistir.

3.2.5. pGSI-DewA ve pPICZa-A plazmit vektorlerinin restriksiyon enzimleriyle

kesimi

pGSI-DewA plazmit vektoriiniin restriksiyon enzimleriyle kesimi ve jelden

saflastirilmasi

pGSI-DewA plazmit vektorii ECORI ve Xbal enzimleri ile ikili kesim (Double
Digestion) reaksiyonuna tabi tutulmustur. Kesim reaksiyonu (Tablo 3.5°de kesim
reaksiyonu verilmistir) 20 ul lik hacimlerde 37 °C’de 15 dk’lik inkiibasyon ile 4 set olarak
gerceklestirilmistir. Siire sonunda enzimlerin inaktivasyonu i¢in 65°C’de 20 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan reaksiyon karimsimlar birlestirilerek 90V’da 45
dakika boyunca %1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis, DewA geni (Yaklasik 411
bg’lik bolge) jelden kesilerek Ecotech Gel Extraction Kit ile firmanin 6nerdigi protokole

gore saflagtirilmistir.

36



3. MATERYAL ve YONTEM

Tablo 3.5. pGSI-DewA plazmid ikili kesim reaksiyonu

Reaksiyon Icerigi Reaksiyon Miktarlar1 | Reaksiyon
Kosullari

Plazmit Dna 4 ul (1pg) 37°C’de 15 dk
EcoRlI (200 unite/ puL) 1 ul 65°C’de 20 dk
Xbal (200 unite/ puL) 1 ul

10 X Green Buffer 2 ul

dH.0 12 ul

Total Hacim 20 pl

pPICZa-A plazmit vektoriiniin restriksiyon enzimleriyle kesimi

saflastirilmasi

Kesim reaksiyonu (Tablo 3.6’de verilmistir) pGSI-DewA plazmiti i¢in ikili enzim

reaksiyonunda kullanilan enzimler ile 37 °C’de 5 dk’lik inkiibasyonla gergeklestirilmistir.

Sure

gerceklestirilmistir. Reaksiyonkarisimindan linner pPICZa-A’nin (yaklasik 3.6 kb)

saflastirilmasit i¢in Ecotech PCR Extraction Kit kullanilmis ve saflastirma firmanin

sonunda enzimlerin

inaktivasyonu 65°C’de

onerdigi protokole gore gerceklestirilmistir.

Tablo 3.6. pPICZa-A plazmit ikili kesim reaksiyonu

20 dakika

Reaksiyon Icerigi Reaksiyon Miktarlari
Plazmit pPICZa-A 4 ul (1pg)

EcoRI (200 unite/ pul) I ul

Xbal (200 unite/ pl) 1 pul

10 X Green Buffer 2 ul

dH20 12 ul

Total Hacim 20 ul

Reasksiyon Kosullar:
37 °C’de 5 dk
65°C’de 20 dk
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DewA’nin pPICZa-A vektoriine ligasyonu

Ligasyon reaksiyonu 4 °C’de 16 saat’lik inkiibasyon ile ger¢eklestirilmistir. Siire
sonunda enzimin inaktivasyonu i¢in 70°C’de 10 dakika inkiibasyon yapilmistir. Tablo
3.7°de ligasyon reaksiyon karisimi gosterilmistir. Elde edilen rekombinant vektorler daha
sonra kompotent E. coli hiicrelerine 1s1 soku uygulanarak klonlama islemi

gerceklestirilmistir.

Tablo 3.7. Ligasyon reaksiyon karigimi

Reaksiyon Malzemeleri Miktarlar
T4 Ligaz 1ul

2X Ta Ligaz Buffer 10 pl
pPICZa-A Plazmit 60 ng
DNA 100 ng
dH20 0 ul

Total Hacim 20 ul

3.2.6. pPICZa-A-DewA plazmitinin E. coli hiicrelerine transformasyonu

5 ul ligasyon tiriinii komponent hiicrelere ilave edildikten sonra hiicreler 5 dk buz
tizerinde bekletilmis ve 42°C’deki kuru blokta 30 sn inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra ornekler tekrar 1 dk buz iizerinde bekletildikten sonra igeriginde 500 pl Zeosinli
low salt LB broth eklendikten sonra karigim 37°C’de 225 rpm’de yaklasik 1,5 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun sonunda érneklerden 50, 100 ve 150
ul alinarak iceriginde 100 mg/ml Zeosin bulunduran low salt LB agara baget yardimiyla

yayilarak, 24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Escherichia coli hiicrelerinden plazmit DNA izolasyonu

Inkiibasyon sonrasinda elde edilen kolonilerden 21 tanesi segilerek ve her koloni
ayr1 ayr1 hazirlanan steril 15 ml falkonlar’da igeriginde 100ug/ml Zeosin bulunduran 8
ml low salt LB broth besiyerine inokiilasyon yapilarak 24 saat boyunca 37°C’de 225

rpm’de calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda pozitif olan drnekler i¢in
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%40-50 gliserol igeren total hacmi 1 ml olacak sekilde frozeen stoklart yapilmistir. Kalan
orneklerden ise EcoSpin Plasmid Isolation Kit kullanilarak iiretici firmanin onerdigi
protokole gére plazmit izolasyonlar1 yapilmustir. Izolasyon sonrasinda plazmitler %1’lik

agaroz jelde 80 V’da 60 dk yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

3.2.7. Escherichia coli transformatlariin kontrolii

pPICZa-A-DewA vektoriiniin PCR ile kontrolii ve dizi dogrulamasi

Transformasyonu dogrulamak amaciyla 3'AOX ve a-signal primerleri
kullanilarak, PCR reaksiyonu kurulmustur (Tablo 3.8’de reaksiyon karigimi
gosterilmistir). Reaksiyon sonrasinda ornekler %1°lik agaroz jelde 90 V’da yaklasik 60
dk uygulanan elektroforez sonrasinda olusan bantlar goriintiilenerek kontrol saglanmstir.
Pozitif ¢ikan Ornekler daha sonra dizilerin dogrulugunu tespit etmek amaciyla her iki

primerle ¢ift yonlii olarak okutulmustur.

Tablo 3.8. pPICZa-A-DewA vektoriiniin PCR reaksiyonu

Reaksiyon Miktarlar (ul) | Reaksiyon Kosullar
EcoTaq 2x master mix 10 ul 98 °C 30 saniye

3’AOX primer 0,5 ul 94°C 10 saniye

a-signal primer 0,5 ul 59°C 15saniye | X30
Plazmit DNA 3ul 72°C 15 saniye

dH20 6 ul 72°C 1dk

Total hacim 20 pl 4°C ©
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3.2.8. pPICZa-A-DewA vektoriiniin Pichia pastoris X-33 hiicrelerine

transformasyonu

pPICZoA-DewA vektoriiniin lineer hale getirilmesi

pPICZaA-DewA vektorii elektroporasyonda kullanilmak iizere lineer hale
getirmek icin, Sacl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim reksiyonuna tabi
tutulmustur (Kesim reaksiyonu Tablo 3.9°de gosterilmistir). Kesim reaksiyonu 20ul lik
hacimlerde 37 °C’de 15 saat’lik inkiibasyon ile 10 set olarak gerceklestirilmistir. Siire
sonunda enzimlerin inaktivasyonu i¢in 65°C’de 20 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan reaksiyon karimsimlari birlestirilmis ve 90V’da 45 dakika boyunca %1’lik

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrolii saglanmistir.

Tablo 3.9. pPICZaA-DewA nin Sacl restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesim

reaksiyonu.
Reaksiyon Malzemeleri Miktarlar (ul) Reaksiyon Kosullar:
Buffer (10x) 2 ul 37 °C’de 16 saat
Plazmit DNA (1 ug) 1l 65°C’de 20 dakika
Sacl 1yl
dH20 16 pl

Lineer hale getirilen pPICZaA-DewA’nin saflastiriimasi

Inkiibasyon sonunda pPICZaA-DewA’nin saflastirilmasi amaciyla; kesim
reaksiyonuna ait 10 adet 6rnek bir ependorf tiipiinde toplanarak total hacim dH20 ile 600
ul’ye tamamlanmigtir. Ardindan 600 pl fenol-kloroform-izopropil alkol karigimi
(25:24:1) eklenerek 10-15 saniye vortekslendikten sonra 10000 g’de 10 dk santrifiij
yapilmustir. Santrifiij sonrasinda ependorfdaki iist faz yeni bir ependorf tiipe alinarak 600
ul kloroform ilavesinden sonra karistirmak icin, tekrar 10-15 saniye vortekslenmistir.
Daha sonra 10000 g’de 10 dk santrifiij yapilmistir. Siire sonunda ependorfdaki {ist faz
yeni bir ependorf tiipe alinarak, alinan hacmin 1/10’1 kadar1 kadar 3 M Sodyum Asetat
(C2H3NaOy) eklenerek 10-15 saniye vortekslenerek karistirilmigtir. Olusan hacmin 2 kati
kadar soguk etanol (%100) eklendikten sonra -80 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Siire sonunda 20000 g’de 20 dk santrifiij yapilarak, stipernatant uzaklastirilarak pellete
soguk %70’lik etanol eklenmistir. 20000 g’de 5 dk santrifiij isleminden sonra, siipernatant
uzaklastirilarak steril ortamda pellet kurutulmustur. Son olarak kurutulan pellet 15 pl

dH20 su ile ¢oziilerek, nanodrop cihazinda miktarini 6lgiilmiuistiir.

Elektrokompotent Pichia pastoris X-33 hiicrelerinin hazirlanmasi

[lk olarak P. pastoris X-33 hiicreleri 50 ml steril falkona 5 mI’lik YPD besiyerine
inokiile edildikten sonra, biiylimeleri i¢in 30°C’de 225 rpm’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda kiiltiirden 100 pl alinarak 1 L’lik erlen icerisinde bulunan 250
ml’lik YPD besiyerine inokiilasyon yapilmig ve ODeoo degerinin 1,3-1,5 araligina gelene
kadar biiyiimesi saglanmustir. Istenilen ODgoo degeri elde edildikten sonra, kiiltiiriin 50
ml’si 5 dk 13500 rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen karisimdaki siipernatant
uzaklastirilip pellet 50 ml soguk su ile ¢ozdiiriildiikten sonra tekrar ayni kosullarda
santrifiij yapilmigtir. Daha sonra pellet soguk 25 ml su ile muamele edilerek ayni
kosullarda santrifiij islemi yapilmis ve bu kez pellete 20 ml 1M soguk sorbitol ilave
edilmistir. Tekrar santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirilarak, pellete 1 mL
IM soguk sorbitol ilave edilip pipetaj yapildiktan sonra ependorf tiiplerine dagitilarak

elektroporasyon i¢in kullanilir duruma getirilmistir.

Elektroporasyon

Elektroporasyon i¢in 80 pul komponent hiicre ve yaklagik 15 pg lineer DNA steril
PCR tiipiinde karistirildiktan sonra 0.2 cm’lik soguk elektroporasyon kiivetine alinarak
5-6 dk buz iizerinde inkiibasyona birakilmistir. Kiivet elektroporator cihazina yerlestirilip
1.5 kV’ta elektriksel akim olusturularak elektroporasyon islemi gerceklestirilmistir.
Elektroporasyon isleminden hemen sonra hizli bir sekilde kiivet igerisine 1ml 1M soguk
sorbitol eklenip, tiim sivi 15 ml’lik steril falkona alinmistir. Daha sonra 30°C’de 2 saat
inkiibasyonun ardindan 50- 200 pl alinip 100pug/ml zeosin igeren YPDS agara ekilerek
30°C’de 2-3 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda elde edilen koloniler

tek tek alinarak YPDS agara ¢izgi ekim yapilmaistir.
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3.2.9. Rekombinant Pichia pastoris X-33 hiicrelerinin tespit edilmesi ve kontrolii

Transformasyondan sonra zeosin igeren YPDS agarda gelisen P. pastoris
kolonilerden DNA izolasyonu yapilip, agaroz jelde dogrulugu belirlendikten sonra
istenilen geni alip almadigimi tekrar kontrol amagli PCR reaksiyonu kuralarak kontrol

edilmistir.

Pichia pastoris Transformatlarindan DNA izolasyonu ve PCR analizi

P. pastoris hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in; ilk olarak YPDS agarda gelisim
gosteren kolonilerin 50ug/ml Zeosin iceren 3 ml YPD broth’a inokiilasyonlar1 yapilarak
16 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonunda siv1 kiiltiirler 6000 rpm’de 5 dk
santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda slipernatant atilarak pellet kismina 600 ul lysis
buffer eklenip, 15-20 saniye vortekslenerek iyice karistirilmistir. Karisimi yapilan
soliisyona steril 1 adet metal bilye koyularak 5-10 dk yiiksek hizda homojenizasyona tabi
tutulmustur. Homojenizasyondan sonra 6rnekler 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilarak
siipernatant yeni bir tiipe alinmistir. Daha sonra tiipe 2 ul RNAz eklenerek 15 dk 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 600 pl fenol-kloroform-izomilalkol eklenerek
¢okelti olusturmak amaciyla 1 dk vortekslenerek +4°C’, 120000 rpm’de 10 dk santrifiij
yapilmistir. Santrifiij sonrasinda iist faz yeni tlipe alinarak esit hacimde soguk etanol
eklenerek -80°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda +4°C’de, 120000
rpm’de 10 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatanti atarak, pellete 1 ml
%70’1ik soguk etanol eklenerek ayni kosullarda santrifiij yapilarak 3 kere yikama islemi
gergeklestirilmistir. Son yikama isleminden sonra kabin igerisinde yaklasik 20 dk pelletin
kurumasi beklenilmistir. Stire sonunda pellete 50 pul TE Buffer eklenerek ¢ozdiiriilmiistiir.
Izolasyon islemi tamamlandiktan sonra DNA’lar, kendilerine 6zgii primerler ile PCR
reaksiyonu kurularak ¢ogaltilmis ve daha sonra %1°lik agaroz jelde kontrolii saglanmistir.

Tablo 3.10°da PCR reaksiyon kosullar1 gosterilmistir.
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Tablo 3.10. PCR karisimi ve reaksiyon kosullari

Reaksiyon Malzemeleri | Miktarlar: (ul) Reaksiyon Kosullar:
Sicaklik (°C) Siire (sn)  Dongii
Sayisi
2X EcoTaq Master Mix 10 pl 98 °C 25saniye 1
3’ AOX Primer 0,5 ul 94 °C 10 saniye
5’AOX Primer 0,5 ul 59.2°C 20 saniye |35
DNA 7,5 ul (700 ng) 72 °C 40 saniye
DH.0 1,5 ul 72 °C 1dk
Total Hacim 20 pl 4°C 0 1

3.2.10. DewA’nin rekombinant iiretimi ve saflastirilmasi

DewA’nin rekombinant iiretimi

Organizmaya ait spesifik primerlerle yapilan PCR sonuglarina gore organizma
genomunda DewA genini tasidigi tespit edilen koloni, rekombinant protein {iretimi i¢in
hazirlanan 25 ml BMGY besiyerine inokiile edilerek 24 saat boyunca 30°C’de 150
rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi ¢ogalan hiicreler 3000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek siipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan pellet gliseroliin uzaklastirilmasi igin
3 ml BMYY besiyerinde ¢ozdiiriildiikten sonra tekrar ayni kosullarda santriftij edildi.
Santrifiij isleminden sonra tekrar siipernatant uzaklastirilarak pellet 1 ml BMYY
besiyerinde c¢ozdiriildiikten sonra, protein iiretimi i¢in hazirlanan 100 ml BMMY
besiyerine transfer edilerek, 30°C’de 150 rpm’de 120 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Metanol indiiksiyonunun optimizasyonu ise %0,5, %1 ve %l,5 oranlarinda
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresince her 24 saatte bir 2 ml érnek alinarak, ODgoo
Ol¢iimiinden sonra santrifiijlenerek pelet ve kiiltiir filtrati protein izolasyonu igin

kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.
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Rekombinant DewA’nin saflastirilmasi

Kiltiir filtratindan rekombinant proteinlerin izolasyonu Schmoll M ve
arkadaslarinin (2010) 6nerdigi protokole gore yapilmistir. Bu protokole goére; proteinler
metanol/kloroform ile ¢oktiirmek icin; 50 ml falkon icerisine 20 ml metanol, 5 ml
kloroform, 15 ml dH2O iizerine 5 ml kiiltiir kiiltiir filtrat1 ilave edildikten sonra iyice
karigitirtlip 10000g’de 25 dk santriiflij yapilmistir. Siire sonunda {ist faz uzaklastirilip
kalan faz {izerine 5 ml tekrar metanol ilave edildikten sonra iyice karigtirilmistir.
Ardindan 10000g’de 15 dk santrifiij yapilarak siipernatant uzaklastirilarak, pellet steril
ortamda kurutulmustur. Kurutulan pellet tizerine 200 pul TFA (Trifloro asetik asit)
eklenerek siispanse edilmistir. Daha sonra TFA azot gazi altinda ugurularak Img/ml 6 M

Guanidin Hidrokloriir’den 100 pl ilave edilirek proteinler ¢ozdiiriilmiistiir.

3.2.11. Rekombinant proteinler ile yapilan analizler

Proteinin konsantrasyonunun belirlenmesi

Protein konsantrasyonu, Bradford Assay yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde
ilk olarak Orneklerin standart grafige gore belirlenmesi i¢in gerekli olan 5x Bradford
boyasi hazirlanmigtir. Ardindan 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 50 ml etanol ve
%385°1ik fosforik asit i¢inde ¢oziiliip saf su ile 250 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra
steril ortamda 0,22 pm’lik filtreden gecirilmis ve saf su ile 1X’e seyreltilmistir. Sigir
serum alblimini (BSA) ile hazirlanan standart grafigin formiilii kullanilarak protein
konsantrasyonu belirlemek i¢in 1 ml’de 2,5 mg BSA ¢oziindiiriilerek, 4.8 ng/ml’ye kadar
seri seyreltme yapilmistir. BSA ¢ozeltilerinin her birinden 10 pl olacak sekilde 96 kuyulu
plakalara tiger tekrarli koyulduktan sonra, {izerine 90 pl hazirlanan boyadan eklenmistir.
Proteinler’de ayn1 sekilde, 96 kuyulu plaka’ya boyayla birlikte ytliklenerek 10 dakika oda
sicakliginda inkiibasyonun ardindan 595 nm’de absorbans degerleri Olciilerek, standart

grafige gore konsantrasyonlar belirlenmistir (Bradford 1976).
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SDS-PAGE

SDS-PAGE elde edilen proteinin yiiklerinden bagimsiz olarak, molekiiler
agirliklarina gore ayirmak amaciyla kullanilmistir. Bu caligmada sigmanin 6nerdigi

protokol kullanilmistir. igerik ve miktarlar Tablo 3.11°da gosterilmistir.

Tablo 3.11. SDS-PAGE yiikleme ve ayirma jel miktarlari

%10’luk %3’liik Yiikleme Jeli
Ayirma Jeli
icerik Miktar Icerik Miktar
dH20 1,78 ml dH20 2.76 ml
1.5M Tris 1,25 ml 0.5 M Tris 500 pL
%30 1,67 ml %30 Akrikamid 400 pL
Akrikamid
%10 SDS 50 uL. %10 SDS 40 uL
%10 APS 250 uL %10 APS 300 pL

Elektroforez cam plakalar1 (8x10cm) jel hazirlama aparatina yerlestirilerek,
hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina Ustten 1,5 cm bosluk kalacak sekilde dokiilmiistiir.
Jel yiizeyinin diizgiin olmasi ve jelin hizli bir sekilde polimerlesmesi i¢in jelin ylizeyini
kapatacak sekilde izopropanol ilave edilmistir. Yaklagik 30 dk sonra ayirma jelinin
polimerlesmesi tamamlandiktan sonra izopropanol kurutma kagidi yardim
ile uzaklastirllmis ve yiikleme jeli ilave edilerek tarak yerlestirilmistir. Yaklasik 1 saat
sonra polimerlesme gergeklestikten sonra, plakalar elektroforez tankina yerlestirilerek
tarak ¢ikarilip lizerine 1x’lik Tris-Glisin-SDS yiirlime tamponu ilave edilmistir. Jele
yiiklenecek ornekler, 4x laemmli sample buffer (EcoTech) ile 3:1 oraninda ependorf
icerisinde karigtirilarak yaklasik 95°C’de 5 dk kaynatilmistir. Hazirlanan 6rneklerden
kuyulara 20 pL, 180 kDa’lik protein markirdan ise 3 pL yiiklenerek dnce 80 V ‘de 30 dk
daha sonra 120 V’da 120 dk yiiriitilmustiir.
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Giimiis boyama

Elektroforez islemi sonrasi proteinleri goriintilemek amaciyla cam plakalar
arasindan ¢ikarilan jel, 1 saat fiksasyon soliisyonunda +4 °C’de bekletildikten sonra
yaklasik 1 saat dH2O ile yatay calkalayicida yikama islemi gergeklestirilmistir. Siire
sonunda dH.O uzaklastirilarak iizerine proteinleri denatiire etmek igin sensitizer
soliisyonu eklenerek 1 dk ¢alkalayicida inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra 10 dk’dan 3
tekrarli olacak sekilde dH2O ile galkalayicida yikama islemi gerceklestirildikten sonra
dH20 uzaklastirilarak %0,1°lik giimiis soliisyonuna alinmistir. Glimiis partikiillerini
ortamdan uzaklastirmak i¢in 10 dk’dan 3 tekrarlt dH2O ile ¢alkalayicida yikama islemi
gerceklestirildikten sonra jel yeni tanka alinirak iizerine Developer soliisyonu ilave
edilmis ve goriintii alinana kadar beklenilmistir. Goriintii alindiktan sonra tanktan
deleloper soliisyonu uzaklastirilip jel tizerine dH20 ilave edilerek ¢alkalayicida yikama
islemi gergeklestirilmistir. Son olarak jel tizerine %0,5 asetik asit ilave edilerek reaksiyon

sonlandirilip Bio-Rad jel goriintiileme sistemi ile fotografi ¢ekilmistir (Lee et al. 2014).

DewA proteinin cam ve teflon yiizeylere kaplanmasi

Kaplama deneylerinde hidrofilik ylizey olarak cam, hidrofobik yiizey olarak ise

teflon tercih edilmistir.

Teflon ve cam parcalart (I1x1 cm) %70’lik alkolden gegirilip alev ile muamele
edildikten sonra 120°C’de otoklavda steril edilerek kaplama deneylereine hazirlanmistir.
Daha sonra protein Img/ml olacak sekilde 6M GuHCL iginde ¢oziindiiriiliip, bu
soliisyondan 100 pl alinarak {izerine total hacim 1.2 ml olacak sekilde kaplama tamponu
(50 mM Tris/HCI, 1 mM CaCl, pH 8) eklenmistir (Schmoll et al. 2010). Kaplama
yapilacak cam ve teflon parcalart well plate icerisine alinmis ve her 6rnek seti i¢in ayri
ayr1 kontrol grubu dahil edilerek iizerlerine 250 pl kaplama soliisyonundan koyulduktan

sonra 80°C’de inkiibasyona birakilmstir.
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Kaplanmus yiizeylerin stabilite testleri

Kaplanan yiizeylerin stabiliteleri sicak SDS ve UV uygulamasi ile belirlenmistir.
SDS stabilitesi i¢in; kaplanmis cam ve teflon yiizeyler 80°C’de 60 dk boyunca %1 SDS’e
maruz kaldiktan sonra temas agilar1 6l¢iilmiis ve islem gérmemis kontrol grubuna gore
yorumlanmugtir. UV stabilitesi igin ise, kaplanmis cam ve teflon yiizeyler 30, 60 ve 90 dk
boyunca UV 1s181na maruz birakildiktan sonra temas agilari 6l¢lilmiis ve islem gérmemis

kontrol grubuna gore yorumlanmaistir.

3.2.12. Temas acis1 ol¢iimii

Kaplama yapilan cam ve teflon yiizeylerin temas agilar1 (Chau et al. 2009)’un
onermis oldugu yan yatirilmig stereo mikroskop kullanilarak hazirlanan Sekil 3.4’de
goriilen sistemde g¢ekilen fotograflarin ImageJ programinda Drop Snake Analysis ile
degerlendirilmesi ile Ol¢iilmiistiir. Bu amagla 2 pl’lik saf su damlalar1 mikropipet
yardimiyla kaplanmis yiizeylerin her birine 3 adet olmak tizere damlatilmistir. Ardindan

damlalarin fotograflar1 ¢ekilerek bilgisayara aktarilmis ve temas agilarini1 hesaplanmastir.

Mikropipet

Goruntilerin
bilgisayarda islenmesi

Kamera
B

[
‘ l‘ Stereo mikroskop

Sekil 3.4. Damlalarin degme acilarini belirlemek i¢in kullanilan modifiye edilmis
mikroskop sistemi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. pGSI-DewA Plazmitinin Transformasyonu

DewA genini igeren ve ticari olarak sentezlettirilen pGSI-DewA plazmiti ilk
olarak 1s1 soku metoduyla E. coli hiicrelerine transformasyonu gerceklestirilmistir.
Transformasyon sonunda AMP antibiyotigine direng gosteren yaklasik 10 koloni (Sekil
4.1°de gosterilmistir) se¢ilmis ve Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10 olarak

isimlendirilmistir.

Sekil 4.1. Tranformasyon sonrasi elde edilen koloniler

4.2. E. coli Hiicrelerinden Plazmit DNA izolasyonu

Bir onceki basmakta elde edilen izolatlardan rastgele 6 tanesi secilmis ve
100pg/ml AMP bulunduran 5 ml LB broth besi yerine inokiilasyon yapilarak, 37°C’de
24 saat calkalayicr’da inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi plazmitlerin
izolasyonlar1 gerceklestirilmis ve 62,35-91,76 ng/ul araliginda plazmit DNA elde
edilmistir (Tablo 4.1). Plazmitlerin tamaminin A260/280 oranlar1 ise 1,8 olarak

belirlenmistir.
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Tablo 4.1.Plazmit 6rneklerinin plazmit DNA miktarlari

Ornek ismi Plazmit DNA miktar: (ng/ul) Saflik orani (A260/280)
Al nolu koloni 81,86 ng/ul 1,8
A2 nolu koloni 62,35 ng/ul 1,8
A3 nolu koloni 91,76 ng/ul 1,8
A4 nolu koloni 66,27 ng/ul 1,8
A5 nolu koloni 71,96 ng/ul 1,8
A6 nolu koloni 63,73 ng/ul 1,8

Elde edilen plazmitlerin miktarlar1 6l¢iildiikten sonra %1°lik agaroz jelde 90V da
45 dakika boyunca elektroforezde yiritilmustir (Sekil 4.2°de gosterilmistir). pGSI
plazmiti 2.857 bg, DewA geni ise 411 b¢ uzunlugunda oldugundan hedef bantlarin
yaklagik 3.268 bg oldugu tespit edilmistir.

bp ng/10ul
1 kb
DNA
g 10000 70
Jae 7 Ladder A1 A2 A3 A4 A5 A6
g 5.000 70
9 4.000 70
3,000 140
2,500 75 .
3 2000 70 4000 blf v 3268 bp 3268 bp 3268 bp 3268 bp 3268 bp 3268 bp
R
2000 bp « ) ey e e e e
no0e. 140 1500 bp «
750 45
500 65 1000 bp
750 bp
250 50

500 bp

1 kb DNA Ladder
1% agarose, 1x TAE

250 bp

Sekil 4.2. Plazmitlerin %1’lik agaroz jel goriintiisii

Elde edilen sonuglara gére 6 6rnegin tamaminin istenilen bolgede bant verdigi
tespit edildiginden en yliksek DNA verimine sahip A3 izolat1 se¢ilmis ve bir sonraki

deneyde kullanilmistir.
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4.3. pGSl-DewA ve pPICZa-A Plazmit Vektorlerinin Restriksiyon Enzimleriyle

Kesimi

4.3.1. pGSl-DewA plazmit vektoriiniin restriksiyon enzimleriyle kesimi ve jelden

saflastirilmasi

A3 ornegi EcoRI ve Xbal fast enzimleri ile ikili kesim (Double Digestion)
reaksiyonuna tabi tutuldktan sonra kesim iiriinleri %1°lik agaroz jel hazirlanarak, 90V’da

45 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir.

10000 70 A3 (pGSI+DewA)
8000 70
6000 70
5000 70
4000 70
3,000 140

2500 75 - “ 2857 bp pGSI

2000 70

1,500 65

1,000 140

750 45

500 65

411 bp (DewA)

250 50

Sekil 4.3. A3 6rneginin restriksiyon enzimleri ile ikili kesim reaksiyonu sonucu elde
edilen jel goriintiisii.

Sekil 4.3’te gorillen DewA genine ait yaklagik 411 bg bolge jelden kesilerek
Ecotech Gel PCR Purification Kit ile ftretici firmanin Onerdigi protokole gore
saflagtirtlmistir. Purifikasyon isleminden sonra DNA miktar1 nanodrop cihazinda

Olclilmiis ve 16ng/ul miktarinda DNA elde edildigi belirlenmistir.

4.4. pPICZo-A Plazmit Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleriyle Kesimi ve

Saflastirilmasi

pPICZa-A plazmiti igeren E. coli hiicreleri igeriginde 50pg/ml zeosin bulunan 5
ml low salt LB Broth besiyerine inokiile edilmis ve 37°C’de 225 rpm’de 24 saat boyunca

inkiibasyona birakilmistir. Ardindan EcoTech Plasmid lIsolation Kit ile iiretici firmanin
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onerdigi protokole gore izolasyonlar gergeklestirilmistir. Daha sonra nanodrop cihazinda

6l¢lim yapilmis ve dlglim sonucunda yaklasik 1pg/ul plazmit DNA elde edilmistir.

Plazmit DNA EcoRI ve Xbal fast enzimleri ile ikili kesim (Double Digestion)
reaksiyonuna tabi tutulduktan sonra 6rnekler %1°lik agaroz jelde 90V’°da 60 dk boyunca
yirltilmistir (Sekil 4.5°de gosterilmistir). Daha sonra lineer plazmit igeren kesim
reaksiyonu liriinii ligasyon basamaginda kullanilmak tizere EcoTech PCR Purification Kit
kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi piirifikasyon protokole gore saflagtirilmistir.

Saflagtirllma sonrasinda DNA miktarin1 nanodrop cihazinda o6l¢iilmiis ve yaklasik

120ng/ul DNA elde edilmistir.

1 KB DNA LADDER

bp ng/10ul
Marlar Lineer

10,000 70 pPICZG
8,000 :/( )
8838 78 o —T)
4,000 70 «3000 be¢ bg
3,000 140 4
2,500 75
2,000 70
1,500 65
1,000 140
750 a5
500
250 S0

1 kb DNA Ladder
1% agarose, 1x TAE

Sekil 4.4. pPICZa-A plazmitinin restriksiyon enzimleri ile ikili kesim reaksiyon
goruntisu.

4.5. DewA’nin pPICZa-A Vektoriine Ligasyonu

Ligasyon asamasinda restriksiyon enzimleriyle ayr1 ayr1 kesilen pPICZa-A ve
DewA geni T4 ligaz enzimiyle reaksiyona tabi tutulmus ve reaksiyon karisimidan 2 pl
aliarak %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek dogrulanmustir (Sekil 4.6). Ligasyon reaksiyonu
sonucunda pPICZa-A-DewA plazmiti basariyla elde edilmistir.

o1



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

SIZE (bp)

(L

[T
g

Markir pPICZoA-DewA

——1500/1517

—— 1000
800
— 600

a8

— 400

Sekil 4.5. Ligasyon iiriinliniin %1’lik agaroz jelde goriintiisii.

4.6. pPICZa-A-DewA Plazmitinin E. coli Hiicrelerine Transformasyonu ve Plazmit

izolasyonu

Bir onceki ligasyon basamaginda elde edilen pPICZa-A-DewA plazmitinin
elektroporasyon oncesi yiiksek miktarda tiretilebilmesi i¢in 6ncelikle kompotent E. coli
hiicrelerine 1s1 soku uygulamasi ile transformasyonu saglanmistir. Transformasyon
sonucunda zeosin antibiyotigine diren¢ gosteren koloniler (Sekil 4.7°da gosterilmistir)
Al-A21 olarak isimlendirilmis ve bu kolonilerden plazmit izolasyonlari
gerceklestirilmistir (Sekil 4.8’de gosterilmistir). Daha sonra her plazmitin DNA

miktarlart nanodrop cihazinda 6l¢iildii elde edilen miktarlar Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.6. Igeriginde pPICZa-A-DewA bulunduran E. coli hiicrelerinin transformasyonu
sonucu elde edilen koloniler.
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SIZE (op)

[——— —— 10037
f—— 8000
8 J 2%8 L e ) W S — —
3000
— 2500
2000
-1500/1517
— 1000
-— 800
-— 600

Sekil 4.7. Transformasyon sonucunda elde edilen plazmitlerin %1’lik agaroz jeldeki
goruntusu.

Tablo 4.2. Elde edilen 21 plazmitin nanodrop cihazinda 6lgiilen DNA miktarlari (ng/
ul) ve Saflik oranlar1 (A260/280).

Ornekler Plazmit DNA Saflik oranlar
miktarlari (A260/280)
Al 173 ng/ ul 1.8
A2 182 ng/ ul 1.8
A3 127 ng/ pl 1.8
A4 154 ng/ ul 1.8
A5 254 ng/ ul 1.8
A6 218 ng/ pul 1.8
A7 179 ng/ ul 1.8
A8 152 ng/ pl 1.9
A9 1480 ng/ pl 2.01
Al0 34 ng/ pl 1.8
All 51 ng/ pl 1.8
Al2 68 ng/ ul 1.9
Al3 480 ng/ ul 2.01
Al4 340 ng/ ul 1.8
Al5 1350 ng/ pl 1.9
Al6 1207 ng/ pl 1.9
Al7 1182 ng/ pl 1.9
Al8 1193 ng/ pl 1.9
Al9 1382 ng/ pul 1.8
A20 862 ng/ ul 1.8
A21 476 ng/ ul 1.8
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4.7. pPICZa-A-DewA Vektoriiniin PCR ile Kontrolii ve Dizi Dogrulamasi

3'AOX ve a-signal primerleri ile gergeklestirilen PCR sonucunda, hedef gen
bolgesini igermeyen pPICZa-A vektorii kullanilan markira gore yaklasik 300 bg
boyutunda PCR f{iriinii verirken; pPICZa-A-DewA igeren kolonilere (A5, A9, A20 ve
A21) ait PCR firiinleri ise beklenildigi iizere 700 b¢ uzunlugunda bant vermistir (Sekil
4.9 ve Sekil 4.10).

SIZE (op)

10037
8000

[T

nN
(<
Q
o

Sekil 4.8. pPICZaA-DewA plazmit DNA’larindan transformasyon kontrolii. Marker,
DewA gen bolgesini igermeyen pPICZa-A, A1-Al7: low salt LB agardan

secilen koloniler.

SIZE (op)

[W——4 .—— 10037
e —— 8000
— 5000
« 4 4000
3000
— 2500
2000
1500/1517
— 1000
[e— . 800 « 800 bg
600 600 bg
400 bg
400 —
200 be
— 200

Sekil 4.9. A18-A21: low salt LB agardan se¢ilen koloniler
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Agaroz jel elektroforezinde pozitif sonug veren AS, A9, A20 ve A2l nolu
koloniler dizi dogrulamasi i¢in sekans analizine gonderilmistir. PCR {iriinlerinin dizi
analiz neticesinde, sekansi belirlenen dizilerin hedef gen bdlgelerinin kodon
optimizasyonuna gore uyarlanan diziler ile aym oldugu tespit edilmistir. pPICZa-A-
DewA plazmit DNA’sina ait 4 drnekten ( A5,A9,A20 ve A21 ) saflifi ve miktar1 en
yiiksek olan A21 6rneginin 3’AOX ve 5’AOX primerleriyle gergeklestirilen sekans

analizi ile elde edilen niikleotid dizisinin blast sonucu sekil 4.11°de gdsterilmistir.

& Download v Graphics
Sequence ID: Query_37207 Length: 419 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 418 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

771 bits(417) 0.0 417/417(100%) 0/417(0%) Plus/Plus

Query 830 GAATTCATGAGATTTATTGTTTCTTTATTGgctt actgetgetgectactgetactget 889
lIIIIII]lI\II]II\II\II\IIIIIIIl ILLETIETELLLLTLILITl

Sbjct 2 GAATTCATGAGATTTATTGTTTCTTTATTGGC TACTGCTGCTG(TACTGCTACTGCT 61

Query 890 CAA 949
[IIII | l l \ll\llllllllllll]lllll lI lII IIIIIIII

Sbjct 62 TTGCCTG TGC G AAAATGCTAAATTGGCTA(TTCTGCTGCTTT GCTAAA 121

Query 950 GCTGAAGGTACTACGTGTAATGTTGGTTCTATTGCTTGTTGTAATTCTCCTGCTGAAACT 1009

CLLLLELEEEE it e i b i i it
Sbjct 122  GCTGAAGGTACTACGTGTAATGTTGGTTCTATTGCTTGTTGTAATTCTCCTGCTGAAACT 181

Query 1010 AATAATGATTCTTTGTTGTCTGGTTTGTTGGGTGCTGGTTTGTTGAATGGTTTGTCTGGT 1069

ELLERLEEL L R e r e e e e i e e i iinnnnl
Sbjct 182  AATAATGATTCTTTGTTGTCTGGTTTGTTGGGTGCTGGTTTGTTGAATGGTTTGTCTGGT 241

Query 1070 AATACTGGTTCTGCTTGTGCTAAAGCTTCTTTGATTGATCAATTGGGTTTGCTAGCTTTG 1129

ELLELLEEL e et et it e i iiiiinnl
Sbjct 242 AATACTGGTTCTGCTTGTGCTAAAGCTTCTTTGATTGATCAATTGGGTTTGCTAGCTTT 301

Query 1130 GTTGATCATACTGAAGAAGGTCCTGTTTGTAAAAATATTGTTGCTTGTTGTCCTGAAGGT 1189

CLLERREE L it it ipiinnl
Sbjct 302  GTTGATCATACTGAAGAAGGTCCTGTTTGTAAAAATATTGTTGCTTGTTGTCCTGAAGGT 361

Query 1190 ACTACTAATTGTGTTGCTGTTGATAATGCTGGTGCTGGTACTAAAGCTGAATCTAGA 1246

IIIIIII\II\II\II\II\II\IIIIIIIII!II\IIJII\II\IIIIIIIIIIH
Sbjct 362  ACTACTAATTGTGTTGCTGTTGATAATGCTGGTGCTGGTACTAAAGCTGAATCTAGA 418

Sekil 4.10. Sekans analizi ile elde edilen niikleotid dizisinin DewA geni ile
karsilastirilmasi.

4.8. pPICZa-A-DewA Vektoriiniin Pichia Pastoris X-33 Hiicrelerine

Transformasyonu

4.8.1. pPICZoA-DewA vektoriiniin lineer hale getirilmesi

Pichia pastoris X-33 hiicrelerinin transformasyonu igin saf olarak elde edilen
rekombinant vektor (pPICZa-A-DewA), Sacl enzimi ile lineer hale getirilmistir. Kesim
tirlinlerinden 2 pl agaroz jelde yiiriitilmiistiir. Goriintiileme sonucu beklendigi gibi
yaklasik 4kb karsilifinda tek bant elde edilmis ve rekombinant vektoriin kesimi

dogrulanmistir (Sekil 4.12).
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SIZE (bp)

10037
8000

all

[ TT T
g

Markir pPICZoA-DewA

2000 -y 4011 bp

L1

Sekil 4.11. Lineer rekombinant vektoriin agaroz jel elektroforez goriintiisii

Lineer hale getirildigi dogrulanan vektore ait 10 kesim reaksiyonu iirtini
birlestirilerek fenol-kloroform yontemi ile saflagtirllmigtir. Saflagtirma sonucunda 601

ng/ul 1.8 safliginda vektér DNA’s1 elde edilmistir.

4.8.2. Elektroporasyon, transformantlarin secilimi ve PCR ile kontrolii

Elektroporasyon ile gergeklestirilen transformasyon sonrasi 100mg/ml Zeosin
iceren YPDS agar plaklarda gelisen maya transformantlarindan secilen yaklasik 85
koloninin (Sekil 4.13’de gosterilmistir) her biri ayr1 ayr1 100 mg/ml Zeosin igeren YPDS
broth besiyerine alinarak 30°C’de 250 rpm’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Stire sonunda sivi besiyerinde biiyliyen kolonilerden fenol-kloroform yontemi ile
genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra spesifik primerler ile Tablo 3.8’da gdsterilen

kosullar altinda PCR reaksiyonu kurulmustur.
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Sekil 4.12. Elektroporasyon sonrasinda YPDS agar plakta gelisen koloniler

Reaksiyon sonrasinda PCR iiriinleri %1’lik agaroz jel elektroforezinde
yiirlitiilmiis ve goriintiilenmistir (Sekil 4.14’de gosterilmistir). Bu asamada yaklasik 900
b¢ boyutunda DewA genini igeren bant ve 2200 bg boyutlarinda P. pastoris genomunda
bulunan AOX bolgesinin ¢ogaltildig1 kontrol bandinin goriilmesi beklenmektedir. Sekil
4.14 incelendiginde tek bir 6rnekte (D11 6rnegi) her iki bandinda bulundugu belirlenmis
ve D11 6rneginde DewA geninin aktarildigi dogrulanmistir. Ardindan dizi dogrulamasi
icin hedef bant bistiiri yardimiyla jelden kesilerek Ecotech Gel Purification Kit ile tiretici
firmanin onerdigi protokole gore saflastirilmistir. Saflastirma isleminden sonra aymi
kosullarda tekrar %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek bu islem dogrulanmistir (Sekil 4.15).
Saflagtirma isleminden sonra DNA miktar1 nanodrop cihazinda 6l¢iilmiis ve 44 ng/ul

miktarinda DNA elde edildigi belirlenmistir.

SIZE (bp)

6000 D-11 Markar

RERI
:

1500/1517

1000
800
—— 600

—— 400

— 200

Sekil 4.13. Pozitif 6rnegin AOX primerleriyle gerceklestirilen PCR sonucu
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SIZE (bp)
10037

8000 Markir D-11

—— 4000 [ a— ]

- 7

1500/1517

—_— 1000
-— R 800
pa— 600

r—— 400

Sekil 4.14. Jel ektraksiyon sonrasinda pozitif 6rnegin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii

Daha sonra jelden saflastirilan DNA her iki AOX primeri ile okutulmak tizere

sekans analizine gonderilmistir. Elde edilen okumalar birlestirilerek tek bir sekans haline

getirilmis ve kodon optimize dizi ile karsilastirilarak mutasyon olup olmadig

belirlenmistir. Sekil 4.16 incelendiginde P. pastoris’e entegre edilen DewA geninde

herhangi bir mutasyon olmadig1 anlasilmaktadir. Sonugta elektroporasyon sonrasi elde

edilen toplam 85 koloniden yalnizca D11 kodlu izolatin DewA genini igerdigi tespit

edilmis ve iiretim ¢alismalar1 bu izolatla gerceklestirilmistir.

Score
774 bits(419)

Query 915
Sbjct 1
Query 975
Sbjct 61
Query 1035
Sbjct 121
Query 1095
Shbjct 181
Query 1155
Sbjct 241
Query 1215
Sbjct 301
Query 1275
Sbjct 361

Expect Identities Gaps Strand

0.0 419/419(100%) 0/419(096) Plus/Plus
GGAATTCATGAGATTTATTGTTTCTTTATTGgcttttactgctgctgctactgctactec
UL LEECTELCEE L E LT L L LT LT LT LT
GGAATTCATGAGATTTATTGTTTCTTTATTGGCTTTTACTGCTGCTGCTACTGCTACTGC
tttgcctgcttctgectgctaaaaatgctaaattggectacttctgetgettttgetaaaCA
LLLTLLET L LETRLTL L LT LTI LT TLLLLETLE L
TTTGCCTGCTTCTGCTGCTAAAAATGCTAAATTGGCTACTTCTGCTGCTTTTGCTAAACA

AGCTGAAGGTACTACGTGTAATGTTGGTTCTATTGCTTGTTGTAATTCTCCTGCTGAAAC

LCLELEELLERLEER LR DLEL L EEL L L L L L LTl
AGCTGAAGGTACTACGTGTAATGTTGGTTCTATTGCTTGTTGTAATTCTCCTGCTGAAAC

TAATAATGATTCTTTGTTGTCTGGTTTGTTGGGTGCTGGTTTGTTGAATGGTTTGTCTGG

LLLLELLELEEL R e e e e e e e it
TAATAATGATTCTTTGTTGTCTGGTTTGTTGGGTGCTGGTTTGTTGAATGGTTTGTCTGG

TAATACTGGTTCTGCTTGTGCTAAAGCTTCTTTGATTGATCAATTGGGTTTGCTAGCTTT

LLLELLECLERLEER LRt e L LR R L L innl
TAATACTGGTTCTGCTTGTGCTAAAGCTTCTTTGATTGATCAATTGGGTTTGCTAGCTTT

GGTTGATCATACTGAAGAAGGTCCTGTTTGTAAAAATATTGTTGCTTGTTGTCCTGAAGG

LELLEEEELEEL R e e e e et e et e et
GGTTGATCATACTGAAGAAGGTCCTGTTTGTAAAAATATTGTTGCTTGTTGTCCTGAAGG

974
60
1034
120
1094
180
1154
240

TACTACTAATTGTGTTGCTGTTGATAATGCTGGTGCTGGTACTAAAGCTGAATCTAGAG 1333

LELLLLELEEL LR EEL LR LR L LR LEE LR LR LR L il L

TACTACTAATTGTGTTGCTGTTGATAATGCTGGTGCTGGTACTAAAGCTGAATCTAGAG 419

Sekil 4.15. Sekans analizi ile elde edilen niikleotid dizisinin DewA geni ile
karsilastirilmasi.
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4.9. DewA’nin Rekombinant Uretimi ve Saflastiriimasi

D11 izolat1 ile BMYY besiyerinde ¢alkalamali kiiltiirde yapilan calismalarda
%0,5, %1 ve %1,5 olmak {izere 3 farkli metanol konsantrasyonunda indiikleme yapilarak
DewA proteininin iiretimi gerceklestirilmistir. Uretim sirasinda 120. Saate kadar her 24
saatte bir 6rnek alinarak ODgoo degeri 6l¢iilmiis ve protein izolasyonlari yapilarak iiretim
miktarlar1 belirlenmistir. Calkamali kiiltiirde farkli metanol indiiklemelerinde elde edilen

ODeoo degerleri sekil 4.17, 4.18 ve 4.19°de gosterilmistir.

%0.5 Metanol

3,4
3,2 - 3,2
g 3 .
8 28 ,
2,6 !
2,4
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat
== %0.5 2,7 2,81 2,99 3,17 3,2
Saatlik Ol¢tim

Sekil 4.16. Calkamali kiiltiirde belirlenen saatlerde verilen %0.5 saf metanol sonrasi

ODeoo degerleri.
%1 Metanol
3,3
3,2 3,2
5,15

° 31 3,07
3 3
8 2[9 /

2,8 ,82

2,7

2,6

24 .saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat

e Seril 2,82 3 3,07 3,13 3,2

Saatlik Olgiim

Sekil 4.17. Calkamali kiiltiirde belirlenen saatlerde verilen %1 saf metanol sonrasi
ODeoo degerleri.

59



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

%1.5 Metanol

3,4
3,3 375 9,91 3132
° 3,2 122
QS 3,1 /
3
o 2.9 ,94
2,8
2,7
24.saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat
e Seril 2,94 3,22 3,3 3,31 3,32
Saatlik Olciim

Sekil 4.18. Calkamali kiiltiirde belirlenen saatlerde verilen %1,5 saf metanol sonrast
ODeoo degerleri.

Sekil; 4.17, 4.18 ve 4.19 incelendiginde %0,5’lik metanol indiiklemesinde 96.
saaten itibaren; %]1,5’luk metanol indiiklemesinde ise 72. saaten itibaren hiicre
biiylimesinin stabil hale geldigi anlagilmaktadir. Ancak %1°lik metanol indiiklemesinde
ise 120. saate dogru siirekli bir artis goriilmektedir. 3 farkli metanol indiiklemesine ait
hiicre bliylimeleri kendi aralarinda karsilastirildiginda ODgoo degerlerinde %0,5 ve %1°lik

metanol konsantrasyonlari arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir (p<0.05).

4.9.1. Rekombinant olarak elde edilen proteinin bradford ile miktarlarinin

belirlenmesi

Protein konsantrasyonu, Bradford Assay yontemi ile belirlenmistir. Sigir serum

albiimini (BSA) ile hazirlanan standart grafik (R* = 0,985) Sekil 4.20° de verilmistir.
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0,38
y=0,0013x+0,2617 @

0,36

0,34

0,32

0,3

0,28

0,26
0,24
0,22

0,2
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Sekil 4.19. BSA ile hazirlanan standart grafik

Protein iiretimi sirasinda 120. Saate kadar her 24 saatte bir 6rnek alinmis ve bu
orneklerden protein izolasyonlar1 yapilarak hazirlanan standart grafige gore protein

miktarlart mg/L cinsinden Sekil 4.21°de verilmistir.

Farkli metanol konsantrasyonlarinda DewA proteinin lGretim
miktarlari

-
ED == %0.5
== 1%

20 %1.5

24 48 72 96 120
Saat

Sekil 4.20. Farkli metanol konsantrasyonlarinda iiretilen protein miktarlar: (mg/L)

Sekil 4.21 incelendiginde %0,5’lik metanol konsantrasyonunda protein iiretimi
24. Saatten baslayarak 120. saate kadar artig gostermistir. Ancak %1 ve %1,5’luk metanol
konsantrasyonlarinda iiretim 96. saatte maksimuma ulagsmis olarak goriillmektedir. Ayrica

%0,5’lik metanol konsantrasyonunda protein iiretimi, %1 ve %1,5’lik metanol
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konsantrasyonlarina goére yaklasik iki kat daha diistiktiir. %1 ve %1,5’lik metanol
konsantrasyonlari kendi aralarinda degerlendirildiginde 6zellikle 96. ve 120. saatlerdeki
protein iiretimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériillmemistir (p>0.05). En
yiiksek {iiretim verimine %]1°lik metanol konsantrasyonunda 96. saatlik inkiibasyon
stiresinde ulasilmistir (77,42mg/L). Bu nedenle %2 veya daha fazla metanol

konsantrasyonlar1 denemeye alinmamastir.

Proteinlerin  SDS-PAGE jelde goriintiilenmesi ig¢in 3 farkli metanol
konsantrasyonuna ait 96. saatlerde elde edilen proteinler kullanilmistir. Yiirtitme
isleminden sonra jel giimiis boyama islemine tabi tutularak goriintiilenmistir. Burada
DewA proteini yaklasik 13 kDa olup, pPICZa vektoriinden gelen c-myc epitop bolgesi ve
His-Taq ise bu proteine 2.5 kDa ekleme yapmustir. Dolayisiyla rekombinant DewA
proteininin jelde yaklagik 15 kDa’lik markira denk gelen bolgede bant vermesi
beklenilmektedir. Sekil 4.22 incelendiginde elde edilen bandin hedeflenen boyutta oldugu

goriilmektedir.

kDa
--180
- ~130
-~100
- - -70
—-~55
w40
- —-~35
— - ~25

- ~15

Sekil 4.21. Ug farkli metanol konsantrasyonunun 96 saat inkiibasyonu sonunda elde
edilen protein bantlari.

Sekil 4.22.”de goriilen bantlarin Sekil 4.21 de verilen protein miktarlari ile uyumlu
oldugu anlagilmistir. %0,5 metanol konsantrasyonunun (18,30mg/L), %1 (77,42mg/L) ve
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%1,5 (74,96 mg/L) metanol konsantrasyonlarindan elde edilen protein miktarlarina gore

oldukea diisiik bant yogunluguna sahip oldugu net bir sekilde goriilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda en yliksek DewA proteini {iretimi 96. saatte %1°lik metanol
konsantrasyonunda elde edilmistir. P. pastoris ile gerceklestirilen baska bir ¢alismada,
Trichoderma reesei'den HFBI hidrofobini pPICZaA vektoriinde AOX1 promotoriiniin
kontrolii altinda %0,5 metanol konsantrasyonunda 90. saatte 300mg/L’de hidrofobin
uiretilmistir (Nejad et al. 2015). Ancak bu protein Sinif 2 hidrofobinlere dahildir. DewA
gibi sinif 1 hidrofobin olan bagka bir protein ise RodA ve RodB olup; yine P. pastoris’te
AOX promotorii altinda tiretilmis ve sonugta %0,5 metanol konsantrasyonunda 120. satte

sirasiyla 21mg/L ve 24mg/L miktarlarinda {iretilmistir (Pedersen et al. 2011).

4.10.2. DewA proteinin cam ve teflon yiizeylere kaplanmasi ve temas ag¢ilarinin

belirlenmesi

Kaplama deneylerinde hidrofilik ylizey olarak cam, hidrofobik yiizey olarak ise
teflon tercih edilmistir. Her bir kaplama deneyinde 1x1 cm boyutlarindaki cam ve
teflonlar icin 100 ug DewA proteini kullanilmistir. Su temas agis1 (6o), suyun kat1 ile
temasta bulundugu noktada kolayca Olciilebilen ve ylizeyin hidrofobisitesi hakkinda
yararli bilgiler sunan bir degerdir. Temas agis1 10° 'den daha kiigiik olan yiizeyler
stiperhidrofilik ve 150'den yiiksek olan yiizeyler ise siiperhidrofobik olarak adlandirilir
(Starov et al. 2010).

Féa Edt Image Process Analyze I}ﬁ-_rrs Window Hep Filo Edt Imago Process Analyze Plging Window Holp
000 /&N ALNOOC /|- AL
Line 7 A
S26X199 PIXeIS; RGB! 293K " | nens - o x 236x193 pivels; RGB; (f* Eot '0'",@%_ =
| Fio Edt Font Resuts "" ot i I n
A | Ak wean e e [Ange | : '
| 0 0 0 5882
A
»_.4—!,-.\-)“' ¢ o

Sekil 4.22. 16 saat inkiibasyon siiresi sonunda konrol grubunda 6l¢iilen temas agilar a)
cam yiizey b) teflon yiizey.
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Hidrofilik olarak tercih edilen cam yiizeyin protein uygulamasi yapilmadan
sadece tampon ¢ozelti ile 16 saat muamelesi sonucunda dlgiilen temas agisi cam ylizeyde

6,174+1,25° iken; teflon yiizeyde ise bu ag1 132,878+8.55° olarak belirlenmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23. Protein kaplanmamis cam (a) ve teflon (b) yiizeylerin kontrolleri
ile protein kapli cam (c) ve teflon (d) karsilastirilmasi.

Temas agilar1 6l¢limii sonucunda cam yiizeylerde 6,174° olarak belirlenen ag1, 100
nug DewA proteini kaplamasi sonucunda 70,125+5,18°’ye ulagmistir (Sekil 4.24). Diger
taraftan 132,878° olarak belirlenen teflon yiizey acis1 ise 114,814+7,25°’ye diismiistiir.
Beklenildigi iizere DewA proteini hidrofilik bir ylizeyi gorece hidrobofiklestirmis;
hidrofobik bir yiizeyi ise hidrofilik hale getirmistir.

Ayrica rekombinant olarak iiretilen proteinin dayanikliligini ve yiizeylerde
kalicihigin1  belirlemek amaciyla kaplanmis yiizeylere ait stabilite testleri
gerceklestirilmistir. Sicak SDS uygulamasi yapilan deney gruplarinda cam yiizeylerde
uygulama oncesi temas acis1 70,125° iken; 60 dk’lik uygulama sonucunda 69,250+6,35°
olarak belirlenmistir. Teflon yiizeylerde ise uygulama oncesi 114,814° iken; uygulama
sonras1 123,388+10,72° olarak dl¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglara gére SDS uygulamasi
ile cam yiizeye kapli proteinlerin miktarinda ve konformasyonunda herhangi bir
degisiklik belirlenmemistir. Bu duruma zit olarak teflon yiizeyde 6lgiilen temas agis1 ise
artis gostermistir. Rekombinant olarak iiretilen DewA proteini sinif I protein olup, SDS
gibi yilizey aktif maddeler icere c¢ozeltilerde c¢oziinmemektedir. Bu nedenle cam

yiizeylerden elde edilen sonucglara gore temas ag¢isinin degismemesi sasirtict degildir.
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Teflon yiizeylerde meydana gelen aci degisikligi ise SDS uygulamasi sonucunda
amfipatik karakterde olan DewA proteininin hidrofobik bolgesinin yiizeye tutunma
davraniglarinda degisiklige yol agmasi ile yorumlanabilir. Nitekim Schmoll M ve
arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada da DewA proteininin kaplama
deneylerinden benzer sonuglar elde edilmis ancak arastirmacilar bu durumu yorumsuz
birakmiglardir. S6z konusu ¢alismada 80 °C'de 16 saat inkiibasyondan sonra cam yiizey
icin, %1 SDS uygulamadan once temas agis1 72,9+9,48° iken, uygulamasindan sonra
temas acist 70,3+4,03° olarak belirlenmis; teflon ylizey icin ise %1 SDS uygulamadan
once temas acist 50,8+4,81° iken, %1 SDS uygulamasindan sonra temas agis1 79,2+13,2°

olarak belirlenmistir.

Hidrofobinlerin ylizeylere adezyonu ve kaliciliginin, proteinin boyutu, yapisal
stabilitesi, sicaklik, iyonik giic ve tampon bilesimi ile degisiklik gosterecegi
bilinmektedir. Ayrica kiigiik ve rijit yapidaki proteinler, yiizey adsorpsiyonundan sonra
konformasyonel degisim gostermeye yapilarindaki disiilfiit baglar1 nedeniyle yatkin
olmadigindan yiizey uygulamalarinda tercih sebebidirler (Rabe et al. 2011; Linder et al.
2005). Bu ¢alismada SDS uygulamasinda 6zellikle cam yiizeylerde DewA proteininin
gostermis oldugu yiiksek stabilite, muhtemelen icerdigi disiilfit baglarindan
kaynaklanmaktadir.

Kaplanan yiizeylerin UV stabilitesi ise 30, 60 ve 90 dk boyunca UV 151g1na maruz
birakildiktan sonra temas agilar1 olglilmiis ve islem gérmemis kontrol grubuna goére
yorumlanmistir. Cam yiizeylerde uygulama 6ncesi temas acis1 70,125° iken; 30 dk’lik
UV uygulamasi sonucunda 7,25+1,5° olarak belirlenmistir. Elde edilen temas agisi ile
cam yiizeyin protein kaplanmadan 6nceki temas agilar1 arasinda istatistiki (p<0.05) olarak
fark yoktur. Bu sonu¢ UV uygulamasi ile cam yiizeye kaplanan proteinlerin 30 dk
icerisinde tamamen degrede oldugunu gostermektedir. 60 dk ve 90 dk’hik UV

uygulamalar1 bu nedenle gergeklestirilmemistir.

Teflon ylizeylerde ise uygulama oncesi 114,814° iken; 30, 60 ve 90 dk UV
uygulamasi sonrasinda temas agis1 120,704+11,15° olarak 6l¢iilmiistiir. Farkli stirelerdeki

UV uygulamalari ile kontrol temas agilar1 arasindaki farklar istatistiki (p<0,05) olarak
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onemsiz bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore ilging bir sekilde teflon yiizeylerde UV

uygulamasi ile protein degrede olmamis ve aktivitesini korumustur.

Proteinlerdeki, triptofan ve tirozin yan zincirlerinin UV uyarim ile disiilfit
kopriilerinin yapsina zarar veridgi bilinmektedir (Neves-Petersen et al 2002, 2009). Bu
calismada Ozellike cam yilizeylerde 30 dk ve sonrasinda meydana gelen DewA
degradasyonu proteinin rijit yapisini olusturan disiilfit baglarinin UV maruziyeti altinda

zarar gormesi ile acgiklanabilir
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5. SONUC ve ONERILER

Hidrofobinler, yiizeylere adeze olarak, 6zelliklerini degistirebilme 6zelliklerinden
dolay1 biyoteknolojide ve bircok pratik uygulamada biiyiik potansiyele sahiptir. Son
yillarda, hidrofobinlerin biyoteknolojik uygulamalarinda belirgin bir artis olmakla
birlikte endiistriyel boyutlarda iiretimi verim problemlerinden dolayr hala basarilmig
degildir (Hektor and Scholtmeijer 2005). Bu nedenle hidrofobinlerin rekombinant
iretimi tizerine daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir (Wosten and Scholtmeijer 2015).
Literatiirde hidrofobinlerin rekombinant {iretiminde prokaryotik ve Okaryotik olmak
tizere bircok konake1 kullanilmis; hidrofobin genleri farkli promotorler altinda eksprese

edilmistir.

Bu calismada amiloid yapidaki proteinlere benzer, rodlet yapisi olarak
adlandirilan fibriller olusturmast ve yogun sekilde B-tabaka yapisi i¢erdiginden dolayi
proteazlara kars1 oldukca direncli (Paris et al. 2003; Wang et al. 2010) olmas1 dolayisiyla
sinif [ hidrofobin grubuna dahil olan DewA proteini secilmistir. Konak organizma olarak
ise ¢cok sayida distilfiit bagina sahip proteinlerin ifadesinde yaygin olarak kullanilan
(Demain and Vaishnav 2009) P. pastoris X-33 mayasi tercih edilmistir. DewA geni,
literatiirde DewA proteini iiretiminde daha oOnce kullanilmamis olmasi ve AOX2
promotdriine gore 10-20 kat daha fazla verimlilige sahip olmasi nedeniyle AOX1
promotoriiniin altina yerlestirilmistir. Sonugta Aspergillus nidulans’a ait sif 1
hidrofobin olan DewA proteini pPICZa-A vektoriine aktarilarak AOX1 promotorii
altinda P. pastoris X-33 susu kullanilarak rekombinant olarak {iiretilmistir. En yiliksek
verim 96. saatte 77 mg/L olarak %1’lik metanol konsantrasyonunda elde edilmistir. Elde
edilen rekombinant proteinin molekiiler agirlig1 yaklasik 15 kDa olarak bulunmus ve
kiltir filtratindan kismi olarak saflastirildiktan sonra hidrofilik karakterde cam ve
hidrofobik karakterde teflon yiizeylere kaplama i¢in kullanilmigtir. DewA proteinin cam
yiizeye kaplanmasi sonucunda yiizeyin karakteristigini degistirerek hidrofobik hale
getirdigi; teflon yiizeylerde ise yine ylizey karakteristigini degistirerek hidrofilik hale
getirdigi kanitlanmistir. Ardindan bu yiizeylere sicak SDS ve UV uygulamasi yapilarak
proteinin yiizey stabilitesi degerlendirilmistir. Sonugta ylizeye kaplanmis olan DewA
proteininin hem cam hem de teflon yiizeylerde sicak SDS uygulamasina direngli oldugu;

UV uygulamasinda ise cam ylizeylerde UV maruziyeti ile protein degrede olurken, teflon
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yiizeylerde yapisini korudugu anlasilmistir. Tez ¢aligmasi ile A. nidulans’a ait DewA
proteini, pPICZa-A vektoriine klonlanarak, P. pastoris X-33 susunda AOX promotdrii
kontroliinde ilk kez rekombinant olarak tiretilmistir. Bu calismada elde edilen verilere

dayanarak asagida bazi oneriler sunulmustur;

1. DewA proteininin cam ve teflon yiizeylerde gostermis oldugu farkli yiizey

karakteristiklerinin nedenleri arastiriimalidir.

2. Erlen skalasinda gerceklestirilerek optimize edilen {iretim prosesi, fermentor

skalasina taginarak optimize edilmelidir.

3. Rekombinant iiretimde farkli karbon ve azot kaynaklarinin etkisi

degerlendirilerek tiretim verimi ve maaliyeti optimize edilmelidir.

4. DewA geninin kopya sayis1 saperon proteinleri ile dogru orantili bir sekilde

arttirilarak Uretim verimi arttirilmalidir.
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