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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MANYETIK NANOPARTIKUL ARACILIGIYLA Pichia pastoris’e YENI BIR
GEN AKTARIM YONTEMININ GELISTIRILMESI

Seyda YILDIZ

Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Gen Miihendisligi Bilim Dali

Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi Yagmur UNVER

Bu tez calismasinda Pichia pastoris mayasina simdiye kadar gergeklestirilen gen aktarim
yontemlerinden (LiCl-1s1 soku veya elektroporasyon vb.) farkli olarak yeni bir gen
aktarim yontemi gelistirilmistir. Bu dogrultuda, maya hiicrelerine gen aktariminda araci
olarak kullanilan manyetik nanopartikiiller (FesOs@PEI) sentezlenmis ve karakterize
edilmistir. Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin maya hiicreleri iizerinde toksik
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Gen aktariminin dogrulanmasi igin kullanilan yesil
floresan protein raportor geninin (Green Fluorescent Protein; GFP) kodon optimizasyonu
yapilmis ve bu gen dizisi, ticari olarak temin edilen sentetik DNA’dan amplifiye edilerek
pGKB ekspresyon plazmitine yerlestirilmistir. E. coli hiicrelerinde klonlanarak elde
edilen rekombinant DNA (pGKB-GFP) manyetik nanopartikiiller ile bir araya getirilmis,
optimum sartlarda elde edilen manyetofektin miknatis araciligiyla maya hiicrelerine
transfer edilmistir. Antibiyotik se¢ilimi ve PCR reaksiyonu ile genomlarinda GFP genini
tasiyan maya transformantlar1 dogrulanmis, GFP iireten hiicreler konfokal mikroskopta
goriintiilenmistir. Béylece rekombinant protein iiretiminde siklikla kullanilan P. pastoris
mayasina ilk defa manyetik nanopartikiil araciligiyla gen aktarimi gergeklestirilmistir. Bu
yontemin, kolay bir sekilde uygulanabilir olmasi, ucuz olmasi, az miktarda DNA’ya
gereksinim duymasi, kompetent hiicre hazirlanmasimna gerek duymamasi ve
transformasyon isleminin kisa siirede gerceklestirilmesi gibi bir¢cok avantaja sahip oldugu
sOylenebilir.

2020, 107 sayfa

Anahtar Kelimeler: Manyetik nanopartikiil, gen aktarimi, GFP (yesil floresan protein),
kodon optimizasyonu, Pichia pastoris



ABSTRACT

Master Thesis

IMPROVEMENT OF A NEW GENE TRANSFER METHOD TO Pichia pastoris
WITH MAGNETIC NANOPARTICLE

Seyda YILDIZ

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Discipline of Gene Engineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Yagmur UNVER

In this thesis study, a new gene transfer method has been developed in contrast to the
gene transfer methods (LiCl-heat shock or electroporation etc.) applied to Pichia pastoris
yeast up to now. Accordingly, magnetic nanoparticles (FesOs@PEI), which are used as a
mediator of gene transfer to yeast cells, have been synthesized and characterized. It was
found that the synthesized magnetic nanoparticles had no toxic effect on yeast cells. The
codons of the Green Fluorescent Protein reporter gene (GFP) used to confirm gene
transfer was optimized and this gene sequence was amplified from commercially assured
synthetic DNA and inserted into the expression plasmid pGKB. Recombinant DNA
(pGKB-GFP) obtained by cloning in E. coli cells was combined with magnetic
nanoparticles and the magnetofectin obtained under optimum conditions was transferred
to yeast cells by means of magnet. Yeast transformants carrying GFP gene in their
genomes were confirmed by antibiotic selection and PCR reaction, GFP producing cells
were visualized on confocal microscope. Thus, gene transfer by means of magnetic
nanoparticle, to P. pastoris yeast, which is frequently used in recombinant protein
production was realized for the first time. It can be said that this method has many
advantages such as being easy to apply, being inexpensive, requiring a small amount of
DNA, not requiring a competent cell preparation and the transformation process being
performed in a short time.

2020, 107 pages

Keywords: Magnetic nanoparticle, gene delivery, GFP (Green Fluorescent Protein),
codon optimization, Pichia pastoris



TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu calisma, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde ve Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (DAY TAM) yapilmistir.

Calismalarim siiresince goriis, bilgi birikimi ve engin tecriibelerinden yararlandigim ¢ok
kiymetli hocam, Sayin Dr. Ogr. Uyesi Yagmur UNVER e tiim sabr1 ve samimi ilgisinin

yani sira yaptig1 tiim fedakarliklar i¢in minnettarim.

Laboratuvardaki ilk deneysel tecriibelerimi kazanmamda destegini ve yardimini higbir
zaman esirgemeyen degerli hocam, Sayin Dr. Ogr. Uyesi Melike YILDIZ’a da ayrica ¢ok

tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmamin nanobiyoteknoloji alaniyla birlikte multidisipliner bir ¢calisma olmasina
vesile olan degerli hocam, Sayin Prof. Dr. Ahmet MAVI’ye ve benim igin ¢ok yeni olan
nanobiyoteknoloji alaninda tez ¢alismalarim boyunca her konuda yardimci olan, Sayin

Kiibra SOLAK’a tiim samimi yardim ve ilgilerinden 6tiirii tesekkiir ederim.

[k laboratuvar acemiligini birlikte attigimiz ekip arkadasim, Saymn Melek ACAR’a,
manevi olarak her zaman yanimda olan ve bana destek olan dostlarim Sayin Esra

MESCT’ye ve Saym Elif GUNES’e ¢ok tesekkiir ederim.

Alanimla ilgili bilgi ve birikimlerinden yararlandigim Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimi ailesindeki ¢ok kiymetli hocalarim basta olmak iizere umut verici fikirleriyle
ufkumu acan ¢ok kiymetli hocam, Sayin Prof. Dr. Mesut TASKIN’a tesekkiirlerimi

sunarim.

Ayrica tez ¢alismalarimi devam ettirmek ve arastirmalarimi rahatga yapabilmek i¢in her
tiirlii imkan1 tantyan saygideger hocam, DAYTAM miidiirii Sayin Prof. Dr. Hamdullah
KILIC a, tez diizenleme asamasinda samimi ilgi ve yardimi i¢in kiymetli hocam, Sayin
Ogr. Gor. Hasan CAN’a, stresli oldugum deney zamanlarinda giileryiiziinii ve iyi

dileklerini eksik etmeyen kiymetli hocam, Sayin Ogr. Gér. Osman Nuri ASLAN basta



olmak tizere ¢ok degerli DAYTAM ailesine, gosterdikleri samimi ilgi i¢in ayr1 ayri

tesekkiirlerimi sunarim.

‘Hayatta en biiyiilk mucize kiigiikken iyi bir 6gretmene rastlamaktir’ soziiniin bendeki
karsilig1 olan ¢ok kiymetli ilkokul hocam, Saym Uzm. Dr. Hatice CELIK’e, manevi

olarak her zaman yanimda oldugu i¢in minnettarim.

Hayatimin her doneminde 6zellikle de tez doneminde benim igin hicbir fedakarliktan
kaginmayan, manevi olarak her zaman yanimda olan canim anneme, maddi destekg¢ilerim
olan canim babam ve abim basta olmak iizere YILDIZ ailesinin kiymetli iiyelerine her

sey i¢in tesekkiir ederim.

Bu calismay1, FYL-2018-6854 no’lu proje ile destekleyen Atatiirk Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri (BAP) Birimi’ne tesekkiir ederim.

Seyda YILDIZ

Ocak, 2020



ICINDEKILER

OZET ...ttt i
AB ST RACT bbbttt bttt bbbt i
TESEKKUR ........oooiiioeeeeeeeeeeeee oottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt iii
ICINDEKILER .........oooviiiiieeceeeeeee ettt v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI .......cccoooniiiniinn, viii
SEKILLER DIZINT ..ottt X
CIZELGELER DIZINI .........ocoooiiiiiiieeeeeet ettt Xii
3 123 1T 1
1.1. Rekombinant Protein Uretiminde Kullanilan Ekspresyon Sistemleri................... 4
1.1.1.Pichia pastoris eKSpreSyon SIStEMI .........ccucivevieiieeie e 6
1.2, Gen AKtarim YONtEMIETT......ccueiiiiiiiiiiiiiie e 9
1.2.1. Biyolojik YONIEMICT.......ceeiiiiiiiiieiiiiie et 12
1.2.2. Kimyasal YONEMIET .........coviiiiiiiiiiiieiieic e 13
1.2.3. Fiziksel YONTEMIET .......ceeiiiiiiiiiiie et 13
1.2.3.1. ManyetofeKSIYON ......c..ooviiiiiice et 15
1.3. Mayalara Gen AKLarTmMI.........ccooiveiiiiiiieiiiie e 20
2. KAYNAK OZETLERI .......cootiiiiiiiinieess s 25
2 N o' T TSR SUPRP 31
3. MATERYAL VE YONTEM...........ccooosviiiiiiiieieeeeeee e 32
3L MALEIYAL ..o 32
3.1.1. Kullanilan CIAzZIar ..........cocuiiiiiiiiiie e 32
3.1.2.Kullanilan kimyasallar ve Kitler ............ccoooviiiiiiiiiiiic 33
3.1.3. Kullanilan mikroorganizmalar ............cccocoviiiiiiiiiici e 33
3.1.4. Kullanilan primerler ........c.ccoiiviiiiiiiiiieese s 33
3.1.5.Kullanilan besiyeri, tampon ve ¢OZeItler.........cooovviiiiiiiiiiiieiieeeec e 35
K )11 (< s o DTSR U ST UROVRUPRPURTOPN 36
3.2.1.Fe304@PEI MNP sentezi ve KaraKterizaSyonU...........cccceeveeiiieiieeiiiesseesiieannnens 36
3.2.2.MNP’lerin maya hiicreleri tarafindan aliminin belirlenmesi ............cccccoecenenee. 37
3.2.3. MNP’lerin maya hiicreleri lizerindeki toksik etkisinin arastirilmasit................... 38



3.2.4. Manyetofektin hazirlama ve optimizasyonu ...........cccccceeviiviiieiiniinieieccseee 39

3.2.4.1. SUre OPtiMIZASYONU .....eeviiieiiieiisiiesiiere ettt 39
3.2.4.2. N/P 0rani OPtIMIZASYOIIU ....veeerurrrersreeesreeesreesssesssseesssessssessssesssssesssssesssssees 40
3.2.4.3. MNP miktar OptimiZaSyOnU ...........ccceeriiiueiieiesiesieesesiesee e eseesee e eseesseeseas 41
3.2.5.pGKB-GFP plazmitinin elde edilmesi ........cccooireiiiiiiiiiieeceee e 41
3.2.5.1. pGKB plazmitinin dogrulanmasi............ccerererererinieninieeeese e 41
3.2.5.1.a. E. coli hiicrelerinden plazmit iZOlasyonu ...........cccevvevververesreesieeneerieseenes 41
3.2.5.1.b. Vektore ait primerlerle PCR 1reaKSiyonu .......c.cccocvevveiieiveniesiieseesieesiesieenes 43
3.2.5.1.c. pGKB plazmitinin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi .............. 43
3.2.5.2. Yesil floresan protein (GFP) geninin amplifikasyonu ... 43
3.2.5.2.2. PCR rEaAKSIYONU......iiviiieiiieiieeie et ite ettt e et re e sreeste e sneenas 44
3.2.5.2.b. PCR {iriiniiniin agaroz jel elektroforezinde ylriitilmesi...........c.ccocevvrenene. 44
3.2.5.2.c. PCR tirtiniiniin saflagtirtlimast ..........cccoviuiiiiiiiiiiie e 45
3.2.5.2.d. PCR fiirtiniiniin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi .................... 45
3.2.5.2.e. PCR iirtinlerinin fenol-kloroform ekstraksiyonu............ccocovvvininiiennnnnn. 46
3.2.5.2.f. Vektor DNA (pGKB)’nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi...46
3.2.5.2.9. Vektor DNA’nin jelden eKstrakSiyonU..........cocvvieeneiirinieniniineese e 47
3.2.5.2.N. Ligasyon reakSIYONU .........cccociiireririnieienie et 47
3.2.5.2.i. E. coli One Shot TOP10 hiicrelerinin transformasyonu...............cccccevevruene 48
3.2.5.2,j. GFP genine ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak ilgili sekanslarin
koloni PCR ile amplifikasyonu ...........cccccooiiiiiiiiiiinece e 48
3.2.5.2.k. Muhtemel rekombinant vektoriin sekans analizi ile dogrulanmasit.............. 49
3.2.6. pGKB-GFP plazmitinin maya hiicrelerine transferi.............cccovvviiiciiniiinnn, 50
3.2.6.1. Manyetofektin hazirlama...........ccoccooviiiiiiiiii 50
3.2.6.2. Halkasal rekombinant plazmitin transfer edilmesi...........cccccooeiininiiiinnne 50
3.2.6.3. Lineer rekombinant plazmitin transfer edilmesi..........c.cccoevvieiininiennnnn 51
3.2.6.4. Pozitif maya transformantlarinin dogrulanmast ..........c.ccoeeveviiiiiiciinicinenn, 52
3.2.6.4.a. KOIONI PCR ...ttt s 52
3.2.6.4.b. Genomik DNA izolasyonu ve ¢oklu kopya varliginin belirlenmesi ............ 53
3.2.6.5. Pozitif maya transformantlari ile GFP Gretimi .........cccooevieiiiiiicnicie, 54

Vi



4. ARASTIRMA BULGULARI........ccooiiiiiiii s 95

4.1. Manyetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu............cccooveviriieniiiinicniecnennenn 95
4.2. MNP’lerin Hiicresel Aliminin Belirlenmesi .........ccocoovvviiiiiiiiiiniiiii 60
4.3. MNP’lerin Maya Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin Arastirilmast............. 61
4.3.1. Proliferasyon TESTH........coiiiiieieie et 61
4.3.2.Is1k mikroskobunda gorlintlileme...........ccocvvviiiiiiiiiiiciee e 62
4.3.3.Spotlama (SPOLtING) TESti....ccvecveiieiecie e 63
4.4, Manyetofektin Hazirlama ve OptimiZaSyonu .......cccocveeiieeeiiieeniieessneesinessninens 64
4.4.1. SUre OPtMIZASYONU .....vvevieneisiieieeste et ettt e b e as e be e sseesne e e e 64
4.4.2. N/P Oran1 OPtMIZASYONU ......vevvereeresiresteesesssesseesseesesseessessesseesseesesseesseessesseens 66
4.4.3. MNP miKtar OptiMIZASYONU ........ccccueiieiieiieeieseesieeite s ste e ae e sre e 66
4.5. pGKB-GFP Plazmitinin Elde EAIIMESI...........ccoceiviiiiiciieece e 68
4.5.1. pGKB plazmitinin doZrulanmast ...........cccevrieerrerenieenienieiese e 68
4.5.2.GFP geninin PCR ile amplifikasyonu ...........ccccoooeiiiiiiiiniicec e 70
4.5.3.Genin ve vektor DNA (pGKB)’nin kesilmesi ve goriintilenmesi ...............c...... 70
4.5.4.Bakteri hiicrelerinin transformasyonu ve koloni PCR ............ccccccociiiiiiiinnnn 71
4.5.5. Muhtemel rekombinant vektoriin sekans analizi............c.ccocevveniiiiniciienennnn, 72
4.6. pGKB-GFP Plazmitinin Maya Hiicrelerine Transferi..........c.cccooveviniveiinennnnnn. 75
4.6.1. Manyetofektin hazirlama.............ccoooiiiiiiiiiii 75
4.6.2. Halkasal rekombinant plazmitin maya hiicrelerine transfer edilmesi ................. 77
4.6.3. Lineer rekombinant plazmitin maya hiicrelerine transfer edilmesi..................... 79
4.7. Pozitif Maya Transformantlarinin Dogrulanmast ............ccccveveieieneniicicnnnnns 80
4.7. 1. KOIONTE PCR ..o 80
4.7.2.Genomik DNA izolasyonu ve ¢oklu kopya varliginin belirlenmesi ................... 80
4.8. Maya Transformantlar1 ile GFP Uretiminin Goriintiilenmesi.................c.co........ 81
5. TARTISMA Ve SONUC .....oooiiiiiiiiiiiieiiete et 83
KAYNAKLAR L.ttt 97
L0773 0017 1 15RO 108

vii



°C

g (RCF)
mg
mL
mM
ng
nm
Rn
rpm
\Y

A

Hg

pL
pm
aFesO4@PEI
AOX
CIAP
dH20
DNA
dNTP
EtOH
GAP

gDNA

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Santigrat derece

Gram

Goreceli santrifiij kuvveti (Relative centrifugal force)
Miligram

Mililitre

Milimolar

Nanogram

Nanometre

Hidrodinamik boyut

Dakikadaki devir sayis1 (Revolutions per minute)
Volt

Dalga boyu

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

Asit ile muamele edilmis, PEI kapli demir oksit MNP’ler
Alkol oksidaz

Sigir bagirsak alkalin fosfataz (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)
Distile su

Deoksiribontikleik asit

Deoksiriboniikleotid trifosfat

Etanol

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz

Genomik deoksiriboniikleik asit

viii



GFP Yesil floresan protein (Green Fluorescant Protein)

LB Luria Bertani

MNP Manyetik nanopartikiil

NA Niikleik asit

NP Nanopartikiil

NCBI National Center for Biotechnology Information

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
PEI Polietilenimin

rDNA Rekombinant deoksiriboniikleik asit

SOC Broth Super Optimal Broth with Catabolite Repressor
TE Tris EDTA

YPD Maya ekstrakti pepton dekstroz (Yeast Extract Peptone Dextrose)
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1. GIRIS

Molekiiler biyoloji, glinlimiizde gelmis oldugu konumun 6nemli bir kismini hig sliphesiz
rekombinant DNA (rDNA) teknolojisine borgludur. rDNA, farkli kaynaklardan elde
edilen genetik materyallerin genetik miihendisligi metotlar1 kullanilarak bir araya
getirilmesiyle elde edilir. rDNA molekiillerinin elde edilmesi i¢in spesifik hedef DNA
bolgeleri, restriksiyon enzimleri kullanilarak enzimatik olarak kesilir, istenen gen, ayni
restriksiyon enzimleriyle kesilen ilgili vektore yerlestirilir ve DNA ligaz ile fragmentler
birlestirilir. EIde edilen rDNA’nin ifadesiyle iiretilen protein ‘rekombinant protein’ olarak
adlandiriimaktadir (Karaoglan 2012; Khan et al. 2016).

Aktarilmak istenen DNA, genomik veya komplementer DNA (cDNA) olabilir. DNA
ornekleri bakteri, viriis, bitki veya hayvan kaynakli olmaktadir. rDNA baslica iki
kisimdan olugmaktadir; birincisi; vektor plazmiti, ikincisi ise hedeflenen geni iceren
DNA pargasidir. Plazmitler, hiicrelerin kromozomal DNA’larindan ayr1 olarak, halkasal
ve ¢ift zincirli yapida bulunan DNA molekiilleridir (Lodish et al. 2000). Vektorlerde ortak
olarak bulunan temel elementler; i. antibiyotik diren¢ geni, ii. replikasyon orijini bolgesi

ve iii. hedeflenen DNA bélgesinin eklenebilecegi vektor bolgesidir (Pray 2008).

Rekombinasyonun temelleri, ilk kez 1928°de Ingiliz Frederick Griffith tarafindan
atilmistir. Griffith, Londra’daki zatiirre salginina sebep olan bakterilerle ilgili arastirma
yaparken, genetik materyalin hiicreler arasinda aktariminin gerceklesebilecegini
gozlemlemis ve bu olayr ‘genetik transformasyon’ olarak tanimlamistir (Pray 2008).
rDNA fikri ilk olarak Stanford Tip Universitesi, Biyokimya Anabilim Dali’'nda gérev
yapmakta olan Prof. Dr. Dale Kaiser’in lisansiistinde 6grenim goren Peter Lobban
adindaki Ogrencisi tarafindan ortaya atilmigtir. Molekiiler biyoloji teknikleriyle
rDNA’nin elde edilmesi ve onun hiicre i¢indeki replikasyonunu gosteren ilk yaym 1972
ve 1973 wyillarinda yapilmistir (Jackson et al. 1972; Katartas 2011). Ilk rDNA
molekiillerinin 1973 yilinda, Stanford Universitesi ve California San Francisco

Universitesi'nden Paul Berg, Herbert Boyer, Annie Chang ve Stanley Cohen tarafindan



tiretildigi bilinmektedir (Hughes 2001). Stanley Cohen ve Annie Chang, 1973 yilinda
rDNA teknolojisinin temelini olusturan ilk in vitro plazmiti olusturmustur (Soydemir ve
Aksoy 2017). Guniimiizde ilk genetigi degistirilmis organizma olarak 1973 yilinda
tiretilen bir bakteri kabul edilmektedir. Salmonella genlerinin Escherichia coli bakterisine
gonderilmesiyle bakteriye daha dnceden sahip olmadigi yeni 6zelliklerin kazandirildigt
gozlenmistir (Bakirc1 2012; Altintas vd 2017). Bununla birlikte, 1980°lerin ortalarindan
bu yana, sagligi iyilestirmek igin siirekli olarak hormonlar, asilar, terapotik ajanlar ve
teshis araglar1 gibi iiriinlerin sayis1 gelistirilmistir (Bazan-Peregrino et al. 2013). 1998
yilinda ise Pichia pastoris mayasi kullanilarak ilk rekombinant insan serum albiimini
tiretilmistir ve yapilan caligmalar sonucunda kullaniminin klinik olarak giivenli oldugu

ifade edilmistir (Chen et al. 2013).

IDNA teknolojisinin ortaya ¢ikisi, biyoloji i¢cin devrim niteligindedir ve bir dizi ¢arpict
degisiklige yol agmistir. Mikroorganizmalari, hayvanlar1 ve bitkileri degistirerek tibbi
genetik ve biyotipta etkili olan ¢ok cesitli terapotik iirlinler elde etmede yeni firsatlar
sunmustur (Galambos and Sturchio 1998; Steinberg and Raso 1998). Ozellikle son
yillarda, kanser tedavisi ve genetik hastaliklar basta olmak tizere viral ve fungal direng
gibi bazi bitki hastaliklar1 ile miicadele etmede biyomedikal uygulamalar igin stratejiler
gelistirilmistir. FIDNA teknolojisinin ¢evreyi temiz hale getirmedeki rolii (bitki 1slah1 ve
mikrobiyal 1slah) ve bitkilerin farkli olumsuz etken faktorlere (kuraklik, zararli bocekler
ve tuz) artan diren¢ goOstermedeki roliiniin ¢ok biiyiikk oldugu kabul edilmistir.
Rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilan g¢esitli uygulamalar Sekil 1.1’de
verilmistir (Khan et al. 2016; Altintas et al. 2017).
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1.1. Rekombinant Protein Uretiminde Kullanilan Ekspresyon Sistemleri

Rekombinant protein iiretimi i¢in bakteri, maya ve hayvan hiicreleri olmak tizere ii¢ gesit
konakg1 kullanilmaktadir. Bu konakgilarin avantajlar1 ve bunlarla ilgili sorunlar, Cizelge
1.1, Cizelge 1.2 ve Cizelge 1.3’te sunulmustur (Garnick et al. 1988; Hudayberdiyev ve
Oner 1997). Konake1 organizmalarin her birisi ¢esitli avantajlara sahipken farkl agilardan

problemlere de sahiptir. Calismalar, amaca en uygun konake¢1 segilerek yiiriitiilmektedir.

Cizelge 1.1. Konake1 organizma olarak Escherichia coli

Avantajlar Giiniimiizdeki problemler
1. Genetigi ve molekiiler biyolojisi | 1. Potansiyel olarak endotoksin
detayl olarak incelenmistir. kaynagidir.
2. lyi  konak¢i/vektor  sistemlerine | 2. Salgiladig1 proteinler ¢dziinmez ve
sahiptir. saflagtirma zordur.
3. Ucuz besiyeri ortaminda hizl biiyiime | 3. ifade ettigi baz1 proteinler N-terminal
yetenegine sahiptir. metiyonin artig1 igerir.
4. Proteinler glikozillenmezler.
5. Proteinler genellikle ortama salinmaz.

Cizelge 1.2. Konakg1 organizma olarak mayalar

Avantajlar Giiniimiizdeki problemler

1. Genetigi, molekiiler biyolojisi ve | 1. Diisiik ekspresyon seviyesi gosterirler.
fizyolojisi detayli olarak | 2. Glikolizasyon, yiiksek Okaryotlardan
arastirilmistir. farklilik gosterir.

2. Patojenik degildir ve gida endiistrisi | 3. Salgilanan peptitlerin hepsi uygun bir
icin olduk¢a uygundur. sekilde islenemez.

3. Yiksek fermentasyon Kkapasitesine | 4. Biyiik molekiil agirligina sahip
sahiptir. proteinler az miktarda salgilanir.

4. lyi arastirilmig olan salim | 5. Ekspresyon i¢in ticari islemlerin
mekanizmasina sahiptir. gelistirilmesi devam etmektedir.

5. Bazi heterolog proteinler, hiicre i¢inde
¢Oziiniir sekilde birikim gosterir.




Cizelge 1.3. Konake1 olarak memeli hiicreleri

Avantajlan Giiniimiizdeki problemler

1. Dogal halde protein  iiretimi | 1. Hiicreleri cogaltmak oldukca
gerceklestirir. pahalidir.

2. Ifade edilen iiriin ortama salgilanir. 2. Molekiiler biyolojisi lizerinde

3. Bazi1 hiicre hatlart i¢in  serum caligmalar devam etmektedir.
icermeyen besiyeri ortami | 3. Bazi hiicre hatlarinin uzun siireli
kullanilabilir. stabilitesi belli degildir.

4. Yiiksek miktarda iirlin verimi gosterir. | 4. Virlis kontaminasyonu gibi bazi

5. Translasyon sonrasinda dogru konularda endiseler mevcuttur.
modifikasyonlar gerceklestirilir.

Bakteriyel konakg1 E. coli, yiiksek verimde rekombinant protein iiretimi i¢in kullanilan
en popiiler ekspresyon sistemidir (Jana and Deb 2005; Shrivastava et al. 2013). Protein
tretimi i¢in kullanilan ifade konakg¢ilarindan biri olan E. coli, temel beslenme
gereksiniminin yaninda sagladigi kolay kullanim, arzu edilen genin bakteri genomuna
kolay bir sekilde klonlanabilmesi gibi kolay genetik manipiilasyonlara olanak vermesi,
bakteriyel transformasyon ve ardindan antibiyotik secimi ile konakg¢ida sinirsiz bir sekilde
cogaltilabilmesi gibi bir¢ok avantaja sahiptir (Razzell and Khorana 1958; Pardee 1959).
Yavas bir ifade ve saflastirma gelisimine yol agan translasyon sonras1t mekanizmalarinin
olmamasi ve E. coli tarafindan tiretilen rekombinant proteinler ile tedavi edilen hastalarda
uygulanan ilaca karsi olusan bagisiklik tepkisine yol agan endotoksinlerin varligi gibi
dezavantajlara da sahiptir (Sambrook et al. 1989; Mamat et al. 2015). Bu nedenle E.
coli’den sonra ikinci ve iiglincii en uygun mikrobiyal sistemler sirasiyla bir dkaryotik
mikroorganizma Saccharomyces cerevisiae ve Pichia pastoris’tir. Her iki konak¢1 da
insan proteinleri ile benzer bir sekilde katlanabilen ve translasyon sonrasi modifikasyonu
gerceklesmis rekombinant proteinler liretme yetenegine sahiptir. Bu nedenle bu sistemler
proteinin translasyon sonrasi modifikasyonunun gerekli oldugu prokaryotlardan daha iyi

olarak kabul edilmektedir (Dalton and Barton 2014; Gupta and Shukla 2017).

Ekspresyon konakgisi olarak S. cerevisiae (maya), translasyon sonrasi modifikasyonlarin
gerceklesmesi, tiriinii hiicre dis1 olarak salgilamasi (Tyo et al. 2014; Tang et al. 2015),
istenen genin konake¢1 genomuna stabil bir sekilde entegre edilebilmesi, yiiksek gen

kopyalarinin entegrasyonuna ve gen ekspresyonunu arttirmak icin tasarlanmis sentetik



promotorlerin aktarilmasina izin vermesi (Curran et al. 2014), ticari olarak biiyiik 6l¢ekli
protein iiretimi i¢in kararli hiicre hatti saglamasi, iiretim reaktorlerinde daha biiyiik
toplam protein iiretimine izin vermesi (Boder and Wittrup 1997; Cregg et al. 2010) gibi
avantajlara sahiptir. Rekombinant proteinin asir1 ekspresyonu, hiicre i¢i birikime ve
verimin diismesine neden olmasi da dezavantaji olarak ortaya ¢ikmaktadir (Idiris et al.

2010; Tyo et al. 2014).

Diger bir ekspresyon konakgisi olan P. pastoris (maya), birkag translasyon sonrasi
modifikasyon ile yiiksek ekspresyon i¢in uygun konak olmasi, tanimlanan ortamda ¢ok
yiiksek hiicre yogunlugu ile kolayca biiylimesi, biiyiik Ol¢ekli fermantasyonda kolay
6l¢eklendirme, memeli hiicre kiiltiivasyon siirecinden nispeten daha uygun maliyet siireci
ve etkili tirtin gelistirme, tek hiicreli proteinin (SCP; Single Cell Protein) ticari tiretimi ve
hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 rekombinant protein tiretimi gergeklestirmesi gibi bircok
avantaja sahiptir. Rekombinant protein iiretimde konak¢i olarak yaygin bir sekilde
kullanilan P. pastoris’in transformasyonunda hem sferoplast hem de elektroporasyon
yontemleri  kullanilabilir. Bu maya tiiriinlin transformasyonu i¢in yodntem
gelistirilmesinde Cregg et al. (1985) (sferoplast), Rosenfeld (1999) (elektroporasyon) ve
Cregg ve Russell (1998) (sferoplast/elektroporasyon) yer almistir (Gietz and Woods
2001).

Memeli ekpresyon sistemleri ise insan benzeri protein lretilmesine izin verdigi i¢in
rekombinant terapétik proteinlerin iiretimi i¢in ¢ogunlukla kullanilirken memeli
hiicrelerinin mikroorganizmalara gére daha zengin ortam ve beslenme gerektirmesi
yaninda biiylime kosullarinin zahmetli ve uzun zaman almasindan dolayr miimkiin

oldugunca tercih edilmemektedir (Birch and Racher 2006; Huang et al. 2010).

1.1.1. Pichia pastoris ekspresyon sistemi

Rekombinant protein ekspresyonu ile ilgili bilgideki artis ve rekombinant proteinler i¢in
artan pazar talebi, heterolog olarak eksprese edilecek protein spektrumunu

genisletmektedir (Juturu and Wu 2018). Konak organizmada protein {iretimi yerine,



protein kodlayan ilgili genin klonlanmasi ve heterolog ekspresyonu alternatif teknoloji
olarak bilinmektedir. Son zamanlarda heterolog protein {riinleri endiistriyel
uygulamalarin yaklasik tigte birini olusturmaktadir. Rekombinant protein iiretimi igin
Okaryotik organizma olan mayalar siklikla kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalardan
P. pastoris; 1-5 um ¢apinda, 5-30 pum uzunlugunda, oval sekilli, tek hiicreli, karbon ve
enerji kaynagi olarak metanolii kullanabilen, g¢esitli rekombinant proteinlerin
ekspresyonu i¢in genetik olarak tasarlanabilen ve siklikla kullanilan metilotrofik bir maya

tiiriidiir (Higgins and Cregg 1998; Unver 2014).

P. pastoris, yaklasik 10 yil o6nce yapilan gen dizilerinin filogenetik analizini takiben
Komagataella cinsine atanmistir (Kurtzman 2009; Mendonga Bahia et al. 2018). P.
pastoris (Komagataella phaffii) ekspresyon sisteminde herhangi bir yabanci genin

ifadesinin gerceklestirilmesi;

I.  Genin, bir ekspresyon vektoriine entegrasyonu,
Il.  Ekspresyon vektoriiniin konak hiicreye transferi ve
I1l.  Yabanci geni eksprese eden suslarin test edilmesi olmak iizere ii¢ temel

basamaktan olusur (Macauley-Patrick et al. 2005).

Metilotrofik bir maya olan P. pastoris, o6zellikle toz formundaki enzimler ve
biyofarmasoétik endiistrisi sektoriinde basarili bir protein iiretim konakgisi olarak oldukca
ilgi gormektedir. 2009 yilindan beri 500’den fazla farmasétik protein ve 1000°den fazla
rekombinant protein iiretimi i¢in “Genel olarak giivenli” (GRAS) mikroorganizmasi

olarak kullaniimaktadir (Fickers 2014; Yang and Zhang 2018).

Maya ekspresyon sistemi, rekombinant olarak eksprese edilen proteinlerin salgilanmasi
esnasinda istenen proteinin hiicre igerisindeki yabanci toksik proteinlerden korunmasi,
hiicreyi par¢alamaya gerek kalmadan kolay bir sekilde saflastiriimasi ve fermentasyon
teknolojisi kullanilarak dogal proteinin yiiksek seviyede elde edilmesi gibi baz1 avantajlar
sunmaktadir (Sharma et al. 2009). Ayrica P. pastoris ekspresyonunda herhangi bir toksik

protein ekstraselliiler besiyerine salgilanmadigindan bu durum farmasdétik kullanim igin



biiyiikk bir avantaj olarak goriilmektedir (Kaymak 2008). Diger avantajlari arasinda,
yiiksek tiretim yeteneginden dolayi yiiksek miktarda verim saglamasi ve gereksinim
duydugu besiyerlerinin kimyasal olarak tanimlanmis ve maliyet olarak uygun olmasi
bulunmaktadir. Kiigiik ve biiyiik 6lgekli iiretimlerinin yaninda biiylik 6lgekli stirekli
fermentdrlerin olumsuz sartlarina dayanacak ve beklenmedik pargalanmalara karsi canli
kalabilecek kadar da dayaniklidir. Hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 iiretimlerini yiiksek
seviyede gerceklestirmektedir. Ekspresyon kasetinin kopya sayisinin arttirilmasina ve
dolayisiyla ifade edilecek olan protein miktarinin arttirilmasina olanak saglayan bir
yapiya sahiptir. Okaryotik post-translasyonal modifikasyon yapmaktadir ve memeli
hiicrelerinde oldugu gibi translasyon sonucu elde edilen tiriinleri isleyebilmektedir.
Bunun yaninda {iriin saflastirma islemleri diisiik maliyet gerektirmektedir. pH degeri 3 ile
7 araliginda yasayabilen stabil iiretim suslarina sahiptir. Endotoksin {iretmez ve patojen

degildir (Gupta and Shukla 2017).

P. pastoris, yukarida sayilan bir¢ok yararli 6zelliginin yaninda birka¢ dezavantaja da
sahiptir. Kiiltiire edilme siiresi, bakteri kiiltiir siiresinden uzun olmaktadir. Sahip oldugu
yapisal bir promotor olan alkol oksidaz (AOX1) promotoriinii indiikklemek igin
kiiltiivasyon siiresi boyunca ara ara metanol ilavesi gerektirmektedir. Bu islem boyunca
da metanol varligint izlemek zordur. Ayrica metanol, petrokimyasal bir madde
oldugundan gida sektoriinde kullanimi pek tercih edilmezken yanici 6zelliginden dolay1
da endiistriyel olcekte depolanmasi istenmemektedir. Proteolizis ve dogal olmayan
glikolizasyonun yani sira hiperglikolizasyon potansiyeline de sahiptir (Gupta and Shukla
2017). Mayalarda en ¢ok kullanilan promotorler Cizelge 1.4’te listelenmistir (Mendonga
Bahia et al. 2018).

Cizelge 1.4. Mayalarda rekombinant protein iiretimi i¢in kullamilan en yaygin
promotorler

Konak Yapisal promotorler Indiiklenebilir promotorler
Saccharomyces ADH1, GAPDH, PGK1, | GAL1-10, CUP1, ADH2
cerevisiae TPI, PYK1, TEF

Komagataella phaffii | GAP, TEF, PGK, YPT1 AOX1, FLD1, PEXS8
Kluyveromyces lactis | PGK LAC4, ADH4

Yarrowia lipolytica TEF, RPS7, XPR2/hp4d POX2, POTL, ICL1




Metanoliin metabolizmasini diizenleyerek metanolii, formaldehite doniistiiren ilk metanol
asimilasyon asamasint katalize eden indiiklenebilir promotorlerden biri AOXI
promotoridiir (Paox1) (Yang and Zhang 2018). Bu promotériin siki regiilasyonu ve tek
karbon kaynagi olarak metanol kullanildiginda giiglii uyarilabilirligi nedeniyle yiiksek
seviyelerde rekombinant protein ekspresyonu elde edilmektedir (Blount et al. 2012).

GAP geni, tetramerleri olusturan bir NAD-bagimli gliseraldehid 3-fosfat dehidrojenazi
kodlamaktadir. GAP promotorii (Pcar), glikoz, gliserol, etanol ve oleik asit dahil olmak
tizere tlim karbon kaynaklar1 tizerinde siirekli olarak proteinleri eksprese eden bir yapisal
promotordiir (Juturu and Wu 2018). Pcap, gida endiistrisi gibi alanlarda metanoliin
toksisitesine duyulan endiseden dolay1 Paoxi’e alternatif olarak kullanilmaktadir (Yang
and Zhang 2018). Pgap, metanol icermeyen protein ifadesi gerceklestirmesi ve kiiltiir
ortamini bir karbon kaynagindan digerine degistirerek indiiksiyona gerek duymamasi
nedeniyle olduk¢a avantajli olmaktadir. Bunun yaninda, heterolog toksik proteinlerin
stirekli olarak iiretilmesi, maya hiicreleri igin toksik olabilmekte ve hatta hiicre 6liimiine

sebep olabilmektedir (Waterham et al. 1997).

Diger alternatif promotorler arasinda; giiclii bir metanol indiiksiyonu ve yliksek seviyede
bir derepresyon gosteren ayrica reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 savunmada yer alan
Pcat1 (Yang and Zhang 2018), Paoxi ile ayn1 veya daha yiiksek seviyelerde heterolog
proteinler tretebilen yiiksek oranda diizenlenmis bir promotoér olan Pripi, glikoz
varliginda baskilanirken glikoz yoklugunda veya etanol varliginda indiiklenerek yabanci
genlerin ekspresyonu icin geleneksel Paoxi promotdriine karsi ilgi ¢ekici bir alternatif
olarak kabul edilen PicL1i, Prexs, Pypri, Ppeki, Pnps, Pe1 ve daha bir¢ok yapisal ve
indiiklenebilir promotdrler bulunmaktadir ( Xu et al. 2017; Juturu and Wu 2018).

1.2. Gen Aktarim Yontemleri

Genler, hiicrelerin ve dolayisiyla da hiicrelerden olusan canlilarin kalitsal karakterlerinin,
canliliklarin1 devam ettirebilmeleri icin gerekli olan proteinlerin (enzim, hormon vb.)

kodlarini tastyan, kromozom iizerinde lokalize olmus, kodladigi proteinin biiyiikliigiine
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gore farkli uzunluklarda bulunan niikleotid (DNA) dizileridir. Genetik miihendisligi
teknikleri kullanilarak belirli uzunlukta bulunan ilgili bir genin, hedef DNA molekiiliiniin

yapisina aktarilmasi islemine gen aktarimi denmektedir (Arslan ve Akyiiz 2009).

Gen aktariminin miimkiin olabildigini gosteren ilk deneysel ¢alisma, 1928 yilinda Griffith
tarafindan yapilmistir. Griffith’in yapmis oldugu deneysel calismada patojen olmayan
pnomokok bakterilerinin, 1s1 etkisi ile oldiiriilmiis patojen pndmokoklar ile ayn1 ortamda
bulunduruldugunda patojenik 6zellik kazandig1 gézlemlenmis ve dolasiyla da genetik

materyal aktariminin miimkiin oldugu fikri, ilk kez ortaya atilmistir (Griffith 1928).

Molekiiler biyoloji teknikleri ile elde edilen rDNA, konak¢1 hiicrelere kimyasal veya
fiziksel yontemlerle gonderilmekte ve bu olaya transformasyon adi verilmektedir. Eger
konakg1 hiicre okaryot ise bu isleme transfeksiyon denmektedir (Griffiths et al. 2000;
Soydemir ve Aksoy 2017). rDNA’nin hiicreye girisi virlisler araciligiyla
gerceklestiriliyorsa bu isleme de transdiiksiyon adi verilmektedir (Holmes 1996).
Transfeksiyon, transformasyon ya da transdiiksiyon uygulanmis hiicrelere ise transgenik

hiicre ad1 verilmektedir (Lodish et al. 2000).

Gen aktarim teknikleri ile kodlanmis proteinin uygun bir konak¢1 veya konakei hiicrede
ifade edilmesi i¢in ilgili genin verimli bir sekilde aktarilmasi gerekmektedir. Gliniimiizde,
niikleik asit elektroporasyonu, niikleik asit transfeksiyonu ve retroviriisler ve
adenovirtislerin kullanildig1 viral vektorler olmak iizere ii¢ adet birincil gen aktarim
sistemi bulunmaktadir. Bu sistemlerin etkinlik bakimindan gosterdigi farkliliklar Cizelge

1.5°te gosterilmistir.
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Cizelge 1.5. Gen aktarim sistemleri

. - Hiicre R
Ekspresyon tipi Etkinlik yasayabilirligi Giivenilirlik
Virus * Kararli veya gecici | 80-90% 80-90% Diisiik
Elektroporasyon Gegici 50-70% 40-50% Yiiksek
Transfeksiyon . 0 0 .
reaktifi** Gegici 20-30% 80-90% Yiiksek

* Adenoviriis (gecici), retroviriis (kararli) ve lentiviriis (kararli) iceren viriis;
** TF reaktifi, PEl, FUGENE HD ve Lipofectamine 2000 dahil transfeksiyon reaktifleri

Viral vektorler tarafindan gen aktarilmasi, oldukga verimli olabilmekte (%80-90), ancak
viral vektorler, niikleik asit sekanslarini konak¢1 genomuna yerlestirerek zararli genlerin

uygun olmayan sekilde ekspresyonu gibi istenmeyen etkilere neden olabilmektedir (Kami
etal. 2011).

Elektroporasyon, elektrik akimlart ile hiicre zarinda gecici olarak gbzenekler olusturan ve
makromolekiillerin bu gézeneklerden hiicreye girisine izin veren oldukga etkili (%50-70)
bir tekniktir. Bununla birlikte, elektriksel uyarim nedeniyle alic1 hiicrelerin hemen hemen

yarisi 6lmektedir (Potter 1993; Gietz and Woods 2001).

Transfeksiyon, okaryotik hiicreleri genetik olarak modifiye etmek i¢in yabanci niikleik
asitlerin hiicrelere gonderildigi bir prosediirdiir. Transfeksiyon reaktifleri (maddeleri),
niikleik asitleri hiicrelere verimli bir sekilde gonderememekte (%20-30) fakat bununla
birlikte, hiicre canliligi biiylik 6lclide korunmaktadir ve yontem klinik kullanim igin

yeterince giivenlidir (Kami et al. 2011).

Simdiye kadar, bir¢ok transfeksiyon yontemi gelistirilmistir ve her yontemin kendine
gore avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle optimum yontem, deneysel
tasarima ve hedefe bagl olarak se¢ilmelidir. Her yontemde, uygulama yapilacak hiicre
tipine ve deneyin kullanim amacina bagl olarak farkli yaklagimlar kullanilmaktadir. En
ideal yontem; transfeksiyon veriminin yiiksek, hiicre toksisitesinin diisiik, alic1 hiicre
tizerindeki olumsuz etkinin minimum oldugu, bununla birlikte yontemin kullaniminin

kolay ve tekrarlanabilir oldugu yontemdir (Kim and Eberwine 2010). Transfeksiyon
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yontemleri; biyolojik, kimyasal ve fiziksel olmak {izere genel olarak {i¢ gruba

ayrilmaktadir.

1.2.1. Biyolojik yontemler

Klinik arastirmalarda transdiiksiyon olarak da bilinen viriis aracili transfeksiyon, en
yaygin olarak kullanilan yontemdir (Pfeifer and Verma 2001). Viriis aracili transfeksiyon
oldukga etkilidir ve konak¢i genomuna entegrasyonundan dolayr in vivo olarak
stirdiiriilebilirdir (Kim and Eberwine 2010). Viriisler igerisinde en ¢ok tercih edilen viral
vektor, genetik materyali RNA olan retroviriislerdir (Wall 1996). Retroviriisleri ideal
tasiyic1 yapan ozellikleri hi¢ sliphesiz, entegrasyon kabiliyetlerinin yiiksek olmasi ve
tagidiklar1 genetik materyalin hedef genoma tek kopya olarak entegre olma basarisinin
yiksek olmasidir. Genetik materyali RNA olan rekombinant retroviriisler, hedefe
gonderildiginde viriisiin kendi yapisinda bulunan revers (ters) trinskriptaz enzimi
aktiflesir ve RNA formundaki genetik materyalini DNA’ya doniistiirerek genoma entegre

olmasin1 saglar (Schmotzer et al. 2003; Arslan ve Akyiiz 2009).

Virlis aracili transfeksiyonun baglica dezavantajlari arasinda immiinojeniklik ve
sitotoksisite bulunmaktadir. Viral vektorler konak¢1 genomuna rastgele sekilde entegre
oldugu icin enflamatuvar bir reaksiyona ve ek bir mutasyona neden olabilir, timor
baskilayict genleri bozabilir, onkogenleri aktive edebilir veya gerekli genleri kesebilir
(Woods et al. 2003). Bir diger dezavantajlar1 ise aktarilmak istenen geni tasiyan
retroviriislerin hazirlanmasi i¢in yiiksek teknolojik laboratuvarlarm gerekli olmasi ve
yontemin maliyetinin oldukga yiiksek olmasidir (Arslan ve Akyiiz 2009). Bu nedenlerden
dolay1, viriis aracili transfeksiyonun oldukca etkili ve kullaniminin kolay olmasina
ragmen, viral olmayan transfeksiyon metotlarinin gelistirilmesi i¢in ¢ok ¢aba

gosterilmistir (Kim and Eberwine 2010).
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1.2.2. Kimyasal yontemler

Kimyasal transfeksiyon, modern arastirmalarda en yaygin kullanilan ve yabanci genleri
memeli hiicrelerine aktarmak i¢in ilk kullanilan yontemdir. Kimyasal yontemlerde
genellikle katyonik polimer, kalsiyum fosfat, katyonik lipit ve katyonik amino asit
kullanilmaktadir (Washbourne and Mcallister 2002). Pozitif yiike sahip olan kimyasallar,
negatif yiikli niikleik asitler ile kompleks olusturarak pozitif yiike sahip olmakta ve
negatif yiikli hiicre zarina dogru hareket ettirilmektedir. Sonugta elde edilen bu
komplekslerin hiicre zarindan gegis mekanizmasi bilinmemektedir ancak endositoz ve
fagositozun bu siirece dahil oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre tarafindan alinan DNA,
ekspresyonun gergeklesmesi i¢in ¢ekirdege ulasmaktadir ancak ¢ekirdege translokasyon

mekanizmasinin nasil oldugu ise heniiz bilinmemektedir.

Kimyasal yontemlerin transfeksiyon etkinligi biiyiik oOl¢iide niikleik asit/kimyasal
oranina, ¢ozelti pH degerine ve hiicre zar1 kosullar1 gibi faktorlere baglidir. Bu yiizden
yontem, viriis aracili diger yontemlerle karsilastirildiginda, 6zellikle in vivo olarak diisiik
transfeksiyon verimi ile sonuclanmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemlerin sitotoksik
etkisi diistiktiir, ekstra tagiyict DNA gerektirmez ve aktarilmak istenen niikleik asit i¢in
boyut sinirlamasi yoktur. Kimyasal transfeksiyon etkinligi de hiicre tipine bagl olarak
degiskenlik gostermektedir (Kim and Eberwine 2010).

1.2.3. Fiziksel yontemler

En yeni yontemlerden biri olan fiziksel transfeksiyon yontemi, niikleik asitleri hiicrelere
aktarmak ic¢in gesitli fiziksel araglart kullanmaktadir. Dogrudan mikro-enjeksiyon,
biyolojik partikiil aktarimi, elektroporasyon ve lazer aracili transfeksiyon fiziksel
yontemler arasinda bulunmaktadir (Mehier-Humbert and Guy 2005). Mikro-enjeksiyon
yonteminde, aktarilmak istenen gen hiicre sitoplazmasina veya cekirdegine dogrudan
enjekte edilmektedir (lkeda et al. 1995). Bu yontemde, niikleik asitler hiicrelere

aktarilmakta ancak yontemin tecriibe gerektirmesi ve zahmetli olmasinin yani sira siklikla
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hiicre 6liimiine de neden olmaktadir (Kim and Eberwine 2010). Islemin basarisini

etkileyen diger 6nemli bir parametre ise ortam 1sisidir (Arslan ve Akyiiz 2009).

Fiziksel yontemlerden biri olan biyolistik parcacik ile gen aktarim yonteminde, niikleik
asitlerle konjuge edilen altin partikiilleri kullanilmaktadir (Brien and Lummis 2009).
Hazirlanan niikleik asit/partikiil konjugatlar1 daha sonra yiiksek hizda (gen tabancasi
araciligi ile) alici hiicrelere ateslenmektedir. Bu yontemin, basit ve giivenilir olmasi gibi
avantajlarinin yaninda hem pahali aletler gerektirmesi hem de 6rneklerde fiziksel hasara

sebep olmasindan dolay1 da dezavantajlart bulunmaktadir (Kim and Eberwine 2010).

En yaygin kullanilan fiziksel yontem ise elektroporasyon yontemidir. Mekanizmasi kesin
olarak bilinmemekle beraber, yontemde hiicrelere kisa bir elektrik akimi verilerek hiicre
zarinda niikleik asitlerin, i¢cinden gecebilecegi kiiciik porlarin olusturuldugu tahmin
edilmektedir (Inoue and Krumlauf 2001). Elektroporasyon yontemi kolay ve hizli oldugu
icin optimum elektroporasyon kosullar1 belirlendiginde ¢ok sayida hiicre, kisa siirede
transfekte edilebilmektedir. Fakat hiicreler yiiksek elektrik akimina maruz birakildiginda

hiicre zarinin bozulmasi gibi de dezavantaji bulunmaktadir (Kim and Eberwine 2010).

Optoporasyon veya fototransfeksiyon olarak da bilinen lazer aracili transfeksiyon
yonteminde, hiicre zarinda gecici bir gozenek olusturmak icin bir “puls lazeri” ile
isinlama yapilmaktadir (Schneckenburger et al. 2002). Lazer, hiicre zarinda gozenek
olusturdugunda ortamda bulunan niikleik asitler, ortam ile sitozol arasindaki ozmotik
farktan dolayr hiicre i¢ine aktarilmaktadir. Bu yontem ile ¢ok kiigiik hiicrelere gen
aktarimi yapilabilmesi gibi avantajina karsin pahali bir lazer mikroskop sistemi
gerektirmesi gibi de dezavantaji bulunmaktadir (Kim and Eberwine 2010).

Bahsedilen bu yontemlerin yaninda, sonoporasyon olarak da bilinen ultrason ve manyetik
alan (manyetofeksiyon) kullanilan baska fiziksel yontemler de bulunmaktadir (Dobson
2006; Lo et al. 2014). Bu yontemlerden manyetik alan yardimiyla gen aktarimi, bu tez

calismasinin konusu olup ayrintili olarak anlatilacaktir.
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1.2.3.1. Manyetofeksiyon

Daha 6nce de bahsedildigi gibi viral vektdrlerin transfeksiyon etkinligi yiiksek olmasina
ragmen immiin yanit riskinin yiiksek olmasi, onkojenik etkilere sebep olmasi ve biiylik
Olgekli tretimine iliskin zorluklar gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Viral olmayan
vektorlerin ¢esitli avantajlara sahip olmasi nedeniyle gen aktariminda kullanimina
yonelik ilgi giderek artmaktadir. Viral olmayan gen vektorlerinin transfeksiyon verimleri
genellikle viral vektorlerden daha diisiik olmaktadir. Nonviral vektorlerin diisiik olan
etkinligini ve hedeflenmesini arttirmak igin “manyetofeksiyon” adi verilen yeni bir

teknoloji gelistirilmistir (Wang et al. 2009).

Hayatimizdaki birgok 6nemli gelismeye onciiliik eden nanoteknoloji, “maddenin 1 ile 100
nanometre (nm) boyutlarindaki davranislarini anlama ve kontrol etme bilimi” olarak
tanimlanirken nano kelimesi, “fiziksel bir biyikligin milyarda biri” olarak

tanimlanmaktadir (Buzea et al. 2007).

su glikoz antikor viriis  bakteri  kanser hiicresi nokta tenis topu
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nanogozenekler, dendrimerler, nanotiipler,
kuantum dotlar, nanokabuklar (shell)

Sekil 1.2. Nano boyuttaki yapilar (Anonim, 2019)

Nanopartikiiller (NP’ler), boyutlari 1 ile 100 nm arasinda degisen ve ti¢ boyutlu bir yapiya
sahip olan yapilardir (Buzea et al. 2007). Kesfedildiginden beri NP’ler, molekiiler bilim

ve biyomedikal alanlari dahil bir¢cok alanda kullanilmaktadir. NP’ler, dolasim sistemini
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ve hiicreleri igeren viicudun hemen hemen tiim bolgelerine girebilecek kadar kiiciik
boyutta olduklarindan dolay1 temel biyomedikal arastirmalarin yani sira klinik tani ve
tedavi uygulamalar1 i¢in de kullanilmaya adaydir (Chanda and Mohanta 2016). Ornegin
NP’ler, DNA’nin dokulara ve hiicrelere hedefli olarak iletilmesini kolaylastirarak gen
terapisinin daha etkili bir sekilde gergeklestirilmesi ve daha basarili sonuglarin elde
edilmesi konusunda biiyiikk umut vaat etmektedir (Mykhaylyk et al. 2007). Ozellikle,
belirli hiicrelere, organlara ve dokulara hedeflenebilecek ajanlar olarak NP’lerin tibbi

kullanim i¢in gelistirilmesi hususunda ¢alismalar yogun olarak devam etmektedir.

MNP’ lerin timorli dokulart normal dokulardan ayirt edebilmesini saglayan pasif ve aktif

olmak iizere iki ¢esit hedefleme mekanizmasi bulunmaktadir.

I. Pasif Hedefleme; tiimor dokularinin genellikle diisiik pH ortamina sahip olma
ozelliginden dolayi, tiimorlii ve normal dokular arasindaki anatomik ve fizyolojik
farkliliklara bagli olarak yapilmaktadir.

Il. Aktif Hedeflemede; timor hiicresi yiizeyindeki spesifik igaretleri tanimasi icin
MNP yiizeyine ¢esitli ligandlarin konjuge edilmesiyle tiimorlii hiicreleri tanima

islemi yapilmaktadir.

Bu hedefler dogrultusunda MNP’ler, farkli ajanla fonksiyonellestirilip etiketlendikten
sonra belirlenen amag¢ dogrultusunda hedef hiicreye ve organizmaya gonderilmektedir
(Jin et al. 2014; Erdogan 2018). Ayrica, manyetik nanopartikiiller (MNP), manyetik
rezonans goriintilleme (MRI) i¢in de ajan olarak kullanilmaya baslanmistir (Kami et al.
2011; Schlorf et al. 2011). Ucuz ve kolay bir yol oldugundan dolayr demir oksit MNP
sentezinde, ferrik ve ferrus klortiriin bazik ortamda birlikte ¢oktiiriildiigii yontem siklikla

kullanilmaktadir (Steitz et al. 2007).

Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin (MNP) gen kompleksleri ile birlestirildikten
sonra gecici olarak uygulanan bir manyetik alan altinda niikleik asitlerin (DNA veya
RNA) hedef hiicrelere basit ve yiiksek verimli bir sekilde aktarilmasini saglayan yonteme

“manyetofeksiyon” ad1 verilmektedir (Arsianti et al. 2010b).
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Manyetofeksiyon yonteminde, hiicreye aktarilmak istenen yabanci bir gen, MNP ile bir
araya getirilir, tuz-indiiklii ¢okelme ve elektrostatik etkilesimle MNP/DNA kompleksi
yani, tasiyict vektor elde edilir. Niikleik asit tasiyan MNP’ler, manyetofektin olarak
tanimlanir. PEI’nin nitrojeni ile DNA’nin fosfat gruplarinin DNA yiikleme orani,
manyetofektin hazirlanmasinda kullanilmakta ve ayrica transfeksiyon basarisini da
etkilemektedir. Bu oran, kisaca N/P olarak gosterilmektedir (Hinnen et al. 1978). Daha
sonra elde edilen vektor, hedef hiicreler ile bir araya getirilerek manyetik kuvvet
uygulanmaktadir. Manyetik kuvvet, vektor dozunun hiicreler ilizerinde hizli bir sekilde
konsantre olmasini saglayarak bu kompleksleri hedef hiicrelere dogru hareket
ettirmektedir (Plank et al. 2011). NP boyutunun kii¢iik olmas1 endositoz mekanizmasini
hizlandirmaktadir (Rejman et al. 2004). Bu sekilde hizli ve yiiksek etkinlikte niikleik asit
aktarimi gerceklestirilmektedir (Wang et al. 2009; Arsianti et al. 2010). Bu yontemde,
diger viral olmayan vektorlere kiyasla oldukga kisa siirede ve diisitk DNA miktar1 (10 ile
100 kat daha az nikleik asit kullanimi) ile uygulama yapilmaktadir.
Transfeksiyon/transdiiksiyon etkinligi en yiiksek olan metot olarak bilinen bu yontemin,
transfeksiyonu zor olan hiicreler ve birincil hiicreler lizerinde giiclii etki gosterdigi

bilinmektedir (Smolders et al. 2018).

MNP’nin manyetofeksiyon islemlerinde kullanilabilmesi i¢in;

I. MNP’ler, niikleik asit (NA) veya vektor DNA ile etkilesim kurabilecek 6zellikte
olmali ve bu etkilesim NA veya vektorde herhangi bir degisiklige sebep
olmamalidir.

Il. MNP’lerin manyetik 6zellikleri, makul manyetik alan etkisi ile niikleik asit veya
vektoriin hiicre icerisine gegmesini saglamalidir. Makul manyetik alan, hiicrelere
zarar vermeyecek 0l¢li anlamina gelmektedir.

I11. MNP’lerin fiziksel ve kimyasal kararlilik siireleri 6 aydan uzun olmalidir.

IV.Hem MNP’ler hem de yapilan yiizey kaplamalari biyouyumlu olmalidir
(Mykhaylyk et al. 2007).

Manyetofeksiyon islemi dahil diger biyomedikal uygulamalarda MNP’lerin

kullanilabilmesi igin partikiil yiizeyini amaca uygun hale getirmek ¢ok onemlidir. Bu
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amagla secilecek olan molekiill, DNA ile yiliksek oranda etkilesmeli, hiicre iginde
DNA’dan kolayca ayrilmali ve canli igin ¢ok diisiik toksik etkiye sahip olmalidir (Akinc
et al. 2005; Varkouhi et al. 2011; Benjaminsen et al. 2013; Yang et al. 2015). Bu nedenle,
MNP’nin yiizey Ozellikleri, dogal polimerler (proteinler ve karbonhidratlar), sentetik
polimerler (polietilenimin, polietilen glikol, polivinil alkol, poli-L-laktik asit), silika ve
altin gibi inorganik materyaller, anyonik yiizey aktif maddeleri (oleik asit), iyonik
olmayan suda ¢oziiniir bir yiizey aktif maddesi, proteinler (serum albiimin, streptavidin),
transfeksiyon  reaktifi =~ ve  viriisler  (adenovirlis,  retroviriis)  kullanilip
fonksiyonellestirilerek istenilen 6zellikleri tasiyan yapilar gelistirilmektedir (Hashimoto
and Hisano 2011; Kami et al. 2011; Baeza et al. 2012; Cui et al. 2014; Zhang et al. 2015).

Manyetofeksiyon isleminde, niikleik asitlerin yapisindaki fosfat gruplarindan dolayi
negatif yiiklii olmasi nedeniyle pozitif yiizeye sahip olan MNP’ler hazirlanmaktadir.
Ayrica niikleik asitlerin, MNP’ ye baglanma oranini arttiran ve transfeksiyon basarisini
giiclendiren yardimci yapilar (enhansir) da kullanilmaktadir (Mykhaylyk et al. 2007).
Yukarida verilen kaplama ajanlarindan yiiksek transfeksiyon etkinligine sahip oldugu
bilinen katyonik bir gen tasiyicist olan polietilenimin (PEI), MNP’ler ile birlikte
kullanilmaktadir (Akinc et al. 2005; Varkouhi et al. 2011; Benjaminsen et al. 2013). PEI,
dallanmis uzun zincirli forma sahip oldugundan sagladigi ekstra bos alanlara yeni
molekiillerin baglanabilmesine olanak saglamasi gibi avantajlarindan dolayr molekiiler
modifikasyonda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica PEI, yapisindaki amin
gruplarindan dolayi floresan isaret gibi farkli molekiillerle modifiye edilmektedir (Steitz
et al. 2007). PEI, NP’lere elektrostatik kuvvetler veya Van der Waals etkilesimleri ile
baglanmaktadir. Elde edilen polietilenimin kapli NP boyutu ne kadar kiigiik ve biyolojik
stvilarda dagilimi ne kadar iyi olursa artan ylizey alan1 nedeniyle DNA baglama kapasitesi
de o kadar fazla olmaktadir. Boylece daha yiiksek transfeksiyon etkinligi elde
edilebilmektedir (Steitz et al. 2007).

Verimli gen aktarimi, terapotik DNA’y1 hiicre iginde bozulmadan koruyabilen uygun bir
tastyic1 gerektirir. Gen aktarimi i¢in en kapsamli olarak incelenen polimerler arasinda

hem farklilasmis hem de farklilasmamis hiicrelerde yiiksek transfeksiyon etkinligi
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gosteren PEI (Sekil 1.3), gen transferi ¢aligmalarinda in vitro ve in vivo uygulamalarda
biiyiik 6lciide kullanilmaktadir (Aravindan et al. 2009). PEI, Yiiksek pozitif yiizey
yiikiine sahip oldugu i¢in negatif hiicre zariyla kolay bir sekilde etkilesime girip hiicresel
alimu arttirdig1 da bilinmektedir (Schillinger et al. 2005; Hoskins et al. 2012). Endositoz
yoluyla hiicreler tarafindan kolaylikla alinmakta ve endozomdaki PEI polipleksleri, PEI
polimer zincirindeki sekonder ve tersiyer amin gruplarinin protonlanmast yoluyla proton
siingeri olarak hareket etmektedir. Protonlarin endozomdaki karsi iyonlar: ile birlikte
birikmesi, endozom i¢indeki yliksek ozmotik basinci dengelemek i¢in sitozolden suyun
girisini uyarmakta ve PEI varliginda endozomun sismesi sonucu patlayarak PEI
poliplekslerinin sitozole salinmasina yol agmaktadir (El-sayed et al. 2009). “Proton
siinger etkisi” adi verilen bu mekanizma ile DNA’nin endozomal degradasyondan
kacarak sitoplazmaya gegisini saglanmaktadir (Akinc et al. 2005; Aravindan et al. 2009;
Varkouhi et al. 2011; Benjaminsen et al. 2013). PEI’nin avantajlar1 Sekil 1.3’te

verilmigtir.

Yiiksek transfeksiyon etkinligi gosterir.

Yiiksek pozitif yiizey yiikiine sahiptir.

Hiicresel alimi arttirir.

=
£
c
=
=
=
©
o

Endositozu arttirir.

Kompleksi, endozomal pargalanmadan korur.

Sekil 1.3. PEI’nin avantajlari
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1.3. Mayalara Gen Aktarimi

Transformasyon terimi, Pneumococcus’un bazi o6zelliklerinde kalitsal degisiklikleri
tamimlamak i¢in ilk 6nce Griffith tarafindan kullanilmistir ve giiniimiizde fenotipte
gozlenen degisiklikler ile tespit edilen hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda DNA
alimin1 ifade etmek i¢in de kullanilmaktadir (Gietz and Woods 2001). Her bir mikrogram
DNA igin transformant sayisini ifade etmek icin “transformasyon etkinligi” terimi
kullanilirken, canli hiicre sayis1 basina diisen transformasyon etkinligini ifade etmek i¢in

ise “transformasyon siklig1” terimi kullanilmaktadir (Kawai et al. 2010).

Transformasyon, ekzojen (yabanci/dig kaynakli) DNA’nin bir hiicrenin i¢ine girmesiyle
genetik modifikasyona neden olan 6nemli bir tekniktir. Tomurcuklanan maya olan
Saccharomyces cerevisiae’nin sferoplastlari, ilk kez 1978’de basariyla transforme
edilmistir (Hinnen et al. 1978). Simdiye kadar lityum, elektroporasyon, biyolistik ve cam
boncuk yontemleri ile hiicreleri transforme etmek i¢in g¢esitli yontemler gelistirilmis ve
her yontemin etkinligi belirlenmistir (Ito et al. 1983; Hashimoto et al. 1985; Costanzo
and Fox 1988; Johnston et al. 1988; Delorme 1989; Armaleo et al. 1990; Gietz and Woods
2002; Yoshiyuki et al. 2002; Suga and Hatakeyama 2003). Bu yontemlerin
Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans ve Pichia pastoris mayalarinda oldugu
gibi diger filamentli mantarlarin (6rn., Aspergillus tiirleri) transformasyonu i¢in de
kullanilabilir oldugu (Cregg et al. 1985; Okazaki et al. 1990; Sanchez and Aguirre 1996;
Barcellos et al. 1998; Thompson et al. 1998; De Backer et al. 1999; Gouka et al. 1999;
Suga and Hatakeyama 2003; Wu and Letchworth 2004), ancak bu mantarlarin
transformasyon verimliliginin genel olarak S. cerevisiae’ninkinden daha diisiikk oldugu
bildirilmistir (Kawai et al. 2010). Mantar transformasyonunun basarili olmasi i¢in
ekzojen DNA, hiicre duvar1 ve plazma zarindan ge¢meli ve sitozole kavusturulduktan
sonra c¢ekirdege ulastirilmalidir. Bunun icin simdiye kadar literatiirde mantarlara gen
aktarimi igin ¢esitli transformasyon yontemleri denenmistir. Bu yontemlerden ekzojen
DNA’nin hiicre duvarindan gegmesine gerek duymayan sferoplastlarin transformasyonu
yonteminde, protoplast elde etmek i¢in maya hiicresi duvarinin enzimatik yolla

pargalanmasi, ilk olarak 1957°de Eddy ve Williamson tarafindan rapor edilmistir (Hinnen
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et al. 1978). Bu yontemde, oncelikle hiicre duvarinin enzimatik (litikaz enzimi ile) olarak
yikimi gergeklestirilir (Gietz and Woods 2001). Islem sonras: elde edilen sferoplastlar
toplanir ve toplanan sferoplastlara gen aktarimi yapilabilir. Bunun i¢in sorbitol, Tris-HCI
ve CaCl; i¢eren bir tampon ortamina, geni igeren plazmiti genoma ulastiracak tasiyici bir
DNA’ya ve bu isleme yardime1 olacak polietilen glikol (PEG800) gibi kimyasal bir ajana
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yontemle yapilan bir ¢calismada transformasyon etkinligi, 30-
50 stabil transformant/pug DNA olarak belirlenmistir (Hinnen et al. 1978).

Maya hiicrelerine gen aktarimi i¢in gelistirilen lityum metodu, 1983 yilinda
yayimlanmistir. Onemli bulgular arasinda Na®, K*, Rb*, Cs*, &zellikle Li* gibi tek
degerlikli katyonlarin ve Ca*? (E. coli transformasyonu icin etkili olan) gibi iki degerlikli
katyonlarin S. cerevisiae hiicrelerinin transformasyon verimliligini arttirdigi bulunmustur
(Ito et al. 1983). Bu tek degerlikli katyonlarin etkili olmasinin nedeni, transformasyon
sirasinda hafif kaotropik etkilere atfedilebilir. Yapilan bir ¢alismada, lityum asetatin
(LiAc), lityum kloriirden (LiCl) 1,7 kat daha etkili oldugu bulunmustur.

Lityum kullanilarak maya hiicrelerinin transformasyonu i¢in gelistirilen bu protokolde;

I. Hiicrelerin polietilen glikol (PEG) ile inkiibasyonunun ve plazmit DNA’nin
transformasyon i¢in gerekli oldugu,

I1. Plazmit DNA ilave edilen hiicre soliisyonunun 42 °C’de (1s1 soku) inkiibasyonunun
transformasyon verimliligini arttirdigi,

I11. Hiicrelerin transformasyonunun orta logaritmik (mid-log) fazinda en verimli oldugu
ve bu yontemin etkinliginin yaklasik 450 transformant/pug plazmit DNA oldugu
bildirilmistir.

IV. Sferoplast yonteminden daha hizli, daha basit ve daha kolay oldugundan ve 6zel

ekipmana ihtiya¢ duymadigindan popiiler hale geldigi bildirilmistir.

Gen aktarim yoOntemlerinden LiAc, 1s1 soku ve PEG’in saglam hiicrelerin ve
sferoplastlarin transformasyonu tizerindeki etkileri Cizelge 1.6’da verilmistir (Kawai et
al. 2010).



Cizelge 1.6. LiAc, 1s1 soku ve PEG’in saglam
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transformasyonu iizerindeki etkileri

hiicrelerin ve sferoplastlarin

YONTEM SAGLAM HUCRELER SFEROPLASTLAR
LiAc -Transformasyon verimliligini ve sikligin1 | Transformasyon sikligi iizerinde
arttirtr (zorunlu olmasa da). etkisi yoktur.
-Saglam hiicrelerin gegirgenligini arttirir.
ISI SOKU | -Transformasyon verimliligini arttirir (zorunlu | Transformasyon etkinligi iizerinde
olmasa da). etkisi yoktur.
-Saglam hiicrelerin gecirgenligini arttirir.

PEG -Transformasyon verimliligi i¢in zorunludur. -Transformasyon sikligt igin
-On inkiibasyon, transformasyon verimliligini ve | zorunlu olmasa da frekans: arttirir.
sikligini arttirir. -DNA baglanmasi i¢in zorunludur.
-Saglam hiicrelerin ge¢irgenligini arttirir.

-DNA baglanmasi i¢in zorunludur.

Elektroporasyon yontemi, ilk olarak Neumann ve arkadaslari tarafindan fare hiicrelerine
DNA alimini uyarmak ve transformasyonu gerceklestirmek i¢in kullanilmigtir (Neumann
et al. 1982). Bu yontem giiniimiizde hayvan ve bitki hiicrelerinin transformasyonunda
yaygin olarak kullanilmaktadir ve bir¢ok laboratuvarda bakteri transformasyonunda da
siklikla kullanilan standart bir prosediirdiir (Potter et al. 1984; Miller et al. 1988). Elektrik
akiminin, hiicre zarinda gegici olarak gézenek olusturdugunu ve makromolekiillerin bu
gozeneklerden girigine izin verdigi diisiiniilmektedir (Potter 1993). Elektroporasyon, ilk
olarak Karube ve arkadaslar tarafindan maya sferoplastlarina, Hashimoto ve arkadaslari
tarafindan ise islem gormemis (saglam) maya hiicrelerine uygulanmigtir (Hashimoto et
al. 1985; Karube et al. 1985). Rech ve arkadaslari, hem halkasal hem de lineer maya
yapay kromozomlarinin, elektroporasyon yontemiyle maya hiicrelerine gen aktarimi
yapilabildigini ve transfeksiyon etkinliginin ise 325 transformant/pg oldugunu
bildirmistir (Rech et al. 1989). Elektroporasyon, LiAc/sSDNA/PEG veya sferoplast
transformasyon yontemlerinden daha az zaman almaktadir, ancak baslangi¢ maliyeti daha

yiiksektir (Gietz and Woods 2001).

Cam boncuk yonteminde ise S. cerevisiae hiicrelerinin tagiyict DNA ve plazmit DNAnin
varliginda cam boncuklar ile karistirilarak diisiik verimlilikte (yaklasik 300
transformant/ug plazmit DNA) transforme edilebilecegi bildirilmistir (Costanzo and Fox

1988). Bu yontem, elektroporasyona gore daha az zaman gerektirdigi i¢in iyi bir alternatif
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olmakla birlikte mevcut kullanimdakilere gore diisiik etkinlik gostermektedir (Gietz and
Woods 2001).

Biyolistik (bombardiman) yontemi ile de maya hiicrelerine gen aktarimi
yapilabilmektedir. Bu yontemde, lityum ve sferoplast yontemlerinden farkli olarak
hiicrelerin orta-duragan fazda en etkili oldugu bildirilmigtir. DNA’y1 kaplamak i¢in test
edilen metaller (W, Pt, Fe, Au ve Ir) arasinda tungsten (W) en fazla etkili olandir. Kararl
niikleer transformantlar, 0,5-0,65 um ¢apindaki tek bir partikiiliin penetrasyonu ile elde
edilir. Bu yontemde tungsten kaplamak i¢in plazmit DNA’ya uygun miktarda CaCl. ve
spermidin eklenmesi 6nemlidir. Bununla birlikte, optimal kosullar, 108 hiicreden sadece
500 transformant/pg plazmit DNA’s1 vermektedir. Yani transformasyon etkinligi oldukca

distiktir (Armaleo et al. 1990).

Transformasyon yontemlerinden olan sferoplast, lityum katyonu ve elektroporasyon
birgok farkli maya tiiriine basarili bir sekilde uygulanmistir. Hansenula polymorpha,
Yarrowia lipolytica, Klyveromyces spp, Yamadazyma ohmeri ve Schwanniomyces
occidentalis de bunlar arasinda bulunmaktadir (Gietz and Woods 2001). Mayalara gen

aktariminda kullanilan yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 1.7°de verilmistir.
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Cizelge 1.7. Gen aktarim yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar

*Kolayca optimize edilebilir.
*Dondurulmus hiicreler kullanilabilir.

YONTEM AVANTAJ DEZAVANTAJ
*Hiicreler gece boyunca biiyiitiilmelidir.
*YAC’lar gibi biiyik DNA yapilarmin *Hiicre ozmotik olarak nétr destekleyici
- s, ortamda kaplanmalidir.
SFEROPLAST Ygrzlgllléggr:;iﬁr;arlzz?;g;rgeklestlrlllr. *Transformasyon etkinliklerinde tiire 6zgii
Diisiik maliyetlidir ' varyasyon gozlenir.
' *Optimize etmek zordur.
*Uzun protokol igerir.
*En verimli prosediirdiir (Biiyiik DNA
Y(%I;lelf falklil;;ll?n gerektirmez *Hiicreler gece boyunca biiyiitiilmelidir (Eger
LiAc/ssDNA/PEG *Basit protokol icerir. dondurulmus hiicre yoksa).
*Kolayca optimize edilebilir. 'Transformasyonda Suya 0zgu varyasyon
*Dondurulmus hiicreler kullanilabilir. gozlenir.
Diigiik maliyetlidir.
Verimli prosediirdiir (Bilyiik DNA yapilar1 | *Onemli kurulum maliyeti gerektirir.
haric) *Hiicreler gece boyunca biiyiitiilmelidir (Eger
ELEKTROPORASYON *Kisa protokoldiir. dondurulmus hiicre yoksa)

*Transformasyon etkinliklerinde tiire 6zgii
varyasyon gozlenir.

CAM BONCUK METODU

*Basit protokol igerir.
Diisiik maliyetlidir.

Diisiik verimde transformasyon gozlenir.
*Hiicreler ozmotik destege ihtiya¢ duyar.

BiYOLISTIK
TRANSFORMASYON

*Transformasyon nispeten verimli
gerceklesir.
*Mitokondri transforme edilebilir.

*Yiiksek kurulum maliyeti gerektirir.
*Verimliligi belirlemek zordur.
*Kullanilacak mermilerin hazirlanmasi
gerekmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu tez caligmasinin konu kapsamina giren ve literatiirde yer almis olan ¢alismalardan

bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Zupan et al. (2004), yaptiklar1 ¢alismada deniz anast GFP (Green Fluorescant Protein;
yesil floresan protein) genini, sferoplast yontemiyle uygun protokolii takip ederek P.
pastoris X-33 genomuna entegre etmis ve bu maya hiicrelerinde GFP’nin ekspresyonunu

gerceklestirmistir.

Abdelmoula-Souissi et al. (2007), tiimor baskilamada anahtar bir protein olan insan timor
supresOrii P53 genini tasiyan rekombinant vektorii elektroporasyon metodu ile maya
hiicrelerine gondermis, metanolle uyarilabilen AOX1 promotorii arkasina yerlestirdigi

genin, P. pastoris tarafindan intraselliiler ve ekstraselliiler ekspresyonunu bildirmistir.

Lietal. (2011), biiytime faktorii olan insan interlokin-3 (IL-3) genini pPICZaA vektoriine
klonlamis, elde ettikleri rekombinant vektorii maya hiicrelerine elektroporasyon ile
gondermis ve dort giin boyunca gerceklestirilen metanol indiiksiyonunun ardindan

yiiksek seviyede rekombinant IL-3 {iretimini gerceklestirmistir.

Chen et al. (2012), Aspergillus fumigates’in kitosanaz iiretimi ile ilgili genini, bir maya
ekspresyon vektorii olan pHBM905A ya klonlamis ve elde ettigi rekombinant vektorii

LiCl metodu ile maya genomuna entegre etmistir.

Jia et al. (2012), hipertermofilik Thermotoga maritima’daki ikinci ksilanaz geninde
(xynB) %10’dan daha az kullanima sahip olan TCG (Ser), CTC (Leu), AGC (Ser) ve GCG
(Ala) kodonlarini, P. pastoris’in kodon kullanimina gore sik¢a kullanilanlarla yer
degistirerek optimize etmis ve kodon optimizasyonu sonucu dogal gen dizisinin
%77,8’inin korundugunu ve G+C igeriginin %42,7’den 43,1’e degistigini ifade etmistir.

Kodon optimize edilmis geni (XynBop), pPIC9K plazmitine klonlamig ve rekombinant



26

plazmiti GS115 susuna elektroporasyon yontemi ile transfer etmistir. 5 L’lik bir
fermentorde gergeklestirilen 228 saatlik bir metanol indiiklemesinden sonra, kiiltiir
stvisindaki ksilanaz konsantrasyonunun, 10,1 g/L’lik toplam protein konsantrasyonu ile
aktivitenin 40020 U/mL’ye ulastigin1 gostermistir. Sonug olarak, dogal protein ifadesine

kiyasla, optimize edilmis protein ifadesinin 2,8 kat arttigin1 bildirmistir.

Pickard et al. (2012), noral hiicre transplantasyon tedavilerinde kullanilmak tizere ¢ok
modlu MR-floresan goriintiilleme ve transfeksiyon yetenegine sahip manyetik NP’leri
gelistirmek amaciyla Fe3Os-PEI NP’lerinin serbest amin gruplarini, hiicre etiketleme
uygulamalari i¢in yaygin olarak kullanilan Rhodamine B floresan boya (RITC) ile
etiketleyerek FesOs-PEI-RITC NP’leri elde etmistir. Bu partikiillerin hiicre etiketleme ve
transfeksiyon yeteneklerini degerlendirmek igin birincil kiiltiirlerden tiiretilen astrositleri
kullanmig ve hazirladiklari kompleksi manyetofeksiyon yontemiyle astrositlere
gondermistir. Yapilan analizler sonucunda FesO4-PEI-RITC NP’lerin astrositlerde (<6
giinde) akut toksik etki gostermedigini, hiicrelerin %100’e kadar hiicresel etiketleme ile
hizli ve genis partikiil alimi gosterdigini, partikiillerin iki modlu MR-floresans
goriintiilemede kullanim potansiyeline sahip oldugunu ve ek olarak, partikiillerin diisiik
verimde de olsa, raportdr proteini kodlayan plazmitleri (yaklasik 4 kb) astrositlere

aktarabildiklerini ifade etmistir.

Lim et al. (2013), bir protein kodlama geni olan RGS14 (G protein sinyalleme 14’{in
diizenleyicisi)’lin ifadesini susturmak i¢in manyetofeksiyon yontemiyle fare makrofaj
J774.A1 hiicrelerine siRNA gondermis ve etkisini goézlemlemek i¢in transfekte
hiicrelerden lizat hazirlayarak Western blot analizi yapmistir. RGS14 genine kontrol
olarak FAK (fokal adezyon kinaz) proteinini kullanmig ve sonuglari karsilastirdiklarinda

RGS14’1in ekspresyonunda azalma gozlendigini ifade etmistir.

Zhang et al. (2014), tarafindan yapilan bir ¢alismada, PEI kapli olan MNP’lere DNA
yiiklendikten sonra PEI'nin enhansir olarak kullanilmasiyla hiicrelere gonderilmesinin
ardindan bu uygulamanin manyetofeksiyon basarisint arttirdigini ve gonderilen

plazmitin, PEI araciligiyla ¢ekirdege ulastigi gosterilmistir.
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Wang et al. (2014), Bacillus licheniformis a-amilaz geninin P. pastoris kodon
kullanimina gore kodon optimizasyonunu gergeklestirmis ve geni tasiyan rekombinant
vektorii elektroporasyon yontemi ile maya genomuna aktarmig, sonu¢ olarak kodon
optimizasyonu isleminin gen ekspresyon seviyesini Onemli diizeyde arttirdigini

bildirmistir.

Unver vd (2015), insan paraoksonaz 1 enzimine ait geni pPICZaA vektdriine yerlestirerek
rekombinant plazmiti elde etmis (pPICZaA-hPON1) ve elde edilen bu plazmiti Pmel
enzimi ile lineer hale getirerek LiCl metodu ile kompotent hale getirdikleri P. pastoris’e
transfer etmistir. Metanolle uyarilabilen AOX1 promotorii arkasina yerlestirdikleri genin
ifadesini saglamak i¢in her 24 saatte bir metanol ilavesiyle indiikleme yapmis ve hiicre
disina salgilanan enzimin molekiiler agirligini ve aktivitesini belirlemek amactyla kiiltiir

ortamindaki slipernatant1 alarak Western blot analizi ve enzim aktivite tayini yapmustir.

Zhou et al. (2015), P. pastoris’teki Yarrowia lipolytica lipaz geninin st diizey
ekspresyonunu gergeklestirmek i¢in LIP2 geni i¢in kodon optimizasyonu yapmis ve geni
tagiyan rekombinant vektorii elektroporasyon yontemi ile maya genomuna aktarmistir.
Yaptiklar1 fermentasyon ¢aligmalari1 sonrasinda AOX1 promotoriiniin kontrolii altindaki
kodon optimize edilmis lipaz genini tasiyan rekombinant hiicrelerin, diger rekombinant
hiicrelere kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bir lipaz tiretim kapasitesine sahip oldugunu

gOstermistir.

Lu et al. (2016), yaptiklar1 ¢aligmada Bacillus pumilus HBP8’e ait mutant ksilanaz
geninin kodon optimizasyonunu yapip P. pastoris’te ekspresyonunu ger¢eklestirmistir.
Kodon optimize geni iceren rekombinant vektorii maya hiicrelerine elektroporasyon
yontemi ile gondermistir. Mutant gen ile kodon optimize geni, bu mayada eksprese
ettirmis, irilinleri verim olarak kiyaslandiklarinda kodon optimizasyonu yapilan gen
tirtiniiniin (ksilanaz enzimi) aktivitesinin ve gen kopya sayisinin daha fazla oldugunu

gormustiir.
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Tu et al. (2016), 6nemli bir antiviral sitokin olan ve aynit zamanda ¢ok gesitli immiin
modiile edici 6zelligi bulunan bovin interferon-o (bIFN-a) genini kodon optimize etmis
(opti-bIFN-0) ve yabanil bIFN-o geni ile ekspresyon seviyelerini karsilastirmak i¢in
elektroporasyon ile P. pastoris GS115 hiicrelerine gondermistir. Rekombinant suslari
sectikten sonra 72 saatlik iiretime tabi tutmustur. Sonuglari incelediklerinde hiicre disinda
¢ozlinir formda bulunan opti-bIFN-a ifadesinde yabanil tipe gore yaklasik iki kat artig
gbzlemlemis yani yabanil bIFN-o’nin i¢ kat1 kadar eksprese edildigi, SDS-PAGE analizi
ile gostermistir. Sonug¢ olarak, kodon optimizasyonunun P. pastoris’teki protein

ifadesinin kayda deger sekilde artmasinda 6nemli bir rol oynadigin1 géstermistir.

Kaishima et al. (2016), yaptiklar1 ¢alismada S. cerevisiae hiicrelerinde denizanasi GFP
geninin kodon optimizasyonunu yapmis ve GFP ekspresyonunu, kodon optimizasyonunu
gerceklestirmedigi hiicrelerle karsilastirmistir.  Sonucta kodon optimizasyonunun,
GFP’nin ekspresyon seviyesini Onemli Olgiide arttirdigim1 ve hiicrelerin floresan

yogunlugunun, maksimum 101 kat arttigini rapor etmistir.

Yin et al. (2016) tarafindan yapilan bir g¢alismada, mezensimal kok hiicrelerine
manyetofeksiyon ile gen aktarimi yapilmis ve yontemin kok hiicrelerin proliferasyonu ve

farklilagsma 6zelliklerine etki etmedigi gozlenmistir.

Yin et al. (2016), adipoz tiirevli mezenkimal kok hiicrelerde (AD-MSC) TNF ile iliskili
apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL-(TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand)) kodlayan
bir 1s1 ile indiiklenebilir gen vektoriiniin aktarilmasi ve aktive edilmesi amaciyla manyetik
cekirdek kabuk NP’lerini kullanmistir. Hasarli dokuda, doku tamirini saglama esasina
dayanarak yapilan bu ¢aligmada tasarlanan AD-MSC’lerin hafif manyetik hipertermiye
maruz birakilmasiyla TRAIL’in secici ifadesi saglamig ve sonunda, in vitro ve in vivo
olarak over kanser hiicresi Oliimiine neden oldugunu goézlemlemistir. Bu sonuglara
dayanarak, sicaklikla indiiklenebilir bir promotorii (HSP70B’ 1s1 sok promotorii),
apoptozu dogrudan etkinlestiren terapétik bir molekiil olan TRAIL’i kodlayan geni ve
TRAIL ile flizyon olarak salgilanan GFP protein genini tasiyan bir plazmit elde etmis,
plazmiti gondermek igin tastyict olarak kullanacaklari manyetik NP’leri (MNP) de
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sentezlendikten sonra biyo-uyumlu hale gelmeleri igin partikiilleri SiO2 (silika) ile
kaplamistir. Daha sonra negatif yiiklii DNA (hazirlanan plazmit) ile elektrostatik olarak
etkilesmesi i¢in silika kapli MNP’leri, PEI (polietilenimin) ile fonksiyonellestirerek
pozitif ylizey saglamis ve negatif yiikli DNA (plazmit) ile bir araya getirerek tasiyici
vektorii elde etmistir. Hazirladiklar tasiyici vektdrii, manyetofeksiyon yontemiyle
manyetik alan etkisi altinda AD-MSC hiicrelerine gondermis ve elde edilen tasarlanmis
MSC’leri de oOnceden timdr olusturulmus farelerde terapi amaciyla kullanmistir.
Tasarlanmis AD-MSC’lerden secici olarak TRAIL ekspresyonu saglanmis ve sonug
olarak in vivo ve in vitro olarak ovaryen kanser hiicrelerinin 6limi 6nemli olgiide

uyarilmistir.

Zhao et al. (2017), mevcut genetik modifikasyon yontemlerinden olan elektroporasyon,
partikiil bombardimani, sonikasyon, Agrobacterium enfeksiyonu veya polen tiipii aracili
transfeksiyona altenatif olarak yeni bir yontem olan manyetofeksiyon ile polenlere
ekzojen gen aktarmaya ¢alismislardir. Pamuk poleninin zar boyunca ekzojen genleri
polen i¢ine iletmeyi miimkiin kilan agik yapilara sahip oldugunu teyit etmisler ve daha
sonra MNP-DNA komplekslerini olusturmuslar ve bunlari DNA tasiyicilart olarak
kullanmiglardir. MNP-DNA komplekslerini polen ile karistirdiktan sonra, tozlasma
oncesi MNP-DNA komplekslerini, polen agikliklarindan polen igerisine yonlendirmek
icin bir manyetik alan uygulamislardir. Manyetofeksiyonun ekzojen DNA’y1 polene
aktarip aktarmayacagini aragtirmak igin MNP’lerin, konfokal mikroskop ve TEM ile
polen i¢indeki varligini mekansal olarak izlemisler ve MNP’lerin polen tanelerinin ve
tiiplerinin i¢inde bulundugunu gostermislerdir. Ekzojen genlerin manyetofeksiyon
yoluyla aktarildiktan sonra ifade edilip edilemeyecegini test etmek i¢in, B-Glucuronidase
proteinini (GUS proteini) kodlayan bir raportdr gen olan GUS genini i¢eren plazmiti
(pBI121 GUS), MNP’ler araciligiyla pamuk polenine gondermislerdir. GUS geninin
basarili bir sekilde transfer edilmesi durumunda, GUS proteininin ifade edilecegini ve bu
proteinin daha sonra X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-pB-D-glucuronic acid)
solisyonu ile maviye boyanabilecegini bildirmislerdir. Optik mikroskop ile
incelediklerinde, polen tanelerinin ve polen tiiplerinin X-gluc ile mavi renkte boyanmis
oldugu gozlemlemislerdir. Sonu¢ olarak, MNP-DNA komplekslerinin DNA
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fonksiyonunu inhibe etmedigini ve GUS geninin gergekten basarili bir sekilde ifade

edildigi gostermislerdir.

Unver vd (2018), insan telomeraz inhibitor 1 (PinX1) genini tasiyan rekombinant plazmiti
(pPICZaA-hPinX1) elde ettikten sonra Pmel enzimi ile lineer hale getirerek LiCl metodu
ile kompotent hale getirdikleri P. pastoris’e transfer etmislerdir. Transformasyonun
basariyla gergeklestirildigi kolonileri, antibiyotik igeren seg¢ilim besiyerinden alarak
iireme kiiltiir ortamina inokiile etmisler ve 48 saat boyunca metanol indiiksiyonuyla
hPinX1 proteinin ifadesini saglamislardir. Hiicre i¢i olarak ifade edilen proteinin molekiil

agirligint Western blot analizi ile belirlemislerdir.

Smolders et al. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada, transfeksiyona direngli olan merkezi
sinir sistemi makrofajlar1 olarak bilinen mikroglia (fagositik hiicre) hiicrelerine

manyetofeksiyon yontemiyle %34,95 etkinlikte gen aktarilmistir.

Hu et al. (2019), Thermotoga reesei’nin ksilanaz (xynB) geninin ifadesini arttirmak
amaciyla nadir kullanilan kodonlari P. pastoris’in kodon kullanimma gore sikca
kullanilanlarla yer degistirerek optimize etmislerdir. Kodon optimize geni (optiXynB),
giiclii bir AOX1 promotorii ile pPICZaA vektorii iizerindeki transkripsiyon sonlandiricisi
arasina yerlestirmigler ve elektroporasyon yontemi ile P. pastoris X-33’e transfer
etmislerdir. Ekspresyonun ardindan saflastirilmis optiXynB’nin molekiiler agirliginin,
onceki calismalarla benzer sekilde ¢iktigini SDS-PAGE analizi ile gostermislerdir. Elde
edilen bu sonug, optiXynB’nin rekombinant P. pastoris tarafindan basariyla ifade
edildigini ve salgilandigini gostermistir. P. pastoris pPICZaA-optiXynB tarafindan
tiretilen ksilanaz aktivitesinin, T. reesei, S. cerevisiae Y294, P. pastoris pPICZaA-XynB
ve benzer ksilanazlardan daha yiiksek oldugu ifade etmislerdir. Ayrica, rekombinant

optiXynB’nin de indiiklenen kiiltiir ortaminda ana protein oldugunu gostermislerdir.
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2.1. Amag

Bu tez ¢aligmasinda, mayalara gen aktariminda simdiye kadar kullanilan yontemlere
alternatif olarak, yeni bir gen aktarim yonteminin gelistirilmesi hedeflendi. Bu
dogrultuda, rekombinant protein tiretiminde siklikla kullanilan P. pastoris mayasina ilk

defa manyetik nanopartikiil araciligiyla gen aktariminin gerceklestirilmesi amaglandi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Bu tez galigsmasi kapsaminda kullanilan tiim cihazlar Cizelge 3.1’de sunuldu.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar

Kullanilan cihaz Markasi
Derin Dondurucular (-80) Nuaire
Elektroforez Giig¢ Kaynagi Bio Rad

Elisa Plate Okuyucu (Mikroplaka Okuyucu)
Evaporator

Floresans spektrofotometre

FTIR (Bruker Vertex)

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)
Hassas terazi

Isiticili Manyetik Karistirict
Isitmali-Sogutmali Calkalamali Karistirici (Inkiibator)
Jel Goriintiileme (Chemidoc Touch)

Lazer Taramal1 Konfokal Mikroskop
Mikobiyoloji Giivenlik Kabini (Class I)
Mikrobiyoloji Biyogiivenlik Kabini (Class II)
Otoklav

PCR cihaz1

pH metre

Santrifiij

Su Banyosu

Tarama Elektron Mikroskop (SEM)

X-Ismi Difraksiyon Cihazi

Zetasizer Cihazi

Biotek-Epoch

Heidolph - Hei-VAP(EU)
Agilent

BRUKER

Hitachi HighTech HT7700
Shimadzu ATX224
Heidolph

JSR

Bio Rad

Zeiss LSM710

ESCO

ESCO Class 1l BSC
Hirayama HV-50 L
Proflex-Applied Biosystems
Mettler Toledo

Hettich Rotofix 32A
Memmert

Carl Zeiss

Malvern Panalytical Empyrean
Malvern Zetasizer Nano Zs




33

3.1.2. Kullamlan kimyasallar ve kitler

Calismada kullanilan partikiillerin sentez agamasinda kullanilan kimyasallar, maya ve
bakterilerin biiyiitiilmesinde kullanilan besiyerler, genomik DNA ve plazmit izolasyon
kiti, enzimler, DNA belirteci (Markir) ile diger tiim kimyasallar, Invitrogen, Sigma,

ThermoFisher Scientific, Intron, Fluka ve Merck firmalarindan tedarik edildi.

3.1.3. Kullamlan mikroorganizmalar

Calismada kullanilan Escherichia coli One Shot TOP10 bakterisi ve Pichia pastoris X-

33 mayasi, Invitrogen firmasindan temin edildi.

3.1.4. Kullamlan primerler

Kodon optimizasyonu yapilan Aequorea victoria (denizanasi) yesil floresan proteinine ait
(Green Fluorescent Protein; GFP) geni, amplifiye etmek ig¢in Tm Calculator programi

(www.thermofisher.com) kullanilarak dizayn edilen primerler, Cizelge 3.2°de verildi.

Cizelge 3.2. GFP geninin amplifikasyonu i¢in dizayn edilen primerler

Primer Adi Sekansi Tm (°C) %GC  Uzunluk
Tag HF (b¢)
polimeraz polimeraz
EcoRI-GFP-F  CGCGAATTCATGTCTAAAGGTGAAGA 57.7 60 42.31 26
primer
Kpnl-GFP-R GGGGTACCTTTGTACAATTCATCCAT 57.2 60 42.31 26
primer

*Alti ¢izili kisimlar, restriksiyon enzim tanima bolgesini gosterir.

Calismada  kullanilan ~ pGKB  vektor ~ DNA’st  Addgene’den (USA,
https://www.addgene.org/85077/) temin edildi (Sekil 3.1). Vektor DNA’ya ait primerler,
Cizelge 3.3’te verildi.
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(52} Bglll BfuAl - BspMI (147)
Avrll (241)
[3240) AlwNI | /" BsrDI (297)
\ / / / BspQl - Sapl (302)
(3142) BsiHKAI A I { ¢ 4 Pasl (352)
(3138) Apall — . PshAl (402)
N A _BspHI (408)

(30271 Beivl
(2097) BssSal

2965 .. 2984) pBR3220ri-F __

Dral (490)
~ Mfel (520)
BstBl (536)

EcoRl (546)
2032) Drdl _ BsaAl - Pmll (553)
. NgoMIV _(562)
.\ I (563)
2824) Pell - Nael o5
(2624) Pell Acc65l - Banl (573)
Ex 4 1583)
2735) Miul / - Q(\- - N wal - BsoBl - PaeR71 - PspXl - Xhel (584
S 5 - BmeT1101 (585)
— f 7% < Sacll (593)
12604) Acll — [ 2l " Notl (536)
(2654) Eco01091 - PpuMl — [ PGKB gl N\ Kbt oo
@2613) BsrBl — [ | 3506 bp g | 0 Acel (653
12579 .. 2597) CYCL — gl AN
EcoRV — gl o, Agel (734)
12558) Ecol . 7 = "\ BSIWI (866
\ Bell * (882)

N\ . Pwull {900
(2462) Fspl - “BseRI (961]
.. BamHI (1015
BtgZl (1074)
(2316) Scal ~
2190; PAIMI
(2043) Hindlll / \ ~ ) Necol (1500}
o/ . Banll (1582
(1944) Bpulol -
11927) AsiSl - Pvul / A N"‘,II, 7(153‘13”
118521 Sspl Kan-R (1568 . 1588)
(1839) EcoNI BspDI - Clal (1618)

Sekil 3.1. pGKB vektorii (Addgene)

Cizelge 3.3. pGKB vektoriine ait primerler

Primer Ad1 Sekansi
pPGAP Forward 5-GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-3’
3> AOX1 Reverse 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

Vektore yerlestirilecek GFP genini kesmedigi www.restrictionmapper.org adresinden
tespit edilen, klonlamada ve rekombinant plazmiti lineer hale getirmede kullanilan EcoRl,
Kpnl ve Pagl (BspHI) enzimleri ile pGKB vektér DNA’sin1 dogrulamak igin kullanilan

Hindlll enziminin tanima sekanslar1 ve kesim noktalar1, Cizelge 3.4’te verildi.

Cizelge 3.4. Kesim enzimlerinin tanima sekanslar1 ve kesim noktalari

Enzim Hedef bolge
EcoRl 5’-GMAATTC-3°

Kpnl 5’-GGTAC C-3’
Pagl (BspHI) 5’-T"CATGA-3’
Hindl11 5’-AMAGCTT-3’
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3.1.5. Kullanilan besiyeri, tampon ve ¢ozeltiler

Transformasyon sonrasi

E. coli

hiicrelerinin inkiibasyonu i¢in SOC besiyeri,

inkiibasyonun ardindan transforme edilen hiicrelerin seg¢ilimi ve ¢ogaltilmasi igin

kanamisin antibiyotigi iceren LB agar ve sivi besiyeri, rekombinant vektoriin P.

pastoris’e transformasyonunun ardindan hiicrelerin segilimi i¢in genetisin antibiyotigi

iceren YPD agar besiyeri ve GFP geninin ekspresyonu i¢in YPD siv1 besiyeri kullanildi

(Invitrogen 2010). Calisma boyunca kullanilan tiim besiyeri, tampon, ¢ozelti ve

bilesenleri, Cizelge 3.5’te verildi.

Cizelge 3.5. Kullanilan besiyeri, tampon ve ¢ozeltiler

Bilesenler

Fosfat tamponu

0,1 M KH2PO4, 1 mM EDTA ve %1 glikoz

LB agar besiyeri

%] tripton, %0,5 NaCl, %0,5 maya ekstrakt1 ve %1,5 agar

LB siv1 besiyeri

%] tripton, %0,5 NaCl ve %0,5 maya ekstrakti

Maya lizis tamponu

5 mg/mL zimoliyaz, 1 M sorbitol ve 0,1 M EDTA

Parcalama (Breaking) | 50 mM sodyum fosfat (pH 7,4), 1 mM PMSF

tamponu (fenilmetilsiilfonil floriir), ] mM EDTA ve %5 gliserol

SCED tamponu 1 M sorbitol, 10 mM sodyum sitrat (pH 7,5), 10 mM
EDTAve 10 mM DTT

SOC besiyeri %2 tripton, %0,5 maya ekstrakti, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgSO4 ve 20 mM glikoz

YPD agar besiyeri %1 maya ekstrakti, %2 pepton, %2 glikoz ve %2 agar

YPD si1v1 besiyeri

%1 maya ekstrakti, %2 pepton ve %2 glikoz
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3.2. Yontem

3.2.1. FesO4s@PEI MNP sentezi ve karakterizasyonu

Iki boyunlu reaksiyon balonu icerisinde 2,4 g FeCls.6H20 (Demir Il tuzu) ve 1,0 g
FeCl2.4H20 (Demir II tuzu), 30 mL deiyonize suda ¢6ziildii ve inert atmosfer altinda, en
az 15 dakika bekletildi. Elde edilen karisim, inert atmosfer altinda 30 dakika boyunca
kuvvetlice karigtirilarak karigimin sicaklign 80 °C’ye ¢ikarildi. Daha sonra, hizli bir
sekilde 6 mL amonyak ¢ozeltisi (%25) ve ardindan 20 mL PEI (polietilenimin; Mw
~25000, %5) c¢ozeltisi ilave edildi. Karisim, 80 °C’de 3 saat karistirildi ve ardindan
karisimin oda sicakligina gelene kadar sogumasi beklendi. Coken partikiiller, bir miknatis
ile topland1 ve deiyonize su ile birkag kez yikandi. Yikama iglemi, 9000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek yapildi. FesOs@PEI (PEI kapli) MNP’ler, inert atmosferde, 20 mL
PBS’te (Phosphate Buffered Saline; Tamponlanmis fosfat tuz ¢6zeltisi; pH 6,0) sakland1
(Jiang et al. 2017).

PEI, dall1 yapiya sahip oldugundan partikiilleri kiimeler halinde sarabilmekte ve bu durum
DNA yiikleme oranin1 diisiirmektedir (Zhang et al. 2014). Sekil 3.2’de sematik olarak
sunulan bu problem, asidasyon islemi ile geri doniisiimsiiz olarak c¢oziilmektedir.
Asidasyon ile kararli bir MNP soliisyonu elde edilmektedir. Dolayisiyla, dalli yapinin
acilmasiyla ve pozitif yiik sayisinin artmasiyla daha fazla DNA tutabileceginden
manyetofektin hazirlamada asitleme yapilmis PEI kapli MNP’ler (aFe3Os@PEI)
kullanildi.

Sekil 3.2. Fes04@PEI ve aFesO4s@PEI MNP’lerin sematik gésterimi
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Asidasyon iglemi i¢in 100 mg Fe3O4@PEI MNP, 15 mL su igerisinde dagitildi. pH degeri,
0,5 M HCl ile 2’ye ayarland1 ve 10 dakika boyunca karistirildi. Daha sonra karigimin pH
degeri, 0,5 M NaOH ile 7’ye ayarlandi. Son hacmi 25 mL olan karisimdan 4 mg/mL
konsantrasyonda aFe3O4@PEI MNP elde edildi. Ardindan, aFesOs@PEI MNP nin sekil
ve boyut gozlemi icin SEM (Scanning Electron Microscopy; Taramali Elektron
Mikroskobu) ve TEM (Transmission Electron Microscopy; Gegirimli Elektron
Mikroskobu) kullanildi. MNP’lerin kristal yapisinin belirlenebilmesi i¢cin XRD (X-ray
Diffraction; X Isin1 Difraksiyonu) analizinden faydalanildi. Bunun i¢in 6rnek, XRD
cihazinda Cu Ka A=1,54 °A dalga boyundaki X 1sinlari1 ile 45 kV ve 40 mA kosullarinda,
0,026 adimlar ile 20 degerinin 10-90° oldugu aralikta tarandi. Uretilen FesO4@PEI
MNP’lerin suda dagilim1 ve ylizey yiikiiniin belirlenmesi i¢in DLS (Dynamic Light
Scattering; Dinamik Isik Sagilimi), fonksiyonel gruplarin belirlenmesi i¢in FTIR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy; Fourier Doniigiimlii Kizilotesi Spektroskopi) ve son
olarak manyetik Ozelliklerinin belirlenmesi igin ise VSM (Vibrating-Sample

Magnetometer; Titresimli Numune Manyetometresi) analizi kullanildu.

3.2.2. MNP’lerin maya hiicreleri tarafindan aliminin belirlenmesi

Uretilen aFe3Os@PEI MNP’lerin P. pastoris X-33 hiicreleri tarafindan alinabilirligini
dogrulamak amaciyla, floresan etiket (Oregon Green™ 488 Carboxylic Acid,
Succinimidyl Ester, 6-isomer, Thermo) ile isaretlenmis MNP’ler hazirlandi. Bunun igin
liretici firmanm onerdigi protokol, modifiye edilerek takip edildi. Oncelikle, 1 mL
Fes04@PEI (12,1 mg/mL), 10000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi. Elde edilen pelet, 4
mL sodyum bikarbonat (0,1 M NaHCOs; pH 8,3) tamponunda ¢oziildii. Uzerine
dimetilformamid (100 pL) i¢inde ¢oziillen Oregon Green™ 488 (1 mg), damla damla
eklendi. 1 saat boyunca karanlikta karigtirildiktan sonra, 10304 g’de 40 dakika boyunca
santrifiijlendi. Saf su ile yikandiktan sonra bir kez de etanol ile yikama yapildi (10304
g’de 40 dakika). Kapagi agik bir sekilde karanlikta kurumaya birakildi. Toz halindeki

boyali partikiiller, inert atmosfer altinda, karanlikta ve -20 °C’de saklandi.
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Hazirlanan partikiillerin maya hiicreleri tarafindan aliminin dogrulanmasi i¢in YPD sivi
besiyerinde biiyiitiilen ODsoo degeri 0,7 ye ulasan P. pastoris X-33 kiiltiir sivisindan 1
mL alinarak 10000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi. Elde edilen hiicre peleti, steril fosfat
tamponu (%0,1 glikoz ve 1 mM EDTA igeren 100 mM fosfat buffer; pH 7,0) ile
yikanarak 10000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi (Mirek and Tecza 2014). Hiicre peleti,
164 pL fosfat tamponu ile siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu, miknatis (NdFeB)
tizerine yerlestirilen steril kuyulu plaga (well plate) alindi. Hazirlanan MNP, hiicre
siispansiyonuna damla damla eklendi. Plak, 15 dakika boyunca miknatis {izerinde
bekletildi. Siire sonunda, hiicreler toplanarak ependorf tiipe alindi ve 28 °C’de 180 rpm’de
2 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra floresan etiketli manyetik

NP’lerin hiicre i¢cindeki varligi, floresan mikroskopta goriintiilendi.

3.2.3. MNP’lerin maya hiicreleri iizerindeki toksik etkisinin arastirilmasi

Sentezlenen MNP lerin hiicresel aliminin dogrulanmasinin ardindan, nanopartikiillerin P.
pastoris hiicreleri izerindeki toksisitesini incelemek amaciyla proliferasyon ve spotlama

(spotting) testleri yapildi.

Miknatis (NdFeB) ile hiicre igerisine gonderilen MNP’lerin, maya proliferasyonu
(bliylimesi) tizerine etkisini goézlemlemek amaciyla 0-100 pg/mL araliginda degisen
konsantrasyonlarda aFesOs@PEI NP’ler, maya kiiltiir (10® hiicre/mL) ortamna eklendi
ve 15 dakika miknatis tutulduktan sonra 28 °C’de 180 rpm’de inkiibasyona birakildi. 1,
24 ve 48 saatlik inkiibasyonun ardindan her bir gruptan 200°er pL alinarak
spektrofotometrede (ODsoo) optik dansite olgiildii. Hiicreler tizerine 200 uLL YPD sivi
besiyeri eklenerek bir sonraki dl¢lime kadar inkiibasyona devam edildi. Mayalarin sekil,
biiyiikliik ve biiylime davranigi lizerindeki etkisini gozlemlemek amaciyla uygulama
yapilmis maya hiicrelerini igeren kiiltiir sivilarindan 10’ar pL aliarak 151k
mikroskobunda incelendi. Diger yandan, proliferasyon testinde oldugu gibi nanopartikiil
uygulamasi yapilan maya hiicrelerinin biiylimesini incelemek amaciyla “Spotlama testi”

yapildi (Mirek and Tecza 2014). 1, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonun ardindan kiiltiir
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stvilarindan 4’er pL alinarak YPD kati besiyerine transfer edildi ve 30 °C’de inkiibasyona
birakildu.

3.2.4. Manyetofektin hazirlama ve optimizasyonu

Maya hiicrelerine gen transferi i¢in ara¢ olarak kullanilan MNP’lere DNA baglamak
tizere siire, N/P oran1 (PEI'nin yapisindaki nitrojenin (N), 1 pg DNA’nin yapisindaki
fosfat gruplarina (P) olan orani) ve MNP miktar optimizasyonu yapildi. DNA olarak,
yiiksek konsantrasyonundan (10 mg/mL) dolayr salmon sperm DNA’s1 (Invitrogen™)
kullanilarak manyetofektin optimizasyon deneyleri yapildi. Oncelikle, siire ve miktar
optimizasyonu ¢aligildi. Bunun i¢in olusturulan deney gruplarinda esit hacimde (12 pL)
MNP, DNA ve PEI kullanildi. Optimizasyon deneylerinde, 1 pg DNA kullanildi. 1 pg
DNA’nin 3 nmol fosfat, 43 ng PEI (1 nmol C2HsN tekrar birimleri) ve 0,25 nmol primer
amin azotu igerdigi goz onilinde bulundurularak asagida verilen formiile gére N/P orani
hesapland1 (Wang et al. 2011). Ug tekrar halinde yapilan tiim gruplarda DNA baglayan
MNP’ler, 15 dakika miknatis tutularak toplandi ve MNP’ler tarafindan tutulmayan
(baglanmayan) DNA konsantrasyonunu belirlemek tizere, ELISA plak okuyucu (Elisa
Reader; BioTek) ile 6l¢iim yapildi.

N/P orani hesaplama formiilii:

N/P oran1 x 43,1/ 330 = PEI miktar1 (ug) x | ug DNA

3.2.4.1. Siire optimizasyonu

Optimum DNA baglanma sartlarinin belirlenmesi igin oncelikle, MNP ve DNA
inkiibasyon siiresi optimize edildi. Ilk olarak, 12 uL aFe3sO0s@PEI MNP (1 ug) ve 12 pL
salmon sperm DNA (1 pg) karistirildiktan sonra karisim, 0, 5, 10, 15, 20 ve 30 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Her bir MNP/DNA kompleksine, N/P 8 olacak
sekilde esit hacimde (12 pL) PEI soliisyonu eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra karisim,
15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Artan inkiibasyon siiresi ile baglanan DNA
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miktarlar karsilastirilarak daha yliksek DNA baglanmasi i¢in gerekli olan optimum siire

belirlendi.

Siire optimizasyonu ardindan, eklenen PEI inkiibasyon siiresini tespit etmek i¢in
optimizasyon ¢alismasi su sekilde yapildi; 12 pL aFesOs@PEI MNP (1 pg) ve 12 uL
salmon sperm DNA (1 pg) karistirildiktan sonra karisim, 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Her bir MNP/DNA kompleksine, N/P 8 olacak sekilde esit hacimde (12
uL) PEI soliisyonu eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra karisim, 0, 10, 15, 20 ve 30 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. PEI eklenmesinin ardindan, artan inkiibasyon siiresi ile
baglanan DNA miktarlar1 karsilastirildi ve daha yiiksek DNA baglanmasi i¢in gerekli

olan optimum stire belirlendi.

3.2.4.2. N/P orani optimizasyonu

MNP’lerin, daha fazla DNA’y1 baglayabilmesi igin ortama, ekstra PEI eklemek
gerekmektedir (Zhang et al. 2014). Bunun igin, 12 pL aFesO4@PEI MNP (1 pg) ve 12
uL salmon sperm DNA (1 pg) karistirildiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Esit hacimde (12 pL) farkli oranlarda hazirlanan PEI soliisyonu (N/P orani; 2, 4,
6, 8, 10, 15, 20 ve 30 olacak sekilde) MNP/DNA kompleksine eklendi ve pipetaj
yapildiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 3.2.4°te verilen formiile gore
hesaplanan farkli N/P oranlarina gore eklenen ekstra PEI miktarlari, Cizelge 3.6’da
verildi (Al-Deen et al. 2011).

Cizelge 3.6. Farkli N/P oranlarina gore hesaplanan ekstra PEI (enhansir) miktarlari

N/P PEI (ug)
2 0,261
4 0,522
6 0,784
8 1,045
10 1,305
15 1,957
20 2,610
30 3,915
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3.2.4.3. MNP miktar optimizasyonu

Manyetofektin hazirlamada son olarak, optimum MNP miktar1 i¢in optimizasyon
calismasi su sekilde yapildi; 12 uL MNP (1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 25 ug) ve 12 puL salmon
sperm DNA (1 pg) karistirildiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Her
bir karigima N/P orani 4 olacak sekilde esit hacimde (12 pL) PEI soliisyonu, MNP/DNA
kompleksine eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilerek baglanan DNA miktarlar1 karsilastirildi.

3.2.5. pGKB-GFP plazmitinin elde edilmesi

3.2.5.1. pGKB plazmitinin dogrulanmasi

Addgene’den temin edilen pGKB plazmitinin dogrulugunu teyit etmek amaciyla plazmit
izolasyonu yapildiktan sonra hem vektore ait primerlerle PCR reaksiyonu gergeklestirildi,
hem de vektdre ait tiim niikleotid dizisinden yola ¢ikilarak belirlenen farkli restriksiyon

endoniikleaz enzimleri ile vektor kesim reaksiyonu gerceklestirildi.

3.2.5.1.a. E. coli hiicrelerinden plazmit izolasyonu

Kati besiyerinde biiyiitiilerek gonderilen pGKB plazmitini tagiyan E. coli hiicreleri,
kanamisin antibiyotigi igeren LB agar besiyerine transfer edildikten sonra (Sekil 3.3) 37
°C’de gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan bakteri hiicreleri dze ile
toplanarak plazmit izolasyonu i¢in 10 mL LB siv1 besiyerine inokiile edildi ve 37 °C’de
gece boyu calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. PureLink-Hi-Pure plazmit
DNA saflagtirma kiti (Invitrogen) kullanilarak iiretici protokoliine gore plazmit
izolasyonu Ozetle su sekilde yapildi; ¢ogaltilan bakteri hiicrelerinin ODeoo degeri 2,0
oldugunda bir mikrosantrifiij tlipiine bir gecelik kiiltiirden 4,5 mL alinip 4000 g’de 8
dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Pelet {izerine 0,4 mL RNase
iceren resiispansiyon tamponu eklenerek hiicreler, homojen oluncaya kadar siispanse

edildi. Uzerine 0,4 mL lizis tamponu ilave edilen lizat karisimi, yavasca ters cevrilerek
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tamamen homojen oluncaya kadar karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi. 0,4 mL presipitasyon tamponu ilave edilip tiipler ters ¢evrilerek tamamen homojen
oluncaya kadar karistirildi. Lizat, 16000 g’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edildi.
Bu sirada kolonu hazirlamak i¢in 2 mL dengeleme tamponu, kolona ilave edildi. Elde
edilen siipernatant, dengelenen kolona yiiklendikten sonra kolondaki soliisyonun
yercekimi ile akip kurumasi beklendi. Kolon 2,5 mL yikama tamponu ile iki kez yikandi
ve her yikamadan sonra kolondaki soliisyonun akmasi beklendi. Soliisyon tamamen
uzaklastiktan sonra alttaki sivi atildi. Kolonun altina steril bir eliisyon tiipli yerlestirildi
ve kolona, 0,9 mL eliisyon tamponu eklendi. Soliisyonun kolondan tamamen akmasini
bekledikten sonra kolon uzaklastirilarak eliisyon tiipiine 0,63 mL izopropanol ilave edilip
kuvvetlice karigtirildi. Daha sonra 6rnegin, 16000 rpm’de 4 °C’de 30 dakika santrifiij
edilmesinin ardindan siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. DNA peleti, 1 mL
%70’lik etanol ile siispanse edildi. 16000 g’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij edilmesinin
ardindan silipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. 10 dakika boyunca oda

sicakliginda kurutulan DNA peleti, 50 pL niikleaz igermeyen su ile siispanse edildi.

Sekil 3.3. Plazmit tagiyan bakterilerin besiyerine transferi

Izolasyon sonrasi elde edilen plazmit DNA’larin dogrulugunu teyit etmek amaciyla jel
elektroforezinde yiiriitiilmesi i¢in %1°lik agaroz jel hazirland1. Jel hazirlamak i¢in 0,8 gr
tartilan agaroz, 80 mL 1xTAE igerisine alinarak mikrodalga firinda eritildi. Karigim, 35-
40 °C’ye kadar sogutulduktan sonra karisima son konsantrasyon 0,4 pg/mL olacak
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sekilde RedSafe™ niikleik asit boyama tamponu (20,000x; Intron) eklenip jel
katilasmaya birakildi. Jelin katilasmasini takiben plazmit, DNA yiikleme boyasi ile
karistirildi ve jel kuyucuklarina yiiklenerek 60 V’de 1,5 saat yiiriitiildi. Yiiritme islemi
tamamlandiginda bantlar, UV goriintiileme cihazi (BIO-RAD Gel Doc™ XR+) ile
goriintiilendi (Sambrook and Russell 2001).

3.2.5.1.b. Vektore ait primerlerle PCR reaksiyonu

pGKB vektoriinli dogrulamak i¢in Cizelge 3.3’te verilen vektore ait primerler (pGAP
Forward ve 3° AOX1 Reverse) kullanilarak PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Farkli
baglanma sicakligina sahip primerlerin optimum baglanma sicakligini belirlemek i¢in
gradiyent PCR (48, 52 ve 56 °C) yapildi. Gradiyent PCR reaksiyonu sonucu elde edilen
tirtinler, %1’lik agaroz jelde 60 V’de 1,5 saat yiiriitiilerek goriintiilendi.

3.2.5.1.c. pGKB plazmitinin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi

pGKB vektoriiniin dogrulugunu teyit etmek igin iki ayr1 kesim enzimi (ECoRI ve Hindl1l1)
kullanildi. Kesim reaksiyonu 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilip, 80 °C’de 15 dakika
inaktivasyon gergeklestirildi. Kesilmemis ve kesilmis plazmitler, %1’lik agaroz jelde 60

V/’de 80 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi.

3.2.5.2. Yesil floresan protein (GFP) geninin amplifikasyonu

Oncelikle, manyetik NP araciligiyla P. pastoris hiicrelerine gonderilmesi planlanan A.
victoria’ya ait GFP genini kodlayan sekansa (GenBank: L29345.1), NCBI’dan
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) ulasildi. “Codon optimization tool” programi
(https://eu.idtdna.com/codonopt) kullanilarak P. pastoris’in kodon kullanim egilimleri
tespit edildi ve optimizasyondan 6nceki ve sonraki kodon adaptasyon indeksi (Codon
Adaptation Index; CAIl) “GenScript Rare Codon Analysis Tool” programi

(https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis) kullanilarak belirlendi. Daha
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sonra kodon optimizasyonu sonucu elde edilen GFP genine ait niikleotid sekansi,

Sentebiolab firmasindan (Ankara) sentetik olarak temin edildi.

3.2.5.2.a. PCR reaksiyonu

Elde edilen kodon optimize sckansa gore Cizelge 3.2°deki gibi dizayn edilen primerler
(EcoRI-GFP-F ve Kpnl-GFP-R) ile Cizelge 3.8’deki uygun PCR protokolii kullanilarak
GFP geni amplifiye edildi.

Cizelge 3.7. PCR reaksiyon karigimi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar Miktar

Kalip DNA (sentetik gen) 2 uL (~4,6 ng) 2 uL (~4,6 ng)
dNTP mix (40 mM) 1,6 uL 1,6 uL

MgClz (50mM) 0,3 uL -
EcoRI-GFP-F primer (10 pmol/uL) 1 uL 1 uL
Kpnl-GFP-R primer (10 pmol/uL) 1 uL 1 uL

5X flizyon HF tamponu 4 uL 4 uL

ddH20 9,9 uL 10,2 uL

*HF polimeraz 0,2 uL 0,2 uL
Toplam hacim 20 uL 20 uL

* Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polymerase

Cizelge 3.8. PCR sartlar1

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (sn)
1 98 30
98 10
35 60 30
72 30
1 72 300
1 4 0

3.2.5.2.b. PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi

Elde edilen PCR iiriinleri yiikleme boyasi ile karistirilarak agaroz jelde 80 V’de 30 dakika

yiirtitiilerek goriintiilendi.
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3.2.5.2.c. PCR iiriiniiniin saflagtirilmasi

Restriksiyon enzimleri ile kesim Oncesinde PCR ile amplifiye edilen GFP geninin
saflagtirilmasi i¢in MEGAquick-spin™ Total Fragment DNA Purification Kiti (Intron)
kullanildi. Saflagtirma islemi su sekilde yapildi; PCR reaksiyonu sonucu elde edilen PCR
tirtinleri, steril bir ependorf tiipte topland1 ve {izerine {iriin hacminin 5 kat1 kadar BNL
tamponu eklenerek vortekslendi. Elde edilen karisim, kolonun tam ortasima birakildi.
Kolon, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiipiindeki siv1 atild1.
Aynu tiip, tekrar kolonun altina yerlestirildikten sonra kolona, 700 puL yikama soliisyonu
eklenerek 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi ve toplama tiiptindeki sivi atildi. Ayni
tiip, tekrar kolonun altina yerlestirildi ve kolon bu kez bos olarak tekrar santrifiij
edildikten sonra toplama tlipii atildi. 1,5 mL’lik steril ependorf, kolonun altina
yerlestirilerek kolonun tam ortasina 30 pL eliisyon tamponu birakilip, 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildiktan sonra kolon atildi. Eliie edilen DNA, kullanilincaya kadar +4
°C’de bekletildi. Saflagtirma sonucunda nanodrop spektrofotometrede O6l¢iim yapilan

PCR firiinii, kesim i¢in kullanildi.

3.2.5.2.d. PCRiiriiniiniin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi

Kesim enzimlerinin tanima sekanslarmi igeren GFP genine ait PCR {iriini,
saflagtirildiktan sonra www.restrictionmapper.org adresinden kodon optimize geni
kesmedigi tespit edilen ECORI ve Kpnl enzimleri ile kesildi. PCR {iriinii kesim reaksiyonu

karisim igerigi Cizelge 3.9°da verildi.

Cizelge 3.9. PCR iirlinii kesim reaksiyonu karigim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar

ddH20 16 uL

10xFast Digest tamponu 2ulL

DNA (PCR firiinii) 10 uL (~200 ng)
Fast Digest EcoRl 1 ulL

Fast Digest Kpnl 1 uL

Toplam hacim 30 uL
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Hazirlanan karisim, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi ve 80 °C’de 5 dakika enzim

inaktivasyonu gergeklestirildi.

3.2.5.2.e. PCR iiriinlerinin fenol-kloroform ekstraksiyonu

EcoRI ve Kpnl enzimleri ile kesilen DNA soliisyonu, niikleaz icermeyen su ile 100 puL’ye
tamamlanip {lizerine yarim hacim fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1) ilave edilerek
20 sn vortekslenip, 14500 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edildi. Ardindan
iist faz, temiz bir tiipe alinarak alinan fazin 1/10 hacmi kadar 3 M sodyum asetat ve 2,5
hacim saf etanol eklendi. Vorteksleme isleminin ardindan, 14500 rpm’de 5 dakika
santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilarak elde edilen pelet, TE (Tris EDTA)
tamponunda ¢oziildii (Kaymak 2008).

3.2.5.2.f. Vektor DNA (pGKB)’nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi

Rekombinant plazmiti elde etmek i¢in GFP geninin kesiminde kullanilan enzimlerle
(EcoRI ve Kpnl) pGKB vektor DNA’sinin kesimi yapildi. Kesim igin Cizelge 3.10’daki
reaksiyon karigimi kullanildi. Kesilen plazmitin 5° ucundaki fosfat gruplari, CIAP (Calf

Intestinal Alkaline Phosphatase) enzimi ile uzaklastirildi.

Cizelge 3.10. Vektor DNA nin kesim reaksiyonu karigim icerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
ddH20 20 uL
10xFast Digest Green tamponu 3uL
Vektor DNA 4 uL (~1pg)
Fast Digest EcoRI 1,5 uL

Fast Digest Kpnl 1,5uL
Toplam hacim 30 uL

Hazirlanan karisim, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilip, 80 °C’de 5 dakika enzim
inaktivasyonu gergeklestirildi. Ardindan 1puL. CIAP ilave edilerek 50 °C’de 60 dakika
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inkiibe edildi. Reaksiyon sonucu lineer hale getirilen plazmit, %1°lik agaroz jelde 60 V’de

1,5 saat yiiriitiilerek kesilip kesilmedigi teyit edildi.

3.2.5.2.9. Vektor DNA’nin jelden ekstraksiyonu

Kesim reaksiyonu sonrasi agaroz jele yiiklenip yiiriitiilen 6rnek, jelden ekstrakte edilerek
hem CIAP uzaklastirilmis hem de kesilen vektor DNA saflastirilmis oldu. Bu islem igin
PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen) kullanildi. Islem su sekilde
gergeklestirildi; agaroz jelde yiiriitillen ve UV 1s1k altinda goriilen bantlar, bant kesme
aparati ile jelden kesildikten sonra alinan bantlarin agirligi tespit edilerek her 100 mg jel
icin 300 pL jel ¢cozme soliisyonu ilave edilip karigim, her 2-3 dakikada bir vortekslenerek
50 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Kolon, 2 mL’lik ependorf tiipiine yerlestirilerek {izerine
500 puL kolon hazirlama soliisyonu ilave edildi. Tuplere, bir jel hacmi kadar saf
izopropanol ilave edilip homojen hale gelinceye kadar karistirildi. Elde edilen karigim,
hazirlanan kolona aktarilip, 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra sivi kisim
uzaklastirildi. Uzerine 500 pL yikama soliisyonu ilave edilerek 14000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. S1vi kisim uzaklastirildi ve kolona ekleme yapilmadan 20000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kolon, yeni bir tiipe alinarak tizerine 50 pL
elisyon tamponu eklendi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra ligasyon
reaksiyonunda kullanilmak {izere saf olarak elde edilen vektéor DNA’nin miktari,

nanodrop spektrofotometre ile belirlendi.

3.2.5.2.h. Ligasyon reaksiyonu

Vektore yerlestirilecek (insort) gen ve vektor DNA, ayni restriksiyon enzimleriyle
kesildikten sonra reaksiyon karisimina, gen ve vektor DNA esit hacimde olacak sekilde
ilave edildi. Ligasyon reaksiyon karisimi Cizelge 3.11°de verildi (Biyiiksungur 2006).
Reaksiyon, 16 °C’de 16 saat boyunca inkiibasyona birakildi.



48

Cizelge 3.11. Ligasyon reaksiyonu

Ligasyon reaksiyon karisim icerigi Miktar
10X ligasyon tamponu 4 uL
Insért DNA (GFP geni) 5uL
Vektér DNA (pGKB) 5ul
T4 DNA ligaz 1,5 uL
ddH>0 5uL
Toplam hacim 20,5 pL

3.2.5.2.i. E. coli One Shot TOP10 hiicrelerinin transformasyonu

Bir 6nceki basamakta elde edilen ligasyon iiriiniiniin bakteri hiicrelerine transfer edilmesi
i¢cin -86 °C’den alinan kompetent bakteri hiicreleri, buz lizerinde ¢6ziiliip lizerine 5 puL
ligasyon iriinii (10 pg-100 ng) ilave edildi. Tip, yavas¢a karistirildiktan sonra buz
tizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Is1 soku i¢in hiicreler ¢alkalamadan 42 °C’de 30 sn
bekletildi. Siire sonunda, 42 °C’den alinarak buz tizerinde 2 dakika bekletildikten sonra
tiipe steril ortamda dnceden 1sitilan SOC besiyerinden 250 pL ilave edildi. Kapag: sikica
kapatilarak ¢alkalamali inkiibatorde, 37 °C’de 225 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakildu.
Onceden 1sitilmig LB-kanamisin segim plaklaria, transformasyon karistmindan 150 pL

yayilarak 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakild: (Invitrogen 2010).

3.2.5.2.). GFP genine ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak ilgili sekanslarin
koloni PCR ile amplifikasyonu

Inkiibasyon sonrasi gelisen kolonilerden 15 tanesi segilip, GFP genine ait primerler
kullanilarak koloni PCR yapildi. PCR reaksiyonu kurmak i¢in koloniden mikropipet ucu
ile ¢cok kiigiik miktarda alarak pipet ucu, PCR reaksiyon karigimi izerine yerlestirilip,
etrafinda sabitge ¢evrildikten sonra PCR reaksiyonu baslatildi (Kaymak 2008). Reaksiyon
sonrasi elde edilen PCR firiinleri agaroz jelde yiiriitiildii. Koloni PCR igin reaksiyon

karisim igerigi ve PCR reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13’te verildi.
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Cizelge 3.12. Koloni PCR igin reaksiyon karisim igerigi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 uL
MgCl2 (50 mM) luL
EcoRI-GFP-F primer / pGAP-F primer (10 pmol/uL) 1 uL
Kpnl-GFP-R primer / 3’AOX-R primer (10 pmol/uL) 1 uL
10xPCR tamponu 1 ulL
ddH20 6,6 uL
Tagq DNA polimeraz 0,6 uL
Toplam hacim 12 uL

Cizelge 3.13. PCR reaksiyon sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 56 1
72 1
1 72 5
4 o0

Reaksiyon sonucu elde edilen PCR fiiriinleri, %1°lik agaroz jelde, 80 V’de 45 dakika
yiiriitiilerek goriintiilendi. GFP genine ait primerlerle yapilan koloni PCR iiriinlerinin jel
elektroforez goriintiilemesi sonucu segilen koloniler (2, 8, 9, 11, 13, 14) kullanilarak
vektor primerleri ile koloni PCR yapildi. Reaksiyon sonucu elde edilen PCR iiriinleri

%1’lik agaroz jelde 60 V’de 1,5 saat yiiriitiilerek goriintiilendi.

3.2.5.2.k. Muhtemel rekombinant vektoriin sekans analizi ile dogrulanmasi

Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek i¢in LB-kanamisin sivi besiyerlerinde
cogaltilan 2. ve 8. kolonileri olusturan bakterilerden plazmit izolasyonu yapildi. Her iki
koloniye ait plazmitlerden esit miktarda (200 ng/uL) agaroz jele yiiklenip 60 V’de 1,5
saat yuriitlilerek gorlintiilendi. Her iki koloniye ait saf olarak elde edilen plazmitlerin
vektdr primerleri ile ¢ift yonlii Sanger sekans analizi, MedSanTek firmas: (Istanbul)

tarafindan yapildi.
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3.2.6. pGKB-GFP plazmitinin maya hiicrelerine transferi

3.2.6.1. Manyetofektin hazirlama

GFP geninin manyetik NP araciligiyla maya hiicrelerine transferi i¢in aFesO4s@PEI MNP
ve rekombinant plazmit DNA (pGKB-GFP) ile manyetofektin hazirlama ve optimizasyon
basamaginda elde edilen tiim optimize sartlarda manyetofektin hazirlandi. DNA yiiklii
NP’lerin kararliliginin, suda dagilimmin ve yiizey ylikiiniin belirlenmesi amaciyla
hazirlanan manyetofektin ornekleri, DLS (Dynamic Light Scattering; Dinamik Isik
Sagilimi) analizine tabi tutuldu. Halkasal DNA ile dogrulamadan sonra pGKB-GFP
vektorii lineer hale getirilerek ayni optimize sartlarda manyetofektin hazirlandi. Analiz
sirasinda manyetofektinin farkli siirelerdeki davranisini incelemek igin 6rneklerin zeta

potansiyelleri 6lgiildii.

3.2.6.2. Halkasal rekombinant plazmitin transfer edilmesi

Farkli N/P oranlariin hiicresel alim tlizerinde bir etkisinin olup olmadigini test etmenin
yan1 sira kodon optimize GFP geninin ifadesini dogrulamak igin halkasal rekombinant
plazmit (pGKB-GFP) kullanilarak elde edilen optimum sartlarda hazirlanan
manyetofektin ornekleri, Sekil 3.4’te gosterildigi gibi miknatis araciligiyla YPD sivi
besiyerinde biiyiitillen P. pastoris hiicrelerine gonderildi. Transformasyon sonrasi
hiicreler, 28 °C’de 180 rpm’de inkiibasyona birakildi. Kontrol grubu olarak GFP genini
icermeyen pGKB vektorii ile manyetofektin hazirlandi. 48 saat inkiibasyonun ardindan
hiicre iginde iiretilen GFP miktarlarin1 karsilastirmak amaciyla hiicre lizat1 hazirlanarak
floresan spektrofotometrede (uyarma dalga boyu; EX, 488 nm; emisyon filtresi; Em, 507
nm) ol¢tim yapildi. Hiicre lizat1 su sekilde hazirlandi; 6 mL kiiltiir sivist steril tiipe
almmarak 10000 rpm’de 5 dakika santrifiijle c¢oktiirildiikten sonra siipernatant
uzaklagtirildi. Pelet {izerine proteaz inhibitorii (PMSF) iceren 600 pL parcalama tamponu
eklenerek vortekslendi. Karisim hacmini 2 katina ¢ikaracak kadar asitle yitkanmig cam
boncuk eklendikten sonra, 8 kez 30 sn vorteksleme ve 30 sn buzda bekletme ile hiicre

peletinin par¢alanmasi saglandi. Daha sonra 10000 rpm’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij
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edilerek siipernatantlar temiz tiipe alindi. Ornekler, floresan spektrofotometrede 6l¢iim

yapilincaya kadar buz iizerinde bekletildi.

Hiicre siispansivonu+manyetofektin

Sekil 3.4. Manyetofektinin miknatis araciligiyla P. pastoris’e transferi

Bu asamada ayrica pGKB ve pGKB-GFP ile hazirlanan manyetofektinin (N/P 4) maya
hiicreleri iizerine toksik etkisinin olup olmadigini belirlemek i¢in transformasyon sonrasi
inkiibasyona birakilan hiicrelerden 24 ve 48 saat sonra Ornekler alinarak YPD agar

besiyerinde spotlama testi yapildi.

3.2.6.3. Lineer rekombinant plazmitin transfer edilmesi

Maya hiicrelerinin genomuna GFP geninin entegrasyonu i¢in rekombinant plazmit
(pGKB-GFP), Pagl (BspHI) restriksiyon endoniikleaz enzimi ile GAP promotériinden
kesilerek lineer hale getirildi. Reaksiyon i¢in kesim enzimi olarak sadece FastDigest Pagl
enziminin kullanildig1 reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra enzim aktivasyonu igin 37
°C’de 10 dakika inkiibe edilmesinin ardindan 80 °C’de 5 dakika inaktivasyon
gergeklestirildi. Fosfat gruplariin uzaklastirilmasi i¢in 1 pL CIAP eklenerek 37 °C’de
30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra kesim reaksiyon iiriinii kullanilarak fenol kloroform
ekstraksiyonu yapildi ve elde edilen DNA peleti, 14,4 uL niikleaz igermeyen suda (pH
6,3) ¢ozildi (Kaymak 2008). Cozeltiden 12 pL alinarak (1 pg DNA) manyetofektin
hazirlamada kullanildi. Geriye kalan 2,4 pL ise vektor DNA’nin kesilip kesilmedigini
teyit etmek amaciyla agaroz jele yiiklendi. Kontrol olarak kullanilan pGKB (GFP genini

icermeyen) vektorii i¢in de ayni1 islemler gerceklestirildi.
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Vektor DNA’larin kesimi teyit edildikten sonra lineer pGKB-GFP ve pGKB vektor
DNA’lar1 ile hazirlanan manyetofektinlerle yapilan gen aktarimi su sekilde
gerceklestirildi; 12 pL MNP (7,5 pg) ve 12 uL lineer plazmit DNA (1 pg) karistirildiktan
sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Esit hacimde (12 puL) PEI soliisyonu (N/P
4 orant i¢in gerekli miktar) MNP/DNA kompleksine eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra
30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. YPD siv1 besiyerinde ODgoo degeri 0,7 oluncaya
kadar biytitiilen P. pastoris hiicrelerini i¢eren kiiltiir sivisindan 1°er mL steril ependorf
tiipe alinarak santrifiijle ¢oktiiriildii. Elde edilen hiicre peleti, 164 uL YPD siv1 besiyeriyle
siispanse edilerek kuyulu plaga (well plate) alindi. Hazirlanan manyetofektin karisimi (36
uL), miknatis (NdFeB) {iizerine yerlestirilen plak kuyularindaki hiicre siispansiyonu
izerine damla damla eklenerek hafifce pipetaj yapildi. Plak, 15 dakika boyunca miknatis
tizerinde bekletildikten sonra hiicreler steril ependorf tiipe alindi. Hiicre
stispansiyonundaki baglanmayan DNA’lar1 uzaklastirmak amaciyla 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pelet, 1 mL YPD sivi besiyerinde
¢oziildiikten sonra steril 50 mL’lik erlene aktarildi. Son hacim, YPD siv1 besiyeri ile 5
mL’ye tamamlandi. 28 °C’de 180 rpm’de 2, 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Her inkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiir sivilarindan 250’ser puL alinarak
antibiyotik iceren YPD agar besiyerlerine (200 pg/mL genetisin) ekim yapildi. Petriler,
30 °C’de inkiibasyona birakildi. Kiiltiir ortamina 250 pL steril YPD sivi besiyeri

eklenerek inkiibasyona devam edildi.

3.2.6.4. Pozitif maya transformantlarinin dogrulanmasi

3.2.6.4.a. Koloni PCR

Lineer pGKB-GFP ve pGKB vektorlerinin maya genomuna entegre olup olmadigini
tespit etmek amaciyla 30 °C’de birka¢ gilin sonra gozlenen genetisin antibiyotigine
direncli kolonilerden mikropipet ucu ile alinan hiicreler kullanilarak gene ve vektore ait
primerlerle koloni PCR yapildi. Bunun igin, mikropipet ucuyla alinan hiicreler, PCR

tiipline yerlestirildi ve mikrodalga firinda 3 dakika 1sitild1 (Kaymak 2008). Tiip tizerine
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Cizelge 3.12°teki karisim eklenip, Cizelge 3.13’teki sartlarda PCR yapildi. PCR {iriinleri
%1’lik agaroz jelde 60 V’de 80 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi.

3.2.6.4.b. Genomik DNA izolasyonu ve ¢oklu kopya varhginin belirlenmesi

Transforme maya kolonileriyle yapilan koloni PCR amplifikasyonundan sonra 3, 4 ve 8
numarali koloniler, YPD-genetisin (200 pg/mL) agar besiyerine transfer edildi ve 30 °C’
de 48 saat boyunca inkiibe edildi. Gelisen kolonilerden 6ze ile alinarak 10 ml YPD siv1
besiyerine inokiile edilen hiicreler, 28 °C’de 150 rpm’de gece boyu inkiibasyona birakildi.
Biiyiiyen maya hiicrelerinden GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Scientific™) kullanilarak genomik DNA izolasyonu 6zetle su sekilde yapildi; her bir
kiiltiirden 1x108 maya hiicresi (ODgoo degeri 0,8-1,0) alinarak mikrosantrifiij tiipiine
konuldu ve 10000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek toplandi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pelet {izerine 500 pl. maya pargalama tamponu eklenerek
stispanse edildi. Yeniden siispanse edilen hiicrelerin tizerine 100 pL zimoliyaz enzimi (3
mg/mL stok) ve cam boncuk (425-600 um) eklenerek vortekslendi. 15 dakikada bir 20 sn
boyunca vorteksleme islemi yapilarak toplam 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.
Daha sonra hiicreler, 3000 g’de 10 dakika santrifiijlendi ve siipernatant, pipet ile
uzaklastirildi. Pelete, 180 uL pargalama tamponu eklenerek resiispanse edildi. Uzerine 20
uL proteinaz K eklenerek homojen oluncaya kadar iyice vortekslendi. Ornekler, 56 °C’de
45 dakika inkiibasyona birakildi ve ara ara vortekslendi. Siire sonunda karigim iizerine 20
uL RNase A eklenerek iyice vortekslendi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Daha sonra karisim {izerine 200 pL lizis (parcalama) tamponu eklendi ve homojen
oluncaya kadar iyice vortekslendi. 400 pL %50 etanol eklenerek vortekslendi. Hazirlanan
lizat, saflagtirma kolonuna transfer edildi. 6000 g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra
toplama tiipii atilarak kolon, 2 mL’lik yeni toplama tiipiine yerlestirildi. 500 pL yikama
tamponu 1 eklenerek 8000 g’de 1 dakika santrifiijlendi. Toplama tiipiindeki atik
uzaklastirilarak kolon, tekrar tiipe yerlestirildi. Kolona, 500 pL. yikama tamponu 2
eklenerek maksimum hizda (>12000 g) 3 dakika santrifiijlendi. Kolon, yeni bir steril tiipe
yerlestirildi. Kolonun merkezine, 80 pL genomik eliisyon tamponu eklendi ve oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edilerek 8000 g’de 1 dakika santrifiijlendi. Eliie edilen
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genomik DNA’larin konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometrede dl¢tildiikten sonra
hemen kullanim igin +4 °C’ye kaldirildi. Hem GFP geninin genoma entegrasyonunun
dogrulanmas1 hem de genomda genin coklu kopya varliginin belirlenmesi igin
saflagtirilan genomik DNA’larin 30’ar nanograminin kalip olarak kullanildigi, GFP
genine ait primerler ve reaksiyon sartlari ile PCR amplifikasyonu gercgeklestirildi. Elde
edilen PCR iiriinleri, %1°lik agaroz jele yiiklendi ve 80 V’de 45 dakika yiiriitiilerek

gorlntiilendi.

3.2.6.5. Pozitif maya transformantlari ile GFP iiretimi

Pozitif maya transformantlar1 ile GFP iiretimi i¢in ¢izgi ekim yapilarak YPD agar
besiyerinde biiyiitiilen rekombinant ve kontrol olarak bos vektor (0GKB) transfer edilen
P. pastoris kolonilerinden 6ze ile toplanip 25 mL YPD sivi besiyeri iceren ¢entikli
erlenlere inokiile edildi. Kiiltiirler, 28 °C’de 180 rpm’de 120 saat boyunca inkiibasyona
birakildu.

Inkiibasyondan sonra kiiltiir stvilarindan 200 pL ¢oktiiriilerek elde edilen peletler, fosfat
tamponunda ¢oziilerek yikama islemi gerceklestirildi. Yeniden siispanse edilen hiicreler,
dogrudan mikroskop cam lamlar iizerine konuldu ve bir lamel ile kapatildi. Goriintiiler
ve GFP floresans: (uyarma dalga boyu; EX, 488 nm; emisyon filtresi; Em, 507 nm),

konfokal lazer tarama mikroskobu kullanilarak elde edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Manyetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin (MNP) TEM goriintiileri, elde edilen MNP’lerin
kiiresel ve ortalama 20 nm boyutunda oldugunu gosterdi. XRD kirinim deseni, FesO4
MNP’lerine ait [220], [311], [222], [400], [422], [511] ve [440] diizlemlerini
belirtmektedir (Sekil 4.1) (Jiang et al. 2017).
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Sekil 4.1. Fes0O4@PEI MNP’lerine ait TEM goriintiisii (A) ve XRD kirinim deseni (B)

Asidasyon igleminden sonra elde edilen MNP’lerin (aFesO4@PEI) morfolojisi, SEM ve
TEM ile belirlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. aFe304@PEI MNP’lerine ait SEM (A) ve TEM (B) goriintiileri
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Ote yandan, asidasyon yapilan MNP’lerin, miknatis tarafindan toplanabilirliginin
hizlandig1 gozlendi. Asidasyon uygulanmayan grupta ise daha yavas toplanma gozlendi
(Sekil 4.3). Bu durum, hiicrelere DNA’nin hizla ulastirilmasi i¢in bir dezavantaj olarak
gorildiiglinden bu tez calismasinda asitleme yapilan MNP ler kullanildi. Ayrica, asitleme
yapilan ve yapilmayan MNP’ler DNA ile inkiibe edilerek bu diisiincenin dogrulugu teyit
edildi. Elde edilen bulgular, asitleme yapilan MNP’lerin daha hizli bir sekilde DNA’y1
bagladigini ve hizli bir sekilde ¢6kmeye sebep oldugunu gosterdi (Sekil 4.4).

0 sn 5 sn 15 sn . 30 sn

——

Sekil 4.3. Fes04@PEI (A) ve aFesO4@PEI (B) MNP’lerin miknatisla toplanabilirligi
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Sekil 4.4. DNA yiiklenmis FesO4@PEI (A) ve DNA yiiklenmis aFesOs@PEI (B)

MNP’lerin manyetik 6zelliklerinin belirlenmesinde, bir titresimli manyetometre (VSM)
cihazt kullanildi. Kurutulan MNP o6rneklerinin oersted (Oe) manyetik alandaki

miknatislik degerleri, oda sicakliginda 6l¢iiliip, manyetik alan i¢indeki partikiillerin
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manyetik ozellikleri, birim kiitle bagina manyetik moment (emu) seklinde ifade edildi.

Analiz sonucu, elde edilen partikiillerin siipermanyetik oldugunu gosterdi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. MNP’lere ait titresimli manyetometre karakterizasyon grafigi

Elde edilen MNP’lerin farkli tampon ortamlarindaki zeta potansiyel degisimlerinin

belirlenmesi i¢in DLS (Dinamik 1s1k sagilimi) analizi kullanildi ve elde edilen sonuglar
Sekil 4.6°da verildi.
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Sekil 4.6. MNP’lerin farkli tampon ortamlarindaki zeta potansiyel degisimleri

Elde edilen MNP’lerin suda dagilimi ve yiizey yiikiiniin belirlenmesi i¢in de DLS analizi
kullanildi. Zeta potansiyelinde, yiikiin pozitif veya negatif olmasi elde edilen sentez
iirtiniiniin yiizey gruplari tarafindan belirlenmektedir. Analiz sonunda, SEM ve TEM
goriintiilerinin aksine ortalama MNP boyutunun 250 nm oldugu goriildii (Sekil 4.7 (A)).
MNP’lerin yiizey yiikii (zeta potansiyeli) ise pozitif olarak l¢iildii (Sekil 4.7 (B)). Ayrica,
DLS analizi ile nanopartikiillerin polidispersite indeksinin (PDI, Polydispersity Index)
0,238 oldugu belirlendi.
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Results A

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (dam): 2203 Peak1: 2503 9.5 123
Pdl: 0,238 Peak 2: 4821 32 7155
Intercept: 0,935 Peak}: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Inbensity
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Results B
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 226 Peak1: 2285 100,0 k]
Zeta Deviation (mV): 322 Peak 2: 0,00 0.0 0.00
Conductivity (mSfem): 00755 Peak 3: 0.00 0.0 0,00
Result quality Good
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Sekil 4.7. aFes04@PEI MNP’lere ait Hidrodinamik boyut (A) ve Zeta potansiyeli (B)
sonuglari

MNP’lerin kurutma sonras1 400-3600 cm™ dalga boyu araliginda FTIR 6l¢iimii yapilds.
Sentezlenen aFe3sO4@PEI NP’lerine ait FTIR spektrumu, Sekil 4.8’de verildi. Grafikte

gozlenen -N-H ve -C-H pikleri, PEI varligin1 gostermektedir (Islam et al. 2014; Han et
al. 2016; Wang et al. 2016).
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Sekil 4.8. Sentezlenen MNP’lerin FTIR spektrumu

4.2. MNP’lerin Hiicresel Alminin Belirlenmesi

Sentezlenen Oregon Green (yesil) etiketli MNP’lerin maya hiicreleri tarafindan alimini
dogrulamak i¢in miknatis araciligiyla maya hiicrelerine gonderilerek hiicre igindeki

varhigi, floresan mikroskopta goriintiilendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Oregon Green ile etiketlenen MNP’lerin hiicresel alim1 (Hiicrelerin beyaz 151k
(A) ve floresan 151k (B) altinda gortintiilenmesi)

4.3. MNP’lerin Maya Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin Arastiriimas

Maya hiicrelerine gen aktariminda tasiyict olarak kullanilacak olan aFesOs@PEI
MNP’lerin P. pastoris tizerindeki toksisitesini incelemek amaciyla proliferasyon ve

spotlama deneyleri yapildi.

4.3.1. Proliferasyon testi

Miknatis (NdFeB) ile hiicre igerisine gonderilen MNP’lerin, maya proliferasyonu
(bliylimesi) tizerine etkisini gozlemlemek amaciyla 0-100 pg/mL araliinda degisen
konsantrasyonlarda MNP’ler, maya kiiltiir (10® hiicre/mL) ortamia eklendi ve 15 dakika
miknatis tutulduktan sonra 28 °C’de 180 rpm’de inkiibasyona birakildi. 1, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan her bir gruptan 200’er pL alinarak spektrofotometrede (ODsoo)
optik dansite olgiildii. Sonuglar incelendiginde, kullanilan konsantrasyonlardaki
MNP’lerin maya hiicreleri iizerinde toksik etki gostermedigi, inkiibasyon siiresi boyunca

biiylimenin artarak devam ettigi gozlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. aFe304@PEI MNP’lerin maya hiicrelerinin proliferasyonu tizerine etkisi

4.3.2. Isik mikroskobunda goriintiileme

Proliferasyon testinde hazirlanan gruplardaki (0-100 pg/mL) mayalarin sekil, biiyiikliik
ve bliylime davranislarindaki degisimi gozlemlemek amaciyla 1, 24 ve 48 saat boyunca
inkiibe edildikten sonra maya hiicreleri 151tk mikroskobunda incelendi (40x). Incelenen
mikroskop goriintiilerinin Sekil 4.10°daki ODsgo 6l¢iim sonuglarini destekledigi ve her
uygulama grubunda inkiibasyon siiresi arttikca maya hiicrelerinde ¢cogalmanin devam

ettigi gozlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Mayalara ait 151k mikroskop goriintiisii (40x)

4.3.3. Spotlama (Spotting) testi

Proliferasyon testinde hazirlanan gruplarin (0-100 pg/mL) maya hiicreleri lizerindeki
biiylime inhibisyonu incelemek amaciyla spotlama testi yapildi. 1, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan kiiltiir stvilarindan 4’er pL alinarak YPD kat1 besiyerine inokiile
edildi ve 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi arttikca devam eden
bliylimeyle birlikte yaklasik 10 giinliik inkiibasyon sonrasinda c¢ekilen spotlara ait
goriintiiler incelendiginde kullanilan en yliksek MNP dozunun (100 pg/mL) bile toksik
etki gostermedigi gozlendi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Spotlama testine ait maya goriintiileri
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4.4. Manyetofektin Hazirlama ve Optimizasyonu

Maya hiicrelerine gen transferi igin ara¢ olarak kullanilan MNP’lere DNA baglamak
lizere siire, N/P oran1 ve MNP miktar1 optimizasyonu yapildi. Oncelikle siire ve miktar
optimizasyonu ¢aligildi. Bunun i¢in olusturulan deney gruplarinda esit hacimde (12 pL)

MNP, DNA ve PEI kullanildi.

4.4.1. Siire optimizasyonu

Siire optimizasyonunda MNP’lere DNA baglanmasi i¢in énce MNP ve DNA
karistirtlarak farkl siirelerde inkiibe edildi ve optimum DNA baglanma siiresi belirlendi
(Sekil 4.13). Daha sonra ortama, belirlenen miktarda PEI (N/P 8) eklenerek farkli
siirelerde inkiibasyon gergeklestirildi ve en yiiksek miktarda DNA baglanmasi gézlenen
stire belirlendi (Sekil 4.14). Her iki deney sonucu elde edilen bulgular, en yiiksek DNA

baglanma miktarinin 30 dakikalik inkiibasyon gruplarinda oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.13. DNA baglanma i¢in siire optimizasyonu
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Sekil 4.14. PEI inkiibasyonu i¢in siire optimizasyonu
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4.4.2. N/P oram optimizasyonu

MNP’lerin daha fazla DNA’y1 baglayabilmesi i¢in ortama, ekstra PEI eklemek gerektigi
bilgisinin teyit edilmesinin ardindan, belirlenen miktarlardaki PEI soliisyonlar: (N/P 2, 4,
6, 8, 10, 15, 20 ve 30) deney ortamina eklenerck manyetofektin hazirlandi ve en yiiksek
DNA baglanmas1 gozlenen grup belirlendi. Sonuglar incelendiginde, en yiiksek DNA
baglanma miktari, N/P 2 ve 4’te gozlendi (Sekil 4.15). Sonraki manyetofektin
deneylerinde yiiksek miktarda DNA baglanmasi i¢in N/P 4 oraninda PEI kullanilmasina

karar verildi.
L N/P Oran Yiiklenen DNA (ng)
2 772.788
800 = 4 771,3855
6 290,997
700 - 8 226,458
10 166,869
15 114,528
o0 600 20 88,272
g 30 63,09
< -
7 500
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S 400 <
=
=
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100 = {
0 T T 1 T | I B B | T | J— T T T T 7
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Sekil 4.15. N/P orani optimizasyonu

4.4.3. MNP miktar optimizasyonu

Manyetofektin hazirlamak i¢in kullanilacak olan optimum MNP miktarini belirlemek i¢in
farkli konsantrasyonlarda MNP kullanilarak deney gruplari olusturuldu. MNP miktar1
arttikca DNA baglanma miktarinda da artis gézlendi (Sekil 4.16). Sonraki ¢aligmalarda
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hem yiiksek oranda DNA baglama kapasitesine sahip, hem de maya i¢in toksik
olmayacak olan MNP miktari, 7,5 pg olarak belirlendi.
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Sekil 4.16. MNP miktar optimizasyonu

Sonug olarak; yapilan siire ve miktar optimizasyon deneylerinde elde edilen sonuglar
dogrultusunda, DNA baglanmasi i¢in taninan inkiibasyon siirelerinin 30 dakika olarak
gerceklestirilmesine, ortama eklenen ekstra PEI’nin, N/P 4 oranina goére hazirlanarak
kullanilmasina ve tasiyici olarak kullanilan MNP dozunun ise 7,5 pg olacak sekilde

ayarlanmasina karar verildi.
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4.5. pGKB-GFP Plazmitinin Elde Edilmesi

4.5.1. pGKB plazmitinin dogrulanmasi

Addgene’den temin edilen ve kanamisin antibiyotigi iceren LB s1v1 besiyerinde biiyiitiilen
bakteri hiicrelerinden plazmit izolasyonu yapildi. Saf olarak elde edilen plazmit, agaroz

jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi (Sekil 4.17).

2000 bg ¢
1500 be

1000 bg

500 bg

Sekil 4.17. pGKB plazmitine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1 nolu
kuyu; pGKB plazmiti)

Izole edilen plazmite ait primerler kullanilarak gergeklestirilen gradiyent PCR reaksiyonu
sonucu elde edilen iiriinler, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendiginde
jelde, beklenen boyutta bant (276 bg) gozlendi (Sekil 4.18). Diger yandan, vektor
primerleriyle PCR yapilacagi zaman her ii¢ primer baglanma sicakliginin da

kullanilabilecegi goriildii.
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3000 bs §

2000 bg *
1500 be

1000 be
.

500 be
- -

276 bg

300 bg
D -~ e

100 bg

Sekil 4.18. PCR reaksiyonuna ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1, 2, ve
3 nolu kuyular; sirasiyla, 56, 52 ve 48 °C)

Diger bir dogrulama yontemi olarak; izole edilen plazmit, EcoRI ve Hindlll enzimleri ile
kesildi. Kesim reaksiyon sonucu elde edilen iiriin, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintlilendi. Jel goriintiileme sonucuna gore, kesilen plazmitte beklendigi gibi 2007 bg

ile 1499 b¢ uzunluga sahip iki bant goriintiilendi (Sekil 4.19).

3000 b

2000 bg
- -
1500 bg

-

1000 bg

500 be

Sekil 4.19. Kesilen pGKB plazmitinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1 ve
2 nolu kuyular; sirasiyla, kesilmemis pGKB ve kesilmis pGKB)
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Elde edilen her iki dogrulama islemine ait sonuglarla ¢alismada kullanilmak {izere temin

edilen pGKB plazmitinin dogrulugu teyit edilmis oldu.

4.5.2. GFP geninin PCR ile amplifikasyonu

Rekombinant vektorii elde etmek i¢in 6nce sentetik olarak temin edilen kodon optimize
GFP geni, forward ve revers primerler kullanilarak PCR reaksiyonu ile amplifiye edildi
ve elde edilen PCR fiiriinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi (Sekil
4.20). Goriintilleme sonucunda beklenilen boyutta bant (731 bg) gozlendi. Ayrica
kullanilan MgCl,’tin PCR verimini arttirdigi goriildii.

1000 bg

731 be 731 bg

500 be

100 bg

Sekil 4.20. PCR iiriinlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1 ve 2 nolu
kuyular; sirasiyla, MgCl> eklenen ve eklenmeyen reaksiyon sonucu elde edilen PCR
tirtinleri)

4.5.3. Genin ve vektor DNA (pGKB)’nin kesilmesi ve goriintiilenmesi

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen GFP geni, 3.2.5.2.c’deki gibi saflastirilip EcoRI ve
Kpnl enzimleri ile kesildi. Vektor DNA da ayn1 enzimlerle kesildi ve elde edilen tiriinler,
agaroz jel elektroforezinde yiriitiilerek gorintiilendi (Sekil 4.21). Boylece, vektor
DNA’nin kesildigi teyit edildi.
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Sekil 4.21. Kesilen vektor DNA’nin agaroz jel elektroforez goriintiisii (1 ve 2 nolu
kuyular; sirasiyla, kesilmemis pGKB vektor DNA ve kesilmis lineer pGKB vektor DNA)

4.5.4. Bakteri hiicrelerinin transformasyonu ve koloni PCR

Kesilen gen ve vektor DNA ile gerceklestirilen ligasyon reaksiyonu sonrasi elde edilen
tirlin, 1s1 soku ile E. coli hiicrelerine transfer edildi. Kanamisin iceren LB agar plaklarda
gelisen kolonilerden 15 tanesi secilip, GFP genine ait primerler kullanilarak koloni PCR
yapildi. GFP gen primerleriyle yapilan PCR sonucu pozitif transformantlarda gézlenen

tirtin boyutunun beklendigi gibi 731 bg oldugu belirlendi (Sekil 4.22).

So 9 Ln1 g slile A2 513 ld 015

3000 bg

1000 bg

590-be --~-~-.~- e

- - e e -

100 bg

Sekil 4.22. GFP koloni PCR sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jel elektroforez
goriintiisii (M: Markir; 1-15 nolu kuyular; sirasiyla, 1-15 numarali kolonilere ait PCR
tirtinleri)
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Ayrica, GFP genine ait primerlerle yapilan koloni PCR reaksiyon iirlinlerinin agaroz jel
elektroforez goriintiillemesi sonucu segilen koloniler (2, 8, 9, 11, 13 ve 14 numarali
koloniler) kullanilarak vektor primerleri ile koloni PCR yapildi. Vektor primerleriyle
yapilan PCR sonucu olusan iirin boyutunun 2, 8, 11, 13 ve 14 numarali kolonilerde

beklendigi gibi 963 bg oldugu belirlendi (Sekil 4.23).

1000 bg

~-~~

500 bg

Sekil 4.23. Koloni PCR reaksiyonu sonucu elde edilen iirlinlerin agaroz jel elektroforez
gorlntiisti (M: Markir; 1-6 nolu kuyular; sirasiyla, 2., 8., 9., 11., 13. ve 14. kolonilere ait
PCR iiriinleri)

455. Muhtemel rekombinant vektoriin sekans analizi

Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek i¢in LB-kanamisin sivi besiyerlerinde
cogaltilan 2. ve 8. kolonileri olusturan bakterilerden saflasgtirilan plazmitlere ait agaroz jel

elektroforez goriintiisii Sekil 4.24°te verildi.
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3000 bg

2000 be (-

1000 be
- v

500 be
-

100 bg

Sekil 4.24. pGKB-GFP plazmit izolasyon iriinlerinin jel elektroforez goriintiisii (M:
Markir; 1ve 2 nolu kuyular; sirasiyla, 2. ve 8. kolonilerden saflagtirilan muhtemel
rekombinant plazmit)

Transformasyon sonucu secgilen 2. ve 8. kolonileri olusturan bakteri hiicrelerinden
saflastirilan plazmitlerin sekans analiz sonucu elde edilen niikleotid sekanslari, kodon
optimize edilen GFP niikleotid sekanst ile blastlandiginda
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) benzerliklerin her iki kolonide de %100 oldugu
goriildii (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26). Elde edilen rekombinant vektor, pPGKB-GFP olarak
adlandirildu.
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Sekil 4.25. 8.koloniden saflastirilan plazmite ait niikleotid sekansinin blast sonucu
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Sekil 4.26. 2. koloniden saflastirilan plazmite ait niikleotid sekansinin blast sonucu

4.6. pGKB-GFP Plazmitinin Maya Hiicrelerine Transferi

4.6.1. Manyetofektin hazirlama

Fes04@PEI MNP ve pGKB-GFP ile elde edilen tim optimize sartlarda hazirlanan
manyetofektinin yani, DNA yiikli NP’lerin kararliliginin, suda dagilimimin ve ylizey
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yiikiiniin belirlenmesi amaciyla DLS (Dinamik Isik Sag¢ilimi; Dynamic Light Scattering)
analizi yapildi. Analiz sonuglari, Sekil 4.27°de verildi. Buna gore, zeta potansiyelleri
incelendiginde MNP/DNA kompleksinin yiizey yiikiiniin negatif yonde artis gosterdigi,
bdylece kompleks olusumunun basarili ve kararli oldugu, suda dagiliminin yiiksek ve
kompleks boyutunun siipersarmal DNA’nin sahip oldugu hidrodinamik ¢aptan dolay1

beklendigi gibi yiiksek oldugu gozlendi.

A Su (pH 6.3) B
30 1200
1000 4
20
800
% 104 -
= E
_: £ 600 -
B v
- N
fo ;
: Fe3O4@PEL 4004
=
]
N-104 200 4 l
-20 4 0 T
FedO4@PEI Fe3O4@PEU/DNA

Sekil 4.27. DLS sonuglari (MNP ve MNP/DNA kompleksinin yiizey yiki (A),
hidrodinamik boyutu (B))

Ayn1 zamanda manyetofektin kompleksinin farkl: siirelerde (0, 15 ve 25 dakika) alinan
zeta potansiyel 6l¢limleri, zamanla yiikiin negatif yonde arttigini da gosterdi (Sekil 4.28).
Sonuglar incelendiginde, en yiiksek negatif yiizey yiikiiniin 15. dakikada oldugu gozlendi.
Bu siire, ayn1 zamanda en fazla DNA baglandigi an olarak yorumlanabilir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda hazirlanan manyetofektin, manyetik alan altinda (miknatis

tutularak) maya hiicrelerine gonderilirken 15 dakika miknatis tutulmasina karar verildi.
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Sekil 4.28. Hazirlanan manyetofektinin farkli siirelerdeki davranigina ait DLS analiz
sonucu

4.6.2. Halkasal rekombinant plazmitin maya hiicrelerine transfer edilmesi

Halkasal pGKB-GFP plazmiti kullanilarak farkli N/P oranlart ile hazirlanan
manyetofektin ornekleri, P. pastoris hiicrelerine gonderildi. Plazmitte yer alan genin
ekspresyonu sonucu hiicre i¢inde iiretilen GFP miktarlari, hazirlanan hiicre lizatlar1 ile
floresan spektrofotometrede 6lgiim yapilarak belirlendi. Buna gore hiicreler tarafindan
tiretilen rekombinant proteine ait en yiiksek floresan yogunluga (GFP 1s1masina) N/P 4
ile ulagildigr goriildii (Sekil 4.29). Diger yandan, yapilan spotlama testi sonucunda
hazirlanan manyetofektin 6rneklerinin (N/P 4) maya hiicreleri lizerinde toksik etkisinin

olmadig1 gozlendi (Sekil 4.30).
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Floresan yogunluk

4 0 2 4 6 8

(PGKB) N/P oranlari

Sekil 4.29. Farkli N/P oranlarinin etkisinin floresan yogunluk 6l¢limii ile karsilagtiriimasi

Kontrol 1 2
YW
*g ,
= -

Sekil 4.30. Spotlama testine ait maya goriintiileri (Kontrol: uygulama yapilmayan P. pastoris
kolonileri; 1, 2 ve 3 nolu gruplar; sirasiyla, yalnizca MNP’nin gonderildigi, MNP/pGKB
kompleksinin gonderildigi ve MNP/pGKB-GFP kompleksinin gonderildigi koloniler)
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4.6.3. Lineer rekombinant plazmitin maya hiicrelerine transfer edilmesi

Maya hiicrelerine gen aktarimi gergeklestirildikten sonra pGKB ve pGKB-GFP
transformantlarini igeren P. pastoris kiiltiiriiniin 2, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonun
ardindan hiicreler, 200 pg/mL genetisin iceren YPD agara yayild:. inkiibasyondan sonra
antibiyotikli ortamda direng gosterip gelisen kolonilere ait se¢im plaklarin goriintiisii, bu
kolonilerin olusma siiresi ve sayist Sekil 4.31°de verildi. Koloni olusumu gozlendikten
yaklagik 72 saat sonra petrilerin fotograflar ¢ekildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda,
2 saatlik inkiibasyonun ardindan antibiyotik i¢eren besiyerine hiicrelerin yayildigi plakta,
7 giin sonra 2 koloni gozlenirken, 24 saatlik inkiibasyonda; 4 giin sonra 60 koloni, 48
saatlik inkiibasyonda; 4 giin sonra 90 koloni ve 72 saatlik inkiibasyonda; 4 giin sonra 120
koloni olusumu gézlendi. inkiibasyon siiresi arttikca koloni olusum siiresi kisalarak 24
saatten sonraki siirelerde sabit kaldigi, olusan koloni sayisinda ise inkiibasyon siiresiyle

orantili olarak artisin oldugu gozlendi.

10 10B
~A~Koloni Olusma Siiresi
9+ ~M- Koloni Sayisi 140
= ¥
= ] - 120
3 . /
7 - 100
S 64
x; )
Ed
g 54 - 80
E 4 - A A . 60
S 34
5 - 40
g "
' - 20
0- T T T 0
2 24 48 72
Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.31. pGKB-GFP tasiyan P. pastoris transformantlar1 (Farkli siirelerde
inkiibasyonun ardindan, gelisen kolonilere ait plak goriintiileri (A) ile koloni olugma
stireleri ve olusan koloni sayilariin gésterimi (B))



80

4.7. Pozitif Maya Transformantlarinin Dogrulanmasi

4.7.1. Koloni PCR

Transfer edilen lineer pPGKB-GFP ve pGKB vektorlerinin maya genomuna entegre olup
olmadigimi tespit etmek amaciyla koloni olusumu gézlenen tiim plakalardan rastgele
secilen koloniler ile PCR yapildi. Reaksiyon sonrasi elde edilen iirlinlerin boyutlariin

beklendigi gibi sirasiyla, 731 ve 963 bg oldugu goriildi (Sekil 4.32).

1000 bg

731 bg
-54--¢—-~-<M”\

Sekil 4.32. Koloni PCR reaksiyonu sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiisii

(M: Markir; 1-7 nolu kuyular; sirasiyla, 3-9. kolonilere ait gen primerleriyle yapilan PCR iiriinleri;
9-15 nolu kuyular; sirasiyla, 9-3. kolonilere ait vektor primerleriyle yapilan PCR firtinleri; 16 ve
17 nolu kuyular; pGKB vektoriinii tagtyan (kontrol) kolonilere ait vektor primerleriyle yapilan
PCR iriinleri)

4.7.2. Genomik DNA izolasyonu ve ¢coklu kopya varhginin belirlenmesi

Transforme edilen maya kolonileriyle yapilan koloni PCR reaksiyonundan sonra 3, 4 ve
8 numarali kolonilere ait saflastirilan esit miktarda genomik DNA’larin kalip olarak
kullanildigi  PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Elde edilen iriinler, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Maya transformantlarina ait gDNA ile gerceklestirilen PCR sonucu agaroz jel
elektroforez goriintiisii (M: Markar; 1-3 nolu kuyular; sirasiyla, 3, 4 ve 8. kolonilere ait
gDNA ile elde edilen PCR iiriinleri)

4.8. Maya Transformantlari ile GFP Uretiminin Gériintiilenmesi

Pozitif maya transformantlari ile GFP iretimi igin, kontrol olarak pGKB vektorii transfer
edilen ve rekombinant P. pastoris kolonilerinin YPD siv1 besiyerinde inkiibasyonunun
ardindan hiicreler, konfokal lazer tarama mikroskobu kullanilarak beyaz ve GFP floresan
1sikta goriintiilendi ve elde edilen goriintiiler birlestirildi (Sekil 4.34). Elde edilen
goriintiilere bakildiginda, kontrol grubundaki hiicrelerde GFP 1s1mas1 gozlenmezken, en
1yl GFP 1s1masina 4. koloniyi olusturan hiicrelerin sahip oldugu, sirasiyla 8. ve 3. koloniyi
olusturan hiicrelerin de 4. koloniyi olusturan hiicrelerden daha az GFP i1simasina sahip

olduklar1 goriildii.
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Sekil 4.34. P. pastoris hiicrelerine ait konfokal mikroskop goriintiisii (Kontrol: pGKB
plazmiti gonderilen; 3., 4. ve 8. koloniler: pPGKB-GFP plazmiti gonderilen hiicreler;
Skala: 5 um)
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5. TARTISMA ve SONUC

Rekombinant protein ekspresyonu ile ilgili bilgideki artis ve bu proteinler igin artan pazar
talebi, heterolog olarak eksprese edilecek protein spektrumunu genislettiginden son
zamanlarda heterolog protein iirlinleri, endiistriyel uygulamalarin yaklasik ti¢te birini
olusturacak diizeye ulagsmistir (Juturu and Wu 2018). Rekombinant protein tiretimi igin
cesitli avantaj ve dezavantajlara sahip olan bakteri, maya ve hayvan hiicreleri olmak tizere
lic ¢esit konake1 kullanilmaktadir (Garnick et al. 1988; Hudayberdiyev ve Oner 1997).
Bakteriyel konakg¢1 olarak oldukga yiiksek miktarda rekombinant protein iiretiminde
kullanilan en popiiler E. coli ekspresyon sisteminden sonra ikinci ve ii¢lincii en uygun
mikrobiyal sistemler sirasiyla, Okaryotik mikroorganizma olan, S. cerevisiae ve P.
pastoris’tir (Jana and Deb 2005; Shrivastava et al. 2013). Her iki konakg¢1 da insana yakin
bir sekilde katlanabilen ve translasyon sonrasi modifikasyon gegiren proteinleri tiretme
yetenegine sahip oldugundan translasyon sonrast modifikasyonun gerekli oldugu
proteinlerin iiretiminde bu konakgilar tercih edilmektedir (Dalton and Barton 2014; Gupta
and Shukla 2017). Endiistriyel agidan etkili {irlin gelistirmede tek hiicre proteininin (SCP;
Single Cell Protein) ticari {iretimini ve hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 rekombinant
protein iiretimini gerceklestirebilen maya (P. pastoris gibi) ekspresyon sistemleri, biiyiik
Olcekli fermentasyonda tliretime olanak saglayarak tanimli besi ortaminda kolayca biiyiir
ve memeli hiicre kiiltivasyon siirecinden nispeten daha uygun olmasinin yan1 sira maliyet
olarak daha ucuzdur (Gietz and Woods 2001; Dalton and Barton 2014; Gupta and Shukla
2017).

Rekombinant proteinin elde edilmesinde oncelikle, ilgili genin uygun bir ekspresyon
vektoriinde promotor arkasina yerlestirilerek rekombinant vektoriin (rDNA) elde
edilmesi, sonrasinda ise rDNA’nin konak¢iya gen aktarimi i¢in uygun olarak belirlenen
biyolojik, kimyasal ya da fiziksel yontemlerden biriyle aktarilmasi ve ilgili genin konakg1
genomuna entegrasyonu gerekmektedir. LiCl-1s1 soku ve elektroporasyon, P. pastoris’e
gen aktariminda siklikla kullanilan yontemlerdendir. Son zamanlarda popiiler olan, ucuz,
hizli ve yiiksek transfeksiyon basaris1 gosteren manyetofeksiyon ise pek ¢ok arastirmaci

tarafindan memeli hiicrelerine gen aktarim (transfeksiyon) yontemi olarak tercih
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edilmektedir. Manyetik nanopartikiillerin (MNP) gen tasiyici platform olarak kullanildig:
bu yontem, diger yontemler uygulandiginda gozlenen diisiik transfeksiyon etkinligi
(6zellikle makrofaj ve polen gibi hiicrelerde) sorununa ¢6ziim olarak ortaya atilmistir
(Lim et al. 2013; Zhao et al. 2017). Manyetofeksiyonun ana fikri, MNP ve hedef hiicreye
aktarilmak istenen yabanci bir genin bir araya getirilerek tuz-indiikli ¢okelme ve
elektrostatik etkilesimle MNP/DNA kompleksinin (manyetofektin) elde edilmesi ve bu
kompleksin hedef hiicreler ile bir araya getirilerek hiicrelere manyetik kuvvet
uygulanmasidir. Manyetik kuvvet, niikleik asitlerin hiicrelere hizli ve konsantre bir
sekilde gecisini saglamaktadir (Plank et al. 2011). Bu yontem ile diger viral olmayan
vektorlere kiyasla oldukcga kisa siirede ve diisiik DNA miktart (10 ile 100 kat daha az
niikleik asit kullanimi) ile uygulama yapilmaktadir. Ayrica, transfeksiyon/transdiiksiyon
etkinligi en yiliksek yontem olarak bilinmektedir (Smolders et al. 2018). Edinilen bu
bilgiler 1s181nda, bu tez ¢calismasinda hazirlanan MNP/DNA kompleksinin manyetik bir
alan altinda miknatis araciligiyla maya hiicrelerinin duvarindan gegip 6nce sitoplazmaya
kavusmasi, daha sonra kompleksten salinan DNA’nin ¢ekirdege ulasip maya genomuna
entegre olabilecegi fikri ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla, gen transferinde genellikle LiCl ve
elektroporasyon yontemleri kullanilan P. pastoris ekspresyon sistemi igin manyetik
nanopartikiil ile gen aktariminin gerceklestirilebilecegi bir protokol gelistirilmesinin,
literatiirde yer alan bu tiir gen aktarim yontemlerine 6nemli bir alternatif olabilecegi
diistiniilmiistir. Bu fikirden yola ¢ikilarak baslatilan tez ¢alismasinda manyetik alan
yardimiyla P. pastoris hiicrelerine gen aktariminda araci olarak; olduk¢a kiigik,
hazirlanan tamponlarda iyi dagilabilen, yiizeyi DNA baglamaya uyumlu (pozitif),
slipermanyetik ve maya canliligl iizerine olumsuz etki gdstermeyen bir tasiyici
(aFe3O4@PEI) elde edildi. Elde edilen bu tasiyici ile birlikte gen aktariminin takibini
kolaylastiran raportor GFP geninin kullanildig1 ve maya hiicrelerine gen aktariminin

basarili bir sekilde gerceklestirildigi ¢alismanin 6zeti Sekil 5.1°de verildi.
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Sekil 5.1. Calismanin 6zeti

Gen transfer araci olarak kullanilan manyetit (FesOs) sentezi ile ilgili literatiirde farkli
yontemler bulunmaktadir. Bunlar arasinda demir oksit MNP sentezinde, ferrik ve ferrus
kloriiriin (FeCl2 ve FeCls) bazik ortamda birlikte ¢oktiiriildiigii ucuz ve kolay olan bir
yontem kullanilmaktadir (Steitz et al. 2007). Bu nedenle, bu ¢alismada birlikte ¢oktiirme
yontemi kullanilarak MNP’ ler tiretildi. Sonuglar, literatiir ile karsilastirildi ve elde edilen
MNP’lerin kristal yapisinin manyetit (Fe3Oa) oldugu teyit edildi (Sun et al. 2014; Chaki
et al. 2015; Noval and Carriazo 2019). MNP’leri kararli kilmak i¢in dalli yapiya sahip ve
halihazirda DNA aktarim ajani1 olarak kullanilan ve pozitif yiike sahip olan polietilenimin

(PEI) kullanildi. PEI kapli MNP’ler, suda stabil halde kalabilmekte ve niikleik asitleri
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baglayarak manyetik alan etkisi altinda hareket edebilme yetenegine sahip oldugu i¢in
bunlarla istenilen bolgeye hedefleme yapilabilmektedir (Kami et al. 2011). MNP’ler
negatif ylizey ylikiine sahip oldugu icin PEI, elektrostatik olarak MNP yiizeyini
sarmaktadir. PEI kapli manyetik nanopartikiillerin sentezlenmesinin ardindan yapilan
FTIR analiz spektrumunda gozlenen 3219 ve 1630 cm™’deki pikler, PEI yapisinda
bulunan -NH deformasyonunu gdstermektedir. Bunun disinda, 1452 cm™*deki pik de -N-
H yapisim1 gostermektedir (Islam et al. 2014; Han et al. 2016). Ayrica PEI, dalli yapiya
sahip oldugu i¢in partikiilleri kiimeler halinde sarabilmekte ve DNA yiikleme oranini
diisiirmektedir. Asidasyon islemi, bu yapiy1 ¢ozmekte ve daha fazla pozitif yiike sahip
kararl1 bir MNP soliisyonunun elde edilmesini saglamaktadir (Zhang et al. 2014). Pozitif
yiik sayisinin artmasina bagli olarak ayni yiiklii partikiillerin birbirini daha fazla itmesiyle
nanopartikiillerin kiimelenme egiliminin diistigi bilinmektedir (Wang et al. 2009).
Dolayisiyla PEI’nin dalli yapisinin agilmasiyla ve pozitif yiizey yiikiiniin artmasiyla daha
fazla DNA tutabilecegi Ongorildiiglinden, sentezlenen FesOs@PEI MNP’lerine
asidasyon islemi uygulandi. Asidasyon islemi sonrasi, elde edilen aFesOs@PEI
MNP’lerin seklinde ve boyutunda herhangi bir bozulmanin meydana gelmedigi,
yapisinda bulunan PEI’nin dall1 yapisinin agilmasiyla partikiillerin birbirinden biraz daha
uzaklastig1 (SEM ve TEM analizi), PEI’den dolayi pozitif yiike sahip oldugu ve asidasyon
isleminden sonra ise pozitif yiik miktarinin arttigi, buna bagl olarak da ayni yiikli
nanopartikiillerin birbirini daha fazla itmesiyle suda daha iyi bir dagilim gésterdigi (DLS
analizi) ve elde edilen aFe3Os@PEI NP’lerin siipermanyetik oldugu (VSM analizi)
belirlendi. Ayrica, asidasyon isleminin MNP’lerin miknatis tarafindan hizla
toplanabilmesini sagladigi ve asidasyon uygulanmayan grupta ise toplanmanin daha
yavas oldugu gozlendi. Dolayisiyla, MNP’lerin miknatis tarafindan yavas toplanma
durumunun hiicrelere  DNA’nin  hizla ulastinlmasinda bir dezavantaj olacagi
diisiniildiigiinden, bu diisiincenin dogrulugunu test etmek amaciyla asitleme yapilan ve
yapilmayan MNP’ler, DNA ile inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, aFesOs@PEI
NP’lerin DNA’y1 daha hizli bir sekilde bagladigi gozlendi. Elde edilen bulgular
dogrultusunda, soliisyondaki manyetik nanopartikiillerin yiik dengesini korudugu igin
askida kaldig: (dispersiyon) (Sun et al. 2004), fakat ortama eklenen DNA’dan dolayi yiik

dengesinin bozulmasiyla partikiillerin kiimelenmesine neden oldugu sdylenebilir. Bu
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sekilde asitleme yapilan grupta gozlenen hizli kiimelenmenin sebebi olarak, asitleme
sonucu PEI’nin sahip oldugu dalli yapinin agildig1 ve asidasyonla pozitif yiik sayisinin
arttig1 dolayisiyla da DNA ile daha fazla kompleks olusturdugu sdylenebilir. Ayrica
asidasyon igleminin, transfeksiyon basaris1 iizerinde olumlu bir etkisi oldugu
bildirildiginden c¢aligmada asitleme yapilmis nanopartikiillerin kullanilmasina karar

verildi (Wang et al. 2009).

Hazirlanan 6rnege, sabit frekansta manyetik alan uygulandiginda eger 6rnek manyetik
ozellik gosterirse bir miknatis gibi davranir ve gegici bir manyetik akistan dolay: iletken
c¢ubugun i¢inde potansiyel fark olusturur. Olusan bu potansiyel fark, titresimli
manyetometre ile 6lgiilerek 6rnegin manyetik 6zelligini belirlemektedir (Gnanaprakash
et al. 2007; Semiz 2008). Elde edilen aFesOs@PEI NP’lere ait VSM analiz sonucu

partikiillerin siipermanyetik oldugu belirlendi.

Nanopartikiillerin boyut ve yiik dagilimlarini belirlemek i¢in Zetasizer cihazi kullanildi.
Cihaz, 6l¢lim yontemi olarak dinamik 151k sagilmasi (DLS) kullanmaktadir. Dinamik 151k
sacilmasi, Ornegin kiigiik bir kismindan sagilan 1s18in mikrosaniyenin onda biri ile
milisaniye zaman araligindaki degisiminin 6lgiilmesi olarak ifade edilmektedir (Semiz
2008). Bu teknik, bir elektrik alani igindeki yiiklii partikiiliin hizinin 6l¢iilmesi esasina
dayanmaktadir. Partikiil ve i¢inde bulundugu sivi1 arasinda zeta potansiyeli olusmakta ve
bu potansiyel, ortam pH degerinden -etkilenmektedir. Dolayisiyla, sentezlenen
partikiillerin suda dagilimi ve yiizey yiikiiniin belirlenmesi i¢cin MNP’ler, pH degeri 6,3
olan niikleaz icermeyen su ile seyreltildi ve yaklasik 3 mL hacimli kiivet icerisine
konularak DLS analizi yapildi. Analiz sonucunda MNP boyutunun, SEM ve TEM
gorlintiilerinin aksine ortalama 250 nm oldugu gériildii. Bu durumun, DLS tekniginin
hidrodinamik ¢ap1 6lgmesinden kaynaklandigi soylenebilir (Semiz 2008). MNP’lerin
yiizey yiikii (zeta potansiyeli) ise pozitif olarak 6lgiildii. Bu durumun da, yiizeydeki PEI
yapisinin varligindan kaynaklandig: diisiiniildii. Partikiil yilizey yiikiiniin pozitif olarak
Ol¢iilmesi, manyetofektin optimizasyon c¢aligmalarinda NP’lere daha fazla DNA
yiiklenmesi i¢in bir avantaj olarak goriildiigiinden daha sonraki ¢alismalarda pH degeri

6,3 olan niikleaz icermeyen su kullanildi. Ayrica DLS analizi ile nanopartikiiliin
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polidispersite indeksi (PDI) hakkinda da bilgi edinilmektedir. PDI degerlerinin 0,05-0,7
arasinda olmasi, partikiillerin monodispers 6zellige sahip oldugunu gostermektedir. DLS
analizi sonucu sentezlenen nanopartikiillerin PDI degerinin 0,238 oldugu ve dolayisiyla

elde edilen sentez iiriiniiniin monodispers yapida oldugu goriildii.

Hiicre canliliginin ve ¢gogalmasinin devam edip etmedigini gozlemlemek amaciyla gesitli
testler ve uygulamalar yapilmaktadir (Kwolek-Mirek and Zadrag-Tecza 2014). Bu tez
calismasinda, gen aktariminda tastyici olarak kullanilan aFe304@PEI manyetik NP’lerin,
P. pastoris hiicreleri iizerindeki toksisitesini incelemek amaciyla proliferasyon ve
spotlama deneyleri yapildi. Bu deneylerden once partikiillerin hiicresel alimini
dogrulamak i¢in sentezlenen floresans molekiil ile etiketli NP’ler, miknatis araciligiyla
maya hiicrelerine gonderilerek hiicre icindeki MNP lerin varlig1 floresan mikroskop ile

gosterildi.

Hiicre icerisine farkli konsantrasyonlarda gonderilen MNP’ lerin, hiicre biiyiimesi lizerine
herhangi bir olumsuz etkisinin olup olmadigiin gézlendigi proliferasyon testi ve ayni
kiiltiir ortamindan alinan hiicrelerin 151k mikroskobunda goriintiileme ve spotlama testi
sonuglarinin birbirini dogruladigr goriildii. Bu durum, iiretilen MNP’lerin, maya
hiicrelerinin morfolojisine ve biiylimesine olumsuz bir etkisinin olmadigini ve gen
aktariminda araci olarak kullanilabilecegini gosterdi. Elde edilen aFesO4@PEI NP’lerin
gen aktarim araci olarak kullanilabilecegi goriildiikten sonra MNP/DNA kompleksinin
(manyetofektin) hazirlanmasina ve yontemin optimizasyonuna ait ¢alismalar yapildi.
Manyetofeksiyon yonteminin memeli hiicrelerinde sundugu avantajlardan biri de
transfeksiyonda kullanilan DNA miktarinin azaltilmasi halinde bile yiiksek transfeksiyon
basarisinin elde edilmesidir. Bu dogrultuda, ¢caligmada maya hiicrelerine gen aktariminin
diisiik miktarda DNA ve yiiksek etkinlik ile gerceklestirilmesi hedeflendi. Dolayisiyla,
hazirlanan manyetofektinin miknatis araciligiyla P. pastoris’e gonderilmesi ve aktarilan
genin maya genomuna entegresyonu ic¢in yeterli olabilecegi diislinilen DNA miktari

(1000 ng/uL) ile optimizasyon g¢alismalart yapildi.
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Manyetofektin hazirlama optimizasyon ¢alismalarinda dncelikle maya hiicrelerine gen
transferi i¢in araci olarak kullanilan MNP’lere DNA (salmon sperm DNA) baglamak
lizere siire ve miktar optimizasyonu yapildi. Manyetofektin hazirlamak i¢in olusturulan
deney gruplarinda esit hacimde (12 uLL) MNP, DNA ve PEI kullanild1. Literatiirde yapilan
calismalarda yer alan manyetofeksiyon islemlerinde genellikle N/P 8 oraninda PEI
kullanildig1 bilindiginden siire optimizasyonu calismalarinda bu orana gore hazirlanan

PEI soliisyonu kullanildi (Schermant et al. 1995).

Siire optimizasyonu deneyinde, MNP’lere DNA baglanmasi i¢in énce MNP ve DNA
karigtirilarak farkli siirelerde inkiibe edildikten sonra optimum DNA baglanma siiresi
belirlendi. Daha sonra ortama, N/P 8 i¢in gerekli miktarda ekstra PEI eklenerek farkli
siirelerde inkiibasyon gerceklestirildi ve en yiiksek miktarda DNA’nin baglandig siire
belirlendi. Her iki optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen bulgular, en yiiksek

DNA baglanma miktariin 30 dakikalik inkiibasyon gruplarinda oldugunu gosterdi.

Siire optimizasyon c¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra manyetofektin hazirlama
asamasinda kullanilan ekstra PEI’nin DNA baglanma orani {izerindeki etkisini belirlemek
i¢in farkli oranlarda PEI kullanilarak DNA baglanma oranlar1 karsilastirildi. Bilindigi gibi
gen aktariminin basarili olabilmesi icin DNA’nin hiicre i¢inde bozulmadan korunmasi ve
zarar gormeden ¢ekirdege ulasmasi gerekmektedir. Bu dogrultuda gen aktarimi i¢in en
kapsamli olarak incelenen polimerler arasinda hem farklilasmis hem de farklilagsmamis
hiicrelerde yiiksek transfeksiyon etkinligi gosteren PEI, onemli olgiide ilgi ¢ekici
olmaktadir (Aravindan et al. 2009). PEI'nin, yiiksek pozitif yiizey yiikiine sahip olmasi
nedeniyle negatif hiicre zariyla kolay bir sekilde etkilesime girip hiicresel alimi arttirdig;,
endositoz yoluyla hiicreler tarafindan kolaylikla alindig1 ve katyonik yapisi sayesinde
proton-siinger etkisi ile endozomal degradasyondan kactigi bilinmektedir (Aravindan et
al. 2009; Hoskins et al. 2012). PEI’nin sahip oldugu bu 6zelliklerden dolayr NP’lerin
daha fazla DNA’y1 baglayabilmesi icin MNP/DNA kompleks ortamina eklenecek olan
ekstra PEI miktarinin belirlenmesinde, PEI’nin yapisindaki nitrojenin (N), 1 ug DNA’nin
yapisindaki fosfat gruplarma (P) olan oranina goére belirlenen, ayrica transfeksiyon

basarisini da etkiledigi bilinen farkli N/P oranlarinda manyetofektinler hazirlanarak DNA
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yiikkleme oranlar1 karsilastirildi (Hinnen et al. 1978). Sonuglar incelendiginde, en yliksek
DNA baglanma miktari, N/P 2 ve 4’te gozlendi. Farkli giinlerde ve daha biiyiik
hacimlerde (120’ser uL MNP, DNA, PEl ile) tekrarlanan deney gruplarinin hepsinde N/P
orani artttkca DNA baglanma miktarinda azalma goézlendi. Bu durumun, artan PEI
miktarinin, DNA’y1 ve MNP’yi ayr1 ayr1 sarmasi dolayisityla DNA nin MNP ile birlikte
miknatis tutulan tarafa yonelmesine engel olmasindan kaynaklandig: diistintildii. DNA
baglanma miktari, N/P 2 ve 4’te hemen hemen ayni olmasina ragmen pozitif yiik miktar1
ne kadar fazla olursa negatif yiiklii hiicre zariyla o kadar fazla etkilesim olacagi ve
dolayisiyla hiicresel alimin artacagi 6ngoriildiigiinden (Arsianti et al. 2010a; Hoskins et
al. 2012) farkli N/P oranlarimi elde etmede kullanilan ekstra PEI’nin hiicresel alima
etkisinin belirlenmesi ve GFP ifadesinin dogrulanmasi i¢in N/P orani miktar
optimizasyonu deneyi ile es zamanli olarak halkasal pGKB-GFP vektorii kullanilarak
manyetofektin hazirlandi. Hazirlanan manyetofektin, miknatis tutularak P. pastoris
hiicrelerine transfer edildi. Plazmitte yer alan genin ekspresyonu sonucu hiicre i¢inde
iiretilen rekombinant protein (GFP) miktarlarin1 karsilastirmak amaciyla 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan hiicre i¢i floresan yogunluk, GFP’nin tamamen c¢oziiniir bir
bi¢imde var oldugu varsayimina dayanarak (Scholz et al. 2000; Sarramegna et al. 2002),
Olctilebileceginden hiicre lizatlar1 hazirlandi. Hazirlanan lizat 6rnekleri, floresan
spektrofotometrede olgiilerek gruplarin GFP 1s1ma miktarlar1 karsilagtirildi. Buna gore,
hiicreler tarafindan iiretilen rekombinant proteine ait en yiiksek floresan yogunluga (GFP
1s1masina) N/P 4 ile ulasildigr goriildii. Elde edilen sonuglarin, manyetofektin hazirlama
basamaginda gerceklestirilen PEI miktar optimizasyonu deneyleri sonucunda yiiksek

DNA baglanmasi goriilen N/P 4 oranini destekledigi goriildii.

Manyetofeksiyon isleminde araci olarak kullanilan ve Onceki toksisite deneylerinde
toksik olmadigi belirlenen aFe3Os@PEI MNP’lerin manyetofektin i¢in optimum
miktarinin belirlenmesinde, farkli konsantrasyonlarda MNP kullanilarak deney gruplari
olusturuldu ve gruplarin DNA baglama kapasiteleri belirlendi. Sonuglar incelendiginde,
MNP miktar1 arttikca DNA baglanma miktarinda da artis oldugu gézlendi. Boylece hem
yiiksek miktarda DNA baglayabilen hem de maya hiicreleri iizerinde olusabilecek toksik
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etkinin minimuma indirgenebilecegi en diisiik doz olarak 7,5 ng MNP kullanilmasina

karar verildi.

P. pastoris’te rekombinant protein verimini arttirmak amaciyla gergeklestirilen genel
stratejilerden biri de canli organizmalardaki protein ifadelerini en st diizeye ¢ikarmak
icin bir tiirlin (orijinal diziye sahip organizma) niikleotid sekanslarini baska bir tiiriin
(konakg¢1 organizma) niikleotid sekanslarina doniistiirerek hedef genlerin translasyon
verimliligini arttiran kodon optimizasyon yontemini kullanmaktir (Al-Hawash et al.

2017; Yang and Zhang 2018).

Yabanci protein lretiminin, konake¢i ile dogal gen arasindaki kodon kullanimindaki
farktan etkilenebildigi bildirilmistir (Tu et al. 2016). Kodon kullanimi, farkli
organizmalar arasinda degisiklik gosterdiginden, P. pastoris’in tercih edilen kodon
kullanimina gore nadir kullanilan kodonlarin degistirilmesi, yiiksek ekspresyon seviyeleri
elde etmek i¢in gereklidir. Kodon optimizasyonu yapilirken, haberci RNA nin ikincil
yapisi, kodon adaptasyon indeksi (CAI) ve transfer RNA havuzu dahil diger faktorler de
dikkate alinmalidir. Ornegin, Tu et al. (2016), dnemli bir antiviral sitokin olan ve ayn1
zamanda ¢ok ¢esitli immiin modiile edici 6zelligi bulunan sigir interferon-a (bIFN-o)’y1
kodon optimize etmis ve hiicre disinda ¢6ziiniir formda bulunan opti-bIFN-a
ekspresyonunun, dogal bIFN-o’nin ii¢ kat1 kadar oldugunu ifade etmistir. Zhang et al.
(2018), ilk deneylerinde dogal FIP-gap (Mantar immiinomodiilator proteinleri) genlerini
P. pastoris’te ekspresyonunu gergeklestirmis, ancak ekspresyon seviyesinin oldukc¢a
diisiik oldugunu gormiistiir. Dogal FIP-gap genlerindeki kodonlar1 daha sik kullanilan
kodonlarla degistirdikten sonra ekspresyon seviyesinin anlamli sekilde arttigini ifade
etmigtir. Kaishima et al. (2016), yaptiklar1 galigmada denizanasi GFP geninin kodon
optimizasyonunu S. cerevisiae’'nin kodon kullanimma gore yapmis ve kodon
optimizasyonunu gerceklestirmedigi hiicrelerle GFP ekspresyonunu karsilagtirmistir.
Sonugta GFP kodon optimizasyonu, bu proteinin ekspresyon seviyesini onemli olgiide

arttirmistir ve hiicrelerin floresan yogunlugu, maksimum 101 kat artmigtir.
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Bu tez c¢alismasinda maya genomuna aktarilmak istenen heterolog genin
entegrasyonunun ve ekspresyonunun gergeklestigini gorebilmek i¢in denizanasi yesil
floresan proteini (GFP) kullanildi. Bu protein, son yillarda en yaygin olarak kullanilan
raportdr proteinlerinden biri haline gelmistir. Hem prokaryotik hem de okaryotik
hiicrelerde floresans 6zelligi sayesinde kolaylikla gorsellestirilen bir proteindir (Yang et
al. 2014). P. pastoris hiicrelerine aktarilmak {izere kullanilan GFP geninin translasyon
verimliligini arttirmak i¢in amino asitler degistirilmeden sadece S, L, G ve V (serin, 16sin,
glisin ve valin) amino asitlerini kodlayan diisiik frekanstaki kodonlar, P. pastoris’in
kodon kullanim egilimi dikkate alinarak daha yiiksek frekanstaki ayni amino asitleri
kodlayan kodonlarla yer degistirildi. Boylece kodon optimizasyonu ile dogal GFP genine
ait kodon adaptasyon indeksi (CAI) %78’ den %91’e ¢ikarildi. Sentetik olarak temin
edilen kodon optimize GFP geni, bu diziye gore dizayn edilen primerler ile PCR’da
amplifiye edildikten sonra EcoRI ve Kpnl enzimleri ile kesilip, ayni enzimlerle kesilen
pGKB vektor DNA’s1 ile bir araya getirildi (ligasyon). E. coli TOP10 hiicrelerinin
ligasyon iriinii ile transformasyonu sonucu LB-kanamisin agar besiyerinde gelisen
koloniler ile yapilan PCR reaksiyonunun ardindan seg¢ilen muhtemel rekombinant
kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi. Plazmitlerin sekans analizi yaptirildi. Analiz
sonucu elde edilen niikleotid sekanslari, kodon optimize GFP niikleotid sekansi ile

blastlandiginda %100 eslesme goriildii.

pGKB-GFP yiiklii MNP’lerin kararliliginin, suda dagilimimin ve ylizey yiikiiniin
belirlenmesi amaciyla DLS analizi ile karakterizasyon yapildi. MNP’ler, yapisindaki
PEI’den dolay1 pozitif yiiklidir. DNA ise fosfat gruplari nedeniyle negatif yiikliidiir.
MNP’lerin DNA baglamas: ile birlikte NP yiizey yikiinlin negatif degerlere dogru
diismesi beklenir. Dolayistyla beklenildigi gibi aFe3Os@PEI MNP ve DNA yiiklii MNP
yiizey yiiklerinin ve boyutlarmin degistigi gozlendi. Pozitif yiikke sahip olan MNP’ler,
negatif yliklii DNA ile bir araya getirildiginde olusan manyetofektin kompleksinin zeta
potansiyeli beklenildigi gibi negatif deger gosterdi. Bu durum da, MNP’lerin DNA ile
basarili bir sekilde kompleks olusturdugunu gostermektedir. Sonug olarak, pozitif yiike
sahip olan MNP’ler ile negatif yiike sahip olan DNA arasinda elektrostatik olarak bir

etkilesim meydana gelir ve elde edilen MNP/DNA kompleksinin yiizey yiikiiniin,
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baglanan DNA miktarina gore degisim gosterdigi sdylenebilir. DNA yiiklii olan
aFesO4s@PEI MNP’lerle DNA yiiklii olmayan aFe3Os@PEI MNP’lerin boyutlari
arasindaki farkin, kullanilan siipersarmal DNA’nin sahip oldugu hidrodinamik ¢aptan
kaynaklandigi bilinmektedir (Semiz 2008). Ayni1 zamanda manyetofektin kompleksinin
farkli siirelerde alinan zeta potansiyel dl¢limleri, zamanla yiikiin negatif yonde arttigin
da gosterdi. DLS sonuglart incelendiginde, en yiiksek negatif yiizey yiikii 15 dakikada
g6zlendigi igin bu stirenin DNA baglanmasi i¢in yeterli oldugu diisiintildii. Dolayisiyla,
gen aktarimi i¢in hazirlanan manyetofektin, manyetik alan altinda maya hiicrelerine

gonderilirken 15 dakika miknatis tutulmasina karar verildi.

Manyetofektin hazirlama basamaginda optimum N/P oraninin 4 oldugu, halkasal pGKB-
GFP plazmiti ile hazirlanan manyetofektin drneklerinin P. pastoris hiicrelerine transfer
edilmesiyle belirlenmisti. Boylelikle, bu deneyle maya hiicrelerinde GFP’nin
ekspresyonu da dogrulanmis oldu. Diger yandan, yapilan spotlama testiyle hazirlanan
manyetofektinin maya hiicreleri tizerinde toksik etkisinin olmadigi goriildii. Daha sonraki
asamada maya hiicrelerinin genomuna GFP geninin entegrasyonu i¢in lineer hale getirilen
pGKB-GFP, 1 pg/12 uL olacak sekilde niikleaz icermeyen suda ¢oziiliip, aFesOs@PEI
MNP’ler ile bir araya getirilerek optimum sartlarda manyetofektin elde edildi. Direng
geni aktarilmamig mayalarm 100 ug/mL genetisin igeren besiyerinde gelisim
gosterebildikleri ve secilim i¢in en az 200 pug/mL genetisine ihtiya¢ duyuldugu
bilindiginden (Papakonstantinou et al. 2009; Yang et al. 2014), transformasyon islemi
sonrasinda geni alan maya kolonilerinin se¢ilimi i¢in 200 pg/mL genetisin igeren YPD
agar besiyerleri kullanildi. Manyetofektinin miknatis araciligiyla maya hiicrelerine
transfer edilmesinin ardindan, antibiyotik diren¢ geninin ekspresyonuna izin verilmesi
amaciyla hiicrelere antibiyotik icermeyen YPD s1v1 besiyerinde en az iki saat inkiibasyon
stiresi tanind1 (Guerra et al. 2006). Direng geninin ekspresyonu i¢in taninan 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan yayilan plaklarda dikkate deger miktarda antibiyotige direng
gosteren kolonilerin gelistigi goriildii. Ayrica inkiibasyon siiresi arttik¢a da (48 ve 72 saat)
antibiyotige direng gosteren koloni sayisinda artis goriildii. Transformantlarin yayildigi

tiim plaklarin inkiibasyonunun ardindan, gelisen kolonileri olusturan maya hiicrelerinin
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genomuna lineer pGKB-GFP ve pGKB vektorlerinin entegrasyonu, koloni PCR ve

gDNA’larmn kullanildig1 PCR reaksiyonu ile dogrulandi.

Gen kopya sayisinin, P. pastoris’te heterolog proteinlerin ekspresyon seviyelerini
tyilestirmenin kritik bir parametresi oldugu kanitlanmis ve kopya sayisinin bir dereceye
kadar arttirilmasinin, verimin artmasma Onemli Olglide katkida bulunabilecegi
bildirilmistir (Yang et al. 2012). PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilan DNA
miktarinin tiim numunelerde ayni olmasma ragmen, ekspresyon kasetinin maya
genomuna ¢oklu halde yerlestirilmesiyle meydana gelen kopya sayilar1 arasindaki fark,
PCR amplifikasyonu ile bant yogunluklarinda saptanabilir bir degisiklige yol agmistir
(Athmaram et al. 2012). Bu bilgi dogrultusunda, segilen kolonilere ait genomik DNA’lar
ile yapilan PCR reaksiyonu sonrasi, Sekil 4.33’te verilen jel goriintiisii incelendiginde en
fazla bant yogunlugunun 4. koloniye ait oldugunun goriilmesi, GFP gen kopya sayisinin

en fazla 4. kolonide oldugunu diistindiirdii.

Son olarak, GFP {iiretimi i¢in tercih edilen ii¢ farkli maya kolonisi, YPD siv1 besiyerinde
120 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan maya hiicrelerine ait floresanlar,
standart GFP ayarlariyla konfokal mikroskopta goriintiilendi (Papakonstantinou and
Harris 2016). Benzer sekilde, Zupan et al. (2004), yaptiklari ¢caligmada denizanast GFP
genini P. pastoris X-33 genomuna entegre etmis ve maya hiicrelerinde bu proteinin
ekspresyonunu gergeklestirmistir. P. pastoris’te GFP’nin farkli organelleri hedef aldigi
ve konfokal mikroskopta maya hiicreleri igerisinde floresan lekeler olarak gozlendigi
bildirilmistir. P. pastoris ekspresyon sisteminde ifade edilen protein miktar ile transgen
kopya sayis1 arasindaki iliski, rekombinant ¢oklu gen kopya sayisi hakkinda bilgi
vermektedir (Athmaram et al. 2012). Buna gore, konfokal mikroskop goriintiileri
incelendiginde, floresan 6zellik gdsteren GFP 1simasinin en fazla 4. kolonide oldugu
gbzlendi. Bu sonucun, 4. kolonide diger kolonilere kiyasla gen kopya sayisinin ve
dolayisiyla da rekombinant GFP ifadesinin daha fazla oldugunun gostergesi oldugu
sOylenebilir. Diger yandan, konfokal mikroskop ile goriintiileme sonuglarinin gDNA’lar

ile gerceklestirilen PCR reaksiyon sonuglarini destekledigi goriildii.



95

Sonuc ve Oneriler

1.

10.

11.
12.

13.

Bu tez ¢alismasinda rekombinant protein iiretiminde siklikla kullanilan P. pastoris
mayasina manyetik nanopartikiil araciligiyla gen aktarimi, ilk defa ve basarili bir
sekilde gergeklestirilmistir.

Oda sicakliginda birlikte coktiirme yontemiyle yaklagtk 20 nm boyutunda
polietilenimin kapli manyetik nanopartikiiller (FezOs@PEI) elde edilmistir.

Daha fazla DNA vyiikleme kapasitesine sahip olan asitlenmis nanopartikiiller
(aFe304@PEI) hazirlanmis, SEM, TEM, XRD, FTIR, VSM ve Zetasizer analizleri ile
karakterizasyonu yapilan partikiillerin gen aktariminda araci olarak kullanilmaya
uygun oldugu belirlenmistir.

Hazirlanan gen tasiyici platformun maya morfolojisi, canliligi ve ¢gogalmasi lizerinde
toksik veya olumsuz etkisi gozlenmemistir.

Yapilan optimizasyon deneyleri sonucunda manyetofektin hazirlamada kullanilmasi
gereken optimum sartlar; 7,5 ug MNP ve N/P 4 oraninda ekstra PEI kullanilarak DNA
baglanma ve PEI inkiibasyon siireleri 30’ar dakika olarak belirlenmistir.

Maya hiicrelerinin transformasyonu i¢in hiicrelerin kompetent hale getirilmesine
gerek duyulmamustir.

Transformasyon islemi kisa siirede gerceklestirilmistir.

Hedef DNA’y1r maya genomuna tasimada ekstra tasiyict bir DNA’ya ihtiyag
duyulmamustir.

Az miktarda plazmit DNA (1 ug) kullanilarak gen aktarimi gerceklestirilmis ve
plazmitin maya genomuna entegrasyonu saglanmistir.

Maya genomuna gen entegrasyonunun basarisi, hiicre iginde GFP iireten maya
hiicrelerine ait floresan lekelerin konfokal mikroskopta goriintiilenmesiyle ortaya
koyulmustur.

Maya genomuna ¢oklu gen aktariminin miimkiin oldugu goriilmiistiir.

Yontemin P. pastoris hiicrelerine gen aktariminda kolay bir sekilde uygulanabilir
olmasinin yani sira maliyetinin diisiik oldugu soylenebilir.

P. pastoris mayasina gen aktarimi i¢in gelistirilen bu yeni yontem, sadece bu mayaya

degil, rekombinant protein iiretiminde kullanilan Saccharomyces cerevisiae,
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Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis ve Yarrowia lipolytica gibi diger

mayalara gen aktariminda da kullanilabilir.



97

KAYNAKLAR

Abdelmoula-Souissi, S., Rekik, L., Gargouri, A. and Mokdad-Gargouri, R., 2007. High-
level expression of human tumour suppressor P53 in the methylotrophic yeast:
Pichia pastoris. Protein Expression and Purification, 54 (2), 283-288.

Akinc, A., Thomas, M., Klibanov, A. M. and Langer, R., 2005. Exploring
polyethylenimine-mediated DNA transfection and the proton sponge hypothesis.
Journal of Gene Medicine, 7 (5), 657-663.

Al-Deen, F. N., Ho, J., Selomulya, C., Ma, C. and Coppel, R., 2011. Superparamagnetic
nanoparticles for effective delivery of malaria DNA vaccine. Langmuir, 27(7),
3703-12.

Al-Hawash, A. B., Zhang, X. and Ma, F., 2017. Strategies of codon optimization for high-
level heterologous protein expression in microbial expression systems. Gene
Reports, 9 (August), 46-53.

Altintas, L., Enver, H. and Tutun, H., 2017. Veteriner Ilac Alaninda Rekombinant DNA
Teknolojisinin Kullanimi. Mehmet Akif Ersoy Universitesi Saghik Bilimleri
Enstitiisti Dergisi, 5 (2), 192—-203.

Anonim, Besergil, B., 2019. http://bilsenbesergil.blogspot.com/p/nano-nanometre-
nanoskala-nano-nanometer_11.html, Erisim tarihi: 28.12.2019)

Aravindan, L., Bicknell, K. A., Brooks, G., Khutoryanskiy, V. V and Williams, A. C.,
2009. Effect of acyl chain length on transfection efficiency and toxicity of
polyethylenimine. International Journal of Pharmaceutics, 378, 201-210.

Armaleo, D., Ye, G. N., Klein, T. M., Shark, K. B., Sanford, J. C. and Johnston, S. A.,
1990. Biolistic Nuclear Transformation of Saccharomyces cerevisiae and Other
Fungi. Current Genetics, 17 (2), 97-103.

Arsianti, M., Lim, M., Marquis, C. P. and Amal, R., 2010a. Assembly of
Polyethylenimine-Based Magnetic Iron Oxide Vectors : Insights into Gene Delivery.
American Chemical Society, 26 (6), 7314—7326.

Arsianti, M., Lim, M., Marquis, C. P. and Amal, R., 2010b. Polyethylenimine Based
Magnetic Iron-Oxide Vector: The Effect of Vector Component Assembly on
Cellular Entry Mechanism, Intracellular Localization, and Cellular Viability.
Biomacromolecules, 11, 2521-2531.

Arslan, K. and Akyiiz, B., 2009. Gen Transfer Teknolojileri. Erciyes Universitesi
Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi Derleme J Fac Vet Med Univ Erciyes, 6 (61), 77-82.

Athmaram, T. N., Saraswat, S., Singh, A. K., Rao, M. K., Gopalan, N., Suryanarayana,
V.V.S. and Rao, P. V. L., 2012. Influence of copy number on the expression levels
of pandemic influenza hemagglutinin recombinant protein in methylotrophic yeast
Pichia pastoris. Virus Genes, 45 (3), 440-451.

Barcellos, F. G., Fungaro, M. H. P., Furlaneto, M. C., Lejeune, B., Pizzirani-Kleiner, A.
A. and Lucio de Azevedo, J., 1998. Genetic analysis of Aspergillus nidulans unstable
transformants obtained by the biolistic process. Canadian Journal of Microbiology,
44 (12), 1137-1141.



98

Bazan-Peregrino, M., Sainson, R. C. A., Carlisle, R. C., Thoma, C., Waters, R. A,,
Arvanitis, C., Harris, A. L., Hernandez-Alcoceba, R. and Seymour, L. W., 2013.
Combining virotherapy and angiotherapy for the treatment of breast cancer. Cancer
Gene Therapy, 20 (8), 461-468.

Benjaminsen, R. V, Mattebjerg, M. A., Henriksen, J. R., Moghimi, S. M. and Andresen,
T. L., 2013. The Possible “Proton Sponge ” Effect of Polyethylenimine (PEI) Does
Not Include Change in Lysosomal pH. Molecular Therapy, 21 (1), 149-157.

Birch, J. R. and Racher, A. J., 2006. Antibody production. Adv. Drug Deliver Rev., 58,
671-685.

Blount, B. A., Weenink, T., Vasylechko, S. and Ellis, T., 2012. Rational Diversification
of a Promoter Providing Fine- Tuned Expression and Orthogonal Regulation for
Synthetic Biology. PLoS ONE, 7 (3), 1-11.

Boder, E. T. and Wittrup, K. D., 1997. Yeast surface display for screening combinatorial
polypeptide libraries. Nature Biotechnology, 15, 553-557.

Brien, J. A. O. and Lummis, S. C. R., 2009. Biolistic transfection of neuronal cultures
using a hand-held gene gun. Nat Protoc., 1 (2), 977-981.

Biiytiksungur, A., 2006. Cloning and Expression of Benzaldehyde Lyase Gene From
Pseudomonas fluorescens Biovar | in Pichia pastoris. Master thesis, Middle East
Technical University, The Graduate School of Natural and Applied Sciences,
Ankara.

Buzea, C., Pacheco, I. I. and Robbie, K., 2007. Nanomaterials and nanoparticles: Sources
and toxicity. Biointerphases, 2 (4), MR17-MR71.

Chaki, S. H., Malek, T. J., Chaudhary, M. D., Tailor, J. P. and Deshpande, M. P., 2015.
Magnetite FezOs nanoparticles synthesis by wet chemical reduction and their
characterization. Advances in Natural Sciences: Nanoscience and Nanotechnology,
6 (3), 035009 (6pp).

Chanda, A. and Mohanta, D., 2016. Nanotechnology- A Potent Pharmacological Tool.
International Journal of Research in Advent Technology, 4 (3), 6-16.

Chappel, M. and. , 2014. A critical analysis of codon optimization in human therapeutics.
Trends Mol Med., 20 (11), 604-613.

Chen, X., Zhai, C., Kang, L., Li, C., Yan, H., Zhou, Y., Yu, X. and Ma, L., 2012. High-
level expression and characterization of a highly thermostable chitosanase from
Aspergillus fumigatus in Pichia pastoris. Biotechnology Letters, 34 (4), 689-694.

Chen, Z., He, Y., Shi, B. and Yang, D., 2013. Human serum albumin from recombinant
DNA technology: Challenges and strategies. Biochimica et Biophysica Acta-
General Subjects, 1830 (12), 5515-5525.

Costanzo, M. C. and Fox, T. D., 1988. Transformation of yeast by agitation with glass
beads. Genetics, 120 (3), 667-670.

Cregg, J. M., Barringer, K. J., Hessler, A. Y. and Madden, K. R., 1985. Pichia pastoris
as a host system for transformations. Molecular and Cellular Biology, 5 (12), 3376—
3385.

Cregg, J. M., Tolstorukov, I., Kusari, A., Sunga, A. J., Madden, K. and Chappell, T.,
2010. Expression of recombinant genes in the yeast Pichia pastoris. Current
Protocols in Essential Laboratory Techniques, 4 (1), 13.2.1-13.2.14.

Cui, L., Lin, H.,, Yang, C., Han, X., Zhang, T. and Qu, F., 2014. Synthesis of
Multifunctional Fe30s@mSiO.@Au Core-Shell Nanocomposites for pH-
Responsive Drug Delivery. Eur. J. Inorg. Chem, 2014 (36), 6156-6164.



99

Curran, K. A., Crook, N. C., Karim, A. S., Gupta, A., Wagman, A. M. and Alper, H. S.,
2014. Design of synthetic yeast promoters via tuning of nucleosome architecture.
Nature Communications, 5:4002.

Dalton, A. C. and Barton, W. A., 2014. Over-expression of secreted proteins from
mammalian cell lines. Protein Science, 23 (5), 517-525.

De Backer, M. D., Maes, D., Vandoninck, S., Logghe, M., Contreras, R. and Luyten, W.
H., 1999. Transformation of Candida albicans by electroporation. Yeast (Chichester,
England), 15 (15), 1609-1618.

Delorme, E., 1989. Transformation of Saccharomyces cerevisiae by electroporation.
Applied and Environmental Microbiology, 55 (9), 2242-2246.

Dobson, J., 2006. Gene therapy progress and prospects : magnetic nanoparticle-based
gene delivery. Gene Ther., 13 (4), 283-287.

El-sayed, A., Futaki, S. and Harashima, H., 2009. Delivery of Macromolecules Using
Arginine-Rich Cell-Penetrating Peptides: Ways to Overcome Endosomal
Entrapment, 11 (1).

Erdogan, A., 2018. Kanser Tan ve Tedavisinde Manyetik Nanopartikiiller. Magnetic
Nanoparticles In The Diagnosis And Treatment Of Cancer, | (1), 23-30.

Fickers, P., 2014. Pichia pastoris: a workhorse for recombinant protein production. Curr
Res Microbiol Biotechnol, 354—-363.

Galambos, L. and Sturchio, J. L., 1998. Pharmaceutical Firms and the Transition to
Biotechnology: A Study in Strategic Innovation. Business History Review.

Garnick, R. L., Solli, N. J. and Papa, P. A., 1988. The Role of Quality Control in
Biotechnology: An Analytical Perspective. Analytical Chemistry.

Gietz, R. D. and Woods, R. A., 2001. Genetic transformation of yeast. BioTechniques,
30 (4), 816-831.

Gietz, R. Daniel and Woods, R. A., 2002. Transformation of yeast by lithium
acetate/single-stranded carrier DNA/polyethylene glycol method. Methods in
Enzymology, 350 (2001), 87-96.

Gnanaprakash, G., Philip, J. and Raj, B., 2007. Effect of divalent metal hydroxide
solubility product on the size of ferrite nanoparticles. Materials Letters, 61 (23-24),
4545-4548.

Gouka, R. J., Gerk, C., Hooykaas, P. J., Bundock, P., Musters, W., Verrips, C. T. and de
Groot, M. J., 1999. Transformation of Aspergillus awamori by Agrobacterium
tumefaciens-mediated homologous recombination. Nature Biotechnology, 17
(June), 598-601.

Griffith, F., 1928. The significance of pneumococcal types. A Medical Officer of the
Ministry of Health, XXVII (2).

Griffiths AJF, Miller JH, Suzuki DT, et al., 2000. Recombinant DNA Technology in
Eukaryotes. In W. H. Freeman (Ed.), An Introduction to Genetic Analysis (7th
editio). New York.

Guerra, O. G., Rubio, I. G. S., da Silva Filho, C. G., Bertoni, R. A., dos Santos Govea, R.
C.and Vicente, E. J., 2006. A novel system of genetic transformation allows multiple
integrations of a desired gene in Saccharomyces cerevisiae chromosomes. Journal
of Microbiological Methods, 67 (3), 437-445.

Gupta, S. K. and Shukla, P., 2017. Sophisticated cloning, fermentation, and purification
technologies for an enhanced therapeutic protein production: A review. Frontiers in
Pharmacology, 8 (JUL), 1-17.



100

Han, R., Yi, H., Shi, J., Liu, Z., Wang, H., Hou, Y. and Wang, Y., 2016. pH-Responsive
drug release and NIR-triggered singlet oxygen generation based on a multifunctional
core-shell-shell structure. Phys. Chem. Chem. Phys., 18 (36), 25497-25503.

Hashimoto, H., Morikawa, H., Yamada, Y. and Kimura, A., 1985. A novel method for
transformation of intact yeast cells by electroinjection of plasmid DNA. Applied
Microbiology and Biotechnology, 21 (5), 336-339.

Hashimoto, H., Morikawa, H., Yamada, Y. and Kimura, A., 1985. Rapid communication
A novel method for transformation of intact yeast cells by electroinjection of plasmid
DNA. Microbiol. Biotechnol., (21), 336-339.

Hashimoto, M., Hisano, Y. Directional gene-transfer into the brain by an adenoviral
vector tagged with magnetic nanoparticles. J. Neurosci. Methods 2011, 194, 316-
320.

Higgins, D. R. and Cregg, J. M., 1998. Introduction to Pichia pastoris. Methods in
molecular biology (Clifton, N.J.) (Vol. 103).

Hinnen, A., Hicks, J. B. and Fink, G. R., 1978. Transformation of yeast. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 75 (4), 1929-1933.

Holmes RK., 1996. Medical Microbiology. 4th edition. University of Texas Medical
Branch at Galveston.

Hoskins, C., Cuschieri, A. and Wang, L., 2012. The cytotoxicity of polycationic iron
oxide nanoparticles: Common endpoint assays and alternative approaches for
improved understanding of cellular response mechanism, 1-11.

Hoskins, C., Wang, L., Cheng, W. P. and Cuschieri, A., 2012. Dilemmas in the reliable
estimation of the in-vitro cell viability in magnetic nanoparticle engineering: which
tests and what protocols? Nanoscale Research Letters, 7:77.

Hu, H., Dai, S., Wen, A. and Bai, X., 2019. Efficient Expression of Xylanase by Codon
Optimization and Its Effects on the Growth. College of Animal Science, 9, 65.
Huang, Y., Hu, W., Rustandi, E., Chang, K., Yusuf-makagiansar, H. and Ryll, T., 2010.
Maximizing Productivity of CHO Cell-Based Fed-Batch Culture Using Chemically
Defined Media Conditions and Typical Manufacturing Equipment. Biotechnol.

Progr., 26, 1400-1410.

Hudayberdiyev ve Oner., 1997. Rekombinant DNA Teknolojisi ile Uretilen Peptid-
Protein ilaglar. FABAD J. Pharm. Sci., 22, 27-38.

Hughes, S. S., 2001. Making dollars out of DNA. The first major patent in biotechnology
and the commercialization of molecular biology. International Review Devoted to
the History of Science and Its Cultural Influences, 1974-1980

Idiris, A., Tohda, H. and Kumagai, H., 2010. Engineering of protein secretion in yeast:
strategies and impact on protein production. Applied Microbiology and
Biotechnology, 86, 403-417.

Ikeda, S. R., Lovinger, D. M., Mccool, B. A. and Lewis, D. L., 1995. Heterologous
Expression of Metabotropic Glutamate Receptors in Adult Rat Sympathetic
Neurons : Subtype-Specific Coupling to lon Channels. Neuron, 14, 1029-1038.

Inoue, Takayoshi; Krumlauf, R., 2001. An impulse to the brain using in vivo
electroporation. Nature Neuroscience, 4 (november), 1156-1158.

Invitrogen., 2010. pGAPZ A, B, and C pGAPZa A, B, and C Pichia expression vectors
for constitutive expression and purification of recombinant proteins. Invitrogen
Manual, (25), 25-0174.



101

Islam, M. S., Choi, W. S. and Lee, H., 2014. Controlled Etching of Internal and External
Structures of SiO2 Nanoparticles Using Hydrogen Bond of Polyelectrolytes. ACS
Applied Materials & Interfaces, 6, 9563—9571.

Ito, H., Fukuda, Y., Murata, K. and Kimura, A., 1983. Transformation of intact yeast cells
treated with alkali cations. Journal of Bacteriology, 153 (1), 163-168.

Jackson, D., Symons, R. and Berg, P., 1972. Biochemical Method for Inserting New
Genetic Information into DNA of Simian Virus 40: Circular SV40 DNA Molecules
Containing Lambda Phage Genes and the Galactose Operon of Escherichia coli.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 69, 2904-29009.

Jana, S. and Deb, J. K., 2005. Strategies for efficient production of heterologous proteins
in Escherichia coli. Applied Microbiology and Biotechnology. Springer Berlin
Heidelberg, 289-298.

Jia, H., Fan, G, Yan, Q., Liu, Y., Yan, Y. and Jiang, Z., 2012. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic High-level expression of a hyperthermostable Thermotoga
maritima xylanase in Pichia pastoris by codon optimization. “Journal of Molecular
Catalysis. B, Enzymatic,” 78 (17), 72—77.

Jiang, W., Wu, J., Tian, R. and Jiang, W., 2017. Synthesis and characterization of
magnetic mesoporous core—shell nanocomposites for targeted drug delivery
applications. Journal of Porous Materials, 24 (1), 257-265.

Jin, R., Lin, B., Li, D. and Al, H., 2014. Superparamagnetic iron oxide nanoparticles for
MR imaging and therapy: design considerations and clinical applications. Current
Opinion in Pharmacology, 18, 18-27.

Johnston, S. A., Anziano, P. Q., Shark, K., Sanford, J. C. and Butow, R. A., 1988.
Mitochondrial transformation in yeast by bombardment with microprojectiles.
Science, 240 (4858), 1538-1541.

Juturu, V. and Wu, J. C., 2018. Heterologous Protein Expression in Pichia pastoris: Latest
Research Progress and Applications. ChemBioChem, 19 (1), 7-21.

Kain, S. R., Adams, M., Kondepudi, A., Yang, T. T., Ward, W. W. and Kitts, P., 1995.
Green fluorescent protein as a reporter of gene expression and protein localization.
BioTechniques, 19(4), 650-5.

Kaishima, M., Ishii, J., Matsuno, T., Fukuda, N. and Kondo, A., 2016. Expression of
varied GFPs in Saccharomyces cerevisiae: Codon optimization yields stronger than
expected expression and fluorescence intensity. Scientific Reports, 6 (November
2015), 1-15.

Kami, D., Takeda, S., Itakura, Y., Gojo, S., Watanabe, M. and Toyoda, M., 2011.
Application of magnetic nanoparticles to gene delivery. International Journal of
Molecular Sciences, 12 (6), 3705-3722.

Karaoglan, M., 2012. Pichia pastoris Alkol Oksidaz (AOX1 ve AOX2) Genlerinin Inaktif
Edilmesi ve Elde Edilen Susun Rekombinant Protein Uretiminde Kullanilmas.
Yiiksek Lisans tezi, Akdeniz Unversitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Antalya.

Karube, 1., Tamiya, E. and Matsuoka, H., 1985. Transformation of Saccharomyces
cerevisiae spheroplasts by high electric pulse. FEBS Lett., 182 (1), 90-94.

Kawai, S., Hashimoto, W. and Murata, K., 2010. Transformation of Saccharomyces
cerevisiae and other fungi: Methods and possible underlying mechanism.
Bioengineered Bugs, 1 (6), 395-403.



102

Kaymak, E., 2008. Arabidopsis Thaliana Lipases: Cloning and Expression in Pichia
pastoris. Master thesis, Sabanci University, The Graduate School Of Engineering
and Natural Sciences, Istanbul.

Khan, S., Ullah, M. W., Siddique, R., Nabi, G., Manan, S., Yousaf, M. and Hou, H., 2016.
Role of Recombinant DNA Technology to Improve Life. International Journal of
Genomics, 2016, 14.

Kim, T. K. and Eberwine, J. H., 2010. Mammalian cell transfection : the present and the
future. Anal Bioanal Chem, 397 (8), 3173-3178.

Kurtzman, C. P., 2009. Biotechnological strains of Komagataella (Pichia) pastoris are
Komagataella phaffii as determined from multigene, 1435-1438.

Kwolek-Mirek, M. and Zadrag-Tecza, R., 2014. Comparison of methods used for
assessing the viability and vitality of yeast cells. FEMS Yeast Research, 14 (7),
1068-1079.

Lenassi Zupan, A., Trobec, S., Gaberc-Porekar, V. and Menart, V., 2004. High expression
of green fluorescent protein in Pichia pastoris leads to formation of fluorescent
particles. Journal of Biotechnology, 109 (1-2), 115-122.

Li, H,, Li, N., Gao, X., Kong, X., Li, S., Xu, A., Jin, S. and Wu, D., 2011. High level
expression of active recombinant human interleukin-3 in Pichia pastoris. Protein
Expression and Purification, 80 (2), 185-193.

Lim, J., Thompson, J., May, R. C., Hotchin, N. A. and Caron, E., 2013. Regulator of G-
Protein Signalling-14 (RGS14) Regulates the Activation of aMf2 Integrin during
Phagocytosis. PLoS ONE, 8 (6), 5-9.

Lo, C., Desjouy, C., Chen, S., Lee, J., Inserra, C., Béra, J., Chen, W., Claude, U., Lyon,
B. and Thomas, C. A. , 2014. Ultrasonics Sonochemistry Stabilizing in vitro
ultrasound-mediated gene transfection by regulating cavitation. Ultrasonics-
Sonochemistry, 21 (2), 833-839.

Lodish H, Berk A, Zipursky SL, et al., 2000. Molecular Cell Biology 5th Ed. W.H.
Freeman.

Lu, Y., Fang, C., Wang, Q., Zhou, Y., Zhang, G. and Ma, Y., 2016. High-level expression
of improved thermo-stable alkaline xylanase variant in Pichia pastoris through
codon optimization, multiple gene insertion and high-density fermentation.
Scientific Reports, 6 (May), 1-10.

Macauley-Patrick, S., Fazenda, M. L., Mcneil, B. and Harvey, L. M., 2005. Heterologous
protein production using the Pichia pastoris expression system, 249-270.

Mamat, U., Wilke, K., Bramhill, D., Schromm, A. B., Lindner, B., Kohl, T. A., Corchero,
J. L., Villaverde, A., Schaffer, L., Head, S. R., Souvignier, C., Meredith, T. C. and
Woodard, R. W., 2015. Detoxifying Escherichia coli for endotoxin-free production
of recombinant proteins. Microbial Cell Factories.

Mehier-humbert, S. and Guy, R. H., 2005. Physical methods for gene transfer : Improving
the kinetics of gene delivery into cells. Adv. Drug Del Rev, 57, 733-753.

Mendonga Bahia, F., Souza Carmo, T., Vieira Gomes, A., Silva Carvalho, L. and
Parachin, N., 2018. Comparison of Yeasts as Hosts for Recombinant Protein
Production. Microorganisms, 6 (2), 38.

Miller, J. F., Dowert, W. J. and Tompkins, L. S., 1988. High-voltage electroporation of
bacteria: Genetic transformation of Campylobacter jejuni with plasmid DNA. Proc.
Natl. Acad. Sci., 85 (February), 856-860.



103

Mirek, K. M. and Tecza, Z. R., 2014. Comparison of methods used for assessing the
viability and vitality of yeast cells, 14 (August), 1068—-1079.

Mykhaylyk, O., Antequera, Y. S., Vlaskou, D. and Plank, C., 2007. Generation of
magnetic nonviral gene transfer agents and magnetofection in vitro. Nature
Protocols, 2 (10), 2391-2411.

Neumann, E., Schaefer-Ridder, M. and Y. Wang, and P. H. H., 1982. Gene transfer into
mouse lyoma cells by electroparation in high electric fields. EMBO J., 1, 841-845.

Noval, V. E. and Carriazo, J. G., 2019. Fe304-TiO2 and Fez04-SiO2 Core-shell Powders
Synthesized from Industrially Processed Magnetite (FesOs) Microparticles.
Materials Research, 22 (3).

Okazaki, K., Okazaki, N., Kume, K., Jinno, S., Tanaka, K. and Okayama, H., 1990. High-
frequency transformation method and library transducing vectors for cloning
mammalian cDNAs by trans-complementation of Schizosaccharomyces pombe.
Nucleic Acids Research, 18 (22), 6485-6489.

Papakonstantinou, T., Harris, S. and Hearn, M. T. W., 2009. Mass spectrometric analysis
of the secretome of, (26), 311-321.

Pardee, A. B., 1959. The genetic control and cytoplasmic expression of “Inducibility” in
the synthesis of B-galactosidase by E. coli. Journal of Molecular Biology.

Pfeifer, A. and Verma, I. M., 2001. GENE THERAPY: Promises and Problems. Annu.
Rev. Genomics Hum. Genet., 177-211.

Pickard, M. R., Olariu, C. I., Williams, S. R., Chari, D. M. and Rosseinsky, M. J., 2012.
Fe304-PEI-RITC Magnetic Nanoparticles with Imaging and Gene Transfer
Capability : Development of a Tool for Neural Cell Transplantation Therapies
dynamic Light Scattering, 1328-1343.

Plank, C., Zelphati, O. and Mykhaylyk, O., 2011. Magnetically enhanced nucleic acid
delivery. Ten years of magnetofection Progress and prospects. Advanced Drug
Delivery Reviews, 63 (14-15), 1300-1331.

Potter, H., 1993. Application of electroporation in recombinant DNA technology, 217,
461-478.

Potter, Huntington, Weir, L. and Leder, P., 1984. Enhancer-dependent expression of
human kappa immunoglobulin genes introduced into mouse pre-B lymphocytes by
electroporation. Proc. Natl. Acad. Sci., 81 (November), 7161-7165.

Pray, L., 2008. Recombinant DNA Technology and Transgenic Animals, Nature
Education, 1(1):51.

Razzell, W. E. and Khorana, H. G., 1958. Purification and properties of a pyrimidine
deoxyriboside phosphorylase from Escherichia coli. BBA-Biochimica et
Biophysica Acta, 562-566.

Rech, E.L., M.J. Dobson, M.R. Davey, and B. J. M., 1989. Introduction of a yeast
artificial chromosome vector into Saccharomyces cerevisiae cells by
electroporation. Nucleic Acids Res., 18 (5), 1313.

Rejman, J., Oberle, V., Zuhorn, I. S. and Hoekstra, D., 2004. Size-dependent
internalization of particles via the pathways of clathrin and caveolae-mediated
endocytosis. Biochemical Journal, 377 (1), 159-169.

Rosenfeld, S., 1999. Use of Pichia pastoris for expression of recombinant proteins,
Methods in Enzymology, 306, 154-169.

Russell, J. M. C. and K. A., 1998. Transformation. General Characteristics of the
Methods. Methods in Molecular Biology, 103.



104

Sambrook, J, Fritsch, E. F. and Maniatis, T., 1989. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Second Edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Sambrook J. and Russell D.W., 2001. Agarose Gel Electrophoresis, in Molecular
Cloning, 3rd ed.,Ed: J. Sambrook and D.W. Russell. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, USA.

Sanchez, O. and Aguirre, J., 1996. Efficient Transformation of Aspergillus nidulans by
Electroporation of Germinated Conidia. Fungal Genetics Newsletter, 43, 48-51.

Sarramegna, V., Talmont, F., Seree de Roch, M., Milon, A. and Demange, P., 2002. Green
fluorescent protein as a reporter of human p-opioid receptor overexpression and
localization in the methylotrophic yeast Pichia pastoris. J. Biotechnol. 99, 23-39.

Schermant, D., Demeneixt, B. and Behr, J., 1995. A versatile vector for gene and
oligonucleotide transfer into cells in culture and in vivo: Polyethylenimine, 92
(August), 7297-7301.

Scholz, O., Thiel, A., Hillen, W. and Niederweis, M., 2000. Quantitative analysis of gene
expression with an improved green fluorescent protein. European Journal of
Biochemistry, 267 (6), 1565-1570.

Schillinger, U., Brill, T., Rudolph, C., Huth, S., Kro, F., Hirschberger, J., Bergemann, C.
and Plank, C., 2005. Advances in magnetofection magnetically guided nucleic acid
delivery. Journal of Magnetism and Magnetic Materials, 293, 501-508.

Schlorf, T., Meincke, M., Kossel, E., Glier, C. and Jansen, O., 2011. Biological
Properties of Iron Oxide Nanoparticles for Cellular and Molecular Magnetic
Resonance Imaging. Int. J. Mol. Sci., (12), 12-23.

Schmotzer, C. A., Butler, S. P., Velander, W. H. and Gwazdauskas, F. C., 2003.
Development of Murine Embryos Following Electroporation. Journal of Assisted
Reproduction and Genetics, 20 (4), 148-152.

Schneckenburger, H., Strauss, W. S. L. and Schmitt, M., 2002. Laser-assisted
optoporation of single cells. J Biomed Opt, 7 (3), 410-416.

Semiz, E., 2008. Manyetik Yiiklii Polimerik Nanopartikiil Esasli Plazmid Dna Saflagtirma
Kitlerinin Gelistirilmesi. Yiiksek lisans tezi, Hacettepe Universitesi, Kimya
Miihendisligi Anabilim Dal1, Ankara.

Sharma, R., Katoch, M., Srivastava, P. S. and Qazi, G. N., 2009. Approaches for refining
heterologous protein production in filamentous fungi. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 25 (12), 2083-2094.

Shrivastava, S., Shukla, P., Deepalakshmi, P. D. and Mukhopadhyay, K., 2013.
Characterization, cloning and functional expression of novel xylanase from
Thermomyces lanuginosus SS-8 isolated from self-heating plant wreckage material.
World Journal of Microbiology and Biotechnology, 29(12):2407-15.

Smolders, S., Kessels, S., Smolders, S. M. T., Poulhes, F., Zelphati, O., Sapet, C. and
Brone, B. , 2018. Magnetofection is superior to other chemical transfection methods
in a microglial cell line. Journal of Neuroscience Methods, 293, 169-173.

Soydemir ve Aksoy., 2017. Rekombinant DNA Teknolojisi ve Gilinlimiizdeki Kullanima,
Ankara Universitesi, Biyoteknoloji Enstitiisii, Ankara, Giincel gastroenteroloji 21/1,
(7), 14-17.

Steinberg, F. M. and Raso, J., 1998. Biotech pharmaceuticals and biotherapy: an
overview. Journal of Pharmacy & Pharmaceutical Sciences : A Publication of the
Canadian Society for Pharmaceutical Sciences, Société Canadienne Des Sciences
Pharmaceutiques, 1(2):48-59.



105

Steitz, B., Hofmann, H., Kamau, S. W., Hassa, P. O., Hottiger, M. O., von Rechenberg,
B., Hofmann-Amtenbrink, M. and Petri-Fink, A., 2007. Characterization of PEI-
coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles for transfection: Size
distribution, colloidal properties and DNA interaction. Journal of Magnetism and
Magnetic Materials, 311 (1 SPEC. ISS.), 300-305.

Suga, M. and Hatakeyama, T., 2003. High-efficiency electroporation by freezing intact
yeast cells with addition of calcium. Current Genetics, 43 (3), 206-11.

Sun, M., Yu, Q., Hu, M., Hao, Z., Zhang, C. and Li, M., 2014. Lead sulfide nanoparticles
increase cell wall chitin content and induce apoptosis in Saccharomyces cerevisiae.
Journal of Hazardous Materials, 273, 7-16.

Sun, S., Hao Zeng, D. B. R., Raoux, S., Rice, P. M., Wang, S. X. and and Li, G., 2004.
Monodisperse MFe.O4(M=Mn, Fe,Co,Ni and Zn) Nanoparticles. J.Am.Chem.Soc.,
126, 273-279.

Papakonstantinou, T., Harris, S. J. and Hearn, M., 2009. Expression of GFP using Pichia
pastoris vectors with zeocin or G-418 sulphate as the primary selectable marker.
Yeast, 26; 311-321.

Tang, H., Bao, X., Shen, Y., Song, M., Wang, S., Wang, C. and Hou, J., 2015.
Engineering protein folding and translocation improves heterologous protein
secretion in Saccharomyces cerevisiae. Biotechnology and Bioengineering,
112(9):1872-82.

Thompson, J. R., Register, E., Curotto, J., Kurtz, M. and Kelly, R., 1998. An improved
protocol for the preparation of yeast cells for transformation by electroporation.
Yeast, 14 (6), 565-571.

Tu, Y., Wang, G., Wang, Y., Chen, W., Zhang, L., Liu, Y., Jiang, C., Wang, S., Bu, Z.
and Cai, X., 2016. Extracellular expression and antiviral activity of a bovine
interferon-alpha through codon optimization in Pichia pastoris. Microbiological
Research, 191, 12-18.

Tyo, K. E. J., Liu, Z., Magnusson, Y., Petranovic, D. and Nielsen, J., 2014. Impact of
protein uptake and degradation on recombinant protein secretion in yeast. Applied
Microbiology and Biotechnology, 16, 7149-7159.

Unver, Y., 2014. insan Paraoksonaz 1 (ponl) geninin klonlanmasi, Pichia pastoris’te
ekspresyonu, rekombinant enzimin saflastirilmasi ve karakterizasyonu. Doktora tezi,
Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri enstitiisii, Erzurum, Tiirkiye.

Unver, Y., Kurbanoglu, E. B. and Erdogan, O., 2015. Expression, purification, and
characterization of recombinant human paraoxonase 1 (rhPONL1) in Pichia pastoris.

Turkish Journal of Biology, 39: 649-655.

Unver, Y., Yildiz, M., Kilic, D., Taskin, M., Firat, A., and Askin, H., 2018. Efficient
expression of  recombinant human  telomerase inhibitor 1 (hPinX1)
in Pichia pastoris. Prep Biochem Biotechnol., 48(6), 535-540.

Varkouhi, A. K., Scholte, M., Storm, G. and Haisma, H. J., 2011. Endosomal escape
pathways for delivery of biologicals. Journal of Controlled Release, 151,220-228.

Wall, R., 1996. Transgenic livestock: progress and prospects for the future.
Theriogenology, 45, 57-68.

Wang, J., Li, Y., Liu, D., Liu, J., Li, P., Chen, L. and Xu, S., 2014. Codon Optimization
Significantly Improves the Expression Level of a-Amylase Gene from Bacillus
licheniformis in Pichia pastoris, 2015.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Unver%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29958061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yildiz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29958061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kilic%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29958061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taskin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29958061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Firat%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29958061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Askin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29958061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29958061

106

Wang, W., Li, W., Ou, L., Flick, E., Mark, P., Nesselmann, C., Lux, C. A., Gatzen, H.
H., Kaminski, A., Liebold, A., Liitzow, K., Lendlein, A., Li, R. K., Steinhoff, G. and
Ma, N., 2011. Polyethylenimine-mediated gene delivery into human bone marrow
mesenchymal stem cells from patients. Journal of Cellular and Molecular Medicine,
15 (9), 1989-1998.

Wang, X., Zhou, L. and Gu, H., 2009. Charged Magnetic Nanoparticles for Enhancing
Gene Transfection, IEEE Transactions on Nanotechnology, 8 (2), 142-147.

Wang, X., Zhou, L., Ma, Y., Li, X. and Gu, H., 2009. Control of Aggregate Size of
Polyethyleneimine-Coated Magnetic Nanoparticles for Magnetofection, Nano
Research, 2, 365-372.

Washbourne, P. and Mcallister, A. K., 2002. Techniques for gene transfer into neurons.
Curr Opin Neurobiol, 12(5), 566-573.

Waterham, H. R., Digan, M. E., Koutz, P. J., Lair, S. V and Cregg, J. M., 1997. Isolation
of the Pichia pastoris glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene and
regulation and use of its promoter, Gene, 186, 37-44.

Woods, N., Muessig, A., Schmidt, M., Flygare, J., Olsson, K., Salmon, P., Trono, D.,
Kalle, C. Von and Karlsson, S., 2003. Lentiviral vector transduction of NOD / SCID
repopulating cells results in multiple vector integrations per transduced cell : risk of
insertional mutagenesis. Blood, 101 (4), 1284-1289.

Wu, S. and Letchworth, G. J., 2004. High efficiency transformation by electroporation
of Pichia pastoris pretreated with lithium acetate and dithiothreitol. BioTechniques,
36 (1), 152-154.

Xu, N., Cai, M., Zhang, Y., Zhu, J., Jiang, T., Zhou, M., Xing, Y. and Zhu, Q., 2017.
Identification and characterization of novel promoters for recombinant protein
production in yeast Pichia pastoris . Yeast, 35 (5), 379-385.

Yang, J., Nie, L., Chen, B., Liu, Y., Kong, Y., Wang, H. and Diao, L., 2014. Hygromycin-
resistance vectors for gene expression in Pichia pastoris. Yeast, 31 (4), 115-125.

Yang, M., Johnson, S. C. and Murthy, P. P. N., 2012. Enhancement of alkaline phytase
production in Pichia pastoris : Influence of gene dosage , sequence optimization and
expression temperature. Protein Expression And Purification, 84 (2), 247-254.

Yang, Z. and Zhang, Z., 2018. Engineering strategies for enhanced production of protein
and bio-products in Pichia pastoris : A review. Biotechnology Advances, 36 (1),
182-195.

Yin, P. T., Shah, S., Pasquale, N. J., Garbuzenko, O. B., Minko, T. and Lee, K., 2016.
Stem cell-based gene therapy activated using magnetic hyperthermia to enhance the
treatment of cancer. Biomaterials, 81, 46-57.

Yoshiyuki, H., Yasuki, F., Shigeyuki, K., Wataru, H. and Kousaku, M., 2002. Extremely
simple, rapid, and highly efficient transformation method for the yeast
Saccharomyces cerevisiae using glutathione and early log phase cells. Journal of
Bioscience and Bioengineering, 94 (2), 166-171.

Zhang, Lei, Li, Y., Yu, J. C., Chen, Y. Y. and Chan, K. M., 2014. Assembly of
polyethylenimine-functionalized iron oxide nanoparticles as agents for DNA
transfection with magnetofection technique. Journal of Materials Chemistry B, 2
(45), 7936-7944.



107

Zhang, Ling, Tian, B., Li, Y., Lei, T., Meng, J., Yang, L., Zhang, Y., Chen, F., Zhang,
H., Xu, H., Zhang, Y. and Tang, X., 2015. A Copper-Mediated Disulfiram-Loaded
pH-Triggered PEG-Shedding TAT Peptide-Modified Lipid Nanocapsules for Use in
Tumor Therapy. ACS Applied Materials and Interfaces, 7 (45), 25147-25161.

Zhang, X., Fan, W., Ma, H., Chen, L., Zhou, S., Han, X., Ruan, Y., Guan, S., Liu, H., Li,
H., Duan, Z. and Lin, J., 2018. Molecular cloning, codon-optimized gene expression,
and bioactivity assessment of two novel fungal immunomodulatory proteins from
Ganoderma applanatum in Pichia. Applied Microbiology and Biotechnology, 102
(13), 5483-5494.

Zhao, X., Meng, Z., Wang, Y., Chen, W., Sun, C., Cui, B., Cui, J., Yu, M., Zeng, Z., Guo,
S., Luo, D., Cheng, J. Q., Zhang, R. and Cui, H., 2017. Pollen magnetofection for
genetic modification with magnetic nanoparticles as gene carriers. Nature Plants, 3
(12), 956-964.

Zhou, W. J., Yang, J. K., Mao, L. and Miao, L. H., 2015. Codon optimization, promoter
and expression system selection that achieved high-level production of Yarrowia
lipolytica lipase in Pichia pastoris. Enzyme and Microbial Technology, 71, 66-72.



108

OZGECMIS

1993 yilinda Erzurum’da dogdu. Ik, orta ve lise grenimini Erzurum’da tamamladi. 2012
yilinda girdigi Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii’nden 2016 yilinda mezun oldu. 2016 yilinda Atatiirk Universitesi Yabanci Diller
Yiiksekokulu’nda Yiiksek Lisans Ingilizce Hazirlik 6grenimini tamamladiktan sonra
2017 yilinda Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gen Miihendisligi Bilim
Dali’nda yiiksek lisans 6grenimine bagladi. Ayni1 zamanda Atatiirk Universitesi Edebiyat

Fakiiltesi Ingiliz Dili ve Edebiyat1 Boliimii 6grencisidir.



