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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

Pichia pastoris'te KENDINDEN INDUKLENEBILIR BiR HETEROLOG PROTEIN
EKSPRESYON SISTEMININ GELISTIRILMESI

Betiil ARI
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Yagmur UNVER

Amag: Bu ¢alismada, rekombinant protein iiretiminde siklikla kullanilan Pichia pastoris’te
metanol ile indiiklenebilir alkol oksidaz (AOX) promotorii kontroliinde kiiltiir ortamina
metanol ilave etmeden, kendinden indiiklenebilir bir ekspresyon sisteminin gelistirilmesi
amaglandi.

Yontem: Kodon optimize yesil floresan protein (GFP) geni, pPICZaB vektoriine klonlandi.
Elde edilen pPICZaB-GFP, P. pastoris X-33 genomuna ve genomunda pGKBa-PME tasiyan
P. pastoris (pGKBa-PME/X-33) genomuna entegre edildi. Ayrica pPICZaA-Azu da pGKBa-
PME/X-33 hiicrelerinin genomuna entegre edildi. Elde edilen maya transformantlari, YPD-
zeosin agar plaklarina transfer edilerek yiiksek dozda antibiyotige dayanikli transformantlar
segildi. pPICZaB-GFP/X-33 hiicrelerinin %0,5 metanol indiiksiyonu ile GFP ekspresyonunu
belirlemede floresan spektrofotometre ve SDS-PAGE analizi kullanildi. Kendinden
indiiklenebilir sistemin gelistirilmesi i¢in pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 hiicreleri, farkli
konsantrasyonlarda pektin iceren besiyerinde iiretime alindi. Uretim ortamindaki hiicrelerde
AOX protein ekspresyonunu belirlemek i¢in western blot analizi yapildi. Kiiltiir ortaminda
metanol varligini belirlemede GC-MS analizi kullanildi. Farkli inkiibasyon siireleri sonunda
toplanan kiiltiir stvilarinda GFP ekspresyonunu belirlemede floresan spektrofotometre ve SDS-
PAGE analizi kullanildi. Diger yandan, pGKBa-PME+pPICZaA-Azu/X-33 hiicreleri pektin
iceren iiretim besiyerinde inkiibasyona birakildi. Farkli inkiibasyon stireleri sonunda toplanan
kiiltiir sivilarinda azurin proteinin ekspresyonunu belirlemek i¢in western blot analizi yapildi.

Bulgular: Metanol indiiksiyonu ile pPICZaB-GFP/X-33 hiicreleri tarafindan en iyi
ekstraselliiler GFP {iretimi, 120 saatlik inkiibasyon sonunda ger¢eklestirildi. Farkli miktarlarda
pektin iceren, metanol ilave edilmeyen kiiltiir ortamlarinda pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-
33 hiicrelerinde AOX protein ekpresyonu gézlendi. Ayni zamanda kiiltiir ortamlarinda metanol
varhig tespit edildi. Farkli inkiibasyon siireleri sonunda P. pastoris ikili promotor sistemi
tarafindan ekstraselliiler GFP tiretiminin gerceklestirildigi goriildii. Diger yandan, pektin i¢ceren
tiretim besiyerinde pGKBa-PME+pPICZaA-Azu/X-33 hiicrelerinin azurin proteinini irettigi
gozlendi.

Sonuglar: Bu tez ¢alismasinda pektin igeren, metanol ilave edilmeyen ortamda rekombinant P.
pastoris hiicreleri tarafindan hem GFP hem de azurin proteininin {iretimi basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. Boylelikle, literatiirde ilk defa Pichia pastoris'te kendinden indiiklenebilir
bir heterolog protein ekspresyon sistemi gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: P. pastoris, Heterolog protein, Indiiksiyon, Pektin, GFP, Azurin
Agustos 2021, 84 sayfa



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

IMPROVEMENT OF A SELF-INDUCIBLE HETEROLOGOUS PROTEIN
EXPRESSION SYSTEM IN Pichia pastoris

Betiil ARI
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Yagmur UNVER

Purpose: In this study, it was aimed to develop a self-inducible expression system without
adding methanol to the culture medium under the control of methanol-inducible alcohol oxidase
(AOX) promoter in Pichia pastoris, which is frequently used in recombinant protein
production.

Method: The codon optimized green fluorescent protein (GFP) gene was cloned into the
pPICZaB vector. The resulting pPICZaB-GFP was integrated into the P. pastoris X-33 genome
and the P. pastoris (pGKBa-PME/X-33) genome carrying pGKBa-PME. In addition,
pPICZaA-Azu was also integrated into the genome of pGKBa-PME/X-33 cells. Obtained yeast
transformants were transferred to YPD-zeocin agar plates and high dose antibiotic resistant
transformants were selected. Fluorescent spectrophotometer and SDS-PAGE analysis were
used to determine GFP expression by 0.5% methanol induction of pPICZaB-GFP/X-33 cells.
To improve the self-inducible system, pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 cells were grown in
medium containing pectin at different concentrations. Western blot analysis was performed to
determine AOX protein expression in cells in the production medium. GC-MS analysis was
used to determine the presence of methanol in the culture medium. Fluorescent
spectrophotometer and SDS-PAGE analysis were used to determine GFP expression in
collected culture broths at the end of different incubation times. On the other hand, pGKBa-
PME+pPICZaA-Azu/X-33 cells were incubated in production medium containing pectin.
Western blot analysis was performed to determine the expression of azurin protein in collected
culture broths at the end of different incubation times

Findings: The best extracellular GFP production by pPICZaB-GFP/X-33 cells with methanol
induction was achieved after 120 hours of incubation. AOX protein expression was observed
in pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 cells in culture media containing different amounts of
pectin without methanol addition. At the same time, the presence of methanol was detected in
the culture media. At the end of different incubation times, extracellular GFP production was
observed by the P. pastoris dual promoter system. On the other hand, it was observed that
pGKBa-PME+pPICZaA-Azu/X-33 cells produced azurin protein in production medium
containing pectin.

Results: In this thesis study, both GFP and azurin protein were successfully produced by
recombinant P. pastoris cells in a pectin-containing medium without methanol addition. Thus,
a self-inducible heterologous protein expression system was developed in Pichia pastoris for
the first time in the literature.

Keywords: P. pastoris, Heterologous protein, Induction, Pectin, GFP, Azurin
August 2021, 84 pages
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GIRIS

Rekombinant Protein Uretimi

Son birkag on yilda genetikgiler, genlerin tanimlanmasi, tasinmasi ve kaynagindan farkl
organizmaya yerlestirilmesi icin DNA’y1 manipiile etmeyi 6grenmislerdir (Macauley-Patrick
vd 2005). Bu manipiilasyonlar sonucu elde edilen biyomolekiiller, rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak, kaynagindan baska organizmada iiretiminin yapilmasi ve istenen
rtiniin tiretimden sorumlu hedef genin klonlanmasiyla miimkiin olmaktadir (Nielsen ve
Villadsen 1994). ilk rekombinant DNA (rDNA) molekiilleri, 1973'te Stanford Universitesi ve
California San Francisco Universitesi'nden Paul Berg, Herbert Boyer, Annie Chang ve Stanley
Cohen tarafindan tretilmis (Khan vd 2016), elde edilen rekombinant DNA’nin bir konakg1
hiicrede ekspresyonu sonucu iiretilen protein ise rekombinant (heterolog) protein olarak

adlandirilmigtir (Karaoglan 2012).

Rekombinant (heterolog) protein iiretimi, dogal kaynaklardan protein ekstraksiyonun
zorlayiciligina alternatif olusturan genetik miithendisligi araglarinin gelistirilmesiyle 1980'lerin
basinda ortaya ¢ikmustir. Yillar gegtikge, Escherichia coli bakterisinden memeli hiicrelerine
kadar cesitli konakcilarda yiiksek diizeyde heterolog protein iiretimi miimkiin hale gelmistir.
Rekombinant proteinin 6nemi, 2016 yilinda 1,6 milyar dolara ulasan ve 2022 yilina kadar 2,8
milyar dolara ulasmasi beklenen pazar biiyiikliigi ile temsil edilmektedir. Ilk ticari
farmasotikler olan, insan insiilini ve biliyiime hormonu, baslangigta konak¢1 olarak E. coli
bakterisi kullanilarak tiretilmistir. Daha sonra, insan insiilini, 1982'de genetik miihendisligi
teknikleri kullanilarak iiretilen ilk lisansh ilag olmustur. Gliniimiizde rekombinant protein, ilag¢

kesfi igin bir kilometre tas1 olarak kabul edilmektedir (Karbalaei vd 2020).

Heterolog protein iiretiminde kullanilan farkli konakeilar arasinda, E. coli bakterisi, genetik
araglarin ¢ok genis bulunabilirligi, hizli biiyiime ve basit yetistirme teknikleri nedeniyle yaygin olarak
tercih edilen bir konakei olarak bilinir. Fakat, istenen proteinin 6zelliklerine bagh olarak, E. coli'nin
kullanimi zahmetli olabilir, hatta miimkiin olmayabilir. Bunun sebebi, rekombinant proteinin
translasyondan sonra glikolize edilmesi veya kimyasal olarak modifiye edilmesine gerek duyulmasi
ya da proteolitik islem gerektirmesidir. Bu nedenle, genellikle E. coli’den saflastirilan enzimlere, post-
translasyonel modifikasyonlarm eklenmesi igin bu proteinlerin bir in vitro islemden gegmesi gerekir.
Bu da daha maliyetli bir islemle ve nihai rekombinant protein veriminde azalma ile sonuglanir. Bu
nedenle, in vitro modifikasyona alternatif olarak, mayalar, ipliksi mantarlar, bocekler, bitki ve memeli
hiicre hatlar gibi dkaryotik konakeilar kullanilmigtir (Karbalaei vd 2020).



Bunlarin arasinda tek hiicreli mayalarin, bécek ve memeli hiicre dizileri ile
karsilastirildiginda daha diisiik besin ihtiyaglarina sahip oldugu ve biyolojik olarak aktif bir
rekombinant protein {iretim, i¢in gereken post translasyonel modifikasyonlar1 gergeklestirme
yetenekleri oldugu sdylenebilir. Bu nedenle mayalar, ¢esitli farmasotik proteinlerin liretimi igin

kullanilmaktadir (Karbalaei vd 2020).

Mayalardan Saccharomyces cerevisiae, ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA; U.S. Food and
Drug Administration) tarafindan genellikle giivenli (GRAS; Generally Recognized As Safe)
olarak kabul edilen bir organizmadir (Porro ve Mattanovich 2004). Tarihsel olarak en ¢ok
kullanilan konakgilardan biri olan S. cerevisiae, heterolog protein iiretimi igin siklikla
kullanilan konakg1 olarak bilinmekteydi (Karbalaei vd 2020). Ancak bu maya bazen, olduk¢a
karmasik ekipman gerektiren teknik fermentasyon ihtiyaglarimin bulunmasi nedeniyle,
rekombinant proteinlerin biiyiik 6lgekli tiretimi igin uygun bir konake1 degildir ve S. cerevisiae
tarafindan iretilen proteinler siklikla hiperglikozile edilir. Ayrica iiretilen tiriinler periplazmik
boslukta birikir. Bu birikmeden dolay, iiretilen proteinlerin bir kismi: genellikle bozulur. Bu
bozunma iriinlerinin genellikle istenen iriinden ayristirllmast ¢ok zordur. 1980'lerin
ortalarindan beri bu tiir dezavantajlar, mayalar arasinda var olan biiyiik biyolojik cesitlilikten
yararlanmaya ¢alisan ve "geleneksel olmayan" mayalar kullanarak ekspresyon sistemlerinin
gelistirilmesine baglayan alternatif konak¢r arayisini tesvik etmistir. Alternatif maya
konakgilarindan one ¢ikan 6rnekler, Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Kluyveromyces
lactis, Yarrowia lipolytica, Pichia methanolica, Pichia stipitis, Zygosaccharomyces rouxii, Z.
bailii, Candida boidinii ve Schwanniomyces (Debaryomyces) occidentalis érnek verilmektedir
(Porro ve Mattanovich 2004).

Heterolog protein tiretiminde kullanilan mayalar, metilotrofik ve metilotrofik olmayan
olmak {izere siiflandirilmigtir. Tablo 1°de metilotrofik olan ve metilotrofik olmayan mayalar

verilmistir.

Tablo 1. Metilotrofik Olan ve Metilotrofik Olmayan Mayalar (Porro ve Mattanovich 2004)

Metilotrofik Mayalar Metilotrofik Olmayan Mayalar
Hansenula polymorpha Saccharomyces cerevisiae
Pichia pastoris (Komagataella phaffi) Kluyveromyces lactis
Pichia methanolica Yarrowia lipolytica
Pichia minuta Zygosaccharomyces rouxii
Candida boidinii Zygosaccharomyces bailii

Pichia stipitis

Arxula adeninivorans

Kluyveromyces marxianus




Metilotrofik Mayalar

Bir karbon bilesigini (6rnegin, metanol) karbon ve enerji kaynagi olarak metabolize
etmek icin temelde ortak yolu paylasan bir maya grubudur. Baslangi¢cta bu maya grubu, tek
hiicreli protein tiretiminde kullanilmis ve iki ana 6zellik nedeniyle rekombinant proteinler i¢in
iretim sistemleri olarak ilgi ¢gekmistir. Bunlar; karmasik olmayan fermentasyon islemlerinde
bile yiiksek hiicre yogunluklarina kadar biiyiliyebilir ve metanol oksitleyici enzimlerin (alkol
oksidaz) ekspresyonunu saglayan gii¢lii bir sekilde diizenlenmis promotérlere sahiptir (Porro
ve Mattanovich 2004).

Metilotrofik Olmayan Mayalar

Hem endotoksinlerden hem de litik viriislerden yoksun olan ve Tablo 1°de gosterilen
vahsi tip (wild-type) mayalarin ¢ogu, etanol, igecekler, aromalar, enzimler, vitaminler, organik
asitler ve tek hiicre proteinlerinin (biyomas) tretimi ig¢in kullanilmaktadir. Genel olarak
metilotrofik olmayan konakgilarin temel avantaji, molekiiler biyologlarin, biyokimyacilarin,
mikrobiyal fizyologlarin ve fermantasyon teknologlarinin bu mayalara agina olmalariyla
ilgilidir. Ayrica K. lactis, daha once bahsedilen S. cerevisiae gibi GRAS statiisiindedir (Porro
ve Mattanovich 2004).

Metilotrofik mayalardan olan Pichia pastoris (Komagataella phaffi) ve Hansenula
polymorpha (Pichia angusta), temel olarak heterolog protein ekspresyonu igin kullanilir. Bu
mayalara ek olarak Pichia methanolica ve Candida boidinii de maya ekspresyon sistemleri

olarak kullanilmaktadir (Porro ve Mattanovich 2004).

Pichia pastoris Ekspresyon Sistemi

Tek hiicreli okaryot olan metilotrofik maya P. pastoris, 1-5 pm ¢apinda, 5-30 um
uzunlugunda, oval sekillidir. Metilotrofik oldugu i¢in karbon ve enerji kaynagi olarak metanolii
kullanabilen ve cesitli rekombinant proteinlerin ekspresyonu i¢in genetik olarak tasarlanabilen

mayadir (Cregg ve m. 1999; Unver 2014) .

Tarihsel olarak, P. pastoris mayasi ilk olarak Fransa'da kestane agacinin salgisindan
izole edilmis ve Guilliermond tarafindan “Zygosaccharomyces pastoris” olarak
adlandirilmistir. Yamada ve arkadaslari daha sonra bu organizmayi yeni bir cins olan

Komagataella veya Pichia olarak siniflandirmistir (Karbalaei vd 2020).

Phillips petrol sirketi, P. pastoris'in yiiksek hiicre yogunluklarinda (> 130 g/ kuru hiicre
agirlig) siirekli kiiltiirde, metanol iizerinde yetistirilmesi i¢in ortam ve protokoller gelistiren ilk

sirkettir. 1970'lerde P. pastoris, bu mayanin metanolii tek karbon kaynagi olarak kullanma



kabiliyetinden dolay1 potansiyel bir tek hiicreli protein kaynagi olarak degerlendirilmistir. Ne
yazik ki, 1970'lerde meydana gelen petrol krizi metan (metanoliin kaynagi) maliyetinde artisa
neden olmus ve en Onemli alternatif hayvan yemi kaynagi olan soya fasulyesinin fiyati
diismiistiir. Bu nedenle, metanolden tek hiicreli protein (SCP: Single Cell Protein) iiretiminin
ekonomisi son derece elverissiz hale gelmistir. Bununla birlikte, sonraki on yilda, Phillips petrol
sirketi, Salk Biyoteknoloji Enstitiisii ile birlikte heterolog protein ekspresyonu i¢in P. pastoris'i
incelemistir. Alkol oksidaz i¢in gen ve promotoér, ayni zamanda P. pastoris'in molekiiler
manipiilasyonu i¢in gereken vektorleri, suslar1 ve protokolleri tireten SIBIA tarafindan izole
edilmistir. 20 yildan daha uzun bir siire 6nce, bol miktarda metanolii hayvan yemi i¢in bir
protein kaynagma doniistiirme programi olarak baslayan durum, bugiin hiicre biyolojisi
aragtirmalarinda kullanilan bir model dkaryot ve bir rekombinant protein {iretim sistemi olmak
tizere iki onemli biyolojik araca doniismiistiir. Boylece Pichia, yiiksek seviyelerde heterolog
proteinleri ifade etme kabiliyeti nedeniyle bir ekspresyon sistemi olarak oldukga ilgi gormiistiir
(Macauley-Patrick vd 2005).

P. pastoris ekspresyon sisteminin avantajlari, ucuz olmasi, nispeten hizli ekspresyon
siirelerine sahip olmasi ve translasyon sonrasi modifikasyonlar:t yapabilmesidir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalar, Pichia ekspresyon sisteminin kalsiyum ve potasyum kanallart,
nitrat ve fosfat tastyici ve histamin H1 reseptorii dahil olmak iizere zar proteinlerinin iiretiminde
benzersiz oldugunu gostermistir. Ayrica P. pastoris, rekombinant proteinlerin dogrudan kiiltiir
ortamina salgilanmast i¢in uygun bir mikroorganizmadir. Bu yiizden bu ekspresyon sisteminde
sinirli endojen salg1 proteinleri tiretimi nedeniyle rekombinant proteinlerin saflastiriimasi
kolaydir. Ayrica P. pastoris'in protein iiretim konakgisi olarak sahip oldugu bir baska avantaji,
O- ve N-bagli glikozilasyon ve disiilflir bag olusumu gibi translasyon sonrast modifikasyonlari
gerceklestirme kabiliyetidir. Pek c¢ok terapdtik protein glikoproteindir ve dogru katlanma,
¢Oziiniirliik, stabilite ve uygun biyolojik aktiviteye sahip olmak i¢in karbonhidrat yapilarinin
protein omurgasina eklenmesini (glikozilasyon) gerektirir. Diger bir avantaji ise, bu mayalarin

GRAS statiisiinde olmasidir (Juturu ve Wu 2018).

P. pastoris’in metanol kullanim metabolizmasindaki ilk adim, metanoliin alkol oksidaz
enzimi (AOX) tarafindan hidrojen peroksit ve formaldehite oksidasyonudur. Toksik hidrojen
peroksit ise peroksizom ad1 verilen 6zel bir organel i¢inde toksik olmayan hale getirilir. Alkol
oksidaz (AOX), her alt birimi kovalent olmayan bir sekilde bagli FAD (flavin adenin
diniikleotid) kofaktorii igeren bir homo-oktomerdir. Alkol oksidaz, O> i¢in zayif bir afiniteye
sahiptir ve metilotrofik mayalar, biliylik miktarlarda enzim sentezleyerek bu eksikligi telafi

ediyor gibi goriinmektedir. P. pastoris'te AOX'u kodlayan iki gen vardir; AOX1 ve AOX2.



Ancak hiicredeki alkol oksidaz aktivitesinin biiyiik ¢ogunlugundan AOX1 geni sorumludur.
AOX1 geninin ekspresyonu siki bir sekilde diizenlenir ve metanol tarafindan yiiksek seviyelere

kadar indiiklenir (James M. Cregg vd 2000).

Pichia pastoris’te Promotor Kullanim

Heterolog proteinlerin {iretimi i¢in 6nemli anahtarlardan biri, heterolog gen(ler)in
transkripsiyon verimliligi ile ilgilidir. Yabanci genlerin verimli transkripsiyonu i¢in ¢ok gesitli
yapisal ve indiiklenebilir, maya promotorleri mevcuttur. Genel olarak, konake¢1 olarak
kullanilan maya tiirlerinden kaynaklanan homolog promotorler tercih edilir, ¢linkii heterolog
promotoriin genellikle iyi bir ifade verimliligi saglamayacagi bilinir (Porro ve Mattanovich
2004).

AOX1 promotorii gibi siki bir sekilde diizenlenen promotdrlerin kullanimi, proteinlerin
asir1 ekspresyonu i¢in avantajlar saglar. Biiylimenin iiretim asamasindan ayrilmasiyla, protein
ekspresyonundan oOnce biyokiitle biriktirilir. Bu sayede hiicreler, biiyiime fazi sirasinda
rekombinant protein birikimi ile strese girmez ve bu sayede P. pastoris i¢in toksik olan
proteinlerin {iretimi bile miimkiin olur. Diger yandan, yapisal promotorlerin kullanimi, siirecin
islenmesini kolaylastirabilir. Yapisal promotorler genellikle se¢im isaretlerini ifade etmek i¢in
de uygulanir. P. pastoris ekspresyon sisteminde yaygin olarak kullanilan, kapsamli bir sekilde
calisilan ve ayrica yakin zamanda incelenen promotdrler Tablo 2 ve Tablo 3’te verilmistir

(Ahmad vd 2014a).

Indiiklenebilir promotérler

Ik olarak heterolog gen ekspresyonu i¢in Tschopp vd (1987) tarafindan kullanilan siki
bir sekilde diizenlenen AOX1 promotorii (Paox1), hala en yaygin kullanilan promotordiir. P.
pastoris glikoz, gliserol veya etanol iizerinde biiyiitildiigiinde Paoxi giicli bir sekilde
baskilanir. Bu karbon kaynaklarinin tiikenmesi iizerine, promotoriin baskist kaldirilir, ancak
sadece metanol ilavesiyle tamamen indiiklenir. Birka¢ c¢alisma, Paox: dizisinde birden ¢ok
diizenleyici 6ge tanimlamustir (Ahmad vd 2014a). Indiiklenebilir promotdrler Tablo 2°de

gosterilmistir.

Metanol, olduk¢a yanict ve tehlikeli bir maddedir ve bu nedenle biiyiikk olgekli
fermantasyonlar igin istenmeyen bir durumdur. Bu yiizden, metanol olmadan indiiklenebilen
ancak yine de yiiksek ekspresyon seviyelerine ulasan alternatif indiiklenebilir promotdrler veya
Paox: varyantlart arzu edilir. Yakin zamanda yayimnlanan bir patent bagvurusu, protein
ekspresyonunun metanol eklenmeden AOX1, metanol oksidaz (MOX) veya format

dehidrojenaz (FMDH) gibi metanol ile indiiklenebilir promotér tarafindan kontrol edildigi bir



yontemi agiklar (Takagi vd 2012). Simdilerde yiiksek seviyede protein ekspresyonu gelistirme
yetenekleri acisindan ¢ok sayida kontrol edilebilir promotdr arastirilmaktadir. Ornegin, yakin
zamanda yayinlanan bir patent basvurusu, ilging diizenleyici 6zellikler gosteren, P. pastoris,
ADHI1 (alkol dehidrojenaz), GUT1 (gliserol kinaz) ve ENOIl'den (enolaz) {i¢ yeni
indiiklenebilir promotoriin kullanimini agiklamaktadir (J. Cregg ve Tolstorukov 2012). Bununla
birlikte, mutlak ekspresyon degerlerinin eksikliginden dolayi, bu yeni promotorlerin
performansi, yaygin olarak kullanilan AOX1 ve GAP promoterleriyle karsilagtirilamaz

durumdadir (Ahmad vd 2014a).

Yapisal promotorler

Bu promotorler; protein ekspresyonunu kolaylastirirlar, potansiyel olarak tehlikeli
indiikleyicilerin kullannmimna gerek duymazlar ve ilgili genin siirekli transkripsiyonunu
saglarlar. Bu amagla, gliseraldehit-3-fosfat promotorii (Pcap) yaygin olarak kullanilir ve glikoz
tizerinde metanol ile indiiklenen Paoxi ile hemen hemen ayni ekspresyon seviyelerine
ulasabilir. pGAP kontroliinde ekspresyon seviyeleri, gliserol tizerinde yaklasik yarisina ve
hiicreler metanol tizerinde biiyiitiildiigiinde tigte birine diiser (Ahmad vd 2014b). Diger yandan,

yapisal promotorler, genlerin asir1 ekspresyonu igin veya yardimei faktorleri ve isaretleyici

genleri birlikte ifade etmek igin avantajli olabilir. Yapisal promotorler Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 2. indiiklenebilir Promotdrler (Ahmad vd 2014b; Juturu ve Wu 2018)

Indiiklenebilir promotérler Tigili gen Diizenlenme

AOX1 Alkol oksidaz 1 Metanol

DAS Dihidroksiaseton sentaz Metanol

FLD1 Formaldehit dehidrojenaz 1 Metanol veya metilamin

ICL1 Izositrat liyaz Glikoz tarafindan baskilanir,
yoklugunda indiiksiyon etanol
ilavesiyle yapilir.

PHO89 Varsayilan Na‘/fosfat simporter  Fosfat agligi tizerine indiiksiyon

THI11 Tiamin biyosentez geni Tiamin tarafindan baskilanir.

ADH1 Alkol dehidrojenaz Glikoz ve metanol tarafindan
baskilanir, gliserol ve etanolle
indiiklenir.

ENO1 Enolaz Glikoz, metanol ve etanol
tarafindan baskilanir, gliserolle
indiiklenir.

GUT1 Gliserol kinaz Metanol tarafindan baskilanir,

glikoz, gliserol ve etanolle
indiiklenir.




Tablo 3. Yapisal Promotorler (Ahmad vd 2014b; Juturu ve Wu 2018)

Yapisal Promotorler Tlgili gen Diizenlenme
GAP Gliseraldehit-3-fosfat Glikoz tizerinde yapisal
dehidrojenaz ekspresyon, gliserol ve
metanolde daha az oranda
yapisal ekspresyon.
TEF1 Translasyon uzama faktorii 1 Gliserol ve glikoz lizerinde
yapisal ifade.
PGK1 3-Fosfogliserat kinaz Glikoz tizerinde yapisal

ekspresyon, gliserol ve
metanolde daha az oranda
yapisal ekspresyon.

GCW14 Potansiyel glikosil fosfatidil Gliserol, glikoz ve metanol
inozitole (GPI) bagli protein tizerinde yapisal ekspresyon.

Gl Yiiksek afiniteli glikoz tasiyict  Gliserol iizerinde baskilanir,
glikoz sinirlamasina bagl
olarak indiiklenir.

G6 Muhtemel aldehit dehidrojenaz  Gliserol iizerinde baskilanir,
glikoz sinirlamasina bagl
olarak indiiklenir.

Pichia pastoris’in Rekombinant Protein Uretimindeki Onemi

Metilotrofik maya olan P. pastoris’in rekombinant proteini fermentasyon ortamina
salgilama yetenegi ve potansiyel ekspresyon sistemine sahip olmasi dolayisiyla son otuz yilda
yaklagik 5000'in {izerinde protein bu mikroorganizma tarafindan intraselliiler veya
ekstraselliiler olarak basariyla tiretilmistir (Ahmad vd 2014b). Bu maya, endojenik proteinlerini
¢ok diisiik seviyede salgiladigindan ifade edilen rekombinant proteinler, kiiltiir ortamindaki
total proteinin biiyiik cogunlugunu olusturur. Bu durum ise kiiltiir ortamindaki rekombinant
proteinin saflagtirilmasina Onciiliik eden 6nemli bir basamaktir. Bu mikroorganizmaya ait
ekspresyon sistemi, biyoteknoloji, ila¢ endiistrisi ve akademik arastirmacilar tarafindan
heterolog protein iiretimi i¢in ihtiya¢ duyulan bir sistemdir (Karaoglan 2012). Bu sistem,
rekombinant olarak ifade edilen proteinlerin salgilanmasi esnasinda istenen proteinin hiicre
igerisindeki yabanci proteinlerden korunmasi, hiicreyi parcalamaya gerek kalmadan kolay bir
sekilde saflagtirilmasi ve fermentasyon teknolojisi kullanilarak dogal proteinin yiiksek seviyede
elde edilmesi gibi bazi avantajlar sunar (Sharma vd 2009). Ayrica P. pastoris tarafindan
herhangi bir toksik protein ekstraselliiler olarak besiyerine salgilanmadigindan bu durum
farmasoétik kullanim igin biyiik bir avantaj olarak goriilmektedir (Kaymak 2008). Boylelikle
pek cok endiistriyel enzimin ve farmasotik olarak ilgili proteinlerin basarili ekspresyonu,
metilotrofik maya P. pastoris’i en uygun ve gii¢lii protein tiretim konakg1 sistemlerinden biri

haline getirmistir. Ayn1 zamanda, kimyasal senteze yeni bir alternatif olabilecek membran



proteinlerinin ve kiiclik biyoaktif ve antimikrobiyal peptitlerin ekspresyonu i¢in énemli bir

konak¢1 durumundadir (Ahmad vd 2014a).

Aragtirma Sirketi Teknolojiler (RCT)’nin Pichia Ekspresyon Platformu, ¢ok c¢esitli
protein {riinlerinin terapdtik ve endiistriyel kullanimlar i¢in pazara girmesini saglamstir.
Pichia'da iiretilen gesitli biyofarmasétik tirtinler, FDA gibi diizenleyici kurumlar tarafindan

insan kullanimi i¢in onaylanmistir. Piyasada bulunan veya gelistirme asamasinda olan 70'den

fazla tiriiniin bazilar1 Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. P. pastoris’te Piyasada Bulunan Uriinlerden Bazilar1 (www.pichia.com)

Kalbitor® (DX-88 ecallantide,
rekombinant bir  kallikrein
inhibitor proteini)

Insugen® (rekombinant insan
insiilini)

Medway (rekombinant insan
serum albiimini)

Shanvac™(rekombinant hepatit
B asis1)

Shanferon™(rekombinant
interferon-alfa 2b)

Ocriplasmin
mikroplazmin)

(rekombinant

Rekombinant kollajen

Purifin (rekombinant fosfolipaz
C)

AQUAVAC IPN (rekombinant
bulasic1 pankreas nekroz viriisii
kapsid proteinleri)
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P. pastoris rekombinant protein iiretiminde biiyiik bir éneme sahip olsa da bazi
dezavantajlara sahiptir. Bu ekspresyon sistemi ile yiiksek seviyede heterolog protein tiretimi
icin AOX1 promotoriiniin metanol ile indiiklenmesi gerekir. Ancak bu promotoriin kontroliinde
heterolog protein iiretiminin gergeklesmesi i¢in indiikleyici olarak besi ortamina ilave edilen
metanol, biiyiik 6lgekli fermentasyon endiistrisinde toksisitesi ve yaniciligi agisindan potansiyel
olarak tehlikelidir. Metanol katabolizmasi, énemli 6lgiide 1s1 salinimi ile birlikte yiiksek
miktarda oksijen gerektirir. Yiiksek oksijen kaynagi ve 1s1 giderme ihtiyaci ise liretim maliyetini
arttirrr. Bu durumda 1s1 aligverisi ve oksijen transfer kapasiteleri diisiik oldugunda 6l¢ek
biiyiitmede zorluklar meydana gelir. Ayrica, metanoliin maliyeti, petrol krizi geldiginde
kesinlikle artacaktir (Wang vd 2017). P. pastoris'te metanoliin vazgegilmezliginden kaginmak
icin, Pgeap, PicL1 Ve Pproso gibi alternatif promotorlerin kullanilmasi onerilmistir. Ancak bu
promotorler, gelistirmeden sonra bile, gogunlukla zayif ekspresyon yetenekleri veya kontrolsiiz
davraniglari nedeniyle Paox1 kadar yaygin olarak kullanilmamistir (Wang vd 2017). Simdilerde
bu ekspresyon sisteminin kullanicilarinin ve arastirmacilarinin genel ilgi alanlarindan biri,
endiistriyel Olgekli fermentasyonlarda indiiksiyon igin metanoliin yerini alacak etkili
alternatifler bulmaktir. Diger yandan, P. pastoris'te rekombinant proteinlerin {iretim
seviyelerinin, tek promotor bazli sistemlere kiyasla, ikili (dual) promotdr sistemleri araciligiyla
yedi kata kadar iyilestirildigi bildirilmistir (Oztiirk vd 2017). Ornegin, yapilan bir calismada
insan graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér (hGM-CSF)’tin yapisal ve indiiklenebilir
sekilde ifade edilmesi i¢in P. pastoris hiicreleri, hem Pgap hem de Paox1 kontroliindeki hGM-
CSF ile transforme edilmis ve metanol indiiksiyonu altinda ikili promotor sistemi, GAP bazli
sisteme gore iki kat daha yiliksek hGM-CSF iiretimi ve %10 daha az hiicre biyokiitlesi
saglamistir (Wu vd 2003). Benzer sekilde, Bacillus acidicola’nin asidik a-amilaz geni ve
Sporotrichum thermophile’in asit stabil ve termostabil fitaz geni, P. pastoris’te ikili promotor
sistemi ile ifade edilmis, yalnizca Paoxi bazli amilaz ve fitaz iiretim platformlarina kiyasla o-
amilaz ve fitaz tiretiminde sirasiyla 1.8 ve 1.3 kat artis goriilmiistiir (Parashar ve Satyanarayana
2016). Yine yapisal ve indiiklenebilir ikili promot6r sistemi tarafindan Rhizomucor miehei’nin
lipaz gen {riinii, yalnizca indiiklenebilir ve yalnizca yapisal promotdr bazli P. pastoris

strainleriyle karsilastirildiginda alti ila yedi kat daha fazla iiretilmistir (He vd 2015).

Pektin

Pektin, yiiksek bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan ve diger hiicre duvari
elementleriyle etkilesime girerek bitkilere esneklik ve mekanik giic kazandiran bir
polisakkarittir. Yogunlastirici, tekstiire edici, emiilsifiye edici, stabilize edici ve jellestirici

olarak gida, kozmetik ve ilag¢ endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkilerde bulunan



pektik bilesenler ilk olarak 1790'da Fransiz kimyager Louis Nicolas Vauquelin tarafindan
tanimlanmis ve 1825'te Fransiz kimyager Henri Braconnot tarafindan izole edilmistir. Pektin,
jellestirici ve stabilize edici bir ajan olarak kullanilan ve yiiksek degerli bir fonksiyonel gida
bileseni olan hiicre duvarmin ¢ok islevli bir bilesenidir. Esas olarak bir a-1,4-D-galakturonik
asit kalintisindan olusur. Suda ¢oziinlir ve uygun kosullar altinda seker ve asit ile jel
olusturabilir. Farkli meyve ve sebzelerde farkli nitelik ve miktarlarda bulunur ve pektinin
ozellikleri izole edilen kaynaga baglidir (Giizel vd 2020). Pektin molekiiliiniin yapist Sekil 1°de

verilmistir.

OH COCH
o
HO
OH
COOCH,
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HO
OH
Q  coocH,
8]
HO
OH

OH

Sekil 1. Pektin molekiiliiniin yapist
Pektik Enzimler

Bitki patogenezinden sorumlu pektinazlarin bakteri, mantar, bocek, nematod ve
protozoa gibi ¢ok sayida organizma ve bitki tarafindan iretildigi bildirilmistir (Ugan ve

Akyildiz 2012). Etki mekanizmalarina gore dort gruba ayrilirlar;

Poligalakturonaz (PG)

a-1,4-glikozidik baglarini hidrolitik olarak par¢alamaktadir. Endo ve ekzo olmak iizere
iki tipi vardir. EKzo-PG tipi, substrata indirgen olmayan ugtan, endo-PG ise rastgele etki
etmektedir ve depolimerizasyon sonunda meyve suyunun viskozitesi diigmektedir (Ugan ve
Akyildiz 2012). Biitiin pektinolitik enzimler arasinda en ¢ok bulunan poligalakturonazlar ,asit

zincirini su ilavesiyle hidroliz etme yetenegine sahiptir (Jayani vd 2005).

Pektat liyaz (PEL)

B-eliminasyonla esterlesmemis galakturonat birimlerinin kirilmasini katalizlemektedir.

Hem ekzo-PEL ve hem de endo-PEL tiirleri vardir (Payasi vd 2006; Ugan ve Akyildiz 2012).
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Pektin liyaz (PNL)

B-eliminasyonla esterlesmis galakturonat birimlerinin kirilmasini katalizlemektedir

(Jacob ve Prema 2006; Ugan ve Akyildiz 2012).

Pektin metilesteraz (PME) (Pektin pektinhidrolaz, pektin esteraz)

Yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunur ve metil ester gruplarini hidroliz ederek
pektini de-esterifiye eder. Boylece metanol agiga ¢ikararak yiiksek metoksilpektinleri, pektatlar
ve poligalakturonik asitler gibi diisilk metoksilpektinlere doniistiiriir. Muhtemeldir ki,
Diinya’daki ana metanol kaynagi, bitki PME enzimi tarafindan gerceklestirilen pektin

demetilasyonudur (Fall ve Benson 1996; Hiive vd 2007).

Pektin Cesitleri
Diisiik metoksilli pektin

Pektin molekiiliindeki galakturonik asit ana zincirindeki karboksil gruplarinin
%S50’sinden azimin metil grubuyla esterlesmesiyle diisitk metoksilli pektin jellesmesi meydana

gelmektedir.

Yiiksek metoksilli pektin

Pektin molekiiliiniin galakturonik asit ana zincirindeki karboksil gruplarinin
%S50’sinden fazlasiin metil grubuyla esterlesmesiyle yiiksek metoksilli pektin meydana gelir.
Yiiksek metoksilli pektinlerin jel olusturma mekanizmasi diisiik metoksilli pektinlerin jel
olusturma mekanizmasindan tamamen farklidir. Seker konsantrasyonunun en az %55 olmasi,
yiiksek metoksilli pektinin jellesmesi i¢in gerekliyken diigiik metoksilli pektinler sekersiz
ortamda jellesebilir. Yiiksek metoksilli pektin jellesmesi i¢in ortamin asidikligi (pH<3,6)
onemli bir faktordiir (Syeitkhajy 2017).

Calismanin Amaci

Bu tez galismasinin amaci, rekombinant protein iiretiminde siklikla kullanilan Pichia
pastoris’te kendinden indiiklenebilir bir ekspresyon sisteminin gelistirilmesidir. Bdylece,
literatiirde ilk defa kiiltlir ortamina metanol ilave etmeden, kendinden indiiklenebilir ekspresyon
sistemi kullanilarak alkol oksidaz (AOX) promotdrii kontroliinde ¢esitli proteinlerin iiretiminin
gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Kendinden indiiklenebilir sistemin sematik gosterimi Sekil

2’de verilmistir.
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*GAP promotor bolgesi
¥ AOX promotor bolgesi

P. pastoris P. pastoris

GAP PME AOX GFP

Sekil 2. P. pastoris’te kendinden indiiklenebilir ekspresyon sisteminin sematik gosterimi
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KURAMSAL TEMELLER

Uehara vd (2000) yaptiklar1 ¢alismada faredeki a-amilaz genini P. pastoris’te ifade
etmiglerdir. Fare a-amilaz genini, bir Pichia ekspresyon vektorii pPIC9'un ¢oklu klonlama
bolgesine yerlestirip yeni bir ekspresyon vektorii (DME624) elde etmislerdir. Vektoriin maya
genomuna entegre oldugunu gostermek i¢in Southern blot analizi yapmuislardir. 53 transformant
arasindan en yiiksek aktiviteyi gosteren G2 transformati ile liretim gerceklestirmislerdir. P.
pastoris’te elde ettikleri ekspresyon seviyesini, fare a-amilaz genini ifade eden rekombinant
Saccharomyces cerevisiae ile karsilastirdiklarinda spesifik enzim aktivitesinin 8 kat daha fazla

oldugunu bildirmislerdir.

Dorokhov vd (2012) yaptiklart ¢alismada, insanin metanole duyarli genlerini (MRG:
Methanol-Responsive Genes) ortaya g¢ikarmak i¢in, ADH igermeyen ve metanole maruz
birakilan HeLa hiicrelerinin cDNA kiitiiphanelerini kullanmiglardir. Bu tasarimda, formaldehit
ve formik asit detoksifikasyonunda yer alan genleri, analizlerden hari¢ tutmuslardir. MRG'leri
belirleyerek plazmadaki metanol icerigindeki artislar ile goniilliiler tarafindan taze salatalik
tilketildikten sonra insan 16kosit MRG mRNA diizeylerindeki degisiklikler arasinda bir
korelasyon ortaya ¢ikarmislardir. Daha sonra, farelerin gastrointestinal kanalinda pektin / PME
kompleksi tarafindan tiretilen metanoliin, beyin MRG mRNA'sinin up ve down diizenlenmesini
indiikledigini gdstermislerdir. iki se¢imli tahlillerde yaral1 bitki buharlarini soluyan farelerin
lokomotor davranigini1 6l¢mek i¢in uyarlanmis bir Y labirenti kullanmislardir. Farelerin metanol
kokusunu diger bitki ugcucu maddelerine tercih ettigini ve metanoliin fare beynindeki MRG
mRNA birikimini degistirdigini gostermislerdir.

Prielhofer vd (2013) yaptiklari galismada P. pastoris’te metanolsiiz indiiksiyon igin yeni
bir promotor tizerine ¢alismiglardir. Gen ekspresyon modellerini analiz etmek ve potansiyel
promotorleri metanolsiiz liretim stratejisine tanimlamak i¢in DNA mikroarray kullanmiglardir.
Gliserollii ve glikozlu Kkiiltiirlerde biiyliyen P. pastoris vahsi tip hiicrelerinin, hem gliserol
tizerinde gii¢lii baskilanma hem de besleme fazinda yiiksek seviyeli ekspresyonu saglayan
genlerin tamimlanmasi i¢in DNA mikroarray analizini kullanmislardir. Hiicre i¢i raportor
EGFP'yi ifade etmek icin alti yeni glikoz limiti indiiklenebilir promotorii basariyla
uygulamuslardir. On kiiltiirde giiclii baskilanmayla birlikte en yiiksek ifade seviyelerini, yeni
promotorler olan Pg1 ve Pgs ile elde etmislerdir. Promotorleri karakterize etmek i¢in endiistriyel

olarak salgilanan bir protein olan insan serum albiiminini (HSA) kullanmislardir. Iki gen
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kopyasina sahip bir Pg1 klonu ile ayni1 gen kopya sayisina sahip bir Peap klonuna kiyasla glikoza
dayal1 iiretim fermentasyonda biyokiitleye 6zgii HSA titresinin yaklasik %230'una ulastigini ve
Pes klonu ile yalnizca %39’una ulastigin1 gostermislerdir. Sirasiyla Pgi ve Pge'nin kontrolii
altinda HSA'y1 ifade eden ve yiiksek kopyaya sahip iki klonu, transformasyon sonrasi vektor
amplifikasyonu ile olusturmuslardir. Esit iiretim sartlarinda sirasiyla yaklasik 1.0 ve 0.7 g/L™*
HSA iiretmislerdir. Uretim proseslerindeki uygunluk, Pc1 icin HyHEL antikor Fab fragmani ve
Pce icin domuz karboksipeptidaz B ile de dogrulanmistir. Sonug olarak, calismada metanolsiiz
indiiksiyonu miimkiin kilan bir dizi yeni diizenlenmis promotér, DNA mikroarrayleri

kullanilarak basariyla tanimlanmistir.

Liu vd (2014) yapmis olduklari calismada yesil floresan protein (EGFP: Enhanced green
fluorescent protein) geninin artan kopyalarini tagiyan maya klonlarindan olusan bir panelde a-
faktor sekansi dogrultusunda, EGFP genini ifade ederek protein sekresyonu iizerindeki gen
dozaj etkisinin (1-6 kopya) dogrudan tespitini agiklamislardir. Bunun i¢in maya ekspresyon
vektorii pPICZaA’ya yerlestirdikleri EGFP geniyle elde ettikleri pPICZaA-EGFP rekombinant
plazmitini lineer hale getirerek kompetent P. pastoris X-33 hiicrelerine transfer etmislerdir.
Dogru transformantlar1 bulabilmek i¢in 6ncelikle 100 pg/mL zeosin iceren plaklarda secilen
koloniler PCR ile dogrulanmistir. Coklu kopya tasiyan transformantlar1 belirlemek i¢in 1 ve 2
ng/mL zeosin igeren YPD agar plaklarda se¢ilim yapip PCR ile dogrulamiglardir. Elde ettikleri
transformantlarda kopya sayisi belirlemek amaciyla Real Time PCR yapip, 1°den 6’ya kadar
kopya sayisina sahip kolonileri belirlemislerdir. Floresan mikroskobu altinda dogrudan
incelediklerinde, bir kopya ve iki kopyaya sahip hiicrelerin kiiltiir ortamina nispeten daha diisiik
EGFP salgilandigini, ti¢ kopyaya sahip hiicrelerin protein salgilamasinda 6nemli iyilesme
oldugunu, dort ve bes kopyaya sahip hiicrelerin protein salgilama azaldigini gérmiislerdir. Bu
sonuglara gore, 1-4 kopyaya kadar GFP geninin ekspresyonunda artig oldugu, 4 kopya tistiiniin

ise transkripsiyonun azalmasina yol agtigini belirlemislerdir.

Parashar ve Satyanarayana (2016) yaptiklar1 ¢alismada P. pastoris 'te, iki farkli vektor
kullanarak karisik kiiltiir ortaminda iiretim yapmuslardir. Ik olarak pGAPZoA vektdriinden
zeosin se¢im markirini ¢ikararak yerine kanamisin se¢im markiri koymuslardir. Elde ettikleri
bu vektdre pGAPKaA adm vermislerdir. Ikinci vektdr olarak, pPICZaA vektdriinii
kullanmiglardir. Bu iki vektore amilaz (Amy:amylase) ve fitaz (Phy:phytase) enzimlerini
tretmek i¢in gerekli genleri yerlestirmislerdir. Elde ettikleri pPICZaA-Amy , pGAPKaA-Amy
ve pPICZaA-Phy , pGAPKaA-Phy vektorlerini P. pastoris hiicrelerine transfer etmislerdir.
Transformasyon sonrasi vektorii aldigi dogrulanan maya hiicrelerinde kopya sayisini

belirlemek i¢in Real Time PCR yapmislardir. Daha sonra karigik kiiltiir ortaminda protein
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tiretimi yapmis ve iiretimde AOX promotori kullanildig: i¢in her 24 saatte bir %0,5 metanolle
indiiklemislerdir. AOX-Amy ve AOX-Phy suslarindaki enzim titrelerinin, yabani tip suslara
gore yaklasik olarak 13 ve 40 kat daha ytiksek oldugunu gérmiislerdir. Ayrica, Amy GAP-AOX
ve Phy-GAP-AOX suslarinda amilaz ve fitazin klonlanmasi ve ekspresyonunun, AOX-Phy ve
AOX-Amy'ye kiyasla amilaz ve fitaz lretiminde 1.8 ve 1.3 kat iyilesmeye yol actigini

gormiiglerdir.

Wang vd (2017) yaptiklari galismada Paox1'in trans-etkili elemanlarinin fonksiyonlarini
test ederek ve bunlarin kombinasyonunu yaparak, i¢inde ii¢ transkripsiyon baskilayicisinin
tanimlandigi, silindigi ve bir transkripsiyon aktivatoriiniin asir1 eksprese edildigi metanol
icermeyen bir Paox1 baslangi¢ susunu basariyla olusturmuslardir. Susun, metilotrofik mayalara
kiyasla gliserolde %77 GFP seviyeleri ifade ettigini gérmiislerdir. Daha sonra, bagka bir model
olarak, metanol igermeyen yeni bir glikoz-gliserol-kaymasi ile indiiklenen Paox: kontroliinde
insiilin onciisiinii (IP) ifade etmislerdir. 40g/L glikozlu bir {iretim fazi, ardindan 20g/L'den
diisiik olmayan ortamda kalan glikozun kontrol edilmesinin, hiicre biiyiimesini desteklemek ve
Paoxi 'i baskilamak i¢in uyumlu oldugunu gézlemlemislerdir. Daha sonra glikoz tiiketildikten
sonra gliserol indiiksiyonunu baglatmislardir. Buna gdre, metanolde biiyiitiilen vahsi tip ile
karsilastirildiginda oksijen tiiketiminde ve 1s1 olusumunda ¢arpici bir diisiis gormiigler ve 5
L'lik bir biyoreaktdorde 2.46 g/L'lik yiiksek bir IP firetimi i¢in optimal bir biyoproses

belirlemislerdir.

Chang vd (2018) yaptiklar1 ¢aligmada, zayif bir AOX2 promotorii (Paox2) tarafindan
diizenlenen Mxrl'in sentetik bir pozitif geri besleme devresinin eklenmesiyle yeniden
programlanmis bir P. pastoris olusturmuslardir. Bu yeni yaklasim ile Paox1'in gliserol agligi
veya karbon icermeyen kosullar altinda indiiklenmesini saglamak icin ekstra Mxr1 saglayarak
ve degistirilebilir Mxr1 ekspresyonu olusturarak Paox: verimliligini arttirmiglardir. Ek olarak,
gliseroliin Paoxi tizerindeki inhibitor etkisini korumuslardir. Bu yeniden programlanmis P.
pastoris susunun, hem metanol indiikksiyonu hem de gliserol agligi altinda yeniden
programlanmamig hiicrelere gore daha giiglii floresan yogunluguna sahip oldugunu
gostermislerdir. Ayrica, model protein olarak tek zincirli degisken fragman (scFv)
kullandiklarinda, metanol indiiksiyonu ve gliserol ac¢hgr altinda Mxrl ile yeniden
programlanmis hiicrelerde hiicre disi scFv iiretkenliginde, yeniden programlanmamis hiicrede

methanol indiiksiyonuna gore sirasiyla %98 ve 269'luk artislar gézlemlemislerdir.

Unver vd (2018) tarafindan yapilan ¢alismada telomeraz inhibitorii olan insan PinX1
geninin (hPinX1) P. pastoris’te over-ekspresyonunu saglamislardir. Bu dogrultuda ilk olarak

hPinX1’i pPICZaA vektoriine yerlestirip daha sonra E. coli One Shot TOP10 hiicrelerinde
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klonlayarak pPICZaA-hPinX1 rekombinant vektoriini elde etmislerdir. Elde edilen
rekombinant vektor ile LiCl metodunu kullanarak P. pastoris hiicrelerinin transformasyonunu
gerceklestirmislerdir. Geni alan dogru transformantlarin se¢imi igin 100 pg/mL zeosin igeren
YPD agar plaklara ekim yaparak gelisen kolonileri PCR ile dogrulamislardir. Heterolog geni
tasidig1 belirlenen koloni ile gerceklestirilen 48 saatlik liretim sonunda hiicre peleti ve kiiltiir
slipernatantindan yaptiklar1 western blot analizinde sadece hiicre ekstraktinda bant
gozlemlemislerdir. Bu proteinin iiretimi igin yaptiklar siire, metanol konsantrasyonu ve pH
optimizasyon ¢alismalarinda ise tiretimin en fazla oldugu siire 48 saat olarak belirlenirken;
indiikleme i¢in gerekli metanol konsantrasyonu ve baslangig kiiltlir pH’1 ise sirasiyla %3 ve 5,0

olarak belirlenmistir.

Shirvani vd (2019) yaptiklar ¢alismada insan graniilosit makrofaj koloni uyarici faktori
(hGM-CSF), dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda 6nemli
bir rol oynayan 6nemli bir farmasdtik proteini hGM-CSF'nin hiicre dis1 ekspresyonu igin
metanolsiiz bir ekspresyon platformu gelistirmislerdir. Bu dogrultuda gliserol derepresyonu ile
rekombinant ekspresyonu diizenleyen FMD promotoriinii tagiyan yeni yapilandirilmis
ekspresyon vektorii pEP (a) 101 tasarlamislardir. Optimize edilmis hGM-CSF geni, pEP (a)
101'e klonlanmis ve P. pastoris'e transfer edilmistir. Ug¢ farkli kiiltiir ortaminda thGM-CSF
ekspresyonunu arastirmislardir. SDS-PAGE ve western blot {izerinde gdzlemlenen heterojen
glikozilasyon modeline gore glikoproteinlerden, karbonhidrat birimlerini uzaklastirmak igin

deglikozile etmislerdir.

Sensoy Giin (2019) yaptigi c¢alismada P. pastoris ekspresyon sisteminde siklikla
kullanilan ve metanolle indiiklenebilen AOX (alkol oksidaz) promotoriiniin kontrolii altinda
azurin proteininin lretimini gerg¢eklestirmistir. Pseudomonas aeruginosa genomik DNA’sini
kullanarak amplifiye ettigi ve pPICZaA ekspresyon vektdriine yerlestirdigi azurin genini, E.
coli One Shot TOP10 hiicrelerinde klonlamig ve lineer hale getirdigi rekombinant vektorii, P.
pastoris X-33 hiicrelerine transfer etmistir. Genomlarinda azurin geninin ¢oklu kopyasini
tastyan kolonilerin seleksiyonu i¢in antibiyotik direng testi ve koloni PCR yapmis ve Segilen
rekombinant transformantlarin protein tiretim kapasitelerini karsilastirmistir. Kat1 besiyerinde
48-72 saat inkiibasyona biraktig1 hiicreleri, gliserol igeren 6n kiiltiir besiyerlerine inokiile edip
inkiibasyon sonrasi santrifiijle ¢oktiirdiigii hiicreleri, %0,5 metanol ve %1 sorbitol igeren iiretim
besiyerlerine aktararak 48 saat boyunca c¢alkalamali inkiibasyona birakmistir. 24 saat sonra
kiiltiir ortamlarma promotdr indiikleyicisi olarak %0,5 metanol ilave etmistir. Inkiibasyon
sonrast elde ettigi kiiltiir siipernatantlar1 ve hiicre lizatlan ile gergeklestirdigi western blot

analizi ile transformantlarin tiimiinde rekombinant proteinin hem ekstraselliiller hem de
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intraselliiler iiretimini gozlemlemistir. Ayrica her iki liretim tipine gore, 1. koloniyi olusturan
hiicrelerin protein iiretim kapasitesinin diger kolonileri olusturan hiicrelerin {iretim
kapasitesinden daha yiiksek oldugunu goézlemlemistir. Rekombinant P. pastoris hiicreleri
tarafindan iiretilen ekstraselliiler azurin proteininin molekiil kiitlesinin yaklagik 20 kDa

oldugunu tespit etmistir.

Acar (2020) yaptigi ¢alismada PME enziminin hiicre disi iretilmesi igin yapisal
promotor olan GAP promotorii kontrolii altinda P. pastoris ekspresyon sistemi kullanmustir.
Bu amagla ilk olarak hiicre dis1 salgilama sinyali olan a-faktér sinyal sekansini pGKB
ekspresyon vektoriine yerlestirerek pGKBa vektoriinii elde etmistir. Daha sonra vektore
yerlestirilmek tizere Pectobacterium chrysanthemi PME gen dizisini, pGKBa vektoriine
yerlestirmistir. E. coli JM109 hiicrelerinde klonlayarak elde ettigi bu rekombinant vektorii
(pGKBa-PME), restriksiyon enzimleriye lineer hale getirip LiCl metodu ile P. pastoris
hiicrelerine transfer etmistir. Transformasyon sonrasi genomlarinda PME genini tasiyan dogru
maya transformantlarini belirlemek i¢in sectigi kolonilerden genomik DNA’lar1 izole edilerek
PCR i¢in kullanmistir. PME genini tastyan pozitif kolonileri segerek tiretim besiyerine alip
PME enziminin tiretimini gerceklestirmistir. Elde ettigi proteini konsantre ederek agaroz plak
kuyularina yiiklemis ve aktivite zonu olusumuna bakmistir. En biiyiik zon olusumuna sahip

koloniye ait kiiltiir sivisinda SDS-PAGE analizi ile proteinin varligini belirlemistir.

17



MATERYAL ve METOT

Kullanilan Cihazlar
Bu tez ¢calismasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 5°te verildi.

Tablo 5. Kullanilan Cihazlar ve Markalari

KULLANILAN CIHAZLAR
Buzdolabi (+4 °C ve -20 °C)
Calkalayic1 inkiibator

Ceker ocak

Floresan spektrofotometre
Hassas terazi

Isiticili manyetik karistirict
Inkiibator

Jel goriintiileme cihaz

Jel blotlama cihazi

Kar tiretme cihazi

Mikroplaka okuyucu (nanodrop)
Mikroskop

Mikrodalga firin

Mini santrifiij

Otoklav

PCR cihaz1

pH metre

Saf su cihazi

Sogutmal1 santrifiij

Sogutmalr sirkiilatorlii su banyosu
Steril kabin

SDS-PAGE sistemi

Su banyosu

UV goriintiileme cihazi

UV spektrofotometre

Vorteks

- 86 °C derin dondurucu
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MARKALARI

Argelik

IKA KS 3000i ve JSR
Tolkim

Agilent

Shimadzu-ATX224
Heidolph

Memmert

Bio-Rad

Bio-Rad

Scotsman

BioTek Epoch

ZEISS

Argelik

IKA mini G

HMC Hirayama

Applied Biosystems ProFlex
Mettler Toledo
MILLIPORE Direct-Q 8 UV
Beckman Coulter-Allegra X30R
Vivo iTherm Polyscience
ESCO

Bio-Rad

Memmert

Bio-Rad Gel Doc™ XR*
Shimadzu UV 1800
Heidolph

Nuaire



Kimyasallar ve Besiyerler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan besiyerler, Kitler, DNA, protein markirlari, antikorlar ve
pektin ile diger tiim kimyasallar, ThermoFisher Scientific (Invitrogen), Sigma, Merck, Fluka,
ChemCruz, Gibco, Intron, Biosynth Carbosynth, Origene, Abcam, Oxoid ve Ampligon

firmalarindan tedarik edildi.

Kullamilan Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan P. pastoris X-33 mayas1 ve One Shot™ TOP10 kompetent E. coli
bakterisi ThermoFisher Scientific (Invitrogen) firmasindan temin edildi. Ayrica Acar 2020
tarafindan yapilan tez calismasinda genomuna pGKBoa-PME vektorii yerlestirilmis olan

rekombinant P. pastoris hiicreleri (pGKBa-PME/X-33) kullanild:.

Kullanilan Primerler

Aequorea victoria (denizanasi) yesil floresan proteinine ait (Green Fluorescent Protein;
GFP) kodon optimize geni amplifiye etmek iizere Tm Calculator programi
(www.thermofisher.com) kullanilarak dizayn edilen forward ve reverse primerler ile vektor

DNAya ait primerler Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. Calismada Kullanilan Primerler

Primer adi Sekansi Tm(°C) %GC  Uzunluk(bg)
Taq HF
polimeraz  polimeraz
Eﬁ‘r’EJEGFP Forward o AATTCATGTCTAAAGGTGAAGA 57,7 60 423 26
gﬂrr‘n'pr Reverse GGGGTACCTTTGTACAATTCATCCAT 57,2 60 423 26
5’ AOX-F primer GACTGGTTCCAATTGACAAGC 59 ; 476 21
3’ AOX-R primer GCAAATGGCATTCTGACATCC 59 ; 476 21

*Alt1 ¢izili bolgeler enzim tanima bolgeleri

Calismada Kullanilan pPICZoB vektor DNA’s1

pPICZoB vektorii, ThermoFisher Scientific (Invitrogen) firmasindan temin edildi.
Vektoriin sekli ve gen haritas1 Sekil 3 ve Sekil 4’te verildi.
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(1) BglLI AleI - MslI (76)
Bmrl (178)
PAIMI (190)
Eco53kI (206)
(3284) AlWNI _~BanIT - Sacl (208)
l
3500 = Dral - Pmel (413)

4
(3041) BssSal //
\ 4

/

—-
D

e

(2868) Pcil —___

(2779) MIul —
(2772) BsrGI ——

CcYCl termrnamr

(2605) EcoRV —
(2571) Stul * ———
(2563) KAl ~ )
(2520) DralIl ~ “da
=

(2443) Fsel

(2330) SexAIL * — \
(2281) SgrAl —— X
(2257) Smal — — N

(2211) Zral
(2203) BssHII - MauBI
(2170) Mscl |
(2165) NcoI - StyI

Sekil 3. pPICZaB vektorii (Invitrogen 2012)

n
ekspresyonunu diizenler.
[ |
saglar.
u

antibiyotiklerine direng saglar.

g AN Y \\\T_‘\kan[ (1249)

A

.(\'6

X Q'b e 4 Sacll (1259)

2255) TspMI - Xmal pOrt By s NotI (1262)

(ass) Tep 2213 nj:atII Y TEF; v Xbal (1275)
) N Rromoter P Sall (1318)

/ BlpI (588)

\)
Nsil (677)
BstXI - XemI (706)
/

___—Mfel (864)
pPICZa B —  — HindIII (872)
3587bp ofl——BstBI (933
s BStAPI (995)
Psil (1136)

BsrDI (1155)
Pstl (1210)
EcoRI (1212)

.. / BsaAl - PmII (1219)
o o SAIL (1229)
RS y BsmBI - Esp3I (1240)

.-\ o,
‘5"\%\@ Vs " AccB5T (1245)

PspXI (1250)

AccI (1319)
Agel (1400)

BsiWI (1532)
PvuIl (1566)

| BamHI (1681)
BtgZI (1740)

5 AOX1 promotdr; metanolle indiiklenir ayni zamanda rekombinant gen
a sekresyon sinyal faktorii; iireme ortamina rekombinant proteinin salinmasini

BleoR; antibiyotik baglayici proteini kodlar, bleomisin, fleomisin ve zeosin

= PUC orjini (Ori); E.coli’de yiiksek kopya replikasyonu saglar.

=  Coklu klonlama bolgesi (MCS); restriksiyon enzimlerinin tanima sekanslarini

igerir.

= AOXI terminator bolgesi; etkili transkripsiyon terminasyonu i¢in gerekli bolgedir.

polihistidin  (6xHis) kuyrugu;

= C-terminal
saflastirilmasi igin gereklidir.

rekombinant  proteinin
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5" end of AQXT mRNA 5" AOXT priming sile

I T
811 AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAA TTGCGACTGG TTCCAATTGA

—
871 CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA CAACTTGAGA AGATCAARAA ACAACTAATT

1
931 ATTCGAAACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Mat Arg FPhe Pro Ser Ile Phe Thr Ala wal Len Phe Ala Ala

983 TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC ARC ACT ACA ACA GAR GAT GAA ACC GCA
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

a-factor signal sequencs

1034 ChRAa ATT CCOG GUT GAaR GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAAR GGG GAT TTC
Gln Ile Pro Ala Glu Ala val Ile Gly Tyr Ser Asp Lew Glu Gly Asp FPhe

L]

1085 GAT GTT GCT GTT TTG C€CA TTT TCC ARC AGC ACA AAT AAT GGG TTA TTG TIT
Asp Wal Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu leu Phe

X I®

u
113€& ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GOT GCT ARSR GAR GAA GGG GTA TCT CTC
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile ala aAla Lys Glu Glu Gly val Ser Leu
Kex2 signal cleavage Pall EcoRl  Pmil s61 BemE 1
b
1187 GAG ARAR AGA GAG GCT GAA GC GAATTCAC GTGGCCCAG CCGGOCGTC TOGGA
Glu Lys Arg Glu Ala Glu ala

S1e13 sknal deavags
AspT18 1 Kper 1Xho | Sscll MNotl Mha | ey epilape
1 bo— [ ] [ T
1243 TCEGETACCTC GASCCGCOGEGEC GECCGCCAGC TTTCTA GARA CAR ARA CTC ATC TCA GAR
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu
pobyhElicine tag

—— T 1
1300 GAG GAT CTG AAT AGC GOC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTA
Glu Asp L2u Aszsn Ser Ala Val Asp His His His His His His *+*

1352 GCCTTAGACA TGACTGTTCC TCASTTCAAG TTGGEGCACTT ACGAGARAGAC CGGTCTTGCT
3" ACQXT priming sile

I 1
1412 AGATTCTAAT CAAGAGGATG TCAGAATGCC ATTTGCCTGA GAGATGCAGG CTTCATTTTT
3" polyadenylalion site
1
1472 GATACTITTT TATTTGTAAC CTATATAGTA TAGGATTITT TTTSTCATTT TGTTTCTTCT

Sekil 4. pPICZaB vektoriinde bulunan goklu klonlama bolgesinin niikleotid sekansi (Invitrogen
2012)

Caliymada Kullanilan Restriksiyon Endoniikleazlar

GFP  genini  kesmedigi  belirlenen  restriksiyon  enzimleri  belirlendi
(wwwe.restrictionmapper.org). Kullanilan enzimler, tanima sekanslari ve kesim noktalar1 Tablo
7°de verildi.

Tablo 7. Restriksiyon Endoniikleazlarin Tanima Sekanslari ve Kesim Noktalari
Enzim Hedef bolge
EcoRl 5’-GMNAATTC-3”
Kpnl 5’-GGTAC"C-3’
Mssl 5-GTTT"AAAC-3’

Calismada Kullanmilan Besiyerleri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

E.coli TOP10 hiicrelerinin transformasyon igleminin ardindan, dogru transformantlarin
secilmesi ve bakteri hiicrelerinin biiylitiilmesi i¢in zeosin antibiyotigi iceren LS-LB agar ve
LB siv1 besiyerleri; rekombinant E. coli transformantlarindan izole edilen pPICZaB-GFP
vektoriiniin P. pastoris hiicrelerine transfer edilmesinin ardindan maya transformantlarinin

biiyiitiilmesi i¢in zeosin antibiyotigi igeren YPD (Yeast Pepton Dextrose) agar ve YPD sivi
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besiyerleri; metanol indiiksiyonu ve kendinden indiiklenebilir sistem ile rekombinant protein

tiretimi i¢in kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi Tablo 8’de verildi.

Tablo 8. Tez Calismasinda Kullanilan Besiyerler ve Cozeltilerin Hazirlanisi

COZELTI VE BESIiYER

ADI HAZIRLANISI
90 mL saf suya 1 g tripton, 0,5 g NaCl, 0,5 g maya ekstrakti ve 1,5 g
1. LS-LB Agar agar eklenip ¢ozdiiriildii. pH:7,5’°e ayarlanip son hacim 100 mL’ye
tamamlanarak otoklavlandi.
2. LB Siv1 100 mL saf su igerisine 2,5 g LB Broth eklenerek otoklavlandi.
L 5 g YPD broth ve 2 g agar 70 mL saf suda ¢ozdiiriildii. Son hacim saf
3 YPD Agar Besiyeri su ile 100 mL’ye tamamlanarak otoklavlandi.
5 g YPD broth 70 mL saf suda ¢ozdirildd. Son hacim saf su ile 100
4. YPD Siv1
mL’ye tamamlanarak otoklavlandi.
Besiyer %2 pepton ve %1 maya ekstrakti icerecek sekilde hazirland
5. BMGY Besiyeri ve otoklavlandi. Daha sonra, %1 gliserol, %1,34 YNB ve 1| M
KH2PO, (pH:6) steril filtreden gegirilerek eklendi.
Besiyer %2 pepton ve %1 maya ekstrakti icerecek sekilde hazirlandi
6. BMMY Besiyeri ve otoklavlandi. Daha sonra, %0,5 metanol, %1,34 YNB ve 1 M
KH2PO4 (pH:6) steril filtreden gegirilerek eklendi.
Besiyer %2 pepton ve %1 maya ekstrakti icerecek sekilde hazirlandi
ve otoklavland1. %1,34 YNB 1 M KH,PO, (pH:6), %1 kazaminoasit
o . . . .
7 Uretim Besiyeri ve %1 sorbitol steril filtreden gegirilerek eklendi.
Pektin ilave edilecekse; 5 mL, 0,02 mol/L sitrik asit, 0,04 mol/L
Na;HPO4 (pH:5) hazirlanan ¢6zelti otoklavlandi. Otoklav sonrasi
hazirlanan ¢ozeltide ¢ozdiiriilen pektin tiretim besiyerine eklendi.
8. TCA Céozeltisi 3,5 mL saf suda 5 g TCA ¢ozdiiriildii. + 4 °C de saklandi.
9. %10 PER Cozeltisi 0,5 g amonyum persulfat 4,5 mL saf suda ¢ozdiiriildii.
0,5 M Tris-HCI (pH:6,8) ¢ozeltisinden 2,5 mL alinip tizerine 200 pL
10 2X SDS-PAGE Yiikleme gliserol (%100), 0,4 uL B-merkaptoetanol, 0,02 g bromofenol blue ve
" Tamponu 0,4 g SDS karistirilip son hacim steril saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.
Aliquatlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.
1 1 M Tris/HCI (pH:8,8 90 mL saf su igerisinde 12,1 g tris ¢ozdiiriilerek 1 M HCl ile pH:8,8 ve
" veya pH:6,8) pH:6,8’e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
o/ 2o S
1. Pe30luk Akrilamid- 12 g akrilamid ve 0,32 g bisakrilamid 27,68 mL saf suda ¢ozdiiriildii.
Bisakrilamid Cozeltisi
13. %10’luk SDS 1 g SDS tartilip 9 mL saf suda ¢ozdiirtildii.
14. 1X SDS-PAGE Yiiriitme 1,5 g tris, 7,2 g glisin ve 0,5 g SDS 400 mL saf suya eklenerek
Tamponu ¢ozdiirtildi. Son hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.
15. 1X TAE Cozeltisi 20 mL 50X TAE ¢ozeltisi 980 mL saf su ile karigtirilarak hazirland1
80 mL 1X TAE igerisine 0,8 g agaroz eklendi. Karisim mikrodalgada
16.  %1’lik Agaroz Jel eritilip biraz sogutulduktan sonra niikleik asit boyasi eklendi ve jel

katilagmaya birakildi.
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Tablo 8. (Devami)

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.
3L

32.

10X YNB (Yeast Nitrogen
Base)

1 M Potasyum Fosfat
(KH2PO4) Tamponu

10X Transfer Cozeltisi

1X Transfer Cozeltisi

1X PBST Cozeltisi

%05 veya %2,5’lik
Bloklama Cozeltisi

Tespit Cozeltisi

Rediiksiyon Cozeltisi

Boyama Cozeltisi
Yikama Cozeltisi 1
Yikama Cozeltisi 2
SCED Tamponu
Zimoliyaz (3 mg/mL stok
soliisyon)

Sabitleme Cozeltisi

Boyama Cozeltisi

Yikama Cozeltisi

3,35 g YNB saf su ile 25 mL’de ¢ozdiriiliip filtreden gecirilerek
hazirlandi. + 4 °C’de saklandi.

Bir miktar saf su igerisinde 13,6 g KH2PO, ¢ozdiiriildi. KOH ile
pH:6’ya ayarlanip son hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi ve
otoklavlandi. +4 °C’de saklandi.

900 mL saf suya, 58 g tris, 29 g glisin ve 3,7 g SDS eklenip
¢ozdiiriildiikten sonra pH:8,3’e ayarlandi. Son hacim saf suile 1 L’ye
tamamlandi.

100 mL 10X transfer ¢ozeltisine 700 mL saf su ve 200 mL methanol
eklenerek hazirland.

140 mL saf su igerisinde 0,03 g KCI, 1,2 g NaCl, 0,036 g KH,PO, ve
0,213 g Na;HPO4 ¢ozdiiriildii. Otoklavlandiktan sonra 75 pL. Tween-
20 eklendi. Son hacim saf su ile 150 mL’ye tamamlandi.

20 mL 1X PBST c¢ozeltisi icerisinde 1,5 g veya 0,75 g yagsiz siit tozu
¢0Ozdiiriildii. Son hacim saf su ile 30 mL’ye tamamlandi.

60 mL saf su, 30 mL %96’lik etanol ve 10 mL asetik asit karistirilarak
hazirlandi.

4,8 g C,H3NaOy, 45 mL etanol ve 80 mL saf su ile karistirildi. Asetik
asitle pH: 6’ya ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat ve 3 mL
glutaraldehit eklendi ve karistirildi. Son hacim saf su ile 150 mL’ye
tamamlandi.

100 mL saf su, 30 puL formaldehit karistirildi. Uzerine 100 mg giimiis
nitrat eklenerek ¢6zdirildi.

270 mL saf su igerisine 120 pL formaldehit ve 3,75 g Na,CO3
eklenerek ¢ozdirildii.

200 mL saf suya 1 mL gliserol ve 12,5 mL asetik asit eklendi. Son
hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

10 mM sodyum sitrat (pH:7,5), 1 M sorbitol, 10 mM EDTA, 10 mM
DTT olacak sekilde hazirland1 ve +4 °C’de saklandi.

3 mg zimoliyaz 900 uL saf suda ¢6zdiiriildii. Son hacim saf su ile 1
mL’ye tamamlandi. -20 °C’de saklandi.

%350 izopropanol, %10 TCA ve %40 saf su olacak sekilde hazirlandu.

%0,1 Coomassie brilliant blue G-250, %10 asetik asit, %50 metanol
ve %40 saf su olacak sekilde hazirlandi.

%10 asetik asit, %50 metanol ve %40 saf su olacak sekilde hazirlandi.
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pPICZaB-GFP Vektoriiniin Elde Edilmesi
Kodon optimize GFP genine ait sekansin ¢cogaltilmasi

Yildiz (2020) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda kodon optimizasyonu yapilan GFP
geni, Tablo 6°daki gibi dizayn edilen primer ve Tablo 9’da verilen PCR karisim1 kullanilarak,
Tablo 10°da belirtilen sartlarda amplifiye edildi.

Tablo 9. GFP Geninin PCR ile Amplifikasyonu

PCR Reaksiyon Karisim Miktar (uL)
Kalip DNA (kodon opt. gen) 1,7

dNTP mix (40 mM) 1,6

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

5X flizyon HF tamponu 4

ddH:0 104

*HF DNA Polimeraz 0,2

Toplam Hacim 20

* Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

Tablo 10. PCR Sartlar1

Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire(sn)
1 98 30
98 10
35 60 30
72 30
1 72 300
1 4 o0

PCR reaksiyonu sonrasi elde edilen iirlinler %1°lik agaroz jele (Tablo 8) yiiklenerek
60V’de 90 dakika yiiriitiildii. Yiiriitme islemi sonrasit bantlar UV goriintiileme cihazinda

goriintlilendi.

Elde edilen PCR iiriiniiniin saflastirilmasi

Jelde yiiriitiiliip dogrulanan PCR f{iriinii, kesim reaksiyonu dncesi ‘MEGAquick-spin™
Total Fragment DNA Purification Kit’ kullanilarak saflastirildi. Saflagtirma isleminde ilk
olarak PCR iirilinii lizerine toplam hacminin 5 kati BNL tamponu eklendi ve vortekslenerek

tyice karigmasi saglandi. Elde edilen karisim, MEGAquickspin™ kolonuna transfer edilerek
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13.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Kolondan inen siv1 uzaklastirilip kolona 700 pL yikama
tamponu eklendi. 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolondan inen yikama tamponu
uzaklagtirildi ve kolon bos olarak tekrar 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi kolon, steril mikrosantrifiij tliptine yerlestirildi. Kolonun merkezine 30 pL eliisyon
tamponu konularak 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Inkiibasyon sonrasi kolon 13.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Eliisyon tiipindeki DNA’nin konsantrasyonu nanodrop

spektrofotometre cihazinda 6lgiildii.

Saflastirillan PCR iiriiniiniin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi

Kesim enzimlerine ait tanima sekanslarmi tasiyan kodon optimize GFP geni
saflagtirildiktan sonra ECORI ve Kpnl enzimleri ile kesim reaksiyonu i¢in Tablo 11°de verilen

kesim reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 11. GFP Geni Kesim Reaksiyon Karigim Icerigi

Reaksiyon Karisim Icerigi Miktar (nL)
ddH20 18

10X Fast Digest tampon 2

PCR iirtini 8 (~200 ng)
Fast Digest EcoRI 1

Fast Digest Kpnl 1

Toplam hacim 30

Hazirlanan karisim 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra enzim inaktivasyonu
icin 5 dakika boyunca 80 °C’de bekletildi. Siire sonunda kesim reaksiyon tiriinii fenol-
kloroform ile ekstrakte edildi (Yildiz 2020).

Vektor DNA’min (pPICZaB) restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi

Vektor DNA’nin kesim reaksiyonu i¢in Tablo 12°de verilen karisim hazirlandi. Kesim
sonras1 vektor DNA’nin 5° ucundaki fosfat gruplarini uzaklastirmak i¢in CIAP (Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase) enzimi kullanildi.

Tablo 12. Vektor DNA Kesim Reaksiyon Karisim Igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (unL)
ddH20 24

10xFast Digest tampon 2

Vektor DNA 2 (~1 pg)
Fast Digest EcoRI 1

Fast Digest Kpnl 1

Toplam Hacim 30
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Hazirlanan karisim, 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 80 °C’de
5 dakika enzimin inaktivasyonunu gergeklestirilip, 1uL CIAP ilave edilerek 50 °C’de 60
dakika inkiibasyona birakildi. Reaksiyon sonucu vektor DNA’nin lineer hale getirilip
getirilmedigini teyit etmek i¢in %1 lik agaroz jele yiiklendi. Yiiklenen 6rnekler, 80 V’de 45
dakika yiiriitiildii.

Vektor DNA’nin jelden ekstraksiyonu

Kesim reaksiyonu sonrasi agaroz jele yiiklenip yiiriitiilen 6rnekler, jelden ekstrakte
edildi. Vektor DNA’nin jelden ekstraksiyonu i¢in PureLink® Quick Gel Extraction Kit
kullanildi. Ozetle; jelde yiiriitiilen DNA, kesilerek jelden alindi ve bant agirliginin 3 hacmi
kadar jel ¢6zme tamponu (L3) eklenerek 50 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Jel tam olarak
¢oziindiikten sonra inkiibasyona 50 °C’de 5 dakika daha devam edildi. inkiibasyon sonrasi 1 jel
hacmi kadar izopropanol eklendi ve karistirildi. Elde edilen karisim kolona yiiklendi ve 14.000
x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolondan inen sivi uzaklastirildi. Kolona 500 pL yikama
tamponu (W1) eklenerek 14.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolondan inen sivi
uzaklastirildi. Kolon bos olarak maksimum hizda (20.000 x g) 2 dakika santrifiij edildi. Kolon
yeni bir steril tiipe yerlestirilip, kolonun merkezine 50 pL eliisyon tamponu (ES) eklendi.
14.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Eliie edilen DNA’nin konsantrasyonu nanodrop

spektrofotometrede ol¢iildii.

Ligasyon reaksiyonu

Vektore yerlestirilecek (insort) gen ve vektor DNA (pPICZoB), aynmi restriksiyon
enzimleriyle kesildikten sonra Tablo 13’te verilen ligasyon reaksiyon karigimina ilave edilerek

reaksiyon, 16 °C’de 16 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

Tablo 13. Ligasyon Reaksiyonu

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (nL)
10X ligasyon tamponu 4
Insért DNA 3,1 (140 ng)
Kesilmig vektor DNA 10,5 (67 ng)
T4 DNA ligaz 15
ddH-0 15
Toplam hacim 20,6
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E. coli One Shot TOP10 Hiicrelerinin Transformasyonu

Elde edilen ligasyon lirlinliniin bakteri hiicrelerine transfer edilmesi i¢in kompetent olan
bakteriler -80 °C’den alinarak buz iizerinde ¢ozdiirtildii. Cozlinen hiicrelerin tizerine 5 uL
ligasyon triinii (10 pg-100 ng) ilave edildi. Tiip, yavasca karistirildiktan sonra buz tizerinde 30
dakika inkiibe edildi. Is1 soku i¢in hiicreler 42 °C’de 30 saniye bekletildi. Siire sonunda, 42
°C’den alinarak buz iizerinde 2 dakika bekletildi. Daha sonra tiipe steril ortamda dnceden
isitilan SOC  besiyerinden 250 pL ilave edildi. Kapagi sikica kapatilarak c¢alkalamali
inkiibatorde, 225 rpm’de 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Onceden 1sitilmis LS-LB zeosin
agara, transformasyon karigimindan 100-200 pL yayilarak 37°C’de gece boyunca inkiibe edildi
(Invitrogen 2012).

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

Inkiibasyon sonrasi gelisen antibiyotik direncine sahip kolonilerden rastgele 15 tanesi
secildi. Secilen koloniler ve GFP genine spesifik primerler ile PCR yapild1 (Kaymak 2008).
Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiildii ve UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi.
Koloni PCR igin reaksiyon karigim igerigi ve PCR sartlar1 Tablo 14 ve Tablo 15°te verildi.
Reaksiyon sonucu elde edilen iiriinler, agaroz jele yiiklenerek 80 V’de 30 dakika yiirtitiildii ve

goriintiilendi.

Tablo 14. Koloni PCR I¢in Kullanilan Karisim Igerigi

PCR Kkarisim icerigi Miktar (nL)
dNTP mix (10 mM) 0,8
MgCl> (50 mM) 1
EcoRI-GFP-F primer / 5’ AOX-F primer 1
Kpnl-GFP-R primer / 3’ AOX-R primer 1
10xPCR tamponu 1
ddH-0 6,6

Tag DNA polimeraz 0,6
Toplam hacim 12
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Tablo 15. Koloni PCR Sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 56/59 1
72 1
72 5
1 4 o0

GFP genine ait primerlerle yapilan koloni PCR iiriinlerinin jel elektroforez
goriintlilemesi sonucu segilen koloniler (7, 10, 12, 14, 15) kullanilarak vektor primerleri ile
PCR yapildi. Reaksiyon sonucu elde edilen iiriinler agaroz jele yiiklenerek, 80 V’de 45 dakika

yiiriitiildii ve UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

Muhtemel rekombinant vektoriin sekans analizi ile dogrulanmasi

pPICZoB vektor DNA’sma yerlestirilen sekansin dogrulugunu kontrol etmek icin
se¢ilen koloniler LB siv1 besiyerlerinde ¢ogaltildi. Plazmitler ‘PureLink-Hi-Pure plazmit DNA

saflastirma kiti’ (Invitrogen) kullanilarak saflastirildi.

Ozet olarak saflastirma islemi su sekilde yapildi. 37 °C’de 150 rpm’de gece boyu inkiibe
edilen 7. koloniyi olusturan bakteri kiiltiiriinden steril mikrosantrifiij tiipiine 4,5 mL alindu.
Alman kiiltiir stvist 4.000 x g’de 8 dakika santrifiij edilerek slipernatant uzaklagtirildi. Hiicre
peletine 0,4 mL RNaz’li resiispansiyon tamponu ilave edildi. Karigim siispanse edilerek
homojen yapildi. Uzerine 0,4 mL lizis tamponu ilave edilen lizat karisimi, yavasga alt {ist
edilerek homojen olunca oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi iizerine
0,4 mL presipitasyon tamponu ilave edilip tiip alt-iist edilerek homojen oluncaya kadar
karistirildi. Elde edilen lizat 16.000 x g’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant 6nceden dengelenen kolonlara yiiklendi. Yiikleme sonrasi kolondaki soliisyonun
akip kurumasi beklendi. Kolon 2,5 mL yikama tamponu ile iki kez yikandi. Kolondaki
tamponun akmasi beklendi. Altta toplanan sivilar dokiildii. Steril eliisyon tiipiinii kolonun
altina yerlestirilip 0,9 mL eliisyon tamponu eklenerek soliisyonun akmas1 ve kurumasi beklendi.
Sivi aktiktan sonra kolon uzaklastirilarak eliisyon tiipiine 0,63 mL izopropanol eklenerek
kanistirildi. Tiip 16.000 x g’de, 4 °C’de, 30 dakika santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirildi.
DNA igeren pelete 1 mL %70’lik etanol eklenip silispanse edildikten sonra 16.000 x g’de 4
°C’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. 10 dakika siireyle oda sicakliginda
kurutulan DNA peleti, 50 pL niikleaz igermeyen suda siispanse edildi. Saflagtirilan vektor DNA

konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometrede oOlgiildii. Saflastirilarak elde edilen vektoriin
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¢ift yonlii Sanger sekans analizi yaptirildi. Diger yandan, Sensoy Giin (2019) tarafindan yapilan
tez calismasinda elde edilen rekombinant pPICZaA-Azu vektor DNA’s1 da yukarida tarif edilen

sekilde stoktan alinan bakteri hiicrelerinden saflastirildu.

pPICZaB-GFP Rekombinant Vektoriiniin P. pastoris’e Transfer Edilmesi
pPICZaoB-GFP rekombinant vektoriin lineer hale getirilmesi

Bakteri hiicrelerinden saflastirilan rekombinant vektorler (pPICZaB-GFP ve pPICZaA-
Azu) , Mssl (Pmel) enzimi ile kesim reaksiyonuna birakilarak lineer hale getirildi (Sensoy Giin
2019).

P.pastoris hiicrelerinin transformasyonu

P. pastoris X-33 hiicreleri ve Acar (2020) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda elde
edilen ve genomlarinda Pectobacterium chrysanthemi pektin metilesteraz (PME) genini tagiyan
P. pastoris X-33 hiicreleri (pGKBa-PME/X-33) YPD agar besiyerine ekilerek 30°C’de 48 saat
boyunca biiyiimeye birakildi. Biiyliyen mayalardan YPD s1v1 besiyerlerine tek koloni alinarak
inokiile edildi ve hiicreler LiCl ile kompetent hale getirildi. Kompetent hiicrelerin
transformasyon igslemi, LiCl metodu ile gergeklestirildi (Acar 2020). Transformasyon islemleri
sirasinda lineer pPICZaB-GFP ve pPICZaA-Azu rekombinant vektorleri, P. pastoris X-33 ve
pGKBa-PME/X-33 hiicrelerine ayr1 ayri transfer edildi. P. pastoris pPICZoA-Azu/X-33

hiicreleri ise stoktan temin edildi (Sensoy Giin 2019).

P. pastoris transformantlarindan genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Transformasyon sonrasi antibiyotige direncli pPICZaB-GFP ve pGKBa-PME+
pPICZaB-GFP rekombinant vektorlerini tagityan P. pastoris kolonilerinden rastgele 7’ser tane,
secilip 100 pg/mL zeosin igeren YPD agara cizildi. Inkiibasyon sonrasi gelisen kolonileri
olusturan hiicrelerden genomik DNA’lar izole edildi. ‘GeneJET Genomic DNA Purification
Kit’ (Thermo Scientific™) kiti kullanilarak gerceklestirilen gDNA izolasyon isleminde secilen
her koloniye ait transforme maya hiicreleri YPD siv1 besiyerine inokiile edilip, 30 °C’de 150
rpm’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Siire sonunda ODeoo degeri 0,8-1,0’e¢ ulasan
kiiltiirlerden 1’er mL mikrosantrifiij tiiplerine alinarak maksimum hizda (>12.000 x g) 10 saniye
santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicre peletine 500 uL. SCED tamponu (Tablo 8)
eklenerek hiicreler siispanse edildi ve hiicrelerin iizerine 66 pL zimoliyaz (3 mg/mL ) ve cam
boncuk (425-600 um) eklenerek vortekslendi. 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilen hiicreler
15 dakikada bir vortekslendi. Daha sonra 3.000 x g’de 10 dakika santrifiijlenerek siipernatant

uzaklastirildi. Pelete 180 pL parcalama soliisyonu eklenip siispanse edildi ve tizerine 20 pL
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proteinase K soliisyonu eklendi. Karisim iyice homojen oluncaya kadar vortekslendikten sonra
56 °C’de 45 dakika inkiibasyona birakildi ve ara ara vortekslendi. Uzerine 20 pL RNase A
Soliisyonu eklenerek iyice vortekslendi ve karisim 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Karisimin tiizerine 200 pL lizis soliisyonu eklendi ve homojen oluncaya kadar 15 saniye
boyunca iyice vortekslendi. Karigim tizerine 400 pL %350’lik etanol eklenip vortekslendi. Elde
edilen lizat karigimi kolona yiiklendi. 1 dakika 6.000 x g’de santrifiij edildi. Atik iceren tiip
atilarak kolon yeni bir tiipe yerlestirildi. Kolona 500 pLyikama tamponu I eklenerek 1 dakika
8.000 x g’de santrifiijlendi. Tiipteki atik uzaklastirilarak kolon ayni tiipe tekrar yerlestirildi.
Kolona 500 pL yikama tamponu II eklenerek 3 dakika maksimum hizda (>12.000 x Q)
santrifiijlendi. Tiipteki atik uzaklastirilarak kolon ayni toplama tiipiine tekrar yerlestirildi.
Kolon bos olarak maksimum hizda 1 dakika santrifiijlendi. Kolon yeni bir steril mikrosantrifiij
tiipiine yerlestirildi. Kolonun merkezine 80 pL eliisyon tamponu eklendi ve 1 dakika 8.000 X
g’de santrifiijlendi. Eliie edilen gDNA’larin konsantrasyonlari nanodrop spektrofotometrede

Olculdii.

PCR

Izole edilen gDNA’larin kalipp DNA olarak kullanildig1 iki farkli PCR gergeklestirildi.
Bu reaksiyonlarda 5’AOX-F ve Kpnl-GFP-R primerleri ile EcoRI-GFP-F ve Kpnl-GFP-R
primerleri kullanildi. Reaksiyon karisim igerigi ve sartlar1 Tablo 16 ve Tablo 17°de verildi.
Ayrica PGKBa-PME+pPICZaA-Azu rekombinant vektoriinii tasiyan 5 maya kolonisiyle de
Tablo 14’te verilen reaksiyon karigimi, Tablo 15°deki sartlar ve vektore spesifik primerler
(5’AOX-F ve 3’ AOX-R ) kullanilarak koloni PCR yapildi.

Tablo 16. PCR Karisim Icerigi

PCR Kkarisim icerigi Miktar (nL)

Kalip DNA X (40 ng)

dNTP mix (10 mM) 1

5’AOX-F primer / EcoRI-GFP-F primer 1

Kpnl-GFP-R primer / Kpnl-GFP-R primer 1

10x Amonyum tamponu 1,2

ddH.0 hacmi 15 pL’ye tamamlayacak miktar
Tag DNA Polimeraz 0,6

Toplam hacim 15
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Tablo 17. PCR Sartlar1

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

Maya transformantlarinin antibiyotik ile secilimi

PCR sonucu genomlarinda rekombinant vektorleri (pPICZaB-GFP ve pPICZaA-Azu)
tagidiklar1 belirlenen mayalardan yiliksek dozda antibiyotige direngli transformantlarin
belirlenmesi i¢in se¢ilim yapildi. Bunun igin YPD agar besiyerinde 48 saat boyunca
inkiibasyona birakilan mayalar inkiibasyon sonrasi YPD sivi besiyerine transfer edildi ve
hiicreler 30°C’de bir gece calkalamali inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir
stvilarindan 3’er pul alinarak 6nceden hazirlanan 1 mg/mL ve 2 mg/mL konsantrasyonlarda
zeosin antibiyotigi igeren YPD agar plaklarina transfer edildi. Plaklar, 30°C’de inkiibasyona

birakildi. 72 saat sonra plaklarin fotograflar1 ¢ekildi.

Indiiklenebilir Sistem ile GFP Ekspresyonunun Gerceklestirilmesi

pPICZaB-GFP i¢in yiiksek dozda antibiyotige direngli oldugu belirlenen maya
transformantlarmin ii¢ tanesi (G2, G3 ve G4) segilerek rekombinant protein iiretimleri
karsilastirild1. Uretim i¢in dncelikle YPD agar plaklarda 48 saat boyunca biiyiitiilen pPICZoB-
GFP ve pPICZaB vektorlerini tagiyan rekombinant P. pastoris kolonileri 6zeyle toplanarak
12,5 mL BMGY 6n yetistirme besiyerine alindi. 30 °C’de, 225 rpm’de gece boyu inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir stvilar1 5.000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
maya hiicreleri steril saf suyla yikanarak tekrar 5.000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Daha
sonra hiicreler, %1 kazaminoasit ve %1 sorbitol igeren BMMY f{iretim besiyerine (25 mL)
transfer edilerek, 30 °C’de, 280 rpm’de 144 saat boyunca inkiibasyona birakild. Inkiibasyon
sirasinda kiiltiir ortamina her 24 saatte bir %0,5 saf metanol ilave edildi ve her 24 saatte bir

ornek toplandi.

SDS-PAGE Analizi

Uretime alman G2, G3 ve G4 kolonilerini olusturan hiicrelerin rekombinant protein

iiretim kapasitelerini karsilastirmak i¢in SDS-PAGE analizi yapildi. Bunun i¢in toplanan kiiltiir
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stvilart Amicon (Milipore) filtre ile 20 kat konsantre edildi. Ayrica GFP genini igermeyen bos
vektor (pPICZaB) tasiyan hiicrelerin kiiltiir s1vist da kontrol olarak kullanildi. Bu islem i¢in ilk
olarak elektroforez plakalar1 ve aparatlari temizlendi ve jel hazirlama aparatina konuldu. Cam
plakalar arasina pipetle hazirlanan ayirma jeli dokiildi. Ayirma jeli: 2500 pL 1M Tris-HCI
(pH:8,8), 2200 pL akrilamid bisakrilamid, 100 pL %10’luk SDS, 65 uLL TEMED, 1565 uL saf
su ve 35 pL %10’luk PER karistirtlarak hazirlandi. Dokiilen jelin {izerine izopropanol ilave
edildi. Ayirma jeli polimerlesip, izopropanol uzaklastirildiktan sonra polimerlesen jelin {izerine
y1gma jeli dokiildii. Yigma jeli: 220 uLL 1 M Tris-HCI (pH:6,8), 400 uL akrilamid-bisakrilamid,
15 puL %10’luk SDS, 15 uL TEMED, 1225 pL saf su ve 20 pL %10’luk PER karistirilarak
hazirlandi. Yigma jeline tarak yerlestirildi. Jel polimerlestikten sonra sonra tarak ¢ikarilarak
cam plakalar elektroforez tankina konuldu. Uzerine yiiriitme tamponu ilave edildi. Hazirlanan
ornekler jel kuyularmma 15’er pL olacak sekilde yiiklendi. Ornekler dnce 60 V’de 30 dakika,
daha sonra 120 V’de 60 dakika oda sicakhiginda yiiriitiildii (Laemli 1970). Ornekler
yiritilldiikten sonra cam plakalar arasindaki jel ¢ikarilarak Coomassie brillant blue G-250 ile
boyama asamasina ge¢ildi. Boyama igin Oncelikle jel, sabitlestirme ¢ozeltisi’ne alinarak 45
dakika yavasca calkalandi. Siire sonunda jel, boyama c¢ozeltisi'ne alinarak gece boyu
calkalanarak boyandi. Boyamadan isleminden sonra yikama c¢ozeltisi’'ne alinan jel 2 saat
boyunca ¢alkalanarak yikandi. Daha sonra saf su ile yikanarak goriintileme cihazi ile

goriintiilendi (Acar 2020) (Kullanilan ¢ozeltiler Tablo 8’de verildi).

Kiiciik Olgekli GFP Uretimi

Genomunda pPICZaB-GFP vektoriinii tasiyan 3.koloniyi olusturan maya hiicreleri (G3)
tarafindan iiretilen rekombinant GFP’nin floresan yogunlugunu belirlemek i¢in kiiciik 6l¢ekli
tiretimi yapildi. Uretim igin 6ncelikle hiicreler YPD agar plakta 48 saat boyunca biiyiitiildii.
Daha sonra hiicreler 6zeyle toplanarak 12,5 mL BMGY 6n yetistirme besiyerine alindi.
30°C’de, 225 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 kiiltiir stvilar1 5.000 x g’de
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi steril saf suyla maya hiicreleri yikanarak tekrar 5.000
x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicreler, 1 mL BMMY de siispanse edildi. Elde edilen
stispansiyonun 100 pL’si U tabanli 1,5 cm ¢apindaki cam tiiplerde hazirlanan %1 kazaminoasit
ve %1 sorbitol igeren 1300 uL BMMY iiretim besiyerine inokiile edilerek, 30 °C’de, 280
rpm’de calkamali inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak pPICZaB vektorlerini tasiyan maya
hiicreleri kullanild. Inkiibasyon sirasinda kiltiir ortamina 24 saatte bir %0,5 saf metanol ilave
edildi ve her 24 saatte bir 6rnek toplandi. Ornek alma islemine 144. saate kadar devam edildi.
Santrifiijleme sonrasi elde edilen kiiltiir sivilari steril saf su ile 5 mL’ye tamamlanip 20 kat

konsantre edildi. Farkli inkiibasyon siirelerinde rekombinant olarak iiretilen GFP’nin floresan
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yogunluklarini karsilastirmak amaciyla, 100 pL konsantre kiiltiir stvist 100 pL %30°luk glikoz-
fosfat tamponuyla karistirildi. Tampon kisaca su sekilde hazirlandi; 15 mL 10 mM potasyum
fosfat (dibazik) hazirland1. Uzerine toplam hacmin %30’u glikoz olacak sekilde 6 gr D-glikoz
eklenerek ¢ozdiiriildii. pH:6’ya ayarlandiktan sonra son hacim 20 mL’ye tamamlandi (Penna
vd 2005). Kor olarak bos vektor tasiyan hiicre kiiltiir sivisi kullanildi. Hazirlanan karisimlarin
floresan spektrofotometrede (uyarma dalga boyu; Ex, 475 nm; emisyon filtresi; Em, 510 nm)
Ol¢timii yapildi. Diger yandan konsantre edilen kiiltiir sivilari, SDS-PAGE analizinde glimiis

boyama ile goriintiilendi.

SDS-PAGE analizi ve giimiis boyama

Daha once anlatildigr gibi SDS-PAGE jeli hazirlandi. Hazirlanan numunelerden jel
kuyularma 15 pl yiiklendi ve 60 V’de 30 dakika ardindan 120 V’de 60 dakika oda sicakliginda
yiiriitiildii. Siire sonunda cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Cikarilan jel, tespit
¢oOzeltisi’ne alinarak 30 dakika yavasca galkalandi. Siire sonunda rediiksiyon ¢ozeltisi’ne alinip
30 dakika calkalandiktan sonra jel 3 kez saf su ile 5 dakika calkalanarak yikandi. Daha sonra
boyama ¢6zeltisi’ne alinarak 20 dakika ¢alkalanmaya birakildi. Boyamadan islemi sonrasi jel
2 kere saf su ile yikanarak yikama-1 ¢ozeltisi’ne alindi. Standart protein bantlar1 gériiniinceye
kadar yavasga ¢alkalandi. Bantlar goriildiikten sonra yikama-2 ¢6zeltisi’ne alinarak zemin rengi
acilincaya kadar bekletildi. Islem sonrasi saf su icerisine alman jel goriintiilendi (Unver 2014)
(Kullanilan ¢ozeltiler Tablo 8’de verildi). Boyama sonrasi jel fotografi kullanilarak hesaplanan

Rf degerlerine dayanarak logMK-Rf standart grafigi ¢izildi.

Kendinden Indiiklenebilir Sistem ile GFP Ekspresyonunun Gergeklestirilmesi

Kendinden indiiklenebilir sistem ile GFP ekspresyonunu gerc¢eklestirmek i¢in 2 mg/mL
zeosin antibiyotigine direng gosteren pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 hiicreleri (1.koloniyi
olusturan: PG1) farkli konsantrasyonlarda pektin (citrus) igeren iiretim besiyerinde {iretime
alindi. Bu islem icin ilk olarak YPD agar besiyerinde 48 saat boyunca yetistirilen hiicreler, 6n
kiiltiir i¢in hazirlanan 25 mL'lik BMGY besiyerine inokiile edilerek gece boyu 30 °C’de, 225
rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kiiltiir stvis1 5.000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 maya hiicreleri steril saf suyla yikanarak tekrar 5.000 x g’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij edilen hiicreler, iiretim besiyerine (25 mL) inokiile edildi ve gece boyu
inkiibasyona birakildi. Daha sonra iiretim ortamlarina %0,4 ve %0,6 pektin ilave edildi.
(Hiicrelerin iiretim besiyerine inokiilasyonu sonrasi 30 °C’de, 280 rpm’de 240 saat boyunca
inkiibasyon devam ettirildi). Inkiibasyonun 120. saatinde ortama %1 kazamino asit ilave edildi.

Kontrol olarak, PG1 kolonisini olusturan hiicreler pektin igermeyen %1 kazaminoasit ve %1
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sorbitol igeren BMMY iiretim besiyerinde (25 mL) inkiibasyona birakild1 ve her 24 saatte bir
%0,5 metanolle indiiklendi. Uretim ortamimna pektin ilave edildikten 10 saat sonra kiiltiir
ortamlarindan hiicreler (200 mg) toplandi. Alinan hiicreler ile hazirlanan lizatlar western blot
analizinde kullanildi. Diger taraftan 120., 168. ve 240. saatte alinan 6rnekler, kiiltiir ortaminda
metanol varliginin tespiti, GFP floresan yogunluklarinin belirlenmesi ve SDS-PAGE analizi

icin kullanildi.

Western blot Analizi
Hiicre lizatinin hazirlanmasi

Uretim besiyerinde baslatilan inkiibasyondan 10 saat sonra PG1 kolonisini olusturan
hiicrelerin farkli pektin konsantrasyonlarini iceren ve metanolle indiiklenen kiiltiir
ortamlarindan toplanan hiicreler (yas agirlik, 200 mg) pargalandi. Pargalama islemi i¢in
oncelikle 50 mM NaH2POs, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA ve %5 gliserol (pH:7,4) karistirilarak
par¢alama tamponu hazirlandi. Hazirlanan tampondan hiicre peletleri iizerine 400’er pL
eklendi. Toplam hacmi iki katina ¢ikaracak kadar cam boncuk ilave edilerek 8 kere 30 saniye
vortekslenip 30 saniye buzda bekletildi. islem sonras tiipler, 13.000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de
santrifiij edildi. Stipernatantlar yeni steril ependorf tiiplere alindi. Elde edilen hiicre lizatlarinin
15 pL'si esit hacimde SDS-PAGE jel yiikleme tamponuyla karistirildi. 5 dakika 95 °C’de
bekletildi. Daha sonra 15 uL 6rnek jele yiiklenerek western blot analizi yapildi.

Blotlama

Esit miktarda alinan hiicre lizat 6rnekleri, daha dnce anlatildigi gibi SDS-PAGE jelinde
ylriitiildii ve western blot analizi yapildi. Bu islem i¢in; yiiriitiilen jel, 1X transfer tamponu’nda
5 dakika bekletildi. PVDF membran, jel boyutunda kesildikten sonra dncelikle saf metanol ile
5 dakika boyunca ¢alkalandi. Siire sonunda metanol dokiilerek 1X transfer tamponu eklendi.
Bu tamponda da membran 5 dakika boyunca c¢alkalandi. Siire sonunda Semidry Blotlama
cihazina sirasi ile 2 parga blot kagidi, nitroseliiloz membran, jel ve 2 parga blot kagidi konuldu.
Ardindan cihaz kapatilarak 25 Watt elektriksel alanda 7 dakika blotlama islemi yapildi. Siire
sonunda membran alinip, membranin 6n yiiziine 10 mL bloklama tamponu (%2,5’1ik siit tozu)
eklenerek 1 saat oda sicakliginda calkalamaya birakildi. Calkalama sonrasi membran, 20 mL
PBST (pH:7,2) ile 2 kez 5 dakika calkalayicida yikandi. Yikama sonrasi bloklama tamponuna
1:3000 oraninda ‘Alcohol Oxidase rabbit polyclonal antibody’ (OriGene Technologies Inc.,
Rockville, MD, USA) ilave edildi. Membran antikor i¢ceren tamponda 1 gece +4 °C’de inkiibe
edildi. Siire sonunda membran PBST ile yavasca ¢alkalanarak 3 kez 5 dakika yikandi. Bloklama
tamponuna 1:5000 oraninda ikinci antikor olarak HRP bagli Goat Anti-Rabbit 1gG eklendi.
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Membran konjuge antikor igeren tamponla muamele edilerek 2 saat boyunca oda sicakliginda
inkiibe edildi. Siire sonunda PBST tamponuyla 6 kez 5 dakika ¢alkalayicida yikandi. Daha
sonra membran, Femto ve Pico substratlari (ECL reagent) ile antikorun kimyasal sinyal

olusturmasi saglanarak goriintiilendi (Budak 2009).

GC-MS Analiziyle Metanol Varhgimin Belirlenmesi

GC-MS analiziyle metanol varligini belirlemek icin, %0,4 ve %0,6 pektin i¢eren {liretim
besiyerlerinde 240 saate kadar yapilan iiretim sirasinda kiiltlir ortamlarindan 120. ve 240.
saatlerde alinan 1’er mL’lik kiiltiir sivilar1 kullanildi. Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAYTAM)’ nde uzman yardimu ile gergeklestirilen GC-MS
analizinde polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB) sabit fazina sahip fiber kullanildu.
Fiber, vial icerisinde 1 mL’lik kiiltiir sivistyla beraber 70 °C’de 10 dakika bekletildi. Siire
sonunda karisimda buharlasan molekiiller fiber uca baglandi. Fiber uca baglanan bu molekiiller
enjeksiyon kisminda analiz edildi. Enjeksiyon icin kolon firin sicakligi 35 °C, enjeksiyon
sicaklig1 220 °C’ye ayarlandi ve enjeksiyon modu, ‘split’ olarak secildi. Flow kontrol modu ise
‘cizgisel hiz’ (linear velocity) olarak ayarlandi. Basing 47,7 kPa, total flow 24 mL/dakika, kolon
flowu 1 mL/dakika, ¢izgisel hiz 36 cm/saniye, tahliye akisi (purge flow) 3 mL/dakika ve split
orani 20’ye ayarlandi. Firin sicaklik programi su sekilde ayarlandi; 35 °C’de 5 dakika bekle
daha sonra dakikada 10 °C artarak 100 °C’ye ¢ik ve 1,5 dakika bekle. Molekiil kiitlesini
belirlemek i¢in baglangi¢ zamani 0 dakika, bitis zaman1 13 dakika ve veri toplama modu (ACQ)
SIM olarak ayarlandi. Ch1-m/v 32, Ch2-m/v 31 ve Ch3-m/v 29 olarak ayarlandi.

GFP Floresan Yogunlugunun Belirlenmesi

GFP floresan yogunlugunun belirlenmesi i¢in 120., 168. ve 240. saatte toplanip
konsantre edilen kiiltir sivilar1 %30’luk glikoz-fosfat tamponuyla karistirildi. Hazirlanan
orneklerde GFP floresan yogunlugunun belirlenmesi icin floresan spektrofotometrede (uyarma
dalga boyu; Ex, 475 nm; emisyon filtresi; Em, 510 nm) 6l¢iim yapildi. Elde edilen sonuglar
kullanilarak OriginPro 8.5 yazilimu ile grafik elde edildi. Tek yonlii ANOVA ile analiz edilerek
tlim verilerin ortalama =+ standart hata olarak sunuldu. P degerleri <0.05 anlamli olarak kabul

edildi. Istatistiksel olarak dnemli degisiklikler ‘** sembolii ile gosterildi.

SDS-PAGE Analizi ve Giimiis Boyama

%0,4 ve %0,6 pektin i¢eren iiretim besiyerinde 240 saate kadar yapilan iiretim sirasinda

kiiltiir ortamindan 120., 168., ve 240. saatlerde alinan kiiltiir stvilar1 16 kat konsantre edildi ve
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protein bantlar1 daha once anlatildigi gibi SDS-PAGE analizi ve glimiis boyama ile
goriintiilendi. Burada boyama oncesi farkli olarak, jele yliklenen drneklerle birlikte bulunan
pektinin veya pektinin PME ile de-esterifikasyonu sonucu olusan tiriinlerin uzaklastirilmasi i¢in
jel, 10 mM KH2PO4tamponu ile (pH:8) 45 dakika boyunca yikandi. Daha sonra giimiis boyama

ile boyanan jel goriintiilendi.

Kendinden Indiiklenebilir Sistem ile Azurin Ekspresyonunun Gerceklestirilmesi

Bu tez caligmasi kapsaminda elde edilen kendinden indiiklenebilir sistem ile
rekombinant GFP {iretiminin yan1 sira rekombinant azurin protein tretiminin de
gerceklestirilebilirliginin  gosterilmesi i¢in 1mg/mL zeosin antibiyotigine direng gosteren
pGKBa-PME+pPICZaA-Azu/X-33 hiicreleri, YPD agar besiyerinde 48 saat boyunca
yetistirildi. Hiicreler 6n kiiltiir i¢in hazirlanan 12,5 mL'lik BMGY besiyerine inokiile edilerek
gece boyu 30 °C’de, 225 rpm’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonras: kiiltiir stvis1 5.000 x g’de 5
dakika santrifiij edildi. Santriflij sonras1 maya hiicreleri steril saf suyla yikanarak tekrar 5.000
x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijle toplanan hiicrelerin yarisi iiretim besiyerine (25 mL)
inokiile edildi. Gece boyu liretim besiyerinde inkiibasyona birakildi. Daha sonra %0,4 pektin
tiretim besiyerine eklendi ve hiicreler pektin igeren iiretim besiyerinde 240 saat boyunca
inkiibasyona birakild. inkiibasyon sirasinda 120. saatte iiretim besiyerlerine %1 kazaminoasit
eklendi. Kontrol olarak, santrifiijle toplanan hiicrelerin diger yarisi, pektin icermeyen %1
kazaminoasit ve %1 sorbitol igeren BMMY besiyerine (25 mL) inokiile edildi. Her 24 saatte
bir %0,5 metanol ile indiiklenen hiicreler 240 saat boyunca inkiibasyona birakild:. inkiibasyon
sirasinda 120. saatte ortama %1 kazaminoasit eklendi. Daha sonra 120., 168. ve 240. saatte

toplanan kiiltiir sivilar1 16 kat konsantre edilerek western blot analizi yapildi.

Western blot Analizi

Daha 6nce western blot analizi ve blotlama kisminda anlatildigi gibi ayni islemler
yapildi. Burada blotlama 6ncesi farkli olarak, jele yiiklenen 6rneklerle birlikte bulunan pektinin
veya pektinin PME ile de-esterifikasyonu sonucu olusan iirlinlerin uzaklastirilmasi igin jel, 10
MM KH2PO4 tamponu ile (pH:8) 45 dakika boyunca yikandi. Yikanan jel PVDF membrana
blotlandi. Daha sonra bloklama tamponuna (%35’lik siit tozu) ilk antikor olarak 1:5000 oraninda
Anti-Azurin antikoru (SICGEN) ilave edildi. Membran tamponla muamele edilerek +4 °C’de
1 gece boyunca inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonras1t membran 20 mL PBST ile 2 kere 5
dakika calkalanarak yikandi. Siire sonunda bloklama tamponuna 1:5000 oraninda Anti-Goat
IgG H&L (HRP) ikinci antikoru eklendi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyon sonras1 membran PBST ile 6 kere 5’er dakika c¢alkalanarak yikandi. Membran,

Femto ve Pico substratlar (ECL reagent) ile goriintiilendi (Budak 2009).
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ARASTIRMA BULGULARI

Kodon Optimize GFP Geninin PCR ile Amplifikasyonu

Kodon optimize GFP geninin Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polimeraz enzimi ile
amplifikasyonu gerceklestirildi. Reaksiyon sonrast elde edilen {iriinler agaroz jel
elektroforezinde 60 V’de 90 dakika yiiriitiilerek UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi (Sekil
5). Goriintiileme sonucunda GFP geni i¢in beklenen boyutta bant (731 bg) goriildii.

3000 b¢—»

900 b¢—> 731 be

500 b¢—>

100 be—>

Sekil 5. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir, 1. kuyu: GFP genine
ait PCR {irtini)

GFP Geninin ve pPICZaB Vektor DNA’nin Kesilmesi ve Goriintiilenmesi

PCR sonucu elde edilen GFP geni saflagtirilarak EcoRI ve Kpnl enzimleri ile kesildi.
Vektor DNA’da ayni1 enzimlerle kesildi. Elde edilen iiriinler, agaroz jele yiiklenerek 80 V’de
45 dakika yiritiildi ve goriintiilendi (Sekil 6). Goriintiileme sonrasi vektor DNAnin kesildigi

dogrulandi.

Sekil 6. Kesilmis vektor DNAnin agaroz jel elektroforez goriintiisii (1. ve 2. kuyular: sirasiyla;
kesilmemis pPICZoB ve kesilmis pPICZaB)
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E. coli TOP10 Hiicrelerinin Transformasyonu

Gen ve vektor DNA’nin kesim isleminin ardindan yapilan ligasyon reaksiyonu sonrasi
elde edilen iiriin, kompetent E. coli TOP10 hiicrelerine transfer edildi. Transformasyon sonrasi
LS-LB zeosin agar besiyerine yayilan hiicreler, 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildi ve
kolonilerin gelisimi gozlendi (Sekil 7).

Sekil 7. LS-LB zeosin agarda inkiibasyon sonrasi gelisen koloniler
Geni Tasiyan Dogru Transformantlarin Koloni PCR ile Se¢imi

Transformasyon sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerden 15 tanesi ile gene spesifik
primerler kullanilarak koloni PCR yapildi. Reaksiyon sonucu elde edilen iriinler, agaroz jel
elektroforezinde 80 V’de 30 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi (Sekil 8).

Sekil 8. Koloni PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir, 1.-15. kuyular:
sirasiyla; 1’den 15°¢ kadar segilen kolonilere ait PCR iiriinleri)

Elde edilen PCR sonucuna gore segilen 7, 10, 12, 14 ve 15 numarali koloniler ile vektor
DNA’ya ait primerler kullanilarak PCR yapildi. PCR sonrasi iirlinler agaroz jele yiiklendi,
80V’de 45 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi. Gorilintilleme sonucu beklendigi gibi 1291 bg
uzunlugunda bant goriildii (Sekil 9). Boylece segilen biitiin kolonilerin muhtemel rekombinant

vektori tasidig tespit edildi.
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elektroforez goriintiisii (M: Markir, 1.-5. kuyular: sirasiyla; 7., 10., 12., 14. ve 15. kolonilere ait

Sekil 9. Vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak yapilan koloni PCR firiinlerinin agaroz jel
PCR firiinleri)

.

Sekans Analizi Ile Dogrulanmasi

orin

Muhtemel Rekombinant Vekt

Yapilan klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek i¢in 7. koloniyi olusturan hiicreler 10

mL LB sivi besiyerine transfer edilerek ¢ogaltildi. Cogalan bakteri hiicrelerinden plazmit
goriildii (Sekil 10 ve Sekil 11). pPICZaB-GFP olarak adlandirilan rekombinant vektoriin sekli

ile blastlandiginda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) benzerliklerin %100 oldugu
Sekil 12°de verildi.

saflastirildi. Saflastirilan plazmite ait niikleotid sekansi, vektore ait forward ve revers primerler

~
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Graphics

Strand

Identities

Score

Sequence ID: Query_17309 Length: 1524 Number of Matches: 1

Range 1: 329 to 1042

Gaps

Expect

Plus/Plus

0/714(0%)

714/714(100%)

1319 bits(714)
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Sekil 10. Vektor DNA’ya ait forward primer ile gergeklestirilen sekans analizi ile kodon
Sbjct: Kodon optimize niikleotid dizisi)



Sequence |D: Query_23135 Length: 1544 Number of Matches: 1

Range 1: 167 bto 880 Graphics

Score Exp Tolentities Eaps Strand
13192 birs{714) 0.0 714/714{100%} 0/71400% ) Plus/Minus
Query 1 TaTCTAAAGGET GAAGAAT TGT TCACTGGTGT TGTTCCAATTTTGGT TGAAT TGGATGGT &8
) |||||||||||||||||||||||| TELDTERN e rrnnrnl
Sbict 2ER TaAAGGT GaAGAAT TGTTCACTGOTGT TGTTCCAATTTTGGT TGAAT TGRATGET -
Query &l GATGTTAATGaT CAAAAATTCTCTGTTTETRGTGAGRG TGAAGOLT GATAGCAACATACGGT 124
) FELLIERLE e e e e e e e e e e el
Sbjct BX8 GATGTTAATGET AATTCTCTGTTTE TG TGAGEG TOALGH T OATGCAACATACGOT 7Bl
Query 121 @ AMATTGACCT TGARAT TTATTTGCACTACTGGTAAGT TRCECTGTTCCATGGCCAACATTG  1E4G
3 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 111
Sbjct 7eE  AAATTGACCT TaAaAT TTAT T TaCACTACTRGTAAGT TR CTGT TCCATRACCAACATTG JEl
RQuery 181 TTaACTACTTTCTCTTATGAGTGT TCAATACTTT TCTAGAT ACCCAGATCATATGAAAT AG 24a
3 . PLLELLEL L e e p e et ettt
Sbjct Jag TTACTACTTTCTICT TATGGTGT TCAATGC TTTTCTAGAT ACCCAGATCATATGAAAT AG ed1
RQueary 241 CATRACTTTTTCAAGTCTGCCAT G CEGAAGGT TATGT TCAGGALAG ATATTTTAL 3aa
3 PELLELELEL et e ettt
shict 48 CATGACTTTT TCAAGTCTOLCAT L COLAADOGT TATGT TCADGALADASNT TATTTTAC 5EL
Query 381 AAMAGATGACGGTAACTACASGA GLTEAAGT TAAGT TTGAAGGTGATACCTTGGTT  Je@
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct SER  AAAGATEACGETAACTAC ACGTGCTEAAGT TAAGT TTOAADGTOATACCTTOGTT 521
Quary 361 AATAGARATCGAGT TeAAAGGTATTIGATT TTAAAGAAGATOGGTAACATTTTGGGTCACAAS 424
) FELTOERLEEEE e e e e et et e e ettt
Sbict SZB  AATAGAATCGAGT MaAAAGGTATTGATT TTAAAGAAGATOGTAACATTTTGRGTCACAAS 461
Query 4321 @ ATGGAATACAACTATAACTCTCATAATGTTTACATCATGOCAGACAMACCAAAGAATGGT 4B8aQ
) FEETEERTE T e e e e et e et
Sbict d&8 ATGOEAATACAS TATAAC TCTCATAATGT TTACATCAT GO AGAC AAAT CAAAGAATGOT 441
Query 481 ATCAAAGT TAACTTCAAMATTAG CaTTAAAGATOGTTCTGTTCAAT TGREAGALD 544
3 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| .
Sbjct dae ST TCAASATT A CATTALAGATGGTTCTGT TCAAT TGRCAGAT 341
Query 541 CATTATCAACAAAATACTCCAATTOGTGATBGTCCTAGTTTTGT TGCCAGACAACCATTALD &84
3 PELLELEE e e n et e e b ettt
Sbjct 348 CATTATCAACAAAATAC TCCAATTaGTATAGTCCTATTTTaT TACCAGACAACCAT TAD 281
RQuery Bal TTGTCTACACAATCTGCCTTGTC TAAAGAT CCC AL GAAAAGAGAGATCACAT TCTTG eba
3 PLLLELELEL e et ettt |||||||||||||||||||||||||
sbjct 2B TTATCTACACAATCTGCCTTGTCTAAAGAT CC BETL TN SOAGATT TcrTi1a 221
Query &6l TTaRAGTTTGTTACAGCTOL TG TAT TACACATGGTATGOATGAAT TGT AL 714
3 LLLLELELEL LRt enentntl |||||||||||||||||||||||||||||
shict 228 TTaeAGTTTGTTACAGCTGCTOaTAT TACACATGGTATGATGAAT TRTACAAN 167

Sekil 11. Vektor DNA’ya ait reverse primer ile gerceklestirilen sekans

analizi ile kodon

optimize GFP genine ait niikleotid dizisinin blast sonucu (Query: Sorgulanan niikleotid dizisi

Sbjct: Kodon optimize niikleotid dizisi)

(1) BgltI

(3863) PspFL
(3859) BseYI

(3728} BssSal

(3555) Pdl

(3466) MIul

(3292) Eco32I
(3258) Ecol47I*
(3250) KAI
(3207) Adel

{3130) Fsel

{3017) CsiI - SexAI*. |
{2968) SgrAl

(2944) Smal

£2942) TspMI - Xmal
(2900) AatIl

(2898) Zral

(2890) MauBI - Ptel

(2427) BtgzI
(2368) BamHI

(2219) PF2311

Sekil 12. pPICZaB-GFP vektorii

pPICZaB-GFP
4284 bp

AleI - Rsel (76)

BmrlI (178)
Eco53kI (208)
BanIl - Sacl (208)

MssI (413)

Bpul102I (533)

Mphl103I (677)
BstXI - XemI (706}

HindIII (872)
Bsp1191 (933}
BStAPI (995)

—— AanI (1136)
T BsrDI (1155)
PstI (1210)

EcoRI (1212)

NdeI (1447)

BsaAl - Eco72I (1542)

KsSpAI (1706)

Ac65I (1932)
KpnI (1936)
PspXI (1937)
Sacll (1946)

NotI (1949)

Sall (2005)

BshTI (2087)
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P. pastoris Hiicrelerinin Transformasyonu ve Dogru Transformantlarin Tespiti

P. pastoris X-33 ve genomunda pGKBa-PME rekombinant vektoriinii tasiyan P.
pastoris hiicrelerinin (pGKBa-PME/X-33) transformasyonu igin, saf olarak elde edilen
pPICZaB-GFP, ve pPICZaA-Azu, Mssl (Pmel) enzimi kullanilarak kesildi ve elde edilen lineer
DNA’lar LiCl metodu ile P. pastoris X-33 ve pGKBa-PME/X-33 hiicrelerine transfer edildi.
Transformasyon isleminden 4 saat sonra hiicreler 100 pg/mL zeosin iceren YPD agar plaklara

yayildi. 48 saatlik inkiibasyondan sonra kolonilerin gelisimi gozlendi (Sekil 13).

Sekil 13. Transformasyon sonrasi gelisen maya kolonilerinin goriintiisii (A: pPICZaB-GFP, B:
pGKBa-PME+pPICZaB-GFP, C: pGKBoa-PME+ pPICZaA-Azu ile transforme edilen
hiicreler)

P. pastoris Hiicrelerinin Secilimi ve gDNA izolasyonu

pPICZaB-GFP ile transforme edilen ve pGKBa-PME/X-33 hiicrelerine ait rastgele
segilen 7’ser koloni YPD-zeosin igeren plaklara transfer edildi. Biiyiiyen kolonilerden genomik
DNA izole edildi. Eliie edilen gDNA'lar agaroz jele yiiklenerek 60V’de 70 dakika yiiriitiildi.

Yiiriitme islemi sonrasi jel UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonlari

Izole edilen gDNA'lar kalip olarak kullamldigi, Tablo 16°daki karisim iceriginde ve
Tablo 17°de verilen reaksiyon sartlarinda ¢apraz PCR gergeklestirildi. PCR sonunda elde edilen
tirinler, agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi. Goriintiileme sonucunda kolonilerde beklenen

boyutta bant (1088bg) goriildii (Sekil 14 ve Sekil 15).

42



3000 b¢—>»

2000 b¢—>

1500 bg—» _
1200 bg¢—> . ¢
1000b§—> W WS E v e —

500 bg—>

Sekil 14. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M:Markir, K: Kontrol (pPICZoB-
GFP vektorii), 1.-7. kuyular: sirasiyla; pPICZaB-GFP rekombinant vektori ile transforme
edilen 1-7 no’lu kolonilerine ait gDNA'lar ile gerceklestirilen PCR iiriinleri)

3000 be—>

2000 b¢—>
1500 b¢—>

1200 b¢—>
1000 be—> - W W e W

500 b —»>

Sekil 15. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir, K: Kontrol (pPICZoB-
GFP vektorii) 1.-7. kuyular: sirasiyla; pPICZaB-GFP ile transforme edilen 1.-7 no’lu pGKBa-
PME/X-33 kolonilerine ait gDNA'lar ile gergeklestirilen PCR {iriinleri)

Elde edilen ¢apraz PCR sonrasi ikinci bir dogrulama i¢in gDNA’lar kalip olarak
kullanilarak, gen (GFP) primerleriyle PCR gerceklestirildi. PCR sonrasi elde edilen {irtinler
agaroz jele yiiklendi ve yiiriitillerek UV goriintiileme cihazinda goriintiisii alindi. Goriintiileme
sonrasi beklenen yerde bant (731bg) goriildii (Sekil 16 ve Sekil 17).
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Sekil 16. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir, K: Kontrol sentetik
DNA (GFP), 1.ve 7. kuyular: sirasiyla; pPICZaB-GFP ile transforme edilen P. pastoris X-33
1.-7. no'lu kolonilere ait gDNA’lar ile gergeklestirilen PCR iiriinleri)

Sekil 17. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (K: Kontrol sentetik DNA (GFP),
M: Markir, 1. ve 7. kuyular: sirasiyla; pPICZaB-GFP ile transforme edilen PGKBa-PME/X-33
1.-7. no'lu kolonilere ait gDNA’lar ile gergeklestirilen PCR iiriinleri)

pPICZaA-Azu ile transforme edilen PGKBo-PME/X-33 hiicrelerinin olusturdugu
antibiyotige dayanikli kolonilerden rastgele 5 tanesi secilerek vektore ait primerler ile koloni
PCR yapildi. PCR sonrasi liriinler agaroz jele yliklendi. 60 V’de 90 dakika yiiriitiildii ve UV
goriintiileme cihazinda goriintiilendi. Goriintiileme sonrasi beklenen yerde (964 bg) bant

goriildii (Sekil 18).
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3000 bg

2000 be

1500 be

1200 be 964 bg

1000 b¢ —
500 be

Sekil 18. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir, 1.-5. kuyular: sirasiyla;
8., 10., 17., 24. ve 38. numarali pPICZaA-Azu ile transforme edilen pGKBa-PME/X-33
kolonilerine ait PCR iiriinleri, K: Kontrol (pPICZaA-Azu vektorii))

Yapilan PCR ve goriintiilemeler sonucu genomlarinda pPICZaB-GFP DNA’sin1 tagtyan
P. pastoris X-33 hiicreleri, “pPICZaB-GFP/X-33”, genomlarinda pPICZaB-GFP ve pGKBo-
PME DNA’sim1 tasiyan P. pastoris hiicreleri “pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33,
genomlarinda pPICZaA-Azu ve pGKBa-PME DNA’sin1 tasiyan P. pastoris hiicreleri ise
“pGKBa-PME+pPICZaA-Azu/X-33” olarak adlandirildi.

Maya Transformantlarinin Antibiyotik ile Se¢ilimi

PCR sonrasinda genomlarinda rekombinant vektorleri tasidigi belirlenen her ti¢ hiicre
tipi (pPICZaB-GFP/X-33, pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 ve pGKBaPME+pPICZaA-
Azu/X-33) antibiyotige direngli transformantlarin tespiti i¢in Img/L ve 2mg/L zeosin
antibiyotigi igeren YPD agara transfer edildi. inkiibasyona birakilan mayalarm 72. saatte
antibiyotikli ortamda gelisimleri gozlendi (Sekil 19). Bu asamada farkli pPICZaB-GFP/X-33
kolonilerinin isimleri sirastyla G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7 ve pGKBa-PME+pPICZaB-
GFP/X-33 kolonilerinin isimleri ise sirasiyla PG1, PG2, PG3, PG4, PG5, PG6, PG7 olarak
kisaltildi.

45



Sekil 19. inkiibasyon sonrasi gelisen mayalar (A ve B: G1-G7: pPICZaB-GFP/X-33 1.-7.
koloniler PG1-PG7: pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 1.-7. koloniler, C: pGKBao-
PME+pPICZaA-Azu/X-33 kolonileri)

SDS PAGE Analizi

G2, G3 ve G4 hiicreleri rekombinant protein {liretim kapasitelerinin karsilastirilmasi i¢in
SDS-PAGE analizi yapildi. Uretim besiyerinde 120 saat boyunca inkiibasyona birakild:.
Inkiibasyon sonrasi elde edilen kiiltiir sivilar1 konsantre edilerek SDS-PAGE analizi icin esit
miktarda jele yiiklendi. SDS-PAGE elektroforezinde yiiriitiilen 6rnekler, Coomassie brilliant
blue G-250 ile boyanarak goriintiilendi (Sekil 20). Goriintiiye bakildiginda 6zellikle 120 saatlik
inkiibasyon sonrasi G3 kolonisinin diger kolonilere goére rekombinant proteinini kiiltiir

ortamina daha fazla salgiladigi goriildii.

Sekil 20. Ekstraselliiler rekombinant proteinin SDS-PAGE analizi (K: Kontrol (pPICZaA/X-
33) 2, 3 ve 4. kuyular: sirastyla; pPICZaB-GFP/X-33 2., 3. ve 4. koloni, M: Markir)
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Kiiciik Olcekli Rekombinant Protein Uretimi

Coommassie brillant blue G-250 ile boyanarak sonuglari alinan ve genomunda
pPICZoB-GFP vektoriinii tasiyan 3. koloniyi olusturan maya hiicreleri (G3) ile rekombinant
GFP’nin floresan yogunlugunu belirlemek icin kiiciik 6lgekli iiretimi yapildi. Uretim 144 saat
boyunca devam etti. Kontrol olarak pPICZaB vektoriinii igeren hiicrelerle iiretim yapildi.
Inkiibasyon sirasinda kiiltiir ortamlarina 24 saatte bir %0,5 saf metanol ilave edildi ve her 24
saatte bir ornek toplandi. Konsantre edilen kiiltiir sivilart %30’luk glikoz-fosfat tamponuyla
kanistirilarak saatlere géore GFP floresan yogunlugu, floresan spektrofotometrede olgiilerek
belirlendi (Sekil 21 A). Daha sonra konsantre kiiltiir sivilar1 esit miktarlarda jele yiiklenerek
SDS-PAGE elektroforezinde yiiriitiildii. Jel, glimiis boyama yapilarak goriintiilendi (Sekil 21
B).
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Sekil 21. Rekombinant GFP {iretimi (A: Farkli inkiibasyon siirelerine ait GFP floresan
yogunlugu, B: Giimiis boyama sonrasi jel goriintiisii, (M: Markir, K: Kontrol (pPICZaB/X-33),
1.ve 4. kuyular: sirasiyla; 72., 96., 120., 144. saatte toplanip konsantre edilen kiiltiir sivilari, C:

logMKk/Rf grafigi)

Floresan spektrofotometrede GFP floresan yogunlugunun belirlenmesi ve SDS-PAGE

ile jelin glimiis boyanarak goriintiilemesi sonucunda rekombinant proteinin en iyi salgilandigi

saatin 120. saat oldugu belirlendi. Giimiis boyanan jel fotografi kullanilarak standart proteinin
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Rf degeri hesaplandi ve logMK-Rf standart grafigi ¢izildi (Sekil 21 C). Grafik ¢izildikten sonra
proteinin Rf degerleri de hesaplandi. Rekombinant GFP’nin molekiil kiitlesinin yaklagik 33 kDa
oldugu belirlendi (Sekil 21 C).

Pektin iceren Ortamda P. pastoris ikili Promotor Sistemi Tarafindan GFP Uretimi

Pcap kontroliinde PME, Paox kontroliinde GFP ile transforme edilen PG1 hiicreleri ile
%0,4 ve %0,6 pektin igeren ortamda 240 saat boyunca rekombinant GFP iiretimi yapildi.
Uretim ortamina pektin ilavesinden 10 saat sonra toplanan hiicreler parcalanarak hazirlanan
lizatta Alcohol oxidase rabbit polyclonal antibody ve goriintiileme igin HRP bagli Goat Anti-
Rabbit 1gG ile western blot analizi yapildi. Membran kemiliiminesans olarak goriintiilendi ve
beklenen yerde (74 kDa) proteine ait bantlar goriildii (Van Der Klei vd 1991) (Sekil 22).

100 kDa
70 kDa

55 kDa

40 kDa

Sekil 22. Western blot analiz sonucu (M: Markir, K: Kontrol, 1.-2. kuyular: sirasiyla; %0,4 ve
%0,6 pektin igeren ortamdan alinan hiicrelere ait lizat 6rnekleri)

GC-MS Analiziyle Metanol Varhgmn Belirlenmesi

Kendinden indiiklenebilir sistem ile rekombinant GFP ekspresyonu i¢in %0,4 ve %0,6
pektin iceren ortamda gergeklestirilen inkiibasyonun 120. ve 240. saatinde alman kiiltiir
stvilarinda GC-MS analizi ile metanol varligi belirlendi. Elde edilen 120. saatteki grafiksel ve
tablosal sonuglar Sekil 23’te ve 240. saatteki grafiksel ve tablosal sonuglar ise Sekil 24’te
verildi.
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C:\GCMSsolution\Data\2021\Methanol SPME\2021061710,4 % Pectin-PGl.qgd

w0k (CAS) 206873100

C:\GCMSsolution\Data\2021\Methanol SPME\202106170,6 % Pectin-PGl.qzd

ol (CAS) 207131 00

T INTICHL00

120. saat PG1 %0,4 pektin 2.068 1.985 2.180 142002

120. saat PG1 %0,6 pektin 2.071 1.980 2.165 75179

Sekil 23. GC-MS sonuglari (A: 120. saatte alinan %0,4 pektin igceren kiiltiir stvisi, B: 120. Saatte
alian %0,6 pektin iceren kiiltiir sivisi, C: Grafiksel sonuglarin tabloda gdsterimi)
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[2db,0

nd (CAS) 20583100

M . h TIC*100

T T
Lo 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 120
ntin

B

200,000

C:\GCMSsolution\Date\ 2021\ Methanol SPME\2021062210,6 % Pectin-PGl.qed

T ARl ol 203 31,00

L TIC*1.00

L e B B L e LA LA LA L LA LA LA RS AR LA LA LAY LARAE LAY AL R ARLY LARLE LA

C min.
240. saat PG1 %0.4 pektin 2.055 1.935 2.140 16424
240. saat PG1 %0,6 pektin 2.036 1.935 2.160 17113

Sekil 24. GC-MS sonuglari (A: 240. saatte alinan %0,4 pektin igceren kiiltiir stvisi, B: 240. Saatte
alian %0,6 pektin iceren kiiltiir sivisi, C: Grafiksel sonuglarin tabloda gdsterimi)

GFP Floresan Yogunlugunun Belirlenmesi ve SDS-PAGE Analizi

Kendinden indiiklenebilir sistem ile rekombinant GFP ekspresyonu i¢in %0,4 ve %0,6
pektin iceren ortamda gergeklestirilen inkiibasyonun 120., 168. ve 240. saatte alinan kiiltiir
stvilarinda GFP floresan yogunlugunu belirlemek igin floresan spektrofotometrede 6lgiim
yapildi ve ayn1 drneklerle SDS-PAGE analizi yapilarak giimiis boyama ile goriintiilendi (Sekil
25 A ve Sekil 25 B).
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Floresan yogunluk

120H 168H 240H 120H 168H 240H

20,4 90,6
Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 25. Kendinden indiiklenebilir sistem ile rekombinant GFP tiretimi (A: 120., 168. ve 240.
saatlerde alinan %0,4 ve %0,6 pektin igeren kiiltiir stvilarininda GFP floresan yogunlugu, B:
Glmiis boyama sonrasi jel goriintiisii, (K: Kontrol (%0,5 metanolle indiiklenen PG1), M:
Markir, 1, 3, 5. kuyular: sirasiyla; %0,4 pektin iceren 120., 168. ve 240. saatte alinan kiiltiir
swvilart, 2, 4, 6. kuyular: sirasiyla; %0,6 pektin i¢eren 120., 168., 240. saatte alinan kiiltiir
stvilar)

Pektin Iceren Ortamda P. pastoris ikili Promotor Sistemi Tarafindan Azurin Uretimi

Peap kontroliinde PME, Paox kontroliinde azurin ile transforme edilen hiicreler ile %0,4
pektin igceren ortamda 240 saat boyunca rekombinant azurin iiretimi yapildi. 120., 168. ve 240.
saatte kiiltiir sivis1 6rnekleri toplandi. Western blot analizi sonrasi proteine ait bantlar goriildi
(Sekil 26).
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Sekil 26. Rekombinant azurin proteinin western blot analiz sonucu (M: Markir, 1.-3. kuyular:
strastyla; 120. saat, 168. saat ve 240. saatteki %0,4 pektin iceren konsantre kiiltiir sivilar1 K:
Kontrol (%0,5 metanolle indiiklenen pGKBa-PME+pPICZaA-Azu/X-33 120. saatte alinan

kiiltlir s1visi)
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TARTISMA ve SONUC

Biyomolekiillerin kaynagindan bagka bir organizmada iiretimi, istenen iriiniin
tiretiminden sorumlu hedef genin klonlanmasiyla gergeklestirilen rekombinant DNA
teknolojisinde, uygun vektor DNA’ya c¢esitli kaynaklardan arzu edilen bir gen dizisine sahip
DNA pargalarmin eklenmesini igerir (Nielsen ve Villadsen 1994). Rekombinant DNA, farkli
kaynaklardan elde edilen genetik materyallerin genetik miihendisligi metotlar1 ile bir araya
getirilmesi sonucu meydana gelen, biyolojik organizmalarda dogal olarak bulunmayan DNA
molekiiliidiir. Elde edilen rekombinant DNA’nin bir konakg¢1 hiicrede ekspresyonu sonucu
iiretilen protein ise rekombinant (heterolog) protein olarak adlandirilmaktadir (Karaoglan

2012).

Proteinlerin dogal kaynaklardan elde edilmesinin zorluklar1 ve dezavantajlarindan
dolay1 daha gilivenilir ve uygun maliyetli bir alternatif olarak rekombinant protein iiretimi
gelistirilmistir (Lai vd 2019). Elde edilen rekombinant proteinler; farmasdétikler, teshis, gida,
deterjanlar, biyoyakitlar, tekstil, polimerler, kagit ve kagit hamuru dahil olmak tizere endiistri
alaninda ¢ok ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir. Biyofarmasoétik protein komplekslerinden
endiistriyel enzimlere kadar rekombinant proteinler i¢in pazar, istikrarl bir sekilde biiylimekte
ve biyofarmasdtik pazarinin 2019 yili sonunda %10,6 bilesik yillik biliylime oraniyla 386,7
milyar dolara ulasmasi beklenmistir. Endiistriyel enzim pazarinin ise %4,7 bilesik yillik
bliylime oraniyla 2021 yilinda 6,3 milyar dolara ulasacagi tahmin edilmektedir. Yiiksek talep
ve siirekli pazar genislemesi, hem yeni proteinlerin lretilmesini saglamak hem de mevcut
stireclerin liretim maliyetlerini azaltmak i¢in protein iiretim platformlarini iyilestirmeye yonelik

tesvikler saglamaktadir (Garcia-Ortega vd 2019).

Rekombinant protein iiretimi i¢in uygun hiicre se¢cimi ¢ok Onemlidir ve biyoproses
tasarimimnin baslangicinda ele alinmasi gereken en zorlu ve kritik adimlardan biridir. Genel
olarak bakteriler, glikozile edilmis veya kapsamli bir sekilde modifiye edilmis formda sentez
gerektirmeyen proteinler icin miikkemmel bir ekspresyon sistemi saglayarak hizli ve ucuz liretim
proseslerine izin verir (Garcia-Ortega vd 2019). Ancak, bakteriyel konakgilarin dogru bir
protein isleme yeteneginden yoksun oldugu ¢ogu durumda heterolog proteinlerin bakteri
hiicrelerinde inkliizyon cisimcikleri olusturdugu ve siklikla proteinlerin enzimatik

aktivitelerini/lic boyutlu yapilarini kaybetmelerine neden oldugu bilinir. Yanlis yapilarinin bir

54



sonucu olarak, in vitro ortamda dogru bir sekilde yeniden katlanmadiklar1 siirece bu tiir

proteinlerin insanlarda kullanimi miimkiin gériilmemektedir (Porro ve Mattanovich 2004).

Mayalar ilk olarak, 1981 yilinda S. cerevisiae’nin kullanilmasiyla bir rekombinant
protein platformu olarak gorildii. O zamandan beri, diger mayalar, yakin zamanda
Komagataella phaffii olarak yeniden simiflandirilan P. pastoris ve ayrica Hansenula
polymorpha veya Kluyveromyces lactis gibi diger mayalar dahil olmak iizere, bazi avantajlar
sunan alternatif hiicreler olarak gelistirildi. P. pastoris, genellikle giivenilir olarak taninan
(GRAS) bir organizma olarak tanimlanir ve su anda heterolog proteinlerin iiretimi i¢in en etkili
ve ¢ok yonlii sistemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu metilotrofik organizma, 1985
yilinda bir konakgi sistem olarak gelistirilmistir. Halihazirda P. pastoris sisteminde 5000'den
fazla rekombinant protein ifade edilmistir. Olumlu 6zelliklerinden dolayi, 300'in iizerinde
endiistriyel proses lisanslanmistir ve su anda piyasada P. pastoris'te iiretilen 70'ten fazla ticari
iriin bulunmaktadir. Bu iirlinlerin uygulama alanlar1 endiistriyel enzimlerden (nitrat rediiktaz),
hayvan yemi katki maddelerine (fitaz) ve biyofarmasdtik proteinlere kadar ¢ok genistir. Ayrica
iki biyofarmasétik iiriin (Kalbitor® ve Jetrea®), ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) ve Avrupa
Komisyonu tarafindan onaylanmistir ve 20'den fazla terapétik iiriin adayi halen klinik Giretim

stirecindedir (Garcia-Ortega vd 2019).

P. pastoris, AOX1 ve AOX2 olarak adlandirilan, alkol oksidaz proteinini kodlayan iki
gene sahiptir. Bu mikroorganizmada rekombinant protein ekspresyonu, AOX1 promotorii
(Paox1) kontroliinde gergeklesir. Bu promotoriin bilimsel ¢alismalarda siklikla kullanilan
promotér olmasinin sebebi, P. pastoris’te karakterize edilen ilk promotdr olmasi, karbon
kaynaklar1 tarafindan ¢ok siki bir sekilde diizenlenmesi ve ¢ok giliclii olmasidir. Paox:
kontroliinde ekspresyon yapabilen suslar, metanolii kullanarak gen indiiksiyonunu,
biyokiitlenin arttirilmasini ve protein iretiminin gergeklestirilmesini saglarlar (Looser vd
2014). Paox1, metanol tarafindan kuvvetli sekilde indiiklenirken gliserol, asetat, glikoz, ve
etanol gibi karbon kaynaklari tarafindan da baskilanmaktadir. Diger yandan, bu promotdr,
alanin, mannitol ve sorbitol ile baskilanmasa da indiiksiyon i¢in metanole ihtiyag
duyulmaktadir (Inan ve Meaghier 2001). Yani bu sistem tarafindan yiiksek seviyede
rekombinant protein tliretimi, AOX1 promotdriiniin metanol tarafindan indiiklenmesi sonucu
gerceklestirilebilmektedir. P. pastoris ekspresyon sisteminde ¢ogunlukla kullanilan Paoxi
haricinde Paox2, Ppas, Peapr, PicL1, Prip1, Prexs, PTer1, Ppeki Ve Pveri gibi indiiklenebilir
promotorler de bulunmaktadir. Bu promotorlerden biri olan PrLp1, Paoxi’e gore alternatif olarak
goriilmesine ragmen, indiiksiyon i¢in toksik ve yanici olan formaldehit veya metilamine gerek

duyulmaktadir. AOX1 promotoriiniin diger promotdrlere gore yaygin olarak kullanilmasinin
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sebebi ise heterolog genin yiiksek seviyede ekspresyonunu saglamasidir. Ornegin, yapilan bir
calismada ¢ farkli promotdr kontroliinde [-glukuronidazin ekspresyon seviyeleri
karsilagtiritlmis, Pypr1 kontroliindeki protein ekspresyon seviyesi, yapisal Pcap (Gliseraldehit-
3-fosfat dehidrogenaz) ve indiiklenebilir Paox1 kontroliindeki ekspresyon seviyesinden daha az
bulunmustur. En yliksek protein liretimi ise metanolde biiyiitiilen ve Paoxi arkasina yerlestirilen

geni tagtyan hiicrelerde gézlenmistir (Sears vd 1998).

Pektin, tiim bitkilerin hiicre duvarinda ve hiicreleri arasinda bulunan hiicre duvarinin en
onemli bilesenidir. D-galakturonik asit birimlerinin glikozidik baglarla birbirlerine
baglanmasiyla olusan pektin, dogrusal bir ana zincirden ve bu ana zincire glikozidik baglarla
baglanmis ramnoz molekiillerinden olusur (Giizel ve Akpmar 2017). Cesitli meyve ve
sebzelerden farkli yontemlerle elde edilen pektin, genel olarak jellesme 6zelligine gore iki ana
siifa ayrilir. Pektin molekiiliiniin galakturonik asit ana zincirindeki karboksil gruplarinin
%50’den fazlas1 metil grubuyla esterlesmis ise yiiksek metoksilli pektin, karboksil gruplarinin
%350’den az1 metil grubuyla esterlesmis ise diisiik metoksilli pektin olarak bilinir (Viseux vd
2005). Toplam galakturonik asit birimindeki esterlesmis karboksil gruplarinin toplam karboksil
gruplarina orani ise esterlesme (metoksillenme) derecesi olarak ifade edilir ve dogal yiiksek
esterli pektinler, en fazla %75 esterlesme derecesine sahiptir. Meyve ve sebzeler, yaygin olarak
pektik maddeler igerdiginden, pektik maddeleri pargalayan ve bitki patogenezinden sorumlu
olan pektinazlar i¢in 6nemli dogal substratlardir (Gummadi ve Panda 2003). Pektinolitik
enzimlerden biri olan pektin metilesteraz (PME) (Pektin pektilhidrolaz, EC 3.1.1.11), yiiksek
bitkilerde yaygin olarak bulunur ve metil ester gruplarini hidroliz ederek pektini de-esterifiye
eder. Boylece metanol agiga ¢ikararak yiiksek metoksilli pektinleri, pektatlar ve
poligalakturonik asitler gibi diisik metoksilli pektinlere donistliriir. Muhtemeldir ki,
Diinya’daki ana metanol kaynagi, bitki PME enzimi tarafindan gercgeklestirilen pektin de-

metilasyonudur (Fall ve Benson 1996; Hiive vd 2007).

Bu tez calismasinda P. pastoris ile rekombinant protein iiretiminde metanol
kullanilmadan Paoxi kontroliinde kendinden indiiklenebilir bir ekspresyon sisteminin
gelistirilmesi amaclanmistir. Bu dogrultuda, 6nceki ¢alismada elde edilen genomunda pGKBa-
PME vektoriinii tagiyan rekombinant P. pastoris hiicrelerine, bu tez kapsaminda elde edilen
pPICZoB-GFP ve Sensoy Giin (2019) tarafindan elde edilen pPICZaA-Azu vektor
DNA’larinin ayr1 ayri1 transfer edilmesi, pektin i¢eren besi ortaminda biiyiitiilen hiicrelerin Pcap
kontroliinde kiiltiir ortamina pektin metilesteraz (PME) salgilamasi, salgilanan PME’nin kiiltiir
ortamindaki pektinden metanol agiga ¢ikarmasi ve bu sayede Paoxi kontroliinde GFP veya

azurin ekspresyonu basariyla gergeklestirilmistir. Paox: tasiyan maya hiicrelerinde kendinden
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indiiklenebilir bir ekspresyon sistemi gelistirme asamasinda oncelikle kiiltiir ortamina PME
enzimini salgilayarak metanol agiga ¢ikaracak rekombinant maya hiicrelerine pPICZaB-GFP
veya pPICZaA-Azu transfer edildi. Literatiirde alfa faktor sinyal sekansini igeren ekspresyon
vektorleri kullanilarak P. pastoris’te bir¢ok rekombinant proteinin iretilip hiicre disina
salgilanmas1 saglanmistir. Ornegin; Unver (2014) ve Sensoy Giin (2019) yaptiklari
caligmalarda pPICZaA ekspresyon vektoriinii kullanarak P. pastoris hiicreleri ile Paoxi
kontroliinde sirasiyla, insan paraoksonaz 1 (PON1) ve azurin proteininin ekstraselliiler
tiretiminini  gergeklestirirken Acar (2020) ise elde ettigi pGKBa ekspresyon vektoriine
Pectobacterium chrysanthemi PME genini yerlestirmis ve P. pastoris hiicreleri ile Pcap

kontroliinde PME nin ekstraselliiler iiretimini gerceklestirmistir.

Bu tez calismasinda oOncelikle pPICZaB vektor DNA’sinda yer alan Paox’un
downstream bolgesine GFP geni yerlestirilerek bakteri hiicrelerinde klonlandi. Bunun igin,
kodon optimize GFP geni dizayn edilen primerler kullanilarak belirlenen sartlarda PCR ile
amplifiye edildi. Amplifikasyon sonrasi agaroz jele yiiklenen PCR {iriinii goriintiilendi (Sekil
5) ve GFP geni icin beklenen boyutta (731 bg) bant goriildii. PCR ile ¢ogaltilan GFP geni
saflastirild1 ve saf olarak elde edilen gen, EcORI ve Kpnl restriksiyon enzimleri ile kesildi.
Kesim reaksiyonu sonrasi elde edilen {iriiniin fenol/kloroform ile ekstraksiyonu yapildi. Ayni
enzimlerle kesilen vektor DNA (pPICZaB), CIAP ile muamele edildikten sonra agaroz jeline
yiiklenerek yiiriitiildii ve goriintiilendi. Vektor DNA’nin lineer formu, kapali formundan daha
yavag yuriidiigi i¢in kesilen vektor DNA’ya ait bant daha yukarida goriildii ve boylece vektor
DNA’nin kesildigi teyit edildi (Sekil 6). Kesim islemi sonrasinda vektor DNA’nin jelden
ekstraksiyonu yapilarak saflastirildi. Kesilen ve ligasyona hazir hale getirilen vektor DNA
(pPICZaB) ile GFP niikleotid sekansi, T4 DNA ligaz kullanilarak birlestirildi. Ligasyon islemi
sonrasi elde edilen {iriin, kompetent E. coli TOP10 hiicrelerine transfer edildi. Elde edilen
transformantlar LS-LB zeosin agar besiyerine transfer edilip inkiibasyon sonrasi zeosin
antibiyotigine direncli olan kolonilerin gelisimi gozlendi (Sekil 7). Bakteri kolonilerinden 15
tanesi secilerek GFP genine ait primerler kullanilarak PCR yapildi. PCR sonrasi liriinler, agaroz
jele yliklenerek yiirtitiildii ve goriintiilendi (Sekil 8). Elde edilen sonuglara gore, beklenen yerde
bant veren (731 bg) ve geni tasidigi tespit edilen kolonilerden 5 tanesi segilip bu koloniler ile
vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak PCR yapildi. PCR iiriinleri agaroz jele yliklenerek
yiriitildiic ve beklenen boyutta (1291 bg) bant gorildii (Sekil 9). Klonlama isleminin
dogrulugunu kontrol etmek i¢cin LB sivi besiyerinde biiyiitiilen bir koloniden plazmit izole
edildi. Daha sonra vektore yerlestirilen genin ¢ift yonlii niikleotid dizilemesi yaptirildi. Elde

edilen dizileme sonucu ile kodon optimize GFP geninin niikleotid dizisi blastlandiginda, her iki
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niikleotid dizisi arasinda %100 benzerlik goriildii (Sekil 10 ve Sekil 11). Boylelikle, pPICZaB-
GFP elde edilmis oldu (Sekil 12).

Transformasyon terimi ilk olarak Griffith tarafindan tanimlanmistir. Transformasyon
hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda DNA alimini tanimlamak igin kullanilan bir terimdir.
Griffith transformasyon terimini tanimladiktan sonra, ¢esitli mantar ve bir¢ok organizmada
genetik transformasyon fiizerinde calisilmistir (Gietz ve Woods 2001). Fungal genetik
transformasyonda kullanilan ¢ok fazla metot bulunmaktadir. Bunlar, elektroporasyon,
biyolistik (partikiil bombardimani veya gen tabancasi teknigi), cam boncuklarla ¢alkalama, sok
dalgalar1, sferoplast ve lityum (LiAc; lityum asetat, LiCl; lityum kloriir) yontemidir (Griffith
1966; Gietz ve Woods 2001; Kawai vd 2010). Bu yontemlerden biriyle lineer (dogrusal) hale
getirilen DNA’nin hiicrelere transfer edilmesi sonucu genomda homoloji gosteren bolgeler
arasinda gerceklesen homolog rekombinasyon yoluyla P. pastoris'in kalici transformantlar
olusturulabilir (Cregg vd 1989; Invitrogen 2012). AOX promotdriine gen ekleme islemi, vektor
tizerindeki lokus ve AOX1 bolgesi arasindaki tek bir caprazlama olayindan kaynaklanir. P,
pastoris transformasyonunda LiAc ise yaramadigi igin transformasyon isleminin LiCl
kullanilarak yapilmas1 gerekmektedir (Invitrogen 2012). Bu bilgiler 1s18inda, bu tez
calismasinda elde edilen pPICZaB-GFP ve o6nceki ¢calismada elde edilen pPICZaA-Azu vektor
DNA’lar1, Mssl (Pmel) enzimi ile AOX1 promotdr bolgesinden kesilerek lineer hale getirildi.
Lineer pPICZaB-GFP ve pPICZaA-Azu vektor DNA’lar1, LiCl metodu kullanilarak maya
hiicrelerine transfer edildi. Transformasyon isleminde ilk olarak pPICZaB-GFP, P. pastoris X-
33 hiicrelerine transfer edildi. Daha sonra, dnceki ¢alismada pGKBa-PME ile transforme edilen
maya hiicrelerine pPICZaB-GFP ve pPICZaA-Azu ayr ayri transfer edildi. Bu islemde secilim
icin zeosin antibiyotik diren¢ geni kullanildi. Transformasyon sonrasi elde edilen bu ¢ tip
transforme maya hiicrelerinden 100 pg/mL zeosin igeren YPD agar plaklara yayildi ve
gelisimleri  gbzlendi (Sekil 13). Gelisen kolonilerden pPICZaB-GFP ve pGKBa-
PME+pPICZaB-GFP vektor DNA’lar tasidigi diisliniilen maya kolonilerinden 7’ser tane
secilerek (1., 2., 3., 4., 5., 6., 7. koloniler) YPD zeosin agar besiyerine ekim yapildi. Gelisen
kolonilerden gDNA’lar izole edildi. gDNA'lar ile belirlenen sartlarda vektore ait forward
primer ve gene ait reverse primer kullanilarak ¢apraz PCR yapildi. PCR iiriinleri agaroz jele
yiiklenerek yiiriitiildii. Gorlintiilleme sonrasi elde edilen sonuglarda beklenen uzunlukta (1088
bg) bantlar goriildii (Sekil 14 ve Sekil 15). Ikinci bir dogrulama igin gDNA’lar ile gene ait
primerler kullanilarak PCR yapildi. PCR iiriinleri agaroz jele yiiklenerek yiiriitiildii.
Goriintillemede beklenen uzunlukta (731bg) bantlar goriildii (Sekil 16 ve Sekil 17). Boylece
secilen 7’ser koloninin hepsinin genomunda pPICZaB-GFP’nin varlig1 dogrulandi. Dogrulanan

kolonilerden pPICZaB-GFP tasiyan pPICZaB-GFP/X-33 hiicreleri, G1, G2, G3, G4, G5, G6
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ve G7 seklinde isimlendirirken pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 hiicreleri PG1, PG2, PG3,
PG4, PG5, PG6 ve PG7 olarak isimlendirildi. Antibiyotik direng testi, artan antibiyotik
konsantrasyonuna direng gosteren maya hiicrelerinin genomlarinda, hedef genin birden fazla
kopya sayisina sahip olduklarin1 gostermektedir. Bu nedenle yapilan testte yiiksek miktarda
rekombinant protein iiretimi gerceklestirmek i¢in fazla miktarda hedef genin kopya sayisina
sahip olan kolonilerin belirlenmesini saglar (Karaaslan 2017). Bu tez ¢alismasinda antibiyotik
direng testi yapmak i¢in PCR sonucu genomlarinda GFP genini tasidiklar1 belirlenen pPICZaB-
GFP/X-33 ve pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 transformantlarinin 7’ser tanesi ile elde
edilen kiiltiir stvilarinin 3’er pL'si, farkli konsantrasyonlarda (1 mg/mL ve 2 mg/mL) zeosin
iceren YPD agar plaklara damlatildi. 72 saatlik inkiibasyon sonrasi transformantlarin tiimii 1
mg/mL antibiyotik konsantrasyonuna diren¢ gosterirken, 2 mg/mL antibiyotik
konsantrasyonuna sadece G3 ve PGI1 kolonilerini olusturan hiicrelerin direngli gosterdigi
goriildii (Sekil 19). Elde edilen bu sonug, G3 ve PG1 kolonilerinin digerlerinden daha yiiksek
sayida hedef gen kopya sayisina sahip olduklarini diisiindiirdiigiinden, GFP {iiretimi i¢in bu
koloniler tercih edildi. Benzer sekilde, Athmaram vd (2012) tarafindan yapilan ¢alismada P.
pastoris’te heterolog hemaglutinin (HA) proteininin ekspresyon seviyeleri {izerine kopya
sayisinin etkisi arastirilmistir. Arastirmacilar, se¢im plaklarinda 0,25, 0,5 ve 0,75 mg/mL
konsantrasyonlarinda genetisin antibiyotigi igeren besiyerlerine ekilen P. pastoris
transformantlarinin gelisimini gézlemlemislerdir. Se¢im plaklarinda yetigen klonlarin, sirasiyla
diisiik, orta ve yiiksek kopyaya sahip oldugunu kabul etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada
rekombinant genin artan kopya sayilarin1 igeren Pichia klonlarmi genetisin direng testi ve
SYBR green kantitatif Real-Time PCR ile segmislerdir. Bu stratejiler ile transgenin en fazla
dort ila alt1 kopyasini igeren rekombinant transformantlar1 belirlemisler ve HA rekombinant
protein iiretimine ge¢mislerdir. Sonug olarak, rekombinant proteindeki ekspresyon seviyesinde
goriilen artisin, gen kopya sayisindaki artisla orantili oldugunu bildirmislerdir. Karaaslan
(2017) yaptign ¢alismada pHIL-S1-LeExpl ve pPIC9K-LeExpl plazmitlerini P. pastoris
hiicrelerine transfer etmis ve antibiyotik direng testi yapmistir. Bu testte, 4 mg/mL genetisin
konsantrasyonuna sahip plaklarda biiyiiyen maya kolonilerini, 0,5, 1 ve 2 mg/mL genetisin
konsantrasyonlarina sahip plaklarda gelisen maya kolonilerinden daha fazla gen kopya sayisi
icerdiginden dolay1 se¢mis ve bu konsantrasyona dayanan maya hiicreleri ile rekombinant

protein liretimini gerceklestirmistir.

Bu tez calismasinda ayrica, pGKBa-PME/X-33 hiicrelerine pPICZaA-Azu transfer
edildi. Transformasyon sonrasi segilen koloniler ile vektore ait primerler kullanilarak PCR
yapildi. PCR firiinleri agaroz jele yiiklendi ve goriintiilendi. Goriintiileme sonucu beklenen

uzunlukta (964 bg) bant goriilen (Sekil 18) kolonilerin, 1 mg/mL antibiyotik konsantrasyonuna
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direng gosterdigi goriildi (Sekil 19). pGKBa-PME+pPICZoA-Azu/X-33 kolonilerinden biri

iretim i¢in tercih edildi.

Metanol ile indiiklenebilir sistemde pPICZaB-GFP/X-33 hiicreleri ile rekombinant GFP
iiretimi i¢in 2., 3., 4. kolonileri olusturan hiicreler (G2, G3 ve G4) ve bos vektér (pPICZaB)
tastyan koloniyi olusturan hiicreler ile rekombinant protein tiretimi yapildi. Bu amagla ilk olarak
YPD agar besiyerinde 2 giin boyunca biiyiitilen mayalar BMGY 0n yetistirme besiyerine
inokiile edildi. 24 saat biiytitiilen hiicreler, %1 kazamino asit ve %1 sorbitol igeren BMMY

iiretim besiyerine inokiile edildi.

Endojen proteinleri minimal diizeyde salgilayan P. pastoris hiicreleri, rekombinant
proteinleri kiiltir ortamina yiliksek seviyelerde salgilayabilir (Macauley-Patrick vd 2005).
Ancak, kiiltiir ortaminda bu proteinlerin proteolitik bozunmasi kalici bir problem olarak
bilinmektedir (Zhou ve Zhang 2002). Bu durumu bertaraf etmede, proteaz eksikligi olan
suslarin kullanim1 veya proteinlerin bozunmasmi 6nlemek i¢in kiiltiir ortamina proteaz
inhibitorleri veya kazamino asit eklenmesi gibi ¢esitli oneriler sunulmustur (Goodrick vd 2001).
Ozellikle kiiltiir ortamlarina kazamino asit takviye edilerek proteolitik aktivitede azalmanin
saglanabilecegi ve ayrica bu takviyenin hiicre biiyiimesi i¢in nitrojen ve alternatif karbon
kaynagi oldugu bildirilmistir (Macauley-Patrick vd 2005; Mukaiyama vd 2009). Dolayisiyla,
kiiltiir ortamina salgilanan rekombinant proteinlerin proteolitik bozunmasinin dniine gecilmesi

amaciyla BMMY iiretim besiyerine %1 kazamino asit ilave edildi.

Pichia ile fermentasyonda hiicre gelisiminde gerekli olan karbon kaynaklar gliserol ve
sorbitol iken, proteinlerin ekspresyonunda kullanilanlar ise metanol ve metilamindir (Calik
2010). AOX promotdrii i¢in baskilayict olmayan karbon kaynagi olarak bilinen sorbitol, daha
yiiksek bir protein iiretimi ve biyokiitle verimi iiretebilir ( Xie vd 2005; Jungo vd 2007; Zhu vd
2013; Unver 2014). Thorpe vd (1999) ise gliserol-metanol ve sorbitol-metanol besleme
stratejilerini karsilagtirmis, her iki stratejiye ait {irlin miktarinda fark gozlemlememis ve
promotor baskilayict 6zelliginden dolayi gliserol yerine sorbitol-metanol besleme stratejisinin
kullanilabilecegini bildirmistir. Dolayisiyla, bu c¢alismada, yiliksek verimde rekombinant

protein elde etmek i¢in {iretim ortamina %1 sorbitol eklenmistir.

BMMY iiretim besiyerine hiicre inokiilasyonu sonras1 120 saate kadar tiretim yapildi ve
kiiltur ortamina her 24 saatte bir %0,5 metanol ilave edildi. Daha sonra 96. ve 120. saatte alinan
ornekler ile SDS-PAGE analizi yapildi. Poliakrilamid jele yiiklenerek yiiriitiillen o6rnekler,
Coomassie brilliant blue G-250 ile boyanarak goriintiilendi. Goriintiileme sonucu kontrolle
karsilagtirildiginda, en iyi ekstraselliiler GFP {iretim kapasitesine sahip olan koloninin G3

oldugu gozlendi. (Sekil 20). Aequorea victoria’den izole edilen GFP geninin, 238 amino asitlik
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bir proteini kodladig1 ve molekiil kiitlesinin yaklasik 27 kDa oldugu bildirilmistir (Niedenthal
vd 1996). Uretici firmanin (Invitrogen) bildirdigi iizere c-myc epitopu ve histidin kuyrugu (6X
His) rekombinant proteine 2,5 kDa ilave ettiginden geri kalan farkin rekombinant proteinin
glikozillenmis kismindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. P. pastoris’te rekombinant protein
iiretimi gergeklestirilen diger ¢calismalarda da iiretilen proteinlerin gercek molekiiler kiitlesinin
tizerinde bulunmasinin sebebi, hiicrelerin gergeklestirdigi glikozilasyon olayi ile agiklanmaistir.
Soyaslan (2010) yaptigi calismada insan eritropoietinini P. pastoris’te ekstraselliiler olarak
iretmis ve tiretim sonrasi proteinin 34-38,5 kDa yerine, 43-55 kDa araliginda molekiiler kiitleye
sahip oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde, Arruda vd (2016) yaptiklar1 ¢alismada 54 kDa
molekiiler kiitleye sahip Bacillus subtilis a-amylase proteinini P. pastoris’te ekstraselliiler

olarak iiretilen proteinin molekiiler kiitlesini 60 kDa civarinda bulmuslardir.

G3 kolonisini olusturan hiicreler ile kiiciik dlcekli {iretim yapildi. Uretim, 144 saate
kadar devam ettirildi. Kiiltiir ortamina her 24 saatte bir %0,5 metanol ilave edildi ve kiiltiir
stvilari toplandi. GFP floresan yogunluklari belirlendi (Sekil 21 A). Kiiltiir sivilarindan SDS-
PAGE analizi yapilarak jel, glimiis boyama ile goriintillendi (Sekil 21 B). Rekombinant
GFP’nin yaklasik 33 kDa molekiil kiitlesine sahip oldugu belirlendi (Sekil 21 C).

Yabani tip Aequorea victoria proteini, tiim GFP'lerin en karmasik spektrumuna sahiptir.
395 nm'deki tepe noktasi, 475 nm'deki kiigiik bir tepe noktasindan genlik olarak yaklasik ti¢ kat
daha yiiksek olan biiyiik bir uyarima sahiptir. Normal ¢6zeltide, 475 nm'de uyarma, 503 nm'de
maksimum emisyon piki vermesi gerekirken, 395 nm'de uyarma, 508 nm'de emisyon piki
verirken, (Tsien 1998). Ayrica, Patterson vd (1997) tarafindan yapilan ¢aligmada pH:6-10
arasindaki soliisyonda GFP’nin 15181 uyarma ve emisyon dalga boylarinin 490-650 nm oldugu
gosterilmistir. Bu verilere gore, bu tez ¢alismasinda her 24 saat sonunda toplanan kiiltiir
stvilarinin GFP floresan yogunlugu, 475-510 nm dalga boyunda (Ex: 475 nm, Em: 510 nm)
floresan spektrofotometrede 6lciildii. Olgiim sonucu elde edilen verilere gore, iiretilen GFP nin
her 24 saat sonrasinda siddetinin arttig1, en yiiksek siddetin 120. saatte oldugu ve 144. saatte
GFP floresan yogunluk siddetinin azaldig: goriildii (Sekil 21 A.). Diger yandan, yapilan SDS-
PAGE analizi ve giimiis boyama sonucu, bos vektor tasiyan hiicre (pPICZaB/X-33) kiiltiir
stvisinda proteine ait bant goriilmezken, 144. saate kadar artan yogunlukta proteine ait bantlar

ooriildii (Sekil 21 B).

Ikili promotdr kontroliinde kendinden indiiklenebilir sistem ile GFP iiretimi icin,
pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 hiicreleri (PG1) iiretim besiyerinde 1 gece inkiibasyona
birakildi. Daha sonra kiiltiir ortamina %0,4 ve %0,6 pektin eklenerek 240 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak PG1, %1 kazamino asit ve %1 sorbitol iceren BMMY
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besiyerinde inkiibasyona birakildi ve her 24 saatte bir %0,5 metanol ilave edildi. Hiicrelerin
tiretim besiyerlerinde inkiibasyonu sirasinda 10. saatte toplanan hiicre peletlerinden lizat
hazirland1. Hiicre lizatlar1 SDS-PAGE jelinde yiiriitiilerek western blot analizi yapildi. Analiz
sonucunda goriintiilenen membranda metanol ilave edilmeyen ve pektin igeren kiiltir
ortamindan alinan hiicreler ile metanol ilave edilen kiiltiir ortamindan alinan hiicrelerin
lizatlarinda AOX proteinine ait beklenen yerde bant (74 kDa) gozlendi (Sekil 22). Liu vd
(2012) yaptiklar1 galismada alkol oksidaz (AOX) iiretimini gelistirmek i¢in, pPIC9K-AOX
plazmitini P. pastoris GS115 susuna transfer ederck rekombinant P. pastoris sistemi
olusturmuslardir. Kiiltiir ortamindan topladiklar1 hiicre peletlerini parcalayarak western blot
analizi yapmislardir. Elde edilen rekombinant AOX’un yaklagik olarak 74 kDa molekiiler
kiitleye sahip oldugunu goérmiislerdir. Bu tez calismasinda elde edilen western blot analiz
sonucuna gore, metanol ilave edilmeksizin pektin igeren kiiltiir ortaminda biiyiitiilen hiicrelerde
AOX protein ekspresyonunun gozlenmesi, ortamda metanol varligina isaret etmektedir (Wang
vd 2017). Diger yandan, kiiltiir ortaminda metanol varligin1 belirlemek igin GC-MS analizi

yapildi.

Savary ve Nuiiez (2003) yaptiklari caligmada bitki hiicre duvari polisakkarit pektininde
esterler olarak bulunan metanol ve asetik asitin ayni anda belirlenmesi i¢in basit, hizli ve
dogrudan bir prosediir gelistirmislerdir. Esterlerin baz hidrolizi ve pektin numunelerinin
asitlestirilmesinden sonra, bir Carboxen-PDMS fiber diizenegi kullanarak Kkati fazli mikro
ekstraksiyon (SPME) yapmislardir. Metanol ve asetik asiti, GC-MS kullanilarak saptamiglardir.
Bruzzoniti vd (2014) ise yaptiklari ¢alismada iki gaz kromatografik yontem olan, HS—GC-MS
ve HS-GC-FID, gii¢ transformatorleri i¢indeki selillozun bozunmasinin belirtegleri olarak
mineral yalitkan yag numunelerinde metanol ve etanoliin belirlenmesi i¢in optimize etmis ve
karsilastirmiglardir. Gelistirilen her iki yontemin de, seliilozun termal bozunma seviyesinin yeni
belirtecleri olarak metanol ve etanoliin giivenilir bir sekilde tanimlanmasina izin verdigini
belirlemislerdir. Bu bilgiler 1s181inda, bu tez ¢alismasinda PG1 kolonisini olusturan hiicrelerin
%0,4 ve %0,6 pektin iceren ortamlarda 240 saat boyunca gerceklestirilen inkiibasyonu sirasinda
120. ve 240. saatte alinan kiiltiir sivilarinda metanol varligini belirlemek i¢in GC-MS analizi

yapildi. Analiz sonrasi kiiltiir ortamlarinda metanol varlig: belirlendi (Sekil 23 ve Sekil 24).

Protein stabilitesi, cevresel kosullardaki (pH ve sicaklik) degisiklikler veya organik
coziiciiler, tuzlar ve inert polimerler gibi diger ajanlara maruz kalma sirasinda yapisal
biitiinltiglin ve biyolojik fonksiyonun korunmasini ifade eder. GFP stabilitesini incelemek icin
Penna vd (2005) yaptiklar ¢alismada oda sicakliginda farkli konsantrasyonlarda ve degisen pH
degerlerinde sulu glikoz ¢o6zeltileri kullanmislardir. GFP’yi her biri 10 mM olan Tris-HCI (pH
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8.0); fosfat (pH:6.0 ve 7.0) ve asetat (pH:5.0) tamponlar1 ve tamponsuz su; pH:6.70 £+ 0.40
glikoz ¢ozeltileri (1,5-50%) i¢inde seyreltmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore, glikoz-fosfat
tamponunda ve %10-50 glikoz oraninda GFP stabilitesinin diger tamponlara oranla daha iyi
oldugunu gostermislerdir. Bu sonug¢ dikkate alindiginda, bu tez ¢alismasinda GFP floresan
yogunlugunu Ol¢mek i¢in konsantre kiltiir sivilari, %30’luk glikoz-fosfat tamponu ile
karistirilarak floresan spektrofotometrede 475-510 nm’de olgiildii (Sekil 25 A). Elde edilen
grafikte her saatte GFP floresan yogunlugunun oldugu ve pektin konsantrasyonuna gore
floresan yogunlugunun degistigi gézlendi. Daha sonra konsantre kiiltiir sivilar1 ile SDS-PAGE
analizi yapilarak jel giimiis boyama ile goriintiilendi. Jele yiiklenen 6rneklerle birlikte bulunan
pektinin veya pektinin PME ile de-esterifikasyonu sonucu olusan tiriinlerin uzaklastirilmasi i¢in
boyama oncesi jele yikama islemi yapildi. Pektinin viskozitesini etkileyen bazi faktorler vardir.
Bunlar, molekiil agirligi, esterlesme derecesi, elektrolitlerin varligi, pH ve sicakliktir. Asit,
pozitif yiiklii hidrojen iyonlar1 ile pektin molekiiliiniin negatif ylikiinii azaltir ve ii¢c boyutlu
seker-pektin jelini olusturur (Arslan 1994). (Herp vd 1967) yaptiklar1 ¢alismada L-askorbik asit
kullanarak polisakkaritlerin bazilarinin depolimerizasyonunu sagladigini gdstermiglerdir. 0,2
M fosfat tamponunda pH:7,3’te 30 °C’de 3,3 mM askorbik asit kullandiklarinda, %73
metilasyon derecesine sahip olan pektinin intrinsik viskozitesinde %56 oraninda azalma
oldugunu ifade etmislerdir. Bu bilgiler 1s181nda, yiiriitiilen jel giimiis boyama yapilmadan 6nce
pH:8’e ayarlanan 10 mM KH>POs tamponunda 45 dakika boyunca c¢alkalanarak yikandi.
Boylece, bazik ortamda negatif yiiklii hidroksit iyonlar1 ile pektin molekiiliiniin negatif
yiikiiniin arttirilmasi ve viskozitesinin disiiriilerek ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra, yikanan jel
glimiis boyama ile goriintiilendi (Sekil 25 B). Boyama sonrasi 120. ve 168. saatte bant
yogunluklarimin diisiik olmasi, jelin yikanmasindan dolay1 proteinlerin yikama tamponuna

geemis olabilecegini diislindiirdii.

Elde edilen kendinden indiiklenebilir ekspresyon sistemi ile GFP’nin {retildigi
gosterilirken, ayni sistem ile farkli bir proteinin de iiretildigini gostermek icin pGKBa-
PME+pPICZaA-Azu/X-33 hiicreleri ile tiretim gerceklestirildi. Hiicreler, bir gece iiretim
besiyerinde inkiibasyona birakild1 ve daha sonra iiretim besiyerine %0,4 pektin ilave edilerek
240 saate kadar inkiibasyona birakildi. Diger yandan, ayni1 hiicreler %1 kazaminoasit ve %1
sorbitol iceren BMMY besiyerinde de tiretime alindi. Kiiltiir ortamina her 24 saatte bir %0,5
metanol ilave edildi. Konsantre edilen kiiltiir sivilart SDS-PAGE jelinde yiiriitiildii. Jel, pH:8’e
ayarlanan KH2PO4 tamponunda 45 dakika boyunca calkalanarak yikandi. Yikanan jel
membrana blotlandi. Anti-azurin antikoru kullanilarak western blot analizi yapildi ve membran

kemiliiminesans olarak goriintiilendi. Kontrole kiyasla tek yerde bant veren azurin proteininin
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tretildigi gosterildi (Sekil 26). Western blot sonucunda bantlar arasi bosluklarin belli olmamasi

durumu, blotlama 6ncesi jelin yikanmasindan kaynakli oldugunu diisiindiirdii.

Elde edilen tiim sonuglara gore, ikili promotor sistemi kullanilarak ortama metanol ilave

etmeksizin gelistirilen kendinden indiiklenebilir bir heterolog protein ekspresyon sistemi ile

hem GFP hem de azurin proteininin tretilebildigi gosterilmis oldu.

Sonug¢ ve Oneriler

1.

Bu tez calismasinda rekombinant protein iiretiminde siklikla tercih edilen P.
pastoris hiicrelerinde, metanolle indiiklenebilir promotér (Paox) kontroliinde,
protein ekspresyonu i¢in kendinden indiiklenebilir bir ekspresyon sistemi
gelistirilmistir

pPICZaB vektoriine kodon optimize GFP geni yerlestirilerek pPICZaB-GFP elde
edilmistir.

pPICZaB-GFP, P. pastoris X-33 genomuna ve genomunda pGKBa-PME tasiyan
P. pastoris hiicrelerinin (pGKBa-PME/X-33) genomuna entegre edilmistir. Ayrica
pPICZaA-Azu da pGKBa-PME/X-33 hiicrelerinin genomuna entegre edilmistir.
Transformasyon islemleri sonunda pPICZaB-GFP/X-33, pPGKBa-PME+pPICZaB-
GFP/X-33 ve pGKBa-PME+pPICZaA-Azu/X-33 hiicreleri elde edilmistir.

%0,5 metanol indiiksiyonu ile pPICZaB-GFP/X-33 hiicreleri (G3 kolonisini
olusturan hiicreler) tarafindan ekstraselliiler GFP iiretimi, 120 saatlik inkiibasyon
sonunda gerceklestirilmistir.

Farkl1 miktarlarda (%0,4 ve %0,6) pektin igeren, metanol ilave edilmeyen kiiltiir
ortamlarinda biiyiitilen pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 hiicrelerinde AOX
protein ekpresyonu, western blot analizi ile gbzlenmistir.
pGKBa-PME+pPICZaB-GFP/X-33 hiicrelerinin farkli miktarlarda (%0,4 ve %0,6)
pektin iceren, metanol ilave edilmeyen kiiltiir ortamlarinda metanol varligi, GC-MS
analizi ile tespit edilmistir.

Farkli miktarlarda (%0,4 ve %0,6) pektin igeren, metanol ilave edilmeyen kiiltiir
ortamlarmdan 120., 168., ve 240. saat sonunda toplanan ornekler ile yapilan
floresan spektrofotometre olgiimii ve SDS-PAGE analizi ile pGKBao-
PME+pPICZaB-GFP/X-33 hiicreleri tarafindan ekstraselliler GFP iiretiminin
gerceklestirildigi goriilmiistiir.

%0,4 pektin iceren, metanol ilave edilmeyen kiiltiir ortamindan 120., 168., ve 240.

saat sonunda toplanan Ornekler ile yapilan western blot analizi ile pGKBa-
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10.

11.

12.

PME+pPICZaA-Azu/X-33  tarafindan  ekstraselliler azurin  iiretiminin
gerceklestirildigi goriilmiistiir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda oOnerilen kendinden indiiklenebilir P. pastoris
ekspresyon sistemi kullanilarak Paox kontroliinde ¢esitli proteinlerin ekstraselliiler
veya intraselliiler ekspresyonu gerceklestirilebilir.

Kendinden indiiklenebilir bu sistem ile protein iiretimi sirasinda kiiltiir ortamina saf
metanol ilave edilmesine gerek duyulmadigindan, ozellikle biiyiikk Olgekli
(fermentor) iliretim sirasinda metanoliin (uygun depolama gerektirir ve depolama
sirasinda yer kaplar) tedarik edilmesi ve dolayisiyla maliyeti sz konusu
olmayacaktir.

Bu sistem ile biiyiik dlcekli iiretim sirasinda yiliksek verimle protein eldesi i¢in

kullanilacak pektin miktar1 ve fermentasyon sartlar1 optimize edilmelidir.
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