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OZET

Pichia pastoris ALKOL OKSIDAZ (AOX1 ve AOX2) GENLERININ INAKTIF
EDILMESI VE ELDE EDILEN SUSUN REKOMBINANT PROTEIN
URETIMINDE KULLANILMASI

MERT KARAOGLAN
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Dog. Dr. Mehmet INAN

Haziran 2012, 86 sayfa

Pichia pastoris, biyoteknoloji, ila¢ endiistrisi ve akademik arastirmacilar
tarafindan rekombinant protein {iretimi i¢in ihtiya¢ duyulan bir ekspresyon sistemidir.
P. pastoris, bakteriler gibi, tek karbon kaynagi olarak metanol, glukoz, gliserol veya
etanol igeren ucuz besiyerlerinde hizla gelisme gosterebilmektedir. Ayrica, insanlar gibi,
Okaryotik bir organizmadir ve bdylece hiicre i¢i ortami Okaryotik proteinlerin
katlanmas1 bakterilere gore daha iyi olanak saglamaktadir. Buna ilaveten proteolitik
islemler, disilfit koprisi olusumu ve glikozilasyon gibi translasyon sonrasi

modifikasyonlar1 gerceklestirme yetenegine sahiptir.

P. pastoris’in genomunda alkol oksidaz geninin iki kopyasi bulunmaktadir.
AOX1 geni hiicrede alkol oksidaz aktivitesinin %85’inin regiilasyonundan sorumlu iken,
AOX2 geni alkol oksidaz aktivitesinin %15’inden sorumludur. Bu sebeple, rekombinant
protein iretiminde AOX1 promotoru daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Metanol
kullanim yeteneklerine gore 3 tip P. pastoris konuk¢u susu bulunmaktadir. Cogu sus
metanolde dogal tip oraninda gelisir (Mut’, metanol kullanimi pozitif fenotip). Diger
konukcu suslarin (Mut® ve Mut) bir veya iki AOX geni de silinmistir. Bazen AOX
genleri silinmis suslar, rekombinant protein iiretiminde dogal tip suslardan daha iyi
olabilmektedir. Ayrica bu suslar ekspresyon tetiklemesi i¢in daha az metanol
gerektirmektedir. Biiyiik 6l¢ekli fermentasyonlar i¢in az miktarda metanol gereksinimi,

Mut” susunu diger suslara gore avantajli kilmaktadir.



Calisma iki boliimden olusmaktadir. Ilk béliimii, P.pastoris’te AOX genlerinin
(AOX1 ve AOX2) inaktif edilmesidir. AOX1 ve AOX2 genleri, siras1 ile ADE1 ve HIS4
genlerinin entegrasyonu ile inaktif edilmistir. ADE1 ve HIS4, ayn1 zamanda segici
markirlardir. Bu boliimiin  sonucu olarak, P. pastoris MK321 (his4::PHIS4,
aox1::ADE1l), MK431 (adel::PADE1 aox2::HIS4) ve MK500 (aoxl::ADE1
aox2::HIS4) suslan elde edilmistir.

Ikinci boliimde, bu suslarn protein iiretimi iizerine ¢alisilmistir. EGFP
(Enhanced Green Fluorescent Protein) 'min hiicre disinda tiretimi igin suslara pPICZaA
vektorii kullanilarak model protein olan EGFP geni aktarilmistir. Ayrica, rekombinant
protein tiretiminde sik kullanilan, P. pastoris X33 ve KM71H ticari suslarina da ayni
gen aktarilmistir. Protein iireten X33, KM71H, MK321, MK431 ve MK500 suslarindan
tek kopya plazmid iceren klonlar Southern Blot teknigi ile se¢ilmis ve bu klonlarda

protein tretimleri karsilastiriimigtir.

Bu c¢alismada elde edilen P. pastoris MK500 susunun rekombinant protein
tiretimlerinde yaygin olarak kullanilan P. pastoris X33 susundan daha yiiksek spesifik
verimlilikle protein tiretme (FU/OD) yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. EGFP 'nin
hiicre disina salgilandig1 SDS-PAGE ve Western Blot teknikleri ile dogrulanmustir.

Sonug olarak, yeni gelistirilen konukgu sistem olan P. pastoris MKS500,
metanollii metabolize edememektedir ve bu yiizden metanole sadece tetikleyici olarak
ihtiyag duymaktadir. Boylece bu sus, endiistriyel oOlgekte rekombinant protein

tiretimlerinin ¢ok diisiik miktarda metanol ile gergeklestirilmesine olanak saglayacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Pichia pastoris, AOX inaktif sus, EGFP, yeni konuk¢u

sistem
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ABSTRACT

INACTIVATION OF ALCOHOL OXIDASE GENES (AOX1 and AOX2) IN
Pichia pastoris AND UTILIZATION OF THE AOX-DEFECTIVE STRAIN IN
RECOMBINANT PROTEIN PRODUCTION

MERT KARAOGLAN
M.Sc. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Mehmet INAN

June 2012, 86 pages

Pichia pastoris is an expression system for the production of recombinant
proteins needed by the biotechnology and pharmaceutical industries and by academic
researchers. Like bacteria, P. pastoris grows rapidly on inexpensive media containing
methanol, glucose, glycerol or ethanol as a sole carbon source. Furthermore, like
humans, it is also a eukaryotic organism with a subcellular environment more conducive
to the folding of eukaryotic proteins and with an ability to perform post-translational
modifications such as proteolytic processing, disulfide bridge formation and

glycosylation.

The genome of P. pastoris contains two copies of the alcohol oxidase gene. The
AOX1 gene is responsible for 85% of alcohol oxidase regulation within the cell while
AOX2 gene is responsible for %15. Therefore if is the AOX1 promoter which is more
widely used in recombinant protein production. P. pastoris has three different
phenotypes depending on methanol utilization ability. Mut” strain is indistinguishable
from wild-type methanol utilizing strain. Mut® (AOX1 gene is defective) and Mut
(AOX1 and AOX2 genes are defective) strains can be better than wild-type in
recombinant protein production. In addition, these strains require less methanol for
induction of expression. Less methanol requirement is an advantage of Mut’ strains in

large scale fermentation.



This research consists of two parts. In the first part the objective was the
inactivation of AOX genes (AOX1 and AOX2) in P. pastoris. AOX1 and AOX2 were
inactivated by inserting ADE1 and HIS4 genes, respectively. ADE1 and HIS4 genes
were also selection markers. As a result of this part, P. pastoris MK321 (his4::PHIS4,
aox1::ADE1), MK431 (adel::PADE1 aox2::HIS4) and MK500 (aox1l::ADE1

aox2::HIS4) strains have been developred.

In the second part, recombinant protein production of these strains was studied.
Therefore, model protein EGFP gene was transformed into the strains by using
pPICZoA as a vector for extracellular expression. Commercial strains P. pastoris X33
and KM71H which are mostly-used in recombinant protein production were also
transformed with EGFP, simultaneously. Single copy gene containing clones were
selected from protein producing X33, KM71H, MK321, MK431 and MK500 strains
using Southern Blot method and protein production of these strains were compared.

Results showed that P. pastoris MK500 is capable of producing higher specific
yield of protein (FU/OD) compared to P.pastoris X33 which is the most commonly
used in recombinant protein production. Extracellular production of EGFP have been
confirmed using SDS-PAGE and Western Blot methods.

As a result, P. pastoris MK500 which is newly developed host system is unable
to metabolize methanol so requires methanol only as inducer. Consequently, this strain
allows to carry out large scale protein production with small amounts of methanol.

KEY WORDS: Pichia pastoris, AOX-Defective strain, EGFP, new host system
COMMITTEE:

Assoc. Prof. Dr. Mehmet INAN (Adviser)

Asst. Prof Dr.Bar¢in KARAKAS
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ONSOZ

Molekiiler biyoloji uygulamalarindan tip, ila¢ gida, tarim, biyomedikal gibi
genis bir alanda faydalanilmaktadir. Bu nedenle molekiiler biyoloji biliminde yapilan
gelismeler, kullanildig1 alanlardaki roliine bagl olarak biiyiik imkanlar saglamaktadir.
Ulkemizde bu alana yapilan yatiimlar sayesinde hayat kalitemizi yiikseltemeye ydnelik

uygulamalarda yeni ufuklar agilmaktadir.

Bu c¢alismada, yeni bir konukgu sistem gelistirilmistir. Bu konuk¢unun
rekombinant protein iiretiminde kullanilabilirligi, protein liretim miktar1 ve kalitesi
arastirilarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, gelistirilen konuk¢unun dogal
tipinden elde edilen veriler ile Kkarsilagtirilmistir. Arastirma sonuglarinin benzeri
calismalara 151k tutmasmi ve elde edilen yeni konukcu sistemin, yapilacak baska

calismalarda da kullanilarak bu alanda yapilacak gelismelere katki saglamasini dilerim.

Bu calisma siiresince, bilgi ve tecriibeleri ile beni yonlendiren ve destegini hig
esirgemeyen danmisman hocam Sayin Dog. Dr. Mehmet INAN’a gosterdigi emek ve
ayirdigt zaman i¢in ne kadar tesekkiir etsem azdir. Ayrica bazi analizlerin
gerceklesmesinde laboratuvarini agarak bana yardimci olan Saym Yrd. Dog. Dr. Cengiz
IKTEN’e ve bu tezin hazirlanmasinda gosterdigi ilgi ve onerilerinden dolay1 Saymn Yrd.

Dog. Dr. Bar¢in KARAKAS’a tesekkiir ederim.

Ayrica, laboratuar ¢aligmalarinda destegini ve yardimlarini benden esirgemeyen
basta Fidan ERDEN’e ve diger c¢alisma arkadaslarima desteklerinden dolay1

tesekkiirlerimi sunarim.

Gerek maddi gerekse manevi, higbir destegi esirgemeyen ve benim bu noktalara

gelmemde en biiyiik katkiy1 saglayan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

d devir

dak dakika

kbg kilo baz ¢ifti

L litre

M mikro (10°)

m mili (107

M molar

n nano (10°°)

oD optik yogunluk (optical density)

g goreceli santrifiij kuvveti (relative centrifugal force, rcf)
S saniye

Sa. saat

t slire (saat cinsinden)

m erime sicakligl (melting temperature)
FU Floresans Unitesi

o0 sonsuz

orn. Ornegin

EC Enzyme code
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Kisaltmalar

be baz ¢ifti

ABD Amerika Birlesik Devletleri

Amp amfisilin

BMGY tamponlanmis karmasik gliserol besiyeri (buffered glycerol complex
medium)

BMMY tamponlanmis karmasik metanol besiyeri (buffered methanol complex
medium)

DIG digoksijenin (digoxygenin)

DNA deoksiriboniikleik asit

FDA ABD Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration)

GRAS genel olarak giivenli kabul edilen (Generally Regarded As Safe)

LB Luria-Bertani

MA molekiil agirlig

MM temel metanol (minimal methanol)

MMH minimal metanollii histidin i¢ceren besiyeri

MD minimal dekstrozlu besiyeri

MDH minimal dekstrozlu histidin i¢eren besiyeri

PAGE poliakrilamid jel elektroforezi

PZR polimeraz zincir tepkimesi (PCR-polymerase chain reaction)

RNA riboniikleik asit

SDS sodyum dodesil siilfat

SSC tuzlu sodyum sitrat (saline sodium citrate)



YNB

YPD

TE

TAE

TGS

EGFP

AOX

GAP

FLD

DHAS

DHA

FDH

maya azot kaynagi (Yeast Nitrogen Base Sulfate without amino acids)
maya pepton dekstroz (yeast peptone dextrose)
Tris-EDTA

Tris-Asetat-EDTA

Tris-Glisin-SDS

enhanced green fluorescent protein

alkol oksidaz

gliseraldehit-3-fosfat

formaldehit dehidrogenaz

dihidroksiaseton sentaz

dihidroksiaseton

format dehidrogenaz



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. P. pastoris’te metanol kullanim izyolu (Krainer vd 2012). ........ccooovvvnvnnnnnns 5)
Sekil 3.1. Yapiskan wuglu PZR iriinlerinin klonlanmasinda kullanilan

PTZSTRIT PIaZMiti....c.coiieeiiiiciee e 17
Sekil 3.2. Kiit uglu PZR iiriinlerinin klonlanmasinda kullanilan pJET1.2

PLAZMITE ... s 18
Sekil 3.3. Protein ekspresyonu i¢in kullanilan PPICZaA plazmiti.........cccccevvvivinnenne. 18
Sekil 4.1. AOX1 geninin inaktivasyon basamaklarinin sematik gosterimi ................... 27

Sekil 4.1.’in devami. AOX1 geninin inaktivasyon basamaklarinin sematik
(O 53 511 0 PO P POV P P PR RPN 28
Sekil 4.2. AOX2 geninin inaktivasyon basamaklarinin sematik gosterimi .................... 29
Sekil 4.2.’nin devami. AOX2 geninin inaktivasyon basamaklarinin sematik
EOSTETIIM ..ttt e b et e e e e b e e nn e e e e e e e nneas 30
Sekil 4.3. PZR ile elde edilen P. pastoris AOX1 ve AOX2 genlerinin agaroz jel
goriintiisit (1):AOX1 ve (2):A0X2, M:1kb markir (a)-(d):Farkli
stcaklik uygulamalari. .........cooiiiiiiii e 31
Sekil 4.4. Elde edilen P. pastoris ADE1 (1) ve HIS4 (2) genlerinin agaroz jel
gorlntiisii M: 1kb markar, (a)-(d):Farkli sicaklik uygulamalart. ................... 32
Sekil 4.5. pTZ57R-AOX1 dogrusal plazmitin ve ADEL geninin jelden
kesilmesi Ve OZULIENMEST........ccviiiiiiiiiiii i 33
Sekil 4.6. pJET-AOX2 dogrusal plazmitin jelden kesilmesi ve Oziitlenmesi.
IMETKD MATKIT .. 34
Sekil 4.7. Koloni PZR ile tarama yapilan Orneklerin jel goriintlisii
(A):pTZ57R-aox1-ADE1 ve (B):pJET-aox2-HIS4. M:1kb markair,
C1-Cl12:Farkl klonlar, PK:Pozitif Kontrol............ccccccoovviiiiiiiiiee e, 35
Sekil 4.8. Plazmit izolasyonu sonrasi restriksiyon enzimleri ile kontroliin jel
goriintiisit. ~ (A):pTZ57R-aox1-ADE1 ve (B):pJET-aox2-HIS4.
M:1kb markir, C1-C12:Farkli klonlar, PK:Pozitif kontrol. ......................... 35
Sekil 4.9. P. pastoris hiicrelerine transform edilecek gen bolgelerinin PZR ile
edilmesine ait jel goriintiisii (A):ao0x1::ADE1 ve (B):aox2::HIS4
DNA parcalart, M:1kb markir. .........c.ccoooviiiiiii e 36

Xi



Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

P. pastoris transformantlarinin tarandigst MMH ve MDH

plakalarinin goriintiisii (A):MMH plaka ve (B):MDH replika plaka........

AOX1 geni inaktif olma ihtimali olan suslarin genomik DNA'larin

jelde goriintiilenmesi (A):JC304 ve (B):MK201 suslari. M:1kb
markir, C1-C8:Farkli KIOnIar.......ccccccoovveeiiviiiiiie et

AOX1 geni inaktif olma ihtimali olan transformant JC304 ve
MK201 suslarinin genomik DNA’lar1 kullanilarak yapilan PZR jel
gorlntiisii (A):JC304 ve (B):MK201 suslart. M:1kb markir, C1-

C8:Farkl1 klonlar, PK:Pozitif kontrol............ccccceeeiiiiiiiiiiiiiee e

Sekil 4.13. AOX1 geni i¢inden dizayn edilen prop ve probun etkinligi (A):Prop

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

eldesi i¢in yapilan PZR goriintiisii, (B):Prop etkinlik 6l¢iimiiniin

GOTUNTUSTL 1.t i it

Transformant JC304 ve MK201 genomik DNA'larinin Southern
Blot analizi i¢in BamHI enzimi ile kesilmesi ve jelde yiiriitiilmesi
(A):JC304 ve (B):MK201 suslar1 1kb:1kb markir, DIG:DIG etiketli
markir, K:Negatif kontrol, C1-C4:Farkli klonlar, PK:Pozitif

(o L0 PR

Transformant JC304 ve MK201 suslarinda yapilan southern Blot
analizi sonucu X-ray filmin goriintiisii (A):JC304 ve (B):MK201
suslari. 1kb: 1kb markir, DIG:DIG etiketli markir, K:Negatif

kontrol, C1-C4:Farkli klonlar, PK:Pozitif kontrol. ............cccceevvvrrivveenne.

AOX2 inaktif olma ihtimali olan suslarin genomik DNA'larin jelde
gorlintiilenmesi (A):MK111 ve (B):MK300 suslari. M:1kb markir,

Cl-CT7:Farkli KIONIAT. ..coevvveeiiie ettt e e e e e e eeeas

AOX2 inaktif olma ihtimali olan transformant MK111 ve MK300
suslarinin  genomik DNA’lar1 kullanilarak yapilan PZR jel
gorlintlisit  (A):MKI111 ve (B):MK300 suslari. M:1kb markir, C1-

C8:Farkli klonlar, NK:Negatif kontrol.............ccccovviiiiniiiiiiiiicien,

Sekil 4.18. AOX2 geni i¢inden dizayn edilen prob ve probun etkinligi (A):Prob

eldesi i¢in yapilan PZR goriintiisii, (B):Prob etkinlik 6l¢limiiniin

GOTUNTUSTL ..ottt e et e e e e e e s s s e e e e e e s e s snnrn e e e e e e e e s sannes

xii

39

...40

.41

42

42

...43



Sekil 4.19. Transformant MK111 ve MK300 genomik DNA'larinin Southern
Blot analizi i¢cin EcoRI enzimi ile kesilmesi ve jelde yiiriitiilmesi
(A):MK111 ve (B):MK300 suslart. 1kb:1kb markir, DIG:DIG
etiketli markir, K:Negatif kontrol, C1-C4:Farkli klonlar, PK:Pozitif

(o] L (0] IR

Sekil 4.20. Tranformant MK111 ve MK300 suslarinda yapilan southern Blot
yap

analizi sonucu X-isin1  filminin  goriintiisic  (A):MK111 ve

(B):MK300 suslar1. 1kb: Fermentas markir, DIG:DIG -etiketli

markiri, K:Negatif kontrol, C1-C4:arkli klonlar, PK:Pozitif kontrol.......
Sekil 4.21. inaktif suslarin metanol igeren (MM) besiyerinde gelisim egrisi...........

Sekil 4.22. EGFP geni i¢in PZR iirilinlerinin jel gorlintlisii ve jelden

Oziitlenmesi. (a)-(d):Farkl sicaklik uygulamalari............ccccoooiinineennn.

Sekil 4.23. EGFP geninin klonlandig1 pPICZaEGFP plazmitlerinin kontrolii.

M:1kb markir, C1-C4:farkli Klonlar.........cccccooevveeieiiiiiecicciec e

Sekil 4.24. Transformant suslarin EGFP iiretim yeteneklerini gdsteren SDS-
PAGE jeli goriintileri (A):X33, (B):MK431, (C):KM71H,
(D):MK321 ve (E):MKS500 suslari. M: protein markiri, K:Negatif

kontrol, C1-C7:Farkli KIOnlar............coccvveiiiiviiiiiiiiiee e

Sekil 4.25. EGFP dretim suslarinin gen kopya sayisinin belirlenmesi igin
genomik DNA'larinin EcoRV enzimi ile kesilmesi ve jelde
yiriitiilmesi. 1kb:1kb markir, DIG:DIG etiketli markir, K:Negatif

kontrol, C1-C5:Farkli KIOnlar............coccvveiiiiiiiiiiieiee e

Sekil 4.26. EGFP gen kopya sayilarinin belirlendigi southern Blot analizinin X-
1sin1 filminin goriintiisii. 1kb: 1kb markir, DIG:DIG etiketli markir,

K:Negatif kontrol, C1-C6:Farkli klonlar.............c.ccccoveveiieiiecieiie e,

Sekil 4.27. Bir ekspresyon kasetine sahip X33 susu i¢in yapilan southern Blot
analizinin jel goriintiisii ve X-1s1m1 filmi. 1kb:1kb markir, K:Negatif

kontrol, C1-C11:Farkli KIONIar. ........ocoveveiveieiee et
Sekil 4.28. EGFP iiretim suslarina ait Floresans tinitesi-zaman grafikleri .................

Sekil 4.29. Uretim suslarinin 72. saat floresans iinitesinin grafiksel gosterimi..........

Sekil 4.30. OD degerleri dahil edilmis EGFP {iretim suslarina ait Floresans

Unitesi-Zaman grafikIeri..........ccocooeveveeieeceeeeeeeeeee e

Xiii

.44

....46



Sekil 4.31. OD degerleri goz oniine alinmis iiretim suslarinin 72. saat floresans

tinitesinin grafiksel gOStETIMI ........covirveiieiiiiieiic e

Sekil 4.32. P. pastoris X33-MK500 ve KM71H-MK321 suslarinin EGFP

tretimlerinin zamana baglh degisimini gosteren SDS-PAGE

goriintlisii. M:Protein markiri, 0-72:SUre (8aat). ......ccoevveereerieeeinnsieenene.

Sekil 4.33. P. pastoris X33-MKS500 suslarinin karsilastirilmasi ve tiim suslarda

72. saat Orneklerinin western Blot analizi. M:Protein markiri, O-

72:Saat araligi, K:Kontrol, S1-S5:Standard EGFP (S1:10ng,

S2:50ng, S3:100ng,54:250Ng Ve S5:500N0) ..ecvvervvreriieriinienienie e

Xiv

....55



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Metilotrofik mayalarda karbon kaynaklarinin AOX geni iizerine

represyon ve derepresyon etkisi (Hartner ve Glieder (2006)’1n

calismasindan birebir alINMISHIT). ......cocvviiiiiiiiii 6
Cizelge 2.2. P. pastoris konakgi1 suslart (Cregg 2007)......cccevvereiieeieeieiieseeniesieseennens 10
Cizelge 2.3. PTMI tuzlarinin bileSimi ......c.cooeriiiiiieriiieiie e 14
Cizelge 3.1. PZR 1s1 dongii programi i¢in siire ve sicaklik kosullart...........ccocviviiinnnne 20
Cizelge 4.1. EGFP iiretiminin 72. Saat OD degerileri.........coccoviiiiiiieniiieniiieeniee e 53

XV



1. GIRIS

Rekombinant DNA (rDNA), farkli kaynaklardan elde edilen genetik materyallerin
genetik miihendisligi metotlari ile bir araya getirilmesi sonucu elde edilen ve aksi halde
biyolojik organizmalarda bulunmayan DNA molekiilleridir. Bu molekiillerin elde
edilmesi sirasinda gergeklestirilen, genetik molekiillerin kesilmesi ve birlestirilmesi
islemlerini kapsayan teknoloji rekombinant DNA teknolojisidir. Elde edilen rDNA’nin

ekspresyonuyla iiretilen protein de rekombinant protein olarak adlandirilmaktadir.

1970’1 yillarin ortalarinda gelismeye baslayan rekombinant DNA teknolojileri ile
birlikte, mikroorganizmalarin, dogal halleri ile tiretmedikleri peptit ve/veya proteinleri
tretir hale gelmeleri miimkiin kilinmistir. Endiistriyel olarak g¢esitli konukg¢u
organizmalar kullanilarak iretilen rekombinant proteinlerin, 6zellikle gida, tarim ve
saglik sektorlerinde kullanimi giderek artis gostermektedir. Yillar igerisinde, siirekli
artis gosteren rekombinant protein ihtiyacini karsilayabilmek i¢in ¢ok cesitli heterolog
ekspresyon sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemler arasinda, mayalar, prokaryotik
organizmalara gore, Okaryotik proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlarini

gerceklestirebilmek gibi bazi avantajlar sunmaktadir (Cregg vd 2007).

Son yillarda, 6zellikle endiistriyel ve tip alanlarinda rekombinant protein iiretimi
oldukca 6nem kazanmistir. Rekombinant protein iiretimi sirasinda liretim seviyesi ve
kalitesi konuk¢u mikroorganizmanin fermentasyon mekanizmasina bagli olarak 6nemli
Ol¢iide degisim gostermektedir. Fermentasyon metodunun optimum sartlarda
yiritilmesi ve fermentasyonun yiiksek verimlilik ve kalitede sonuglanmasi igin
rekombinant  protein  {iretiminde  kullanilan  konuk¢u  mikroorganizmalarin
metabolizmalarinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu sebeple yapilan caligmalar,
ozellikle karbon kaynagimi kullanim mekanizmasi ve farkli karbon kaynaklarinin
mikroorganizmanin metabolizmasindaki etkileri {izerine yogunlasmistir (Inan ve

Meagher 2001a, inan ve Meagher 2001b).

P. pastoris ozellikle endiistriyel alanda rekombinant protein tiiretimi igin

miikemmel o6zelliklere sahip konukgu organizmalardan biridir (Daly ve Hearn 2005,



Jungo vd 2007). P. pastoris'de bugiine kadar 550 'nin iizerinde rekombinant proteinin
tiretimi gerceklestirilmigtir. P. pastoris'de anjiyoodeme karsi iiretilen rekombinant bir
protein olan KALBITOR®™ (ecallantide) FDA (US Food and Drug Administration)
tarafindan onaylanmistir (Anonim 2009). Buna ilaveten, P. pastoris GRAS (Generally
Regarded as Safe) statiisiinde olmamasina ragmen, P. pastoris'te iretilen bir enzim

preparatinin GRAS statiisiinde oldugu FDA tarafindan kabul edilmistir (Anonim 2006).

Bu ¢alismanin amaci, molekiiler teknikler kullanilarak P. pastoris JC304 (adel’,
his4") okzotrofik susundan alkol oksidaz (AOX1 ve AOX2) genleri inaktif edilmis
mutant P. pastoris susunun elde edilmesidir. Ayrica bu susun rekombinant protein
tiretiminde konakc¢1 organizma olarak kullanilabilirliginin model bir protein olan EGFP

(Enhanced Green Fluorescent Protein) tiretimi ile arastirilmasidir.

EGFP kullaniminin énemli avantaji belirli bir dalga boyundaki UV 151k altinda
floresan ozellik sergilemesidir. Ozellikle hiicre dis1 EGFP, proteaz enzimine direncli
stabil bir proteindir ve sadece ekstrem kosullar altinda denatiire olmaktadir (Brejc vd
1997). Ilk kez 1962 yilinda Aequorea Victoria isimli bir deniz anasinda gdzlenen bu
protein, modern biyolojinin en énemli araglarindan biri haline gelmistir. Bu calismada
da mutant sus ve kontrol suslari ile tretilen EGFP’nin floresanlik degerleri
karsilasgtirilmistir. Karsilastirma sonucunda mutant susun kararli iiretim gosteren

rekombinant protein tiretimlerinde konukgu olarak kullanilabilirligi aragtirilmustir.



2. KURAMSAL BIiLGIiLER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Pichia pastoris

Metilotrofik bir maya olan P. pastoris rekombinant protein iiretiminde kullanimi
olduk¢a yaygin olan bir okaryotik konukgu sistemdir (Higgins ve Cregg 1998). P.
pastoris yabanci proteinlerin lretiminde gerek akademik olarak gerekse endiistriyel
boyutta olduk¢a fazla ilgi goren bir organizmadir (Cereghino and Cregg 1999, 2000).
Ayn1 zamanda, P. pastoris’in peroksizom biyosentez kontrol mekanizmasi ve karbon
kaynagi kullanim ile ilgili ilizerinde yogun sekilde calisilan model bir sistemdir

(Waterham vd 1997; Subramani 1998).

Rekombinant protein ekspresyon sistemleri igerisinde, prokaryotik ekspresyon (6rn.
Esherichia coli) sistemleri genellikle ekonomik oldugu igin diger ekspresyon
sistemlerine (maya, bocek, Chinese Hamster Ovary (CHO)) gore daha fazla tercih
edilirler. Fakat prokaryotik sistemlerde Okaryotik orijinli proteinler iiretildigi zaman
bazi durumlarda biyolojik aktivitelerini kaybedebilirler ve inkliizyon cisimcikleri
olustururlar. Buna karsin, Okaryotik ekspresyon sistemi olarak kullanilan mayalar,
okaryotik proteinler i¢in elzem olan translasyon sonrasi biyokimyasal reaksiyonlar1 da
(distilfit bagt olusumu, glikozilasyon gibi) gerceklestirebilirler (Cregg 2007). Ayrica
genetik manipiilasyonlari da bakteriler kadar kolaydir. Tiim bu sebeplerden dolayi
Okaryotik proteinlerin iretimi i¢in mayalar biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Cos vd
(2006) rekombinant protein iretimlerinde yaygin olarak kullanilan P. pastoris’in
endistriyel iiretimde kullanilabilecek fenotipleri, ¢esitli promotorlari, kiiltiir besiyeri ve

islem basamaklar1 hakkinda bir derleme hazirlamistir.

Mikrobiyal okaryotik konukgu sistemi olarak P. pastoris, hem zengin olmayan
(minimal media) besiyerinde tiretildiginde yiiksek hiicre yogunluklarina ulagilabilmekte,
hem de metanol kullanimi igin gerekli olan alkol oksidaz gibi enzimlere yiiksek
gereksinim duymaktadir. Ayrica ¢ok kuvvetli ve kati denetimde bulunan promotorlara
(AOX1) sahip oldugu igin rekombinant protein iiretiminde de avantaj saglamaktadir

(Porro vd 2005). Rekombinant protein iiretiminde konukgu sus olarak bu avantajlar su



sekilde siralanabilir; Pichia pastoris de son 20 yil siiresince bu sekilde gelistirilen ve
heterolog protein iiretimi amagli gen aktarimlart igin tercih edilen konukgu
organizmalardan biri haline gelen, metanoli karbon kaynag: olarak degerlendirebilen
bir maya tiiridiir (Zhang vd 2005). P. pastoris kullaniminin sagladig: bazi avantajlar
sOyle siralanabilir; (1) verimli ve siki denetim altinda ¢alisan AOX1 promotorunun
mevcut olusu, (2) glikozilasyonun genellikle en fazla 20 adet kalinti ile ve nispeten daha
kisa zincirli N baglh yiiksek-mannozlu oligosakaritlerle ger¢eklesmesi, (3) entegrasyonu
saglanan genlerin ¢oklu kopyalar halinde bulundugu kararl: yapida transformantlarin
elde edilebilmesi, (4) yabanci proteinleri yiiksek seviyelerde salgilayabilme yetenegi ve
(5) yiiksek hiicre yogunluklu tiretime uygunlugu ve 6lgek biiyiitmenin kolay olusudur
(Demain 2005).

2.2. Metanol Metabolizmasi ve Metanol Kullamim Fenotipleri

Metanol kullanim yeteneklerine gore 3 tip P.pastoris konuk¢u susu bulunmaktadir.
Cogu sus metanolde dogal tip oraninda gelisir (Mut”, metanol kullanimi pozitif fenotip).
Diger konukgu suslarin (Mut® ve Mut) bir veya iki AOX geni de silinmistir. Bazen AOX
genleri silinmis suslar, dogal tip suslardan daha iyi yabanci protein {ireticisi
olabilmektedir (Veenhuis vd 1983, Tschopp vd 1987). Ayrica bu suslar ekspresyon
tetiklemesi i¢in daha az metanol gerektirmektedir. Bu, yiiksek miktarda metanoliin

yangin tehlikesi yarattig1 yerlerde, biiyiik 6l¢ekli fermentasyonlar i¢in avantajdir.

Metilotrofik mayalarda, ekspresyonu transkripsiyon seviyesinde siki sekilde kontrol
edilen benzersiz bir metanol kullanim izyolu bulunmaktadir. Bu izyolunun bir kismi
peroksizomlarda ger¢eklesmektedir. Bu organeller metanol tetiklemesi ile hizla
artmaktadir (Hartner ve Glieder 2006).

Metanol kullaniminda, izyolunun ilk asamasinda metanol, alkol oksidazlar (AOX,
EC 1.1.3.13) tarafindan oksitlenir, formaldehit ve hidrojen peroksit agiga ¢ikar. Toksik
hidrojen peroksit (H,O,), katalaz (Cat, EC 1.11.1.6) enzimi ile oksijen ve suya
yikimlanir. Her iki enzim de peroksizomlarda bulunmaktadir. Tim O&karyotlarda

bulunan peroksizomlarin tipik 6zelligi, birbirleri ile ¢ok alakali olan, hidrojen peroksit



tireten oksidazlarin ve agiga cikan bu toksik maddeyi yikimlayan katalazlarin varligidir.
Bu sayede, bu zararli bilesigin sitoplazmaya difiizyonu engellenmektedir (Veenhuis vd
2006).

Olusan formaldehit ise iki yoldan birini izlemektedir. Bir kismi1 peroksizomdan
ayrilir, sitoplazmada bulunan formaldehit dehidrogenaz (FLD) veya format
dehidrogenaz (FDH) tarafindan oksitlenerek, hiicreye enerji saglanir. Kalan formaldehit
ise ksiluloz-5-fosfat ile, bir peroksizom enzimi olan dihidroksiaseton sentaz (DHAS)
tarafindan katalizlenen kondensasyon reaksiyonuna girer ve 3-karbonlu iki bilesik:
dihidroksiaseton (DHA) ve gliseraldehit-3-fosfat (GAP) olusur. Bu bilesiklerin

metabolize edilmesi sitozolde devam eder (Veenhuis vd 2006).
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Sekil 2.1. P. pastoris’te metanol kullanim izyolu (Krainer vd 2012).



Genelde, metanol izyolunun ekspresyonunu glikoz ve etanol baskilamakta, metanol
ise giliclii sekilde tetiklemektedir. Metilotrofik mayalarin AOX genleri iizerine, karbon
kaynaklarinin represyon veya derepresyon etkisi tabloda goriilmektedir. Derepresyonun
etkisi ve seviyesi metanol ile tetiklenmis seviyelere gore verilmistir. Her bir genin

metanol ile indiiksiyonu %100 olarak kabul edilmistir (Hartner ve Glieder 2006).

Cizelge 2.1. Metilotrofik mayalarda karbon kaynaklariin AOX geni {izerine represyon
ve derepresyon etkisi (Hartner ve Glieder (2006)’1n ¢alismasindan birebir alinmistir).

Sus Gen Glukoz, Gliserol Metanol Gliserol+Met
Etanol anol
P. pastoris AOX1 Represyon  Represyon Indiiksiyon Represyon
AOX2 Represyon  Represyon Indiiksiyon Represyon
H. polymorpha MOX  Represyon Derepresyon Indiiksiyon Indiiksiyon
(~ %60-70) (~ %100)
FMD  Represyon Derepresyon Indiiksiyon  Indiiksiyon
(~ %60)
C. boidinii AOD1 Represyon Derepresyon Indiiksiyon  iIndiiksiyon
(~ %3-30) (~ %90)
FLD Aktivite  Derepresyon  Indiiksiyon  Indiiksiyon
yok (~ %20) (~ %70)
FDH  Represyon Aktivite yok Indiiksiyon  Indiiksiyon
(~ %30)
P. methanolica ~ DAS  Represyon Derepresyon Indiiksiyon  Indiiksiyon
(~ %2) (~ %70)
MOD1 Represyon Derepresyon Indiiksiyon  Indiiksiyon
(~ %60-70) (~ %100)
MOD2 Represyon Aktivite yok Indiiksiyon  Indiiksiyon
(~ 9%100)
FLD Aktivite  Derepresyon Indiiksiyon  Indiiksiyon
yok (~ %20) (~ %70)

2.3. Rekombinant Protein Uretiminde Kullamlan Pichia pastoris Promotorlar

Heterolog protein iiretiminde P. pastoris ekspresyon sistemlerinin kullanimi, kolay
genetik manipulasyon olanag: ile birlikte 6lgeklendirilebilir hiicre yogunluklarina da

ulagilabilmesini saglar. S. cerevisiae ile karsilastirildiginda, P. pastoris sisteminde, daha



Iyi bir sekresyon verimi yani sira daha yiiksek miktarlarda dogru katlanmis ve
glikozillenmis rekombinant protein iiretimi gergeklestirilir (Cereghino ve Cregg 2000,
Macauley-Patrick vd 2005). Bunun yaninda, ¢ok gii¢lii tetiklenebilir AOX1 ve yapisal
GAP gibi promotorlarlara sahip vektorlerin varligi, rekombinant protein {iretiminde

konakgi-vektor dizayni yaparken ¢ok biiyiik esneklik ve kolayliklar saglamaktadir.

P. pastoris mayasi besiyerinde gelisimi sirasinda ¢ok farkli karbon kaynaklarindan
yararlanabilmektedir. Basta glukoz ve metanol olmak iizere gliserol, etanol, mannitol,
sorbitol, trehaloz, alanin vb. karbon kaynaklarini kullanabilmektedir. Ancak bazi karbon
kaynaklarmin ortamda bulunmasi (glukoz, etanol, gliserol, asetat) diger karbon
kaynaklarinin (metanol) kullanimini baskilamaktadir (Tshopp vd 1987, Inan ve
Megaher 2001a). Fakat sorbitol, mannitol, trehaloz ve alaninin AOX1 promotoru iizerine
katabolit represyonu etkisi yapmadigi gozlenmistir (Inan ve Meagher 2001a). P.
pastoris ve diger metilotrofik mayalarda katabolit represyonu ve alkol oksidaz aktivitesi
lizerine yapilan caligmalar incelendiginde, glikoz ve etanoliin ortamda bulunmasinin
alkol oksidaz aktivitesi lizerine baskilayici etki yaptig1 ortaya konulmustur. Ayrica bu
baskilayici etkinin katabolit represyonu ve katabolit inaktivasyonu olmak tizere iki
farkli regiilasyon mekanizmasi tarafindan gergeklestigi bildirilmistir (Bruinenberg vd
1982, Eggeling ve Sahm 1980, Veenhuis vd 1983). Van Der Klei vd (1991) Hansenula
polymorpha (P. angusta) mayasinda AOX1 promotorunun glukoz ve etanol tarafindan
baskilandigini, Cregg vd (1989) ise benzer sekilde P. pastoris’in metanol tarafindan
indiiklenen AOX1 promotorunun, glukoz, etanol ve gliserol gibi karbon kaynaklari
tarafindan baskilandigini belirtmislerdir. Fakat GAP promotoru kontrolii altinda yapilan
rekombinant protein ekspresyonu sirasinda {iretilen bir miktar etanolin AOX1
promotorunun tersine, GAP promotoru {izerine her hangi bir represif etkisinin olmadigi,
hatta GAP promotoru kullanilarak yapilan rekombinant protein iiretiminde ekspresyon
seviyesinin arttig1 belirtilmistir (Baumann 2008). Sonug¢ olarak, rekombinant protein
tiretiminde AOX1 promotorunun kullaniminin en énemli avantaji, AOX1 promotorunun
indiiksiyonu sonucu yiiksek hiicre yogunluklarina ¢ikilmasi nedeni ile ytiksek verimlilik
ile sonuglanan rekombinant proteinin iiretimini gerceklestirebilmesidir. Yapisal
ekspresyon gosteren GAP promotoru ile yapilan rekombinant protein tiretiminde AOX1

promotoruna gore verim daha diisiik olmaktadir. Sonu¢ olarak giiclii ekspresyon



gosteren ve kati denetimde bulunan AOX1 promotoru rekombinant protein iiretiminde

daha fazla tercih edilmektedir.

P. pastoris'te rekombinant protein iiretiminde yaygin olarak kullanilan diger bir
promotor da GAP promotorudur. GAP promotoru, AOX1 promotoruna gore glukoz
iceren ortamda gii¢lii yapisal ekspresyon gosterir. Gliserol ve metanolde gelisen
hiicrelerin GAP promotor aktivite seviyesi, glukozda gelisen hiicrelere gore sirasiyla 2/3
ve 1/3 seviyesindedir. GAP promotoru kullaniminin avantaji indiiksiyonu i¢in metanol
gerektirmemesidir. Ayrica kolay gelisim i¢in bir karbon kaynagindan baska bir karbon
kaynagmna degisime ihtiyagc duyulmamaktadir. Fakat GAP promotoru yapisal
(constitutive) olarak ifade edildigi i¢in, maya hiicresine toksik olan bir proteinin iiretimi

i¢in iyi bir se¢im degildir (Cereghino ve Cregg 2000).

P. pastoris’te kullanimi yaygin olmayan ancak alternatif promotor olarak
kullanilabilecek farkli promotorlar da bulunmaktadir. FLD1 promotoru (tek karbon
kaynag1 olarak) metanol yada (tek azot kaynagi olarak) metilamin varliginda tetiklenir
(Shen vd 1998). FLD1 promotorunun metanol ile indiiksiyon seviyesi kullanilan azot
kaynagina baglidir (Resina vd 2004). Karbon kaynagi- azot kaynagi: metanol-amonyum
stilfat ya da glukoz-metilamin olarak diizenlenir. Fakat Glukoz ve amonyum siilfat
iceren besiyerinde baskilanir. Ucuz bir azot kaynagi olan metilamin ile yiiksek seviyede
protein ekspresyonu i¢in bu promotor Onerilebilir. PEX8 ve YPT1 promotorlar1 daha
diisiik ekspresyon seviyeleri tercih edildiginde kullanishidir (Brierley 1998). PEX8 geni,
peroksizom biyogenezi i¢in gerekli olan, peroksizomal matriks proteinini kodlamaktadir
(Liu vd 1995). Metanolde PEX8 promotoru ile ekspresyonun seviyesi, FLD1 ve AOX1
promotorlarindan énemli oranda daha diisiiktiir. YPT1 geni salgilamada rol alan GTPaz
enzimini kodlamaktadir. YPT1 promotoru, karbon kaynagi olarak glikoz, metanol veya
mannitol igeren besiyerinde, diisiik seviyede fakat yapisal ekspresyon saglamaktadir

(Sears vd 1998).



2.4. Pichia pastoris Seleksiyon Markirlar

P. pastoris i¢in klasik ve molekiiler genetik teknikler oldukg¢a iyi gelistirilmis
olmasma ragmen, mayalarin molekiiler genetik islenmesi i¢in sadece birka¢ segici
markir tamimlanmistir. Var olan markirlar biyosentetik izyolu genleri ile sinirhidir.
Bunlar, HIS4 (P. pastoris ve S. cerevisae), ARG4 (S. cerevisae), bakteriyel kanamisin

diren¢ geni (kan®) ve zeosin direng genleridir.

Son zamanlarda, P. pastoris’ten yeni biyosentetik markirlar izole edilerek ve
karakterize edilmistir. Bunlar; ADE1 (PR-amidoimidazole succinocarboxamide
synthase), ARG4 (argininosuccinate lyase) ve URA3 (orotidine 5’-phosphate
decarboxylase) genleridir. Bu seleksiyon markirlarinin her biri ekspresyon vektorlerine

uyarlanarak kullanimi miimkiin olmustur (Cereghino vd 2001b).

2.5. Seleksiyon Stratejisi

Dogru transformantlarin belirlenmesinde etkili bir seleksiyon stratejisi olarak bu
farkli markirlarin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. P.pastoris transformantlarinin
etkin seleksiyonunun énemli yonii ¢oklu kopya transformantlarin segilmesidir ve sonra
gercek kopya sayilarimin belirlenmesidir. Transformantlar1 goriintiillemek i¢in, hiicre
lizatlarinin hiz1 ve yari kantitatif DNA Dot Blot metodu kullanilabilir. Bu seleksiyon
yontemi G418 ile seleksiyondan farklidir. Bu metotla ¢ok yiiksek sayida klon
tamimlanabilir (Sreekrishna vd 1988).

Vektoriin kesin kopya sayisini belirlemek i¢in transformasyon islemi yapilmis
suslardan, ilk olarak toplam genomik DNA izolasyonu yapilir. Sokulmus vektor
DNA’siin kromozomal yapisini belirlemek i¢in Southern Blot analizi kullanilir. Bazen,
kantitatif Dot-Blot analizi daha dogru sonuglar vermektedir (Clare vd 1991). Bazen de,
ifade edilen protein i¢in iyi bir analiz mevcutsa, transformantlarin once yiiksek

ekspresyon goriintiilemeleri ile direkt olarak seleksiyonu yapilabilir (Laroche vd 1994).



2.6. Ekspresyon Suslari

Rekombinant protein tretimlerinde ve konukgu sistemler iizerine g¢aligmalarda

kullanilan P. pastoris suslari ¢izelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. P. pastoris konakg¢1 suslar1 (Cregg 2007)

Sus Adi Genotipik yapisi
Okzotrofik suslar

Y-11430 Dogal tip (NRRL")

X-33 Dogal tip (Invitrogen)
GS115 his4

GS190 arg4

JC220 adel

JC254 ura3

GS200 arg4 his4

JC227 adel arg4

JC304 adel his4

JC305 adel ura3

JC306 arg4 ura3

JC307 his4 ura3

JC300 adel arg4 his4

JC301 adel his4 ura3

JC302 adel arg4 ura3

JC303 arg4 his4 ura3

JC308 adel arg4 his4 ura3
YJIN165 urab

KM71 Aaox1: :SARG4 his4 arg4
KM71H Aaox1: :SARG4 his4 arg4 his4::PHIS4
MC100-3 Aaoxl: :SARG4 Aaox2: :Phis4 his4 arg4
Proteaz eksikligi olan suslar

SMD1168 Apep4: :URA3 his4 ura3
SMD1165 prbl his4

SMD1163 pep4 prbl his4

SMD1168 kex1: :SUC2 Apep4.: :URA3Akex1: :SUC2 his4 ura3
Diger suslar

GS241 fld1

MS105 his4 fld1

“Northern Regional Research Laboratories, Peoria, IL.

Cizelge 2.2°de bulunan tim okzotrofik ve proteaz eksikligi olan P. pastoris suslari
dogal tip olan NRRL-Y 11430 susundan tiiretilmistir. Bu suslarin ¢ogu bir veya daha

fazla okzotrofik o6zellige sahiptir. Okzotrofik olmalari secici markir igeren uygun
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vektorler kullanilarak transformantlarin se¢imini miimkiin kilmaktadir. Ancak bu
Ozellige sahip suslarin minimal besiyerinde gelismesi i¢in ortamda ihtiya¢ duyulan
besin(ler)in bulunmasi1 gerekmektedir. Rekombinant protein ekspresyonlarinda en
yaygin olarak kullanilan ekspresyon konukgusu P. pastoris GS115 (his4) susudur. Bu
sus AOX1 ve AOX2 genleri bakimindan dogal tip oraninda metanolde gelisme
gostermektedir (mut*) (Cregg vd 1985). P. pastoris KM71 (his4 arg4 aox1A : SARG4)
susunun kromozomal AOX1 geni genis olarak silinmis ve yerine S. cerevisiae’ dan
ARG4 geni yerlestirilmistir (Cregg ve Madden 1987). Sonug olarak bu susun alkol
oksidaz iiretimi i¢in daha gii¢siiz olan AOX2 geni ¢alismaktadir ve metanolde yavas
oranda gelismektedir (Mut®). P. pastoris KM71 susuna bozuk olan HIS4 geni geri
kazandirilarak KM71H susu elde edilmistir. Proteaz eksikligi olan suslar, tretilen
rekombinant proteinlerin degradasyonunu 6nlemeye yonelik gelistirilmistir. P. pastoris
MC100-3 (his4 arg4 aox14::SARG4 aox24::Phis4) her iki AOX geni de inaktif edilmis
sustur (Mut’). Bu sus, Cregg vd’nin (1989) yaptiklari bir ¢alisma ile P. pastoris PPF1
(arg4 his4) ve P. pastoris KM7121 (arg4 his4 Aaox1l::SARG4 Aaox2:-PHIS4)
suslarinin ¢iftlestirilmesi sonucu elde edilmistir. Ancak MC100-3 susu dahil biitiin P.
pastoris suslarinin AOX1 promotoru ile indiikklenen rekombinant protein iiretebilme
yeteneklerini korudugunu belirtmislerdir (Chiruvolu vd 1997). MC100-3 mutant
susunun genetik stabilitesinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle rekombinant protein

tiretimlerinde konukge1 sus olarak tercih edilmemektedir.

P. pastoris ile yapilan protein iiretimlerinde iiretilmek istenen proteinin kararliligina
gore proteaz eksikligi olan konukg¢u suslara ihtiya¢ duyulmaktadir. Kiiltiir besiyerine
salgilanan rekombinant proteinler, proteazlar tarafindan hizli bir sekilde par¢alanmaya
miisait olduklar1 i¢in stabil degildirler. Kofullarda bulunan proteazlar ise ozellikle
fermentor kiiltiirlerinde yiiksek hiicre yogunluguna ulasilmasina baglh olarak, kiigiik bir
oranda hiicre lizatinin olugmasi ile birlikte, protein degradasyonunda onemli bir faktor
olarak ortaya c¢ikmaktadir. P. pastoris PEP4 geni, proteinaz A enzimini kodlayan
gendir. PEP4, kofullarda bulunan diger proteazlarin (karboksipeptidaz Y ve proteinaz
B) aktivasyonu icin gerekmektedir. Proteinaz B, proteinaz A tarafindan islenmeden ve
aktif hale gelmeden Once yarisi kadar aktiviteye sahiptir. PRB1 geni proteinaz B

enzimini kodlamaktadir. Bu yiizden, pep4 mutant suslarda, proteinaz A ve
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karboksipeptidaz Y aktiviteleri azalmigtir yada sona ermistir; proteinaz B aktivitesi
azalmistir. prbl mutantlarinda, sadece proteinaz B aktivitesi sona ermistir. pep4 prbl
¢ift mutantlarinda, tiim bu proteaz aktiviteleri azalmistir yada sona ermistir. PEP4 veya
PRB1 gen(ler)i silinmis farkli genotiplerde {i¢ P. pastoris susu bulunmaktadir. Bu
suglar, P. pastoris SMD1163 ( his4 pep4 prbl), P. pastoris SMD1165 (his4 prbl) P.
pastoris SMD1168 (his4 pep4) suslaridir ve baz1 yabanci proteinlerin degradasyonunu

azaltmada etkili oldugu belirlenmistir.

2.7. Ekspresyon Vektorleri, Transformasyon ve Pichia pastoris Genomuna
Entegrasyonu

P. pastoris’de yabanci bir genin ekspresyonu 3 temel asamada gergeklesir: (a)
Ekspresyonun vektoriine genin sokulmasi, (b) ekspresyon vektoriiniin P.pastoris
genomuna sokulmasi ve (C) yabanci geni potansiyel olarak ekspres eden suslarin

secilmesidir (Lin-Cereghino vd 2001a).

Tim P. pastoris ekspresyon vektorlerinin paylastigi temel Ozelliklerden biri
ekspresyon kasetidir. Ekspresyon kaseti, promotor sekansi (genelde AOX1),
transkripsiyonel sonlandirma sekansindan olusur ve AOX1’in tiirevidir. Ayrica
sonlandirma sekansi etkili bir 3° isleme ve mRNA’larin poliadenilizasyonunu yonetir.
Bu iki bolgenin arasinda bulunan tek veya c¢oklu klonlama bolgesinden olusmaktadir

(Romanos vd 1992).

Yabanci sekansin ekspresyon vektoriine sokulmasi genelde E.coli’de yapilmaktadir.
Bu yiizden P.pastoris’in tiim ekspresyon vektorleri E. coli/P. pastoris mekik (shuttle)
vektoriidiir. Bakteride kalabilmesi i¢in bakteriyel replikasyon orijini igerir ve her iki
organizmada (E. coli ve P. pastoris) vektoriin transformasyonu igin segici markirlar

(zeosin, amfisilin veya kanamisin direng genleri) igerir.

Yabanci proteinlerin salgilanmasi i¢in baz1 ekspresyon vektorleri salgilama sinyalini

kodlayan sekanslar icerir. Bunlar yabanci gen ile ayni ¢erceve i¢indedir. Genellikle bu
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salgilama sinyalleri; P. pastoris asit fosfataz (PHO1) ve S. cerevisiase a-giftlesme
faktorii (a-MF) olmaktadir.

P. pastoris’in DNA araciligiyla transformasyonu igin kullanilan metotlar, S.

cerevisiase i¢in kullanilanlara benzerdir ve benzer sonuglar vermektedir.

P. pastoris’e transformasyon sferoplast kaynasmasi ile, elektroporasyon gibi tam
hiicre metotlar1 ile veya lityum klorit, lityum asetat, kalsiyum klorit veya polietilen
glikol ile DNA’nin eszamanli presipitasyonu metotlariyla saglanabilir. Elektroporasyon
P. pastoris transformasyonu igin basit ve hizli bir metottur. Sferoplast teknigine goére
daha az siklikla g¢oklu kopya vermesine ragmen, G418 seleksiyon ile kombine
edildiginde genel laboratuvar kullanimi icin ¢oklu kopyali transformantlarin hizh

izolasyonu i¢in idealdir.

Pratikte elektroporasyon/G418 seleksiyon metodu en iyi AOX1 tek caprazlama
entegrasyon kullanilarak, KM71 susunda calisir. Ciinkii bu susla, 2-4 kat daha yiiksek
transformant frekansi elde edilmektedir (1000-2000 koloni/pug DNA).

Elektroporasyonla clde edilen transformasyon frekansi; (gene replacement) gen
degisimi ile entegrasyonda, tek c¢aprazlama metotuna goére 20 kat daha diisiiktiir. Bu
yizden gen degisim ile entegrasyonda, Ozellikle ¢ok yiliksek kopya sayili

transformantlar gerektiginde, spheroplast transformasyon onerilmektedir.

Ik ve en basit olan entegrasyon metotu, vektdrii, markir gen veya AOX1 promotor
sekanslari i¢inden, bir restiriksiyon enzimi ile tek bir bolgeden kesmek ve dogrusal hale
getirilmis bu vektérii uygun okzotrofik mutant susa (his4) aktarmaktir. DNA
bolgelerinin vektorii uyarmasi sonucu yiiksek olasilikla (HIS4 transformantlarin %50-
80’1) tek c¢aprazlama ile homolog rekombinasyon ger¢eklesmektedir. Geriye kalan
transformantlar, gen doniisiim olaylarina ugrarlar. Bu sekilde, vektoriin diger sekanslari
haricinde sadece markir geni, mutant konuk¢uya sokulmaktadir. Alternatif olarak
P.pastoris ekspresyon vektorii benzer sekilde kesilir ve elde edilen dogrusal DNA
fragmentlerinde ekspresyon kaseti ve markir gen (HIS4 veya antibiyotik geni), AOX1 5’
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ve 3’ terminal sekanslar1 arasina dahil edilmektedir. Transformantlarin 6nemli bir orani
entegrasyonu istenen AOX1 gen lokusunda ekspresyon vektoriinii i¢ermeyebilir.
Transformant Kkolonilerde, istenilen genin varligi “Southern Blot” veya “PCR
analizleri”; yabanct mRNA ekspresyonunun varligi Northern Blot; proteinlerin varligi

ise immunoBIlot veya fonksiyonel deneyler ile mutlaka dogrulanmalidir.

2.8. Pichia pastoris Fermentasyonu

Fermentasyon, salgilanan protein miktart icin gereklidir ¢iinki verim, hiicre
yogunluguna biiyiikk Ol¢lide baghidir. Bazen fermantasyon ortaminda, calkalamali

inkiibasyonla ekspresyona gore 10 kata kadar ciddi bir verim artis1 gozlenebilir.

P. pastoris fermentasyonunda kesik faz, yar1 kesikli faz, ge¢is fazi ve iiretim fazi
olarak genellikle dort asamali fermentasyon uygulanmaktadir. Kesikli fazda, temel tuzlu
besiyeri (basal salts medium, BSM) ve 4.55 mL/L PTMI1 tuzlarindan olusan besiyeri
kullanilmaktadir. BSM besiyerinin igerigi, litrede, 40 g gliserol, 26.7 mL %85 H3PO4,
0.93 g CaS0O4, 18.2 g K2S0, 14.9 g MgS0O4.7H20, 4.13 g KOH ve 2 mL %>5’1ik kopiik
kirici seklinde olmaktadir. PTM1 tuzlarinin igerigi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 2.3. PTM1 tuzlarinin bilegimi

CuS04.5H,0 2g/L

ZnCl, 79/l

Nal 0.08 g/L
FeS0O,.7H,0 22.0 g/L
MnSQO,4.H,O 3.0¢g/L
Biotin 0.2 g/L
Na;Mo00O,.2H,0 0.2 g/L
Borik asit 0.02 g/L
CoCl, 0.5¢g/L
H,SO,4 2mL

14



Besiyerinin pH’s1t PTM1 tuzlarmin ilavesinden sonra ayarlanmaktadir. Kesikli faz
sonunda 100g/L civarinda bir (yas) hiicre yogunluguna ulasilmasi hedeflenmektedir.
Gliseroliin tiikenmesi, ¢Oziinmiis oksijen miktarindaki ani ve keskin bir artisla tespit

edilmekte, bu noktadan sonra yar1 kesikli fazda tiretime gegilmektedir.

Yart kesikli fazda, kesikli fazda fazinda kullanilan karbon kaynag: gliserol, ikincil
metabolitlerin degerlendirilmesini (kullanimini) en {ist seviyelerde tutabilmek icin kisith

seviyelerde tutularak beslenilmektedir.

Gegis fazi, yaklasik olarak li¢ saatlik siireyi kapsamaktadir. 1 g/L metanol ilave
edilmekte ve ortamda bulunan gliserol beslemesi bu ii¢ saat boyunca dogrusal olarak
azaltilmakta ve sifira indirilmektedir. Gliseroliin bitmesi ile hiicreler ortamdaki tek
karbon kaynagi olan metanole adapte olmakta, alkol oksidaz (AOX) sentezine

baslamakta ve istenilen rekombinant proteinin tiretimine hazirlanmasi saglanmaktadir.

Uretim fazinda ise, metanol beslemesi susun fenotipine bagl olarak gergeklestirilir.
Genellikle 2 mL/L olacak sekilde besleme yapilmaktadir. Metanol beslemesi dogrusal
veya iireme hizina bagl olarak issel olarak yapilmaktadir. Baz1 durumlarda sadece
metanol beslemesi yerine karma besleme (gliserol:metanol, sorbitol:metanol) tercih
edilmektedir (Zhang vd. 2007, Sohn vd. 2010).

2.9. EGFP (enhanced green fluorescent protein)

Yesil floresan proteini, Shimomura vd (1962) tarafindan Pasifik sahillerinde
yasayan ve mavi 151k yayan Aequoria victoria deniz anasinda kesfedilmistir. Molekiiler
agirhg 27-30 kDa arasinda degisen bu protein, 238 aminoasit molekiiliinden
olugsmaktadir. Bu proteinin absorpsiyon spektrumu, 395 nm ve 470 nm’de olmak {izere
iki maksimuma sahiptir. Floresans emisyon spektrumunun ise 509 nm’de pik yaptigi ve
540 nm’ye dogru diistis gosterdigi goriilir. EGFP, pH ve 1s1 degisimlerine kars1 kararli
bir proteindir. Proteolitik sindirime kars1 da oldukg¢a direnglidir. Bu siradis1 kararlilig

siki tersiyer yapisindan kaynaklanmaktadir (Karaboz vd 2004).
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Aequorea victoria’dan elde edilen EGFP’nin cDNA ve genomik klonlarinin dizisini
ilk olarak Prasher vd (1992) ortaya ¢ikarmistir. EGFP’nin bakterilerde fonksiyonel
olarak ekspres edilebilmesinin, hiicre ve molekiiler biyolojide ilgi ¢ekici arastirmalara

olanak saglayacagini ise Chalfie vd (1994) gbstermistir.

Rekombinant DNA teknolojisinde, EGFP geninin markir (yada raportor) gen olarak
kullanim1 ilk olarak model organizmalar olan E. coli bakterisi ve Caenorhabditis
elegans nematodunda (yuvarlak solucan) gosterilmistir (Chalfie vd 1994). Bu tarihten
sonra EGFP geni ¢esitli organizmalarda (bakteri, maya, g¢esitli memeliler vb.) raportor
gen olarak kullanilmigtir. Bu sayede hiicre iginde gozlenemeyen birgok olay ortaya

¢ikarilmstir.

EGFP ile etiketlenen proteinler tanimlanip yerleri belirlenebilmekte ve bdylece
hiicre baglantilar1 izlenebilir, gen ekspresyonu rapor edilebilir, protein-protein
etkilesimleri go6zlenebilir ve sinyal olusturan olaylar ortaya c¢ikarilabilir duruma
gelmektedir. Ornegin Drosophila’da, bicoid mRNA lokalizasyonu igin gerekli
exuperantia geninin iiretimini belirlemek i¢in Wang vd (1994) EGFP’yi kullanmiglardir.
Hopkins vd (1995), EGFP’yi zebra baligi embriyolarinin gelisimi sirasinda gen
ekspresyonun 6zelliklerini gézlemek igin kullanmiglardir. Bir aragtirmada (Chishima ve
ark, 1997) ise insanlardaki karaciger kanserinin metastazin1 izlemek i¢in EGFP

kullanilmistir.

Bu ¢alismada, yeni konukc¢u sistemin protein iiretimini degerlendirmek i¢in model
bir protein olan EGFP kullaniminin daha uygun oldugu disiiniilmiistiir. EGFP
kullaniminin en 6nemli sebebi stabil bir protein olmasi, verdigi floresans sayesinde

kolay bir sekilde belirlenmesidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Konukcu suslar ve plazmitler

Yapilan  ¢alismalarda  plazmitlerin  ¢ogaltilmasi  amaciyla  kimyasal
transformasyona elverisli konuk¢u E. coli susu olan DH5a (Invitrogen, CA, ABD)
kullanilmistir. AOX geni inaktif suslarin elde edilmesi i¢in P. pastoris JC304 (adel,
his4), MK111 (adel::PADEl1 his4) ve MK201 (his4::PHIS4 adel) suslar

kullanilmustir.

Ekspresyon c¢alismalari igin bu ¢alisma sonucunda elde edilen inaktif P. pastoris
suglar1 ve bunlara ilaveten P. pastoris X33 ve KM71H (Invitrogen, CA, ABD) suslari

kullanilmastir.

PZR {iriinlerinin klonlanmasinda yapiskan u¢lu DNA pargalarinin ligasyonu i¢in
pTZ57R/T (Fermentas, MD, ABD) (Sekil 3.1) ve kiit u¢glu DNA pargalarinin ligasyonu
icin pJET 1.2 (Fermentas, MD, ABD) (Sekil 3.2) klonlama vektorleri kullanilmistir.
EGFP proteininin ekspresyonu igin P. pastoris pPICZaA (Invitrogen, CA, ABD) (Sekil

3.3) ekspresyon vektorii kullanilmigtir.

Pdil 127 EcoRI 615
Pdml 2564 Adel, Ppuzil::2%0 gglglssll gg}
O &
Hin1l 2505 BtgZl 242 Accé5l 627
Bcgl 2485 Alol 279 Kpnl 627
Aanl 358 Bsp68I 633
Scal, Tatl 2447, Mva1269l 637
Mph11031 639
Xbal 644
ddT —mM8¥ —
ddT ——
BamHI 654
pTZ57R/T  wr g col 658
) Py Eco88l 658
NmeAlll 2092 2886 bp imail ggs
Gsul 2054 al 1
Bsp120I 661
Eco31l 2036 Hincll 667
Eam11051 1964 Sall 667
Xmil 667
Pstl 672
Alfl 674
Eco1471 678
Pael 684
Hindlll 690
BseYl 1380 T7 promoter
Cail 1487

Sekil 3.1. Yapiskan uglu PZR iiriinlerinin klonlanmasinda kullanilan pTZ57R/T plazmiti
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Sekil 3.3. Protein ekspresyonu i¢in kullanilan PPICZoA plazmiti
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3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan restriksiyon endoniikleazlar1 ve bunlarin tampon ¢ozeltileri
Fermentas (MD, ABD) firmasindan temin edilmistir. Endoniikleazlar kullanilirken
tiretici  firmanin talimatlari uygulanmistir. Farkli sekilde belirtilmedigi takdirde
kullanilan kimyasallarin tamami Sigma-Aldrich (MO, ABD) ve Merck (Darmstadt,

Almanya) firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Metot

Calismalarda kullanilan molekiiler biyoloji teknikleri Sambrook ve Russel
(2001)’a gore gergeklestirilmistir. Buna ek olarak, P. pastoris’de klonlama

calismalarinda Inan vd (2007) kaynak olarak kullanilmistir.

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

PZR reaksiyonlarinda ve Southern Blot uygulamalarinda kullanilacak toplam
genomik DNA izolasyonu maya hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in uygun
MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit (Epicentre Biotechnologies, WI, ABD)

kullanilmastir.

Maya hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in YPD agar (%2 Pepton, %1 Yeast
Extract, %2 Dekstroz, %2 Agar) lizerinde gelistirilen saf kiiltiirdeki tek koloniden
alinarak ekim yapilan ve bir gece 4 mL YPD sivi besiyerinde gelistirilen kiiltiirler
kullanilmistir. Calkalamali inkiibatérde (Innova 44R, New Brunswick Scientific, NJ,
ABD) inkiibasyonu sonucu gelistirilen kiiltiirden alinan 1.5 mL 6rnegin santrifiijlenmesi
ile elde edilen hiicre peleti kit talimatlar1 dogrultusunda zimolaz enzimi igeren liziz
soliisyonu ile muamele edilmis ve maya hiicre duvarmin pargalanmasi saglanmistir.
Daha sonra protein g¢okeltme c¢ozeltisi ile proteinler ¢oktiiriilerek uzaklagtirilmig ve
stipernatantda bulunan DNA ¢oktiiriilerek TE tamponunda ¢6ziilmiistiir. Genomik DNA

izolasyonu asamasinda iiretici firmanin sagladig: talimatlara uygun sekilde galisilmis ve
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biitiin santriftij islemleri >10,000 rcf hizlarda Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya)
cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Elde edilen genomik DNA izolatlar1 ¢aligmalarda

kullanilmak iizere 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR-Polimerase Chain Reaction)

Calismalarda gergeklestirilen tiim PZR reaksiyonlar igin TGradient (Biometra
Biomedizinische Analytik GmbH, Almanya) thermocycler (151 dongii cihazi) ve KOD
HotStart DNA Polymerase (Novagen, Almanya) enzim kiti kullanilmustir.

Kullanilan gradient PZR cihazinda, reaksiyon i¢in kullanilacak primerlerin
baglanma sicaklik araliklari, primerlerden diisiik erime sicakligina sahip olan primerin
baglanma sicakliginin (Tm) £5°C olacak sekilde programlanmistir. Yiriitiilen caligmada

PZR analizlerinde kullanilan primerler ve bunlara ait bazi 6zellikler EK 1’de verilmistir.

PZR cihazinda amplifikasyon basamagi i¢in ongoriillen siire beklenilen PZR
tirtiniin kbg cinsinden biiyiikliigi goz ontinde tutularak belirlenmistir. Kapak sicakligi
tepkime suresince 99°C’de tutulmus ve tepkime sonrasinda tiiplerin bekletilecegi
sicaklik ise 4°C olacak sekilde ayarlanmistir. Gradient PZR denemelerinde 35 dongii
iceren diiz program kullanilmistir. Cizelge 3.1’de uygulanan dongii programi igin

uygulanan sartlar verilmistir.

Cizelge 3.1. PZR 1s1 dongii programi i¢in siire ve sicaklik kosullar

Is1 Dongii Program Akisi
Sira Sicaklik (°C) Siire (sn.) Dongii Komutu
1 94 120
2 94 30
3 TmtS 30
4 70 15-150 35 kere 2.’ye git.
5 72 300
6 4 00
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Primerlerin optimum baglanma sicakligi, PZR dirtinleri %1°lik agaroz jelde
IXTAE tamponu i¢inde yiiriitiildiikten sonra en yogun tek bant halinde gézlemlendigi
sicaklik olarak belirlenmistir. Daha sonraki reaksiyonlar tespit edilen bu optimum
sicaklikta gergeklestirilmistir. PZR firiinleri klonlama ¢alismalarinda kullanilmadan
once MinElute PZR Purification Kit (Qiagen, CA, ABD) yardimiyla veya gerekli
goriilmesi halinde jelde yiiriitilliip hedef bant kesilerek MinElute Gel Extraction Kit
(Qiagen, CA, ABD) ile iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda uygun tampon ¢ozelti

icine ellisyon edilmistir.

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi ve jelin goriintillenmesi

P. pastoris genomik DNA izolasyonlarinin kalitesi, PZR driinlerinin varhg: ve
dogrulugu, restriksiyon endoniikleazlar ile yapilan kesim analizlerinin dogrulugunun
kontroliinde agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Agaroz jel hazirlanirken, 1xTAE
tampon ¢ozeltisine (Tris-Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM EDTA)
%1 oraninda agaroz (SeaChem, FMC Bioproducts, ME, ABD) ilave edilerek
¢oziindirilmistiir. Hazirlanan bu ¢6zeltiye 1ul/50 mL etidiyum bromiir ¢ozeltisi (10
mg/mL) ilave edilmistir. Uygun ebatta ve sekilde secilen jel kaliplarina dokiilerek jel
donuncaya kadar beklenmis ve jel blogu elde edilmistir. Jel kuyularina yiiklenecek
ornekler 5 ul 6rnegin ve 1 ul 6x Loading Dye jel yiikkleme tamponunun ultra saf su ile
seyreltilmesiyle toplam 10-20 ul hacimde hazirlanmistir. Jel blogu 1xTAE tampon
iginde tutularak ornekler jel kuyularma yiiklenmistir. Daha sonra elektroforez
uygulamas: ile DNA o6rnekleri jel iginde yiritilmistir. Elektroforez uygulamalari
120V dogru akim altinda, 45-90 dak siireyle gerceklestirilmistir. Agaroz jel iginde
molekiiler biiyiikliiklerine gore yatay bantlara ayrilan DNA molekiilleri etidiyum
bromiir varhiginda UV 151k (312nm) kaynagindan yararlanilarak jel goriintiileme sistemi
(Vilber Lourmant E-Box-VX2) ile goriintilenmistir. Agaroz jel isemlerinde markir
olarak (M) GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas) kullanilmstir.
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3.2.4. Ligasyon ve transformasyon islemleri

Transformasyon islemlerinde, CaCl, metodu ile kimyasal transformasyona
yetenekli hale getirilmis E.coli DH5a susu kullanilmistir. Kimyasal transformasyon

islemleri buz tizerinde gergeklestirilmistir.

E.coli DH5a susu kimyasal trasformasyona uygun hale getirilmesi igin CaCl,
metodu ile transformasyona yetenekli hale getirilmistir. Buz tstiinde tutulan hiicrelere
1-5 pL plazmit ¢ozeltisi veya ligasyon karigimi dogrudan ilave edilmis ve 30 dak. siire
ile inkiibe edilmistir. Hiicrelere 42°C’ye ayarlanmis 151 blogunda (Techne Dri-Block
DB-2D) 60 sn tutularak 1s1 soku uygulanmis ve tekrar buz ilizerinde 5 dak inkiibe
edilmistir. Daha sonra 200 pL sivi Luria-Bertani (LB) Miller (5 g/L maya ekstrakti, 10
g/L pepton, 10 g/L NaCl) veya sivi Luria-Bertani (LB) Lennox besiyerinden 5 g/L
maya ekstrakti, 10 g/L pepton, 5 g/L NaCl) ilave edilen hiicreler, 1 saat siireyle 37°C’de
calkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen hiicre sivisi 100 pg/mL
Amfisilin igeren LB Miller agar veya 25 pg/mL Zeosin igeren LB Lennox agar
petrilerine yayma yontemi ile ekilmistir. Petriler bir gece 37 °C’de iiremeye

brrakilmisgtir.

P. pastoris hiicrelerinin elektroporasyona uygun hale getirilmesi igin Lityum
asetat metodu kullanilmistir (Wu ve Letchworth, 2004). Maya hiicrelerine yapilan
elektrokimyasal transformasyonda hiicreler buz iistiinde bekletilerek ¢oziindiiriilmiistiir.
Uzerine dogrusallastirilmis hale getirilmis DNA pargas1 veya plazmitlerden 1-10 pL
olacak sekilde ilave edilmistir. Ardindan buz {istliinde bekletilerek sogutulmus 2mm
yiizey genisligine sahip elektroporasyon kiivetlerine aktarilmistir. Eppendorf Eporator
(Ependorf Eporator 4309) cihazinda 1500 V gerilimde ve 5 ms sire ile
elektrotransformasyon iglemi gergeklestirilmistir. Akim uygulanan hiicreler derhal buz
tizerine alinarak 1 mL soguk 1 M sorbitol ¢ozeltisi ilave edilmistir. Temiz 1.5 mL
hacimli mikro santrifiij tiiplerine alinan karisim 1 saat 30°C’de inkiibe edildikten sonra
100 ug/mL Zeosin ilaveli MD (1.34% YNB, Protein tiretimi ¢alismalarive 2% dekstroz)
veya MDH (1.34% YNB, 4x107 % biotin, 2% dekstroz ve %4x107 histidin) plakalarina
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yayma ekim yapilmis ve transformasyon petrileri kolonilerin gelisimi igin 2-3 giin siire
ile 30°C’de inkiibe edilmistir.

Ligasyon islemlerinde iretici firmanin Onerdigi kullanim talimatlar
dogrultusunda plazmit ve ligasyonu yapilmak istenen DNA pargasinin molar oranlari
1:3 veya 1:5 olacak sekilde ayarlanmistir. Tiim ligasyon reaksiyonlar1 15-25 pL toplam
hacimde gerceklestirilmistir. Ligasyon islemlerinde Fermentas (Fermentas, MD, ABD)
ve Roche (Roche, Almanya) ligasyon kitleri kullanilmistir.

3.2.5. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu yapilacak bakteriler 3-4 mL uygun antibiyotikli sivi
besiyerinde 37°C’de 18-24 saat gelistirilmistir. Plazmit izolasyonu islemlerinde
QIAprep®Spin Miniprep Kiti (Qiagen, CA, ABD) kullanilmigtir. Plazmit izolasyonu
tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir. Eliisyon islemleri 50 puL
10 mM Tris (pH 8.0) ile yapilmistir. Plazmit izolasyonu eshasinda santrifiij islemleri
>20,000 g hizda Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya) cihazi ile gergeklestirilmistir.
Plazmit izolasyonlarinin kalitesi ve dogrulugu restriksiyon endoniikleazlar ile yapilan
uygulamalar ile agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve daha sonra DNA miktarlar1

belirlenmistir.

3.2.6. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

PZR saflastirilma islemlerinde MinElute PZR Purification Kiti (Qiagen, CA,
ABD) kullanilmistir.  Islemler iiretici firmanin talimatlar1  dogrulutusunda
gerceklestirilmistir. Eliisyon 10-20 pL. 10 mM Tris (pH 8.0) ile yapilmistir. Saflastirma
esnasinda santrifiij islemleri >20,000xg hizda Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya)

cihazi ile gergeklestirilmistir.
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3.2.7. Jelden DNA parcalarinin ekstraksiyonu

DNA pargalar1 %]1°lik disiik erime noktali agaroz jelde (SeaKem, FMC
Bioproducts, ME, ABD) yiiriitiilmiis ve istenen bant jelden kesilmistir. Jel oziitleme
islemleri MinElute Gel Extraction Kiti (Qiagen, CA, ABD) ile iiretici firmanin
talimatlart dogrultusunda yapilmistir. Eliisyon iglemi 10 mM Tris (pH 8.0) c¢ozeltisi ile
gerceklestirilmistir. Uygulama sirasinda kullanilan santrifiij islemleri >20,000xg hizinda

gergeklestirilmistir.

3.2.8. SDS-PAGE ve Western Blot analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) OWL P8D8 (Thermo
Scientific) cihazi ile %5 polyakrilamit yiikleme jeli ve %10 poliakrilamit ayirma jeli
olacak sekilde hazirlanarak yiiriitiilmiistiir. EGFP tiretiminden alinan siipernatanlardan
25 pl olacak sekilde 3:1 oraninda 4X SDS jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH
6.8, %8 SDS, %0.4 bromphenol blue, %40 glycerol, 100 mM DTT) ile karigtirtlarak 70
°C’de 10 dakika denatiire edlmistir. Ardindan 20ul’lik kismi jele yiiklenmistir.
Elektroforez islemi, 1XTGS (0.025 M Tris base, 0.192 M Glycine, %0.1 SDS, pH 8.3)
tamponunda 150 V degerinde 60 dakika yiiriitiilmesi ile gergeklestirilmistir. Daha sonra
jel, IRDye Blue Protein Stain (Licor Odyssey) ile 1 saat orbital calkalayici iizerinde

boyanmus, saf su ile 15 dakika yikandiktan sonra LiCor (Odyssey) ile goriintiilenmistir.

Western Blot analizi ise NuPAGE® Bis-Tris Precast (Invitrogen) hazir jeller
kullanilarak yapilmistir. P. pastoris kiiltiirlerinden hiicrelerin hasat siipernatanlar, SDS-
PAGE analizinde oldugu gibi 6rnek hazirlama islemi gerceklestirilmistir. Ardindan
10ul’lik kismu jele yiiklenmistir. Elektroforez islemi, IxXNuPAGE® MES SDS Running
Buffer (Invitrogen) ic¢inde 200V  degerinde 20 dakika yiriitilmesi ile
gerceklestirilmistir. Jelde ayrimli yapilan proteinler, Owl HEP-1 ElectroBlotter
(Thermo Scientific) ile 20V degerinde 60 dakika siire ile PVDF membrana (Millipore)
aktarilmig ve geceboyu kapatma tamponu (0.2xPBS+%0.5 Casein) iginde orbital

calkalayicinin tizerinde oda sicakliginda birakilmistir. EGFP’ye ait banti tespit
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edebilmek igin birincil antikor olarak 1:1000 diliisyonda Rabbit anti-GFP antibody
(Abcam ab6556) ve 1:15.000 diliisyonda ikinci antibody olan Licor Mouse anti-Rabbit
IRDye 680 kullanilmistir. Antikorlarla hibridizasyonu tamamlanan membran Licor’da

(Odyssey) 700nm dalga boyunda taranmustir.

3.2.9. DNA ve plazmit miktarlarinin 6l¢iilmesi

Elde edilen genomik DNA, PZR iirlinlerinin ve plazmit izolatlarindaki DNA
konsantrasyonu (miktar1) PicoGreen boya (Molecular Probes®, Invitrogen, CA, ABD)
yardimiyla Qubit Fluorometer (Invitrogen, ABD) kullanilarak fluorometrik olarak
Ol¢tilmistiir. Standart kurve 0-100 ng/uL DNA diliisyonlar1 kullanilarak hazirlanmis ve
DNA miktar tayini otomatik olarak gergeklestirilmistir. Standart ve Orneklerin
diliisyonlarinin hazirlanmasinda 1xTE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5) tampon

¢Ozeltisi kullanilmastir.

3.2.10. Southern Blot analizi

P. pastoris transformasyonu sonrast MDH ve MD plakalarda seleksiyonu
yapilan kolonilerin inaktif sus olup olmadiginin belirlenmesi ve dogrulanmasi amaciyla
Southern Blot analizi yapilmistir. Transformasyon sonrasi segilen koloniler YPD
besiyerinde gelistirilerek genomik DNA izolasyonlar1 yapilmis ve daha Onceden
belirlenen enzimle DNA izolatlar1 kesilmistir. Enzim ile muameleden sonra %0.8
agaroz jele yiiklenen Ornekler yaklasik 120V degerinde 2 saat 1xTAE tamponu icinde
yuriitiilmiistir. Elektroforezi takiben jel, 45 dakika denatiirasyon ¢ozeltisiyle (1.5 M
NaCl, 0.5 M NaOH) ve ardindan 30 dakika nétralizasyon ¢ozeltisi (1.5 M NaCl, 0.5 M
Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA) ile orbital ¢alkalamali tizerinde muamele edilmistir.
naylon membran (20x20 cm Positively Charged Nylon Membran, Roche, ABD)
10xSSC Blotlama tamponuyla (3 M NaCl, 0.3 M sodyum sitrat, 1 mM EDTA)
1slatilmistir. Membran jelin alt yiizii ile temas edecek sekilde yerlestirilmis ve Southern
Blot uygulamasina hazir hale getirilmistir. Blotlama islemleri yaklasik oalrak 2 saatte

tamamlanarak hibridizasyon asamasina gecilmistir. Kisa siireligine kurumasi i¢in kagit
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havlu lizerinde bekletilen membran, ultraviyole ¢apraz baglayict (CL-1000 Ultraviolet
Crosslinker, UVP, CA, ABD) iginde 120mJ enerji seviyesinde 6 dakika muamele
edilmesiyle DNA molekiilleri membran tizerine baglanmistir. Membran hibridizasyon
tipline yerlestirilerek {izerine 6n hibridizasyon c¢ozeltisi eklenerek 1 saat 41°C’de
muamele edilmis ve ardindan DIG etiketli probu igeren hibridizasyon c¢ozeltisi

eklenerek ayni sicaklikta bir gece hibridizasyona birakilmistir.

Immiinolojik dedeksiyon i¢in membran kap icine alinarak ve orbital calkalayici
tizerinde sirasiyla ilk yikama ¢ozeltisi (2XSSC+%0,1 SDS) ve ikinci yikama ¢ozeltisi
(0,5XSSC + %0,1 SDS) ile yikamalar1 gerceklestirilmis ve kapatma tamponunda
(1xDIG blocking solution) 1 saat, 2 kez 5’er dak yikama tamponunda (0.1 M maleik asit
pH 7.5, 0.3% (v/v) Tween 20), anti-DIG antikor ¢ozeltisinde 1 saat, 4 kere 5’er dak
yikama tamponunda ve 5 dak dedeksiyon tamponunda (0.1M Tris pH 9.5 ve 0.1M
NaCl) gerceklestirilmistir. Daha sonra membran seffaf polipropilen zar igine
yerlestirilerek iizerine birkag damla CSPDR (alkali fosfataz substrati) c¢ozeltisi
damlatilmigtir. Dosyanin igindeki hava bosluklari ¢ikartilarak 10 dak 37°C’de inkiibe
edilmis ve karanlik odada X-isin1 film kaseti iginde X-1s1m1 filmiyle st iiste gelecek
sekilde 20-60 dak arasinda bekletilmistir. Siire sonunda elde edilen X-igim1 filmi
karanlik odada Kodak film gelistirme ¢ozeltileriyle muamele edilerek gelistirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1.  Pichia pastoris AOX1 ve AOX2 Genlerinin Inaktivasyonu calismalari

P. pastoris AOX1 geninin inaktif edilmesi i¢in uygulanan islem basamaklari
Sekil 4.1°de sematik olarak verilmistir.

(o
P. pastoris O
X33 hiicreleri

Genomik DNA
izolasyonu

Kalip DNA

PZR reaksiyonu

AOX1 geni ADEZ1 geni
2105 be 1570 bg

PCR fiirtinlerinin
klonlanmasti

pTZ57R/T Klonlama vektorii
2886 be

Bsp1407I Bglll
»r A Bsp14071 Bglll
> X

pTZ57R-AOX1
4991 be

pTZ57R-ADE1

4544 he

Restriksiyon
endoniikleazlar ile kesim l
(Bsp14071 - Bglll)

[=F——1» 4523 be DNA pargalarinin

%1’lik Agaroz jelde

ayrilmasi ve jelden
oziitleme iglemi

=——1» 1564 0¢

Jelden alinan DNA
parcalarinin 6ziitlenmesi

pTZ57R-A0OX1

dogrusal

4523 b Y >T="I

1564 bg

Sekil 4.1. AOX1 geninin inaktivasyon basamaklarinin sematik gosterimi
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aoxl
aox
pTZ57R-aox1-ADE1

6087 b

aox1::ADE1
DNA pagasimin PZR yolu
ile elde edilmesi

3200 bg

P. pastoris JC304 ve MK201
suglarina transformasyonu ve
AOX1 genin inaktif edilmesi

P. pastoris JC304
P. pastoris MK201

JC304 igin MK201 igin MD
MD+Histidin plakalarda plakalarda segim
secim

Inaktivasyonu dogrulama igin
PZR, Southern Blot analizi ve
metanol igeren besiyerinde
geligimin izlenmesi

Sekil 4.1.’in devami. AOX1 geninin inaktivasyon basamaklarinin sematik gosterimi

AOX1 geninin inaktif edilmesinde sirasiyla AOX1 ve ADE1 genleri PCR ile
amplifiye edilmis, klonlama vektorlerine klonlanmig, AOX1 geninin i¢ bolgesinden
enzim bolgelerinden kesilerek ADE1 geni AOX1 geninin i¢ine dahil edilmistir. Elde
edilen plazmitin kalip olarak kullanildig1 PZR ile aox1::ADE1 gen pargasi elde edilmis,
P. pastoris hiicrelerine transform edilmis ve AOX1 geninin inaktivasyonu cesitli

analizlerle dogrulanmistir.
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P. pastoris AOX2 geninin inaktif edilmesi i¢in yapilan islem basamaklar1 Sekil
4.2°de sematik olarak verilmistir.

(®
P. pastoris O
X33 hiicreleri @

Genomik DNA
izolasyonu

Kalip DNA W

PZR reaksiyonu

B ——

AOX2 geni
2167 bg

PCR iiriiniiniin
klonlanmasi

pJET1.2 Klonlama vektorii
2974 be

BstE I1 l BstE Il
=4

pJET1.2-AOX2 _
5141 b Hindlll

pPIC3.5K
10576 be

HindIll

DNA pargalarinin

%]1°lik Agaroz jelde ayrilmasi ve jelden l
— oziitleme islemi —
“=——1pamsip — =
— ¢ =1——> 3596 be

Jelden alinan DNA
pargalarinin 6ziitlenmesi
pJET1.2-A0OX2
Dogrusal
3596 bg

Sekil 4.2. AOX2 geninin inaktivasyon basamaklarinin sematik gosterimi
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pJET1.2-a0x2::HIS4
8377 bg

aox2::HIS4
DNA pagasinin PCR yolu ile elde
edilmesi

aox2 aox2

~5400 b

P. pastoris JC304 (aox1::ADE1)
susuna transformasyonu ve
AOX2 genin inaktif edilmesi

P. pastoris MK300
(aox1::ADE1)

MD plakalarda se¢im

Inaktivasyonu dogrulama i¢in PCR, Southern
Blot analizi ve metanol igeren besiyerinde
gelisimin izlenmesi

Sekil 4.2.’nin devami. AOX2 geninin inaktivasyon basamaklarinin sematik gosterimi

AOX2 geninin inaktif edilmesinde sirasiyla AOX2 geni PCR ile HIS4 geni
pPIC3.5K plazmitinden elde edilmis, klonlama vektorlerine klonlanmig, AOX2 geninin
ic bolgesinden enzim bdlgelerinden kesilerek HIS4 geni AOX2 geninin igine dahil
edilmis, elde edilen plazmitin kalip olarak kullanildigi PCR ile aox2::HIS4 gen pargasi
elde edilmis, P. pastoris hiicrelerine transform edilmis ve AOX2 geninin inaktivasyonu

cesitli analizler ile dogrulanmistir.
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4.1.1. AOX1ve AOX2 genlerinin PZR ile ¢cogaltilmasi

AOX1 geni (Genbank Acc. No:U96967), 5’ AOX1, 3’AOX1 primer c¢ifti ve P.
pastoris X33 susunun genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmistir.
PZR reaksiyonu igin 54-64°C araliginda dort farkli baglanma sicakligi denenmistir.
Sicaklik degerleri yaklasik (@) 54°C, (b) 58°C, (c) 61°C, (d) 64°C olarak uygulanmuistir.
Reaksiyon sonucunda 2,105 bg¢ uzunlugundaki AOX1 geni elde edilmistir (Sekil 4.3).

AOX2 geni (Genbank Acc. No:U96968), AOX2FSspl, AOX2RSspl primer gifti
ve P. pastoris X33 susunun genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak PZR ile
cogaltilmistir. PZR reaksiyonu i¢in 50-60°C araliginda dort farkli baglanma sicakligi
denenmistir. Sicaklik degerleri yaklasik (a) 50°C, (b) 53°C, (c) 56°C, (d) 60°C olarak
uygulanmistir. Reaksiyon sonucunda 2,167 bg¢ uzunlugundaki AOX2 geni elde edilmistir
(Sekil 4.3). Elde edilen PZR iiriinleri PZR piirifikasyonu yapilarak bir sonraki asamaya

gecilmistir.

(2)

Markir

Sekil 4.3. PZR ile elde edilen P. pastoris AOX1 ve AOX2 genlerinin agaroz jel
goriintiisii (1):AOX1 ve (2):AOX2, M:1kb markir (a)-(d):Farkli sicaklik
uygulamalari.
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4.1.2. AOX1 ve AOX2 genlerinin inaktif edilmesinde kullanilacak ADE1 ve HIS4

genlerinin elde edilmesi

AOX1 geninin inaktif edilmesi i¢in kullanilacak olan P. pastoris ADE1 (N-
succinyl-5-aminoimidazole-4-carboxamide ribotide synthetase) geni, ADEFBsp1407I
ve ADE1RBglII primer ¢ifti kullanilarak P. pastoris X33 genomik DNA’sindan PZR ile
cogaltilmistir. PZR reaksiyonu igin 56-66°C araliginda dort farkli baglanma sicakligi
denenmistir. Sicaklik degerleri yaklasik (a) 56°C, (b) 59°C, (c) 63°C, (d) 66°C olarak
uygulanmistir. Reaksiyon sonucunda 1,570 b¢ uzunlugundaki ADE1 geni elde edilmistir
(Sekil 4.4). Elde edilen PZR iiriinleri PZR piirifikasyonu yapilarak bir sonraki asamaya
gecilmistir.

AOX2 geninin inaktif edilmesi i¢in kullanilacak olan yaklasik 3,600 bg
uzunlugundaki P. pastoris HIS4 (histidinol dehydrogenase) geni, laboratuvarimizda
bulunan ve HIS4 genini i¢eren pPIC3.5k plazmitinden restriksiyon enzimleri ile
kesilerek elde edilmistir (Sekil 4.4).

HIS4 geni

Sekil 4.4. Elde edilen P. pastoris ADE1 (1) ve HIS4 (2) genlerinin agaroz jel goriintiisii
M:1kb markir, (a)-(d):Farkli sicaklik uygulamalari.
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4.1.3. AOX1 ve AOX2 inaktif plazmitlerinin elde edilmesi ve klonlama ¢alismalari

PZR ile elde edilen AOX1 geni pTZ57R/T, AOX2 ve ADEL genleri pJET1.2
klonlama vektorlerine klonlanmistir. Elde edilen plazmitler sirasi ile pTZ57R-A0X1,
pJET-AOX2 ve pJET-ADEL1 olarak isimlendirilmistir.

pTZ57R-A0X1 plazmiti, AOX1 geninde bulunan Bglll ve Bsp14071 restriksiyon
bolgelerinden kesilerek, genin 385-853 bg arasindaki bolgesi diisiirtilmiistiir. Elde edilen
4523 bg uzunlugunda ve her iki ucunda AOX1 gen bolgelerini igeren dogrusal plazmit
jelden ekstrakte edilmistir (Sekil 4.5). Bglll ve Bsp14071 restriksiyon bolgeleri eklenmis
primerler ile ¢ogaltilmis ve klonlanmig olan ADEL geni, klonlandigi pTZ57R-ADE1

plazmitinden bu restriksiyon bolgelerinden kesilerek jelden dziitlenmistir (Sekil 4.5).

Markir pTZ57R-A0X1

ADE1 geni

Sekil 4.5. pTZ57R-A0X1 dogrusal plazmitin ve ADEL geninin jelden kesilmesi
ve Oziitlenmesi
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pJET-AOX2 plazmiti, AOX2 geninde bulunan BstEII restriksiyon bolgelerinden
kesilerek, genin 999-1,359 bg arasindaki bolgesi diistiriilmiistiir. Elde edilen 4781 bg
uzunlugunda ve her iki ucunda AOX2 gen bdlgelerini iceren dogrusal plazmit jelden
ekstrakte edilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. pJET-AOX2 dogrusal plazmitin jelden kesilmesi ve oziitlenmesi. M:1kb
markir.

Elde edilen dogrusal plazmitlerin pTZ57R-A0X1 ADEL geni ile pJET-AOX2
plazmitinin de HIS4 geni ile ligasyonu yapilmistir. Bu sayede AOX1 geninin igine
ADEL1 geni, AOX2 geninin i¢ine de HIS4 geni dahil edilmistir. Daha sonra plazmitler E.
coli DH5a kompatent hiicrelerine transform edilmistir. Plazmitlerde bulunan rezistans
geni olan amfisilin eklenmis (100 ug/mL) LB Miller plakalarda gelisen transformant
hiicrelerin istenen plazmiti igerip igermediginin tespiti i¢in koloni PZR ile 6n tarama
gerceklestirilmistir (Sekil 4.7). Koloni PZR sonucu pozitif ¢ikan Klonlardan ticer adet
secilerek plazmit izolasyonu yapilmistir. Ardindan restriksiyon enzimleri ile kesilerek
kesin olarak dogrulanmistir. pTZ57R-aox1-ADE1 plazmitinin kontroli Xbal
restriksiyon enzimi ile pJET-aox2-HIS4 plazmiti de Scal ve Notl enzimleri ile kontrol
edilmisti. DNAMAN 7.0 (Lynnon Corporation) DNA programinda yapilan analiz
sonucu teorik olarak pTZ57R-aox1-ADEL plazmiti igin 1091, 1484, 3512 bg¢ ve pJET-
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aox2-HIS4 plazmiti i¢in 828bg ve 7558 bg uzunlugunda beklenen DNA pargalar jelde
goriintiilenmistir (Sekil 4.8). Sonug olarak her iki AOX geni de plazmit iizerinde inaktif

edilmistir.

{8)
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Sekil 4.7. Koloni PZR ile tarama yapilan 6rneklerin jel goriintiisii (A):pTZ57R-aox1-
ADE1l ve (B):pJET-aox2-HIS4. M:1kb markir, C1-C12:Farkli klonlar,
PK:Pozitif kontrol.

Sekil 4.8. Plazmit izolasyonu sonrasi restriksiyon enzimLeri ile kontroliin jel goriintiisii
(A):pTZ57R-aox1-ADE1 ve (B):pJET-aox2-HIS4. M:1kb markir, Cl-
C12:Farkl klonlar, PK:Pozitif kontrol.
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Restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol edilen pTZ57R-aox1-ADE1 C1 ve
C3 plazmitlerinde; pJET-aox2-HIS4 plazmitlerin tiimiinde istenen DNA pargalar

gozlenmistir. Her iki plazmit i¢in C1 klonlar1 ile devam edilmistir.

pTZ57R-a0x1-ADE1 plazmitinden 5’AOX ve 3’AOX primerleri kullanilarak
aox1::ADE1 gen pargasi (3,200 bg), ayni sekilde pJET-a0x2-HIS4 plazmitinden AOX2-
230F ve AOX2-1618R primerleri kullanilarak aox2::HIS4 gen bolgesi (5,400 bg) elde
edilmistir. PZR iirlinleri jelde kontrol edilmis ve PZR piirifikasyonu yapilarak

transformasyon islemine hazir hale getirilmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. P. pastoris hiicrelerine transform edilecek gen bdlgelerinin PZR ile
edilmesine ait jel goriintiisii (A):aox1::ADE1 ve (B):aox2::HIS4 DNA
pargalari, M:1kb markir.
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4.1.4. JC304 ve MK201 suslarinda AOX1 geninin inaktif edilmesi ve dogrulama

islemleri

PZR vyolu ile elde edilen aox1::ADE1 DNA parcasi elektroporasyon teknigi
kullanilarak P. pastoris JC304 ve MK201 hiicrelerine transform edilmistir.
Transformasyon sonras1 JC304 i¢in segici olan MDH ve MK201 igin segici olan MD
plakalarda transformantlarin seleksiyonu yapilmistir. AOX1 geninin, hiicrenin AOX
aktivitesinin  %85’inden sorumlu olmasi gbéz Oniinde bulundurularak, segilen
transformantlar ilk olarak MMH ve MM plaklarda taranmis ve {iremesi yavas olan veya
iireme olmayan klonlar secilmistir. Bu sekilde gelistirilen plakalardan birine 6érnek Sekil

4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. P. pastoris transformantlarmin tarandigst MMH ve MDH plakalarinin
goriintiisii (A):MMH plaka ve (B):MDH replika plaka

MMH ve MM plakalarindan secilen klonlardan genomik DNA izolasyonu
yapilmis ve jelde yiritilmiistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. AOX1 geni inaktif olma ihtimali olan suslarin genomik DNA'larin jelde
goriintiilenmesi (A):JC304 ve (B):MK201 suslart. M:1kb markir, C1-
C8:Farkli klonlar.

Elde edilen genomik DNA kalip olarak kullanilarak AOX1 geni primerleri olan
5’A0X ve 3’AOX ile PZR yapilmis ve transform edilmis DNA pargalarinin

kromozomda istenen gen lokusuna entegre olup olmadig: kontrol edilmistir (Sekil 4.12).

o ‘UN b -
3 uuU =n~=:uu

Sekil 4.2. AOX1 geni inaktif olma ihtimali olan transformant JC304 ve MK201
suslarinin  genomik DNA’lar1 kullanilarak yapilan PZR jel goriintiisii
(A):JC304 ve (B):MK201 suslari. M:1kb markir, C1-C8:Farkli klonlar,
PK:Pozitif kontrol.
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Transformant JC304 ve MK201 genomik DNA’lariin kalip olarak kullanildig:
PZR ‘nin sonucunda, JC304 suslarindan C3 ve C6, MK201 suslarindan da C2 ve C3
olarak isimlendirilen klonlarin beklenen 3,200 b¢ uzunlugundaki DNA pargasini verdigi

goriilmiistiir.

Bu asamanin devaminda inaktivasyonun kesin olarak dogrulanmasi amaci ile
southern Blot analizine gegilmistir. Southern Blot analizinde AOX1 gen bolgesinden
hazirlanan DIG etiket prob kullanilmistir. Prop olarak kullanilacak olan DNA parcasi
AOXIlprobeF ve AOXIprobeR primerleri kullanilarak PZR yolu ile elde edilmistir.
Etiketleme sonrasi probun etkinligi belirlenmistir (Sekil 4.13).

AOX1 prop

(8)
AOXL

‘ . . Kentrol

Sekil 4.13. AOX1 geni iginden dizayn edilen prob ve probun etkinligi (A):Prob eldesi
i¢in yapilan PZR goriintiisii, (B):Prob etkinlik 6l¢limiiniin gériintiisii.
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Transformant JC304 ve MK201 suslar1 ve negatif kontrol olarak X33 ve JC304
suslarindan elde edilen genomik DNA’lar BamHI restriksiyon enzimi ile kesilmistir
(Sekil 4.14). DNAMAN programi ile daha 6nceden yapilan analizde negatif kontrol
suslarinda 6,734 bg, inaktif suslarda 7,836 b¢ ve AOX2 genine olan homolojiden dolay1
AOX2 genine baglanmasi durumunda 3,129 bg biiyiikliigiinde bantlar gozlenecektir.
Protokole uygun olarak gergeklestirilen southern Blot analizi ile inaktif suslar tespit

edilmistir (Sekil 4.15).

(A) 1k DIG X33 K C1

1kb DI X33 C1 Q c3 c4 DiIG 1kb (B)

X
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Sekil 4.2. Transformant JC304 ve MK201 genomik DNA'larinin Southern blot analizi
icin BamHI enzimi ile Kkesilmesi ve jelde yiiriitiilmesi (A):JC304 ve
(B):MK201 susglar1 1kb:1kb markir, DIG:DIG etiketli markir, K:Negatif
kontrol, C1-C4:Farkli klonlar, PK:Pozitif kontrol.
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Sekil 4.15. Tranformant JC304 ve MK201 suglarinda yapilan southern blot analizi
sonucu X-ray filmin goriintiisti (A):JC304 ve (B):MK201 suslari. 1kb:
1kb markir, DIG:DIG etiketli markir, K:Negatif kontrol, C1-C4:Farkli
klonlar, PK:Pozitif kontrol.

Southern Blot sonucunda JC304 C3 klonu MK300, MK201 C3 klonu ise
MK321 olarak isimlendirilmis ve isimlendirilen bu suslar ile calismalara devam

edilmistir.

4.15. MK111 ve MK300 suslarinda AOX2 geninin inaktif edilmesi ve

dogrulanmasi

PZR yolu ile elde edilen aox2::HIS4 DNA pargas: elektroporasyon teknigi
kullanilarak P. pastoris MK300 ve MK111 hiicrelerine transform edilmistir.
Transformasyon sonrasi transformantlarin seleksiyonu MD plakalarda yapilmistir. MD
plakalardan segilen klonlardan ileriki ¢alismalarda kullanilmak {izere genomik DNA

izolasyonu yapilmis ve jelde yiiriitilmistiir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. AOX2 inaktif olma ihtimali olan suslarin genomik DNA'larin jelde
goriintiilenmesi (A):MK111 ve (B):MK300 suslari. M:1kb markir, C1-
C7:Farkli klonlar.

Elde edilen genomik DNA kalip olarak kullanilarak AOX2 geni primerleri olan
AOX2230F ve AOX21618R ile PZR yapilmis ve transform edilen DNA parcalarinin

kromozomda istenen gen lokusuna entegre olup olmadigi kontrol edilmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. AOX2 inaktif olma ihtimali olan transformant MK111 ve MK300
suslarinin genomik DNA’lar1 kullanilarak yapilan PZR jel goriintiisii
(A):MK111 ve (B):MK300 suslari. M:1kb markir, C1-C8:Farkli klonlar,
NK:Negatif kontrol.
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Transformant MK 111 ve MK300 genomik DNA’larinin kalip olarak kullanildig:
PZR ‘nin sonucunda, MK111 suslarindan C2, C4 ve C6, MK300 suslarindan da segilen
tiim klonlarin beklenen 5000 bg¢ uzunlugundaki DNA parg¢asini verdigi gorilmistiir.

Bu agamanin devaminda AOX2 gen inaktivasyonunun kesin olarak dogrulanmasi
amaci ile southern Blot analizine gegilmistir. Southern Blot analizinde AOX2 gen
bolgesinden hazirlanan DIG etiketli prob kullanilmistir. Prop olarak kullanilacak olan
DNA parcast AOX2probeF ve AOX21618R primerleri kullanilarak PZR yolu ile elde

edilmis ve etiketleme sonrasi probun etkinligi belirlenmistir (Sekil 4.18).

AOX2 Geni Probu

Sekil 4.18. AOX2 geni iginden dizayn edilen prop ve probun etkinligi (A):Prop eldesi
icin yapilan PZR goriintiisii, (B):Prop etkinlik dl¢iimiiniin gériintiisii.

Transformant MK111 ve MK300 suslar1 ve negatif kontrol olarak X33 ve JC304
suslarindan elde edilen genomik DNA’lar ECORI restriksiyon enzimi ile kesilmistir

(Sekil 4.19).
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DNAMAN programi ile daha Onceden yapilan analizde negatif kontrol
suslarinda 7,261 bg, inaktif suslarda 10,501 b¢ ve AOX1 genine olan homolojiden dolay1
AOX1 genine baglanmasi durumunda 5749 bg¢ biiyiikliigiinde bantlar gozlenecektir.
Southern Blot analizi ile inaktif suslar tespit edilmistir (Sekil 4.20).

kb DIG X33 IC304 MK300 C2 C1 c3 ca DIG 1kb

®

Sekil 4.19. Transformant MK111 ve MK300 genomik DNA'larinin Southern blot analizi
icin EcoRI enzimi ile kesilmesi ve jelde yiiriitiilmesi (A):MKI111 ve
(B):MK300 suslari. 1kb:1kb markir, DIG:DIG etiketli markir, K:Negatif
kontrol. C1-C4:Farkl klonlar. PK:Pozitif kontrol.

a a G DIG ﬂb(B)
10501 be

10501 b

Sekil 4.20. Tranformant MK111 ve MK300 suslarinda yapilan southern blot analizi
sonucu X-1gin1 filminin gortintiisti (A):MK111 ve (B):MK300 suslar1. 1kb:
Fermentas markir, DIG:DIG etiketli markiri, K:Negatif kontrol, CI-
C4:Farkli klonlar, PK:Pozitif kontrol.
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Southern Blot sonucunda MK111 C6 klonu MK431, MK300 C3 klonu ise

MKS500 olarak isimlendirilmis ve isimlendirilen bu suslar ile devam edilmistir.

Bu c¢alisma ile elde edilen ve protein iretimlerinde kullanilacak MK321
(his4::PHIS4 aox1::ADE1) susunun sadece AOX1 geni inaktif edilmis, MK431
(adel::PADE1 aox2::HIS4) susunun  AOX2 geni inaktif edilmis ve MK500
(aox1::ADEL, aox2::HIS4) susunun ise her iki AOX geni de inaktif edilmistir.

4.1.6. Metanol iceren besiyerinde gelisim egrisinin ¢ikartilmasi

Kontrol ve karsilastirma olarak kullanilmis olan P. pastoris X33 ve KM71H
suslar1 ile bu calismada elde edilen MK321, MK431 ve MK500 suslarinin metanol
iceren besiyerinde lireme yeteneklerine bakilmigtir. Bunun i¢in 30 mL MM besiyerine
yaklasik 0.5 OD olacak sekilde inokiilasyonu yapilan suslardan 72 saat boyunca
ornekler alinmig ve OD degerleri ol¢iilmiistiir. Analiz 3 paralelli yiiriitiilmistir. Elde
edilen OD-Zaman grafiginde MK431 susunun dogal tip olarak kabul edilen X33 ile ayni
sekilde AOX1 geni inaktif KM71H’nin de elde etmis olugumuz MK321 ile benzer
gelisim gosterdigi gorilmistiir. Her iki AOX geni inaktif MKS00 susunun ise metanol
iceren besiyerinde gelismedigi tespit edilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Inaktif suslarin metanol iceren (MM) besiyerinde gelisim egrisi
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4.1.7. Rekombinant protein ekspresyonu icin ekspresyon vektoriiniin

olusturulmasi ve transformasyonu

Protein tiretimi i¢in kullanilarak olan 720 b¢ uzunlugundaki EGFP’yi kodlayan
geni laboratuvarimizda mevcut baska bir plazmitin kalip olarak kullanildigi PZR ile
elde edilmistir. PZR primerleri olarak iizerinde enzim bdlgeleri olan EGFPXholF ve
EGFPNotIR kullanilmigtir. PZR reaksiyonu igin 56-66°C araliginda dort farkli
baglanma sicakligi denenmistir. Sicaklik degerleri yaklasik (a) 56°C, (b) 59°C, (c)
63°C, (d) 66°C olarak uygulanmistir. EGFP geni, farkli boyutlarda bagka bantlarinda
olmasi nedeni ile jelden ekstrakte edilmistir (Sekil 4.22). Elde edilen PZR {irtinleri PZR

purifikasyonu yapilarak bir sonraki asamaya gecilmistir.

Markir EGFP geni
L

Sekil 4.22. EGFP geni i¢in PZR firiinlerinin jel goriintlisii ve jelden oziitlenmesi. (a)-
(d):Farkli sicaklik uygulamalari.

Jelden oziitlenen EGFP geni ve ekstraseliiler bir ekspresyon vektorii olan
PPICZaA vektori Xhol ve Notl kesilmis ve PZR piirifikasyonu yapilarak ligasyon
islemine hazir hale getirilmistir. E.coli hiicrelerine transformasyon sonrast 25 pg/mL
zeosin igeren LB Lennox agar plakalarinda gelisen tek kolonilerden test tiiplerine
alinarak ayni 6zellikleri tasiyan sivi besiyerinde gelistirilmistir. Daha sonra gelistirilen
hiicrelerden plazmit izolasyonu yapilmstir. Plazmitler klonlanan Xhol ve Notl enzimleri
ile kesilerek kontrol edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. EGFP geninin klonlandigi pPICZoEGFP plazmitlerinin kontrolii. M:1kb
markir, C1-C4:farkli klonlar.

Dogrulamasi yapilan PPICZoaEGFP plazmitlerinden C1 olarak isimlendiren klon
ile protein tiretimlerine devam edilmistir. Plazmit Sacl enzimi ile dogrusal hale getirmis

ve kompatent hale getirilmis P. pastoris X33, KM71H, MK321, MK431 ve MK500

suslarina transform edilmistir.

4.1.8. EGFP iiretimi ve protein iiretim yeteneklerinin taranmasi

PPICZaA-EGFP plazmitinin transform edildigi suslarin seleksiyonu 100 pg/mL
zeosin iceren YPD plakalarda yapilmistir. Plakalar, hiicrelerin gelisimi i¢in 30°C’de
yaklasik iki giin inkiibe edilmistir. Gelisen hiicreler tek koloni eldesi i¢in tekrar ancak
zeosin icermeyen YPD besiyerine ¢izgi ekim yapilmistir. YPD plakalarda gelisen
hiicrelerden tek koloni alimarak 3 mL sivi YPD besiyerinde gelistirilmistir. Sivi
besiyerinde bulunan hiicreler 0.1 OD olacak sekilde BMGY (%2 Pepton, %1 Yeast
Extract, %1.34 YNB, 4x107 % biotin, 100mM Fosfat Tamponu pH 6.0 ve %1 Gliserol)
besiyerine inokiilasyonu yapilmis ve 18-20 saat 12-15 OD degerine kadar gelisimi
saglanmistir. Siirenini sonunda hiicreler 3000xg’de 5 dak santrifiij edilerek sorbitol
eklenmis BMMY besiyerinde ¢6ziilmiistiir. Sorbitol eklenmis BMMY (%2 Pepton, %1
Yeast Extract, %1.34 YNB, 4x10” % biotin, 100mM Fosfat Tamponu pH 6.0 ve %1
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Metanol) besiyerine gecirilen hiicrelere 12 saat Sonra konsantrasyonu %1 olacak sekilde
metanol ilavesi yapilmistir. 24 saat sonunda siipernatantlar hasat edilmis ve her bir
sustan yedi klon alinarak SDS-PAGE analizi ile EGFP iiretim yetenekleri belirlemistir
(Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Transformant suslarin EGFP iiretim yeteneklerini gésteren SDS-PAGE jeli
goriintiileri (A):X33, (B):MK431, (C):KM71H, (D):MK321 ve (E):MK500
suslar1. M: protein markir1, K:Negatif kontrol, C1-C7:Farkli klonlar.
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4.1.9. Southern Blot analizi ile EGFP gen kopya sayisinin belirlenmesi

Secilen klonlarin kopya sayilari Inan vd (2006, 2007)’ye gore Southern Blot analizi
ile belirlenmistir. Secilen klonlarin genomik DNA’lar1 Yeast DNA Extraction Kit
(Epicentre, Madison, WI, ABD) kullanilarak izole edilmis ve 1 pg olacak sekilde
genomik DNA’lar ECORV restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Enzim ile kesim sonrasi
%0.8 TAE agaroz jelde yiiriitilmistiir (Sekil 4.25).

X33 KM71H MK321 MK431 MK500
,./ \ = / ," . ‘A S —— I A T e
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DIG K C1C2 C3 C4C51kbK C1C2 C3 CAC51kbK C1C2 C3 C4C51kbK C1C3 CAC5C61kbK C1C2 C3 C4C5 DIG
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Sekil 4.3. EGFP iiretim suslarinin gen kopya sayisinin belirlenmesi i¢in genomik
DNA'larmin ECORV enzimi ile kesilmesi ve jelde yiiriitiilmesi. 1kb:1kb
markir, DIG:DIG etiketli markir, K:Negatif kontrol, C1-C5:Farkli klonlar.

Jelde yiiriitilen DNA fragmentleri pozitif yiiklii naylon membrana transfer
edilmis ve membran AOX1 promotorundan tasarlanan DIG-etiketli (Roche) prop ile
hibridize edilmistir. Kontrol suslarinda bulunan yaklasik 3800 bg¢ biiyiikligtindeki
bandin ekspresyon vektoriiniin integrasyonu sonucu 6500 bg¢ biiyiikliigiine ¢ikmasi ve
ECORV enzim boélgesinin vektoriin i¢inde tek yerde olmasi nedeni ile de 2000 bg

degerinde ikinci bir bandin olusmasi gerekmektedir. Buna gore Southern Blot X-1s1m
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filmi kullanilarak EGFP ekspresyon kaseti kopya sayis1 bant sayisina gore belirlenmistir

(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. EGFP gen kopya sayilarmin belirlendigi southern blot analizinin X-Ray
filmi goriintiisii. 1kb:1kb markir, DIG:DIG etiketli markir, K:Negatif
kontrol, C1-C6:Farkl:1 klonlar.

Bunun sonucu olarak X33 susu diginda diger biitiin suslarda bir kopya sayisina
sahip klonlar bulunmustur. X33 susunda bir kopya sayisina sahip susu elde etmek igin
diisiik zeosin (50 pg/mL) konsantrasyonuna sahip YPD agar plakalarda ikinci defa
transformasyon yapilmistir. Transformasyon sonrasi segilen klonlardan tekrar genomik
DNA izolasyonu yapilmis ve EcCORV enzimi ile kesilerek southen Blot analizi
tekrarlanmigtir. Elde edilen X-igimm1 filmi ile bir ekspresyon kasetine sahip sus
bulunmustur (Sekil 4.27). Protein ekspresyon denemelerinde her konukgudan bir

ekspresyon kaseti igeren klonlar ile devam edilmistir.

50



Sekil 4.4. Bir ekspresyon kasetine sahip X33 susu i¢in yapilan southern blot analizinin
jel goriintiisti ve X-1s1n1 filmi. 1kb:1kb markir, K:Negatif kontrol, C1-
C11:Farkl klonlar.

Southern Blot gen kopya sayist ile elde edilen tek kopya sayisina sahip
klonlardan X33, KM71H, MK321 ve MK431 suslar1 i¢in C1, MK500 susu i¢in de C2
klonlar1 seg¢ilmistir. Her sustan segilen tek bir klon ile protein iiretimi ¢aligmalarina

gecilmistir.

4.1.10. Calkalamah erlenmayerde EGFP ekspresyonu ¢alismalari

Ayn1 gen kopya sayisina sahip olacak sekilde segilen transformant hiicreler ve
ayni suslarin transformant olmayan kontrol suslar1 ilk olarak 3 mL YPD besiyeri i¢eren
test tliplerine inokiile edilmis ve 28°C’de 24 saat 250 dev/dak’de inkiibe edilmistir.
YPD besiyerinde gelistirilen hiicreler, baslangic ODgoonm yogunlugu 0.1 olacak sekilde
250 mL hacimli 30 mL BMGY igeren erlenmayerlere inokiilasyonu yapilmistir.
Inkiibasyon 30°C’de 18 sa. 250 dev/dak’de gerceklestirilmistir. Siirenini sonunda
hiicreler 3000%g’de 5 dak santrifiij edilerek sorbitol eklenmis BMMY besiyerinde
¢cozilmistir. Calisama ile elde edilmis olan MK500 susunun her iki AOX geninin de
inaktif olmasi nedeni ile metanolii kullanamamaktadir. Bu nedenle BMMY besiyerine
AOX1 promotorunu baskilamayan bir karbon kaynagi olan sorbitol eklenmistir (Inan ve

Meagher 2001b). Sorbitol eklenmis BMMY besiyerine gegirilen hiicrelere 24 saat sonra
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konsantrasyonu %31 olacak sekilde metanol ilavesi yapilmustir. Indiiksiyon siiresi
boyunca 0., 6., 12., 24, 36., 48., 60. Ve 72. saatlerde 1’er mL o6rnekler alinarak hiicreler
coktiiriilmiis ve stipernatantlar ekspresyonu yapilmis EGFP floresans miktarinin tespiti

i¢in +4°C’de muhafaza edilmistir. EGFP {iretim analizi 3 paralelli olarak ytirttiilmiistir.

Kontrol ve EGFP iiretim suglarindan elde edilen siipernatantlar 20 kat
seyreltilmis ve EGFP floresans degeri florometre (VICTOR™ X3 Multilabel Plate
Reader) yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Bir sus i¢in 3 paralelin ortalamasi alinmis ve kontroliin
floresans miktarindan c¢ikartilarak sahip oldugu floresans miktar1 goreceli olarak elde
edilmistir. Elde edilen floresans iinitesinin fermentasyon siiresi boyunca zamana baglh

degisimleri Sekil 4.28’de verilmistir.

14000000

12000000 R
-z 10000000
(]
£ == X33 (wt)
.S 8000000
2 == KM71H (aox1)
©
g 6000000 MK321 (aox1)
[]
T 4000000 == MK431 (a0x2)

2000000 == MK500 (aox1 aox2)
0
80
Zaman

Sekil 4.28. EGFP iiretim suslarina ait floresans Unitesi-Zaman grafikleri

Uretim suslarmin 72. saat floresans {initelerinin OD degeri gdz Oniine
alinmaksizin degerlendirilmesi ile elde edilen sonuclar karsilastirmali olarak sekil

4.29°da verilmistir.
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Sekil 4.29. Uretim suslarinin 72. saat floresans iinitesinin grafiksel gosterimi

EGFP iiretim miktarina en biiyiik etkiyi hiicrelerin OD degerleri etki etmektedir.

Bu nedenle 6rneklerin OD degerleri diizenli olarak Slgiilmiistiir. Suslar arasindaki OD

farkliligina 6rnek olarak 72. saat OD degerleri cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. EGFP iiretiminin 72. Saat OD degerileri

Sus

72. saat OD Degeri

X33

KM71H
MK321
MK431
MK?500

46
38
31
40
30
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EGFP floresans iinitesinin hesaplanmasi isleminde hiicrelerin OD degerleri g6z
oniinde tutuldugunda Sekil 4.32 ve Sekil 4.33°deki grafikler elde edilmistir.

45000
40000 X

35000 /x,d’/
30000

‘»
[J]
2 ===X33 (wt)
S 25000 )/
n == KM71H (aox1)
S 20000
2 == MK321 (aox1)
5 15000
[ == MK431 (aox2)

10000

== MK500 (aox1 aox2)
5000
0 T T T 1
0 20 40 60 80
Zaman

Sekil 4.5. OD degerleri dahil edilmis EGFP iiretim suslarma ait Floresans Unitesi-
Zaman grafikleri
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41246

40000

35000 34070 34048
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20000
14360 14658 B MK431 (aox2)
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10000 -
5000 -
0 .

Sekil 4.31. OD degerleri goz Oniine alinmis iiretim suslarinin 72. saat floresans
initesinin grafiksel gosterimi

Floresans (Unite/OD.pl)
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4.1.11. SDS-PAGE ve Western Blot analizi ile EGFP kalitesinin belirlenmesi

SDS-PAGE analizi ile P. pastoris X33-MK500 ve KM71H-MK321 suslarinin EGFP
dretimlerinin zamana bagh degisimi karsilastirilmistir. Karsilastirmanin en dogru

sekilde yapilabilmesi i¢in her bir 6rnekten esit hacimde yiiklenmistir (Sekil 4.32).

KM71H ~MK321
X33 MK500 k £ < AR “ o
| 3 M0612244872K0612_24'4872'M
MO0 6 12 % 4870 0 6 2 4872 M - e : -
- 5 - —
- - — s ' o 4.‘
-
— - - -
.- -
- -
. - - -
[ - .
L -
- - \
- ]
w
- -
- —
A -
-~ . ” . -
- - e o = 30kDa
=2 & )5kDa
. == -
- i i 2
- 8 F B ‘ i - - .

Sekil 4.32. P. pastoris X33-MK500 ve KM71H-MK321 suslarinin EGFP
tiretimLerinin zamana bagli degisimini gosteren SDS-PAGE goriintiisil.
M:Protein markiri, 0-72:siire (saat).

EGFP tiretimi kalitesi, EGFP’ye spesifik olan Rabbit anti-GFP antibody (Abcam
ab6556) ve ikinci antibody olan Licor Mouse anti-Rabbit IRDye 680 ile belirlenmistir.
Buna gore rekombinant protein iiretimde yaygin olarak kullanilan P. pastoris X33 susu
ile bu ¢alismada elde edilen MK500 susu karsilastirilmistir (Sekil 4.32). Ayrica kontrol
amagch kullanilan ve tarafimizdan gelistirilen tiim suslarin indiiksiyon asamasinda alinan

72. saat drnekleri de ayn1 analize tabii tutulmustur (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. P. pastoris X33-MK500 suslarinin karsilastirilmasi ve tiim suslarda 72. saat
orneklerinin western blot analizi. M:Protein markir, 0-72:Saat araligi,
K:Kontrol, S1-S5:Standard EGFP (S1:10ng, S2:50ng, S3:100ng, S4:250ng
ve S5:500nQ)

Western Blot analizi sonucu olarak, bu c¢alisma ile elde edilen P. pastoris
MKS500 susunun rekombinant protein {retimlerinde kullanilan P. pastoris X33
susundan daha yiiksek spesifik verimlilik ile protein iiretme yetenegine sahip oldugu
goriilmiistiir. Ancak, standartlar ile kariglastirildiginda daha diisiik molekiiler agirliga
sahip ikinci bir bant olusmustur. Bunun sebebinin hiicre dis1 proteazlarin aktivitesinin

etkisi ile EGFP’nin degradasyona ugradigi disiiniilmektedir. Yapilan caligmalarda,
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rekombinant protein tiretimlerinde proteinlerin aktif degrasyonunu engellemek veya en
aza indirmek icin proteaz iiretmeyen suslarin kullanimmin daha iyi sonu¢ verdigi
belirtilmistir (Rios vd 2007, Tolstorukov ve Cregg 2007). Bu nedenle molekiiler
teknikler kullanilarak yapilacak calismalar ile MK500 susunda proteaz aktivitesinden
sorumlu genler inaktif edilerek, rekombinant protein iiretimlerinde daha iyi sonugarin
saglanacag ongoriilmektedir. Ayrica, bu durumun iiretilen EGFP proteinine 6zgii olup
olmadigi MKS500 susunda farkli proteinlerin  ekspresyonunun denenmesi ile

anlasilabilir.
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5. SONUC

Bu c¢aligmanin sonucu olarak:

1-

P. pastoris MK500 susunun, rekombinant protein iiretiminde yaygin olarak
tercih edilen P. pastoris X33 susundan daha yiiksek spesifik verimlilik ile EGFP
tirettigi goriilmistiir. Bunun sonucu olarak, rekombinant protein tiretimlerinde
X33 susuna alternatif konukgu bir sus gelistirilmistir.

Genetik metotlar kullanilarak elde edilen MK321 (his4::PHIS4 aox1::ADEL1)
susu ile aymi fenotipe sahip ticari KM71H (daoxI: :SARG4 his4 arg4
his4::PHIS4) susu arasinda EGFP {iretimi agisindan bir fark goriilmemistir.
Western Blot analizi sonucunda MK431 (adel::PADE1 aox2::PHIS4) susunun
X33 (dogal tip) susuna gore daha yiiksek spesifik verimlilik ile EGFP iirettigi
gbzlenmistir. Ancak floresans tinitesi olarak, iki sus (MK431 ve X33) arasinda
kayda deger bir fark goriillmemistir.

Western Blot analizi sonucu, daha diisitk molekiiler agirliga sahip ekstra ikinci
bir bant olusmustur. Bunun sebebinin hiicre dis1 proteazlarin aktivitesinden
kaynakli olarak EGFP degradasyona ugradigi diisiiniilmektedir. Bu durumun
proteine 6zgili olup olmadigi MK500 (aox1::ADE1 aox2::HIS4) susunda farkli
proteinlerin ekspresyonu ile anlasilabilir.

Sonug olarak, elde edilen yeni konukgu sistem, rekombinant protein iiretiminin
yapildigr calismalara farkli bir konukgu sistem olarak katkida bulunacaktir.
Ayrica hiicre dis1 proteaz aktivitesi elemine edildigi takdirde, MK500 susu ile
rekombinant protein iiretiminden daha iyi sonuglar elde edilebilecektir.

Bu arastirma ile elde edilen veriler, daha istiin 6zelliklere sahip konukgu sistem

gelistirmeye yonelik ileride yapilacak ¢aligsmalara da 1s1k tutacaktir.
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7. EKLER

Ek- 7.1 Caligsma siiresince gesitli PZR denemelerinde kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Ad1 Sekans (5° 237) Tm (°C)
AOX2FSspl GAATATTGTCTTAAAACGGGC 55
AOX2RSspl AATATTCCTAGATACCACATAAACTAG 61
AOX1KNOF ATGGCTATCCCCGAAGAG 56
AOX1KNOR CGGTCTTGCTAGATTCTAA 53
ADEFBsp14071 | TGTACAGGGTGCTATCGTTTTGTGC 66
ADE1RBqglll AGATCTCTTTTCTGACGAACCAC 61
5’A0X GACTGGTTCCAATTGACAAGC 59
3’AOX GCAAATGGCATTCTGACATCC 59
ADE1-491F ATCTCCGCTTACGATGTGA 55
ADE1-537R CCCTTATCAGGAATACCGTTTG 60
ADE1-1120F CCAAGTGGGTAAATCGCA 54
ADE1-1143R CTCTCTTGCGATTTACCCA 55
AOX2230F CAACTTGGACCACTCCTTGAA 59
AOX21618R TCGGATGAGTATGGGAACAGA 59
EGFPXholF TTCTCTCGAGAAGAGAATGGTGAGCAAGGGCGAG 76
EGFPNotIR TTGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 76

EGFPNotIHISR

TTGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGCTTG
TACAGCTCGTCCATG

82

EGFP432F CAACTACAACAGCCACAACG 58
EGFP451R CGTTGTGGCTGTTGTAGTTGT 59
AOX1probeF AGTCCAAGAACCGTGAGCAA 58
AOX1probeR TTCTAGCGGTTTCTCTAGAC 56
AOX2probeF CGCAAAGAAGCCAACTCA o4
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