T.C
AKDENIiZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Pichia pastoris ETANOL METABOLIZMASI UZERINE CALISMALAR

Mert KARAOGLAN

DOKTORA TEZi
GIDA MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI

2016






T.C
AKDENIiZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Pichia pastoris ETANOL METABOLIZMASI UZERINE CALISMALAR

Mert KARAOGLAN

DOKTORA TEZi
GIDA MUHENDISLIGi ANABILIM DALI

Bu tez TUBITAK Arastirma Destek Programlar1 Baskanhg (ARDEB) tarafindan
1001-Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme Program
kapsaminda 111T90S5 no'lu proje ile desteklenmistir.

2016






T.C
AKDENIiZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Pichia pastoris ETANOL METABOLIZMASI UZERINE CALISMALAR

Mert KARAOGLAN

DOKTORA TEZi
GIDA MUHENDISLIGi ANABILIM DALI

Bu tez 14/06/2016 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Oybirligi/Oygoklugu ile kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Mehmet INAN (Danisman) e,
Prof. Dr. Pmar CALIK
Dog. Dr. irfan TURHAN e,
Dog. Dr. Muhittin ARSLANYOLU

Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN s






OZET
Pichia pastoris ETANOL METABOLIZMASI UZERINE CALISMALAR
Mert KARAOGLAN
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Damisman: Prof. Dr. Mehmet INAN
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Pichia pastoris, biyoteknoloji, ila¢ endiistrisi ve akademik arastirmacilar
tarafindan rekombinant protein tiretimi kullanilan bir ekspresyon sistemidir. P. pastoris,
bakteriler gibi, tek karbon kaynagi olarak metanol, glukoz, gliserol veya etanol iceren
ucuz besiyerlerinde hizla gelisme gosterebilmektedir. Ayrica, insanlar gibi, dkaryotik
bir organizmadir ve boylece hiicre i¢i ortami Okaryotik proteinlerin katlanmasi
bakterilere gore daha uygundur. Buna ilaveten proteolitik islemler, distilfit kopriisii
olusumu ve glukozilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlari gergeklestirme
yetenegine sahiptir.

Son zamanlarda, iki akademik arastirma laboratuvari tarafindan, iki farkli P.
pastoris susunun genom sekansi belirlenmistir. P. pastoris GS115 genom sekansinda
ADH3 geni ile yapilan homoloji analizi, etanol metabolizmasinda rol oynayan alti
muhtemel ADH genini ortaya koymustur. Literatiirde bu genlerin higbiri iizerine
molekiiler diizeyde ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu calismada, P. pastoris etanol metabolizmasinda rol oynadigi diisiiniilen
ADH3 geni inaktif edilerek, glukoz ve etanol igeren minimal besiyerinde iireme
davraniglart izlenmistir. ADH3 mutant susunun etanol igeren besiyerinde iiremedigi
ancak glukoz igeren besiyerinde hala etanol iirettigi tespit edilmistir. Sonuglar, ADH3
geninin etanoliin tiiketiminden sorumlu tek gen oldugunu goéstermistir. Caligmalara
etanol iiretiminden sorumlu olmasi muhtemel bes gen ile devam edilmistir. Glukoz ve
etanolde gelistirilen yabani sus ve 4adh3 susunda bu muhtemel genlerin qRT-PCR
metodu ile gen ekspresyon seviyesine bakilmis ve One ¢ikan {ic gen ile calismalara
devam edilmistir (adhl, adhll ve adhV). Bu genlerin zeosin antibiyotik dayaniklilik geni
kullanilarak Aadh3 susunda ikili mutantlar1 elde edilmistir. Elde edilen suslar glukoz
iceren minimal besiyerinde gelistirilerek etanol {iretme yetenekleri test edilmis ve etanol
tiretiminden sorumlu olan gen adhll olarak tespit edilmistir. Tespit edilen gen ADH2
olarak isimlendirilmistir. ADH2 geni karakterizasyonu i¢in yapilan analizler sonucu,
ADH2 geninin P. pastoris etanol metabolizmasinda etanol iiretiminden sorumlu major
gen oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, ADH2 geninin inaktif oldugu susta etanol
tiretiminde ADH3 geninin de mindr rol oynadig: tespit edilmistir. Buna ilaveten, ADH3
ve ADH2 promotorlar1 ile erlenmayer ve fementdr ortaminda rekombinant ksilanaz
tiretimi denemeleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar, ADH3 promotorunun fermentor
Ol¢eginde rekombinant protein iiretimi igin AOX1 ve GAP promotorlarina alternatif bir
promotor olarak kullanilabilinecegini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Pichia pastoris, Alkol dehidrogenaz, Etanol
metabolizmasi, Ksilanaz, Fermentasyon, Rekombinant protein tiretimi.
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ABSTRACT
STUDIES ON Pichia pastoris ETHANOL METABOLISM
Mert KARAOGLAN

PhD Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN
June 2016, 109 pages

Pichia pastoris is an expression system for the production of recombinant
proteins used 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.

Recently, the genomes of two different strains of P. pastoris have been
sequenced by two academic research laboratories. Six possible genes that might play
role in ethanol metabolism was identified based on the homology to ADH3 gene. In
literature, none of them has been studied at the molecular level.

In this study, ADH3 gene thought to be involved in P. pastoris ethanol
metabolism was inactivated and growth characteristics were monitored in minimal
medium containing glucose and ethanol. It was determined that ADH3 mutant strain
failed to grow on ethanol, but it was able to produced ethanol in minimal medium
containing glucose. This showed that the ADH3 gene is the only gene responsible for
ethanol consumption. Thus, studies proceeded with five possible ADH genes.
Expression levels of these genes in wild-type and Aadh3 strain on glucose and ethanol
medium were analyzed by gRT-PCR method, and three possible ADH genes (adhl,
adhll and adhV) were further studied. These genes were inactivated by zeocin resistance
gene in dadh3 strain, and double knock-out mutants were generated. The mutant strains
were tested for their ability to produce ethanol on minimal medium containing glucose.
The gene responsible for production of ethanol was determined and named as ADH2.
Studies on characterization of ADH2 showed that ADH2 is major gene responsible for
ethanol production. Also it was determined that ADH3 gene plays minor role in ethanol
production in case ADH2 is inactive. Furthermore, the recombinant xylanase production
under control of the ADH3 and ADH2 promoters was tested in shake-flask and
fermenter conditions. The xylanase production yield with the ADH3 promoter was
higher than that of the AOX1 and GAP promoter at fermentor scale. These results
showed that the ADH3 promoter can be utilized to produce recombinant proteins at
large scale as an alternative to the AOX1 and GAP promoters.

KEYWORDS: Pichia pastoris, Alcohol Dehydrogenase, Ethanol metabolism,
Xylanase, Fermentation, Recombinant protein production.
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ONSOZ

Molekiiler biyoloji uygulamalarindan tip, ilag, gida ve tarim gibi genis bir alanda
faydalanilmaktadir. Bu nedenle molekiiler biyoloji biliminde yapilan gelismeler,
kullanildig1 alanlardaki roliine bagli olarak biiyiik imkanlar saglamaktadir.

Bu calismada, P. pastoris etanol metabolizmasinda rol alan alkol dehidrogenaz
(ADH) genlerinin fizyolojik rolleri arastirilmistir. Literatiirde rolii bilinmeyen ve P.
pastoris mayasinda etanol tiikketiminden (katabolizma) sorumlu gen ilk defa bu c¢alisma
ile ortaya konulmus ve karakterize edilmistir. Buna ilaveten, daha 6nce P. pastoris
etanol metabolizmasinda varligi dahi bilinmeyen ve etanol iiretiminden (anabolizma)
sorumlu gen de bu calisma ile karakterize edilerek literatiirde Onemli bir acik
kapatilmigtir. Ayrica, arastirilan genlerin  promotorlart  kullanilarak fermentor
kosullarinda rekombinant protein iiretimleri gerceklestirilmistir. Ilgili promotorlar ile
tretimler, P. pastoris AOX1 (alkol oksidaz) ve GAP (gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz) promotorlar ile karsilastirilmis ve 6zellikle ADH3 promotoru ile
yiiksek Olcekte rekombinant protein iiretimin yapilabilecegi gosterilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar, yapilacak olan benzer calismalara 151k tutacak
niteliktedir.

Bu calisma siiresince, bilgi ve tecriibeleri ile beni yonlendiren ve destegini hi¢
esirgemeyen danisman hocam Saym Prof. Dr. Mehmet INAN’a gosterdigi emek ve
ayirdig1 zaman i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmamin gerceklesmesi siirecinde gostermis olduklari ilgi, destek ve
yonlendirmeleri igin Tez izleme komite iiyeleri Sayin Dog. Dr. Irfan TURHAN ve Yrd.
Dog. Dr. Cengiz IKTEN'e ve diger jiiri iiyeleri Prof. Dr. Pmar CALIK ve Dog. Dr.
Muhittin ARSLANYOLU'na tesekkiir ederim.

Ayrica laboratuar ¢aligmalarinda destegini ve yardimlarini benden esirgemeyen
basta hayat arkadasim Fidan ERDEN KARAOGLAN’a ve ¢alisma arkadaslarima
desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Gerek maddi gerekse manevi, hi¢bir destegi esirgemeyen ve benim bu noktalara
gelmemde en biiyiik katkiy1 saglayan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora ¢grenimim boyunca 2211-A Genel Yurt I¢i Doktora Burs Programi
kapsaminda 6grenimimi destekleyen TUBITAK Bilim Insani Destekleme Daire
Baskanligi’na (TUBITAK-BIDEB) tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1970’1 yillarin ortalarinda gelismeye baslayan rekombinant DNA teknolojileri
ile birlikte, mikroorganizmalarin, dogal halleri ile iiretemedikleri peptit ve/veya
proteinleri {iretir hale gelmeleri miimkiin kilinmistir. Endiistriyel olarak ¢esitli konukcu
organizmalar kullanilarak iretilen rekombinant proteinlerin, 6zellikle gida, tarim ve
saglik sektorlerinde kullanimi giderek artis gdstermektedir. Yillar igerisinde, siirekli
artis gosteren rekombinant protein ihtiyacini karsilayabilmek i¢in ¢ok ¢esitli heterolog
ekspresyon sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemler arasinda, mayalar, prokaryotik
organizmalara gore, Okaryotik proteinlerin translasyon sonrast modifikasyonlarin
gerceklestirebilmek gibi bazi avantajlar sunmaktadir (Cregg vd 2007).

P. pastoris ozellikle endiistriyel alanda rekombinant protein tiiretimi igin
miikemmel O6zelliklere sahip konukg¢u organizmalardan biridir (Daly ve Hearn 2005,
Jungo vd 2007). P. pastoris'de bugiine kadar 550 min iizerinde rekombinant proteinin
tiretimi gergeklestirilmistir. P. pastoris'de anjiyoddeme karsi iiretilen rekombinant bir
protein olan KALBITOR® (ecallantide) FDA (US Food and Drug Administration)
tarafindan onaylanmigtir (Anonim 2009). Buna ilaveten, P. pastoris GRAS (Generally
Regarded as Safe) statiisiinde olmamasina ragmen, P. pastoris'te iiretilen bir enzim
preparatinin GRAS statiisiinde oldugu FDA tarafindan kabul edilmistir (Anonim 2006).

Son yillarda, 6zellikle endiistriyel ve tip alanlarinda rekombinant protein tiretimi
olduk¢a 6nem kazanmistir. Rekombinant protein iiretimi sirasinda iiretim seviyesi ve
kalitesi konuk¢u mikroorganizmanin fermentasyon mekanizmasina bagli olarak 6nemli
Ol¢iide degisim gostermektedir. Fermentasyon metodunun optimum sartlarda
yiiriitilmesi ve fermentasyonun yiiksek verimlilik ve kalitede sonug¢lanmasi igin
rekombinant  protein  Uretiminde  kullanilan  konuk¢u  mikroorganizmalarin
metabolizmalarinin 1yi bilinmesi gerekmektedir. Bu sebeple yapilan caligsmalar,
ozellikle karbon kaynagini kullanim mekanizmasinda rol alan genler ve bu genlerin
reglilasyonu ve farkli karbon kaynaklarmin mikroorganizmanin metabolizmasindaki
etkileri iizerine yogunlagmstir (Inan ve Meagher 2001a, 2001b).

P. pastoris fermentor ortaminda ¢ok yiiksek hiicre yogunluguna ¢ikabildigi igin
1970’11 yillarda tek hiicre proteini iiretimi i¢in gelistirilmistir. Bu mayanin yiiksek hiicre
yogunluguna c¢ikabilmesi Crabtree-negatif olmasindan kaynaklanmaktadir. Diger bir
ifadeyle, aerobik ortamda yiiksek karbon konsantrasyonunda etanol iiretimi
gerceklestirmez. Crabtree-pozitif olarak siniflandirilan ekmek mayasinda (S. cerevisiae)
aerobik sartlarda yliksek seker (glukoz) konsantrasyonunda etanol iiretimi gerceklestir
(van Urk vd 1989). Bu mekanizmayr bulunduran mayalar Crabtree-pozitif olarak
smiflandirilir. P. pastoris ise crabtree-negatif bir mayadir. Fakat tarafimizdan
yapilanonceki ¢aligsmalarda ve literatiirde ulasilan diger ¢alismalarda, P. pastoris’te
oksijenli (aerobik) fermentasyon ortaminda az da olsa etanol {iretiminin gergeklestigi ve
bu yan iirlin olarak iiretilen etanoliin, alkol oksidaz promotorunu baskiladig1 ve
rekombinant protein iiretimini olumsuz etkiledigi ortaya konulmustur (Inan ve Meagher
2001a; Sohn vd. 2010). Fakat GAP promotoru kontrolii altinda rekombinant protein
iretimi esnasinda, oksijen seviyesinin hipoksik (hypoxic) sartlara diistiigii anda (oksijen
seviyesinin aerobik organizmalar i¢in kritik seviyeye indigi zaman), ortamda etanol
olustugu ve etanoliin ilerleyen safhalarda katabolize edildigi gozlenmistir. Bu sartlarin
da rekombinant protein tretimini arttirdigi ortaya konulmustur (Baumann vd 2008).
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Fakat etanol iiretiminde rol oynayan alkol dehidrogenaz enziminin rolii bu ¢alismalarda
arastirilmamistir.

Bu ¢alisma kapsaminda, P. pastoris etanol metabolizmasinda rol oynayan ADH
genleri belirlenmis ve karakterize edilmistir. Ayrica, P. pastoris ilgili genlerin
promotorlar1 kontrolii altinda Aspergillus niger Ksilanaz (XylB) geni kullanilarak
rekombinant protein iretimi denemeleri yapilmistir. Ayrica bu promotorlarin
rekombinant protein {retimlerinde kullanilabilirligi gerek laboratuar g¢alismalarinda
gerekse sanayi Olgeginde en yaygin kullanilan P. pastoris AOX1 ve GAP promotorlari
ile karsilagtirilarak arastirilmigtir.
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2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Rekombinant protein ekspresyon sistemleri igerisinde, prokaryotik ekspresyon
(6rn. Esherichia coli) sistemleri genellikle ekonomik oldugu icin diger ekspresyon
sistemlerine (Maya, Bocek, Chinese Hamster Ovary (CHO)) gore daha fazla tercih
edilirler. Fakat prokaryotik sistemlerde Okaryotik orijinli proteinler iretildigi zaman
bazi durumlarda biyolojik aktivitelerini kaybedebilirler ve inkliizyon cisimcikleri
olustururlar. Buna karsin, Okaryotik ekspresyon sistemi olan mayalar, Okaryotik
proteinler i¢in elzem olan translasyon sonrasi biyokimyasal reaksiyonlar1 da (disiilfit
bagi olusumu, glikozilasyon gibi) gerceklestirebilirler (Cregg 2007). Ayrica genetik
manipiilasyonlar1 da bakteriler kadar kolaydir. Tiim bu sebeplerden dolay1 okaryotik
proteinlerin iiretimi i¢in mayalar biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

Mikrobiyal 6karyotik konukgu sistemi olarak P. pastoris, hem zengin olmayan
(minimal media) besiyerinde iiretildiginde yiiksek hiicre yogunluklarina ulasilabilmekte,
hem de metanol kullanimi icin gerekli olan alkol oksidaz gibi enzimlere yiiksek
gereksinim duymaktadir. Ayrica ¢ok kuvvetli ve siki denetimde bulunan promotorlara
(AOX1) sahip oldugu i¢in rekombinant protein tiretiminde avantaj saglamaktadir (Porro
vd 2005). P. pastoris’in genomunda alkol oksidaz geninin iki kopyasi bulunmaktadir.
AOX1 promotoru hiicrede alkol oksidaz enzim aktivitesinin %85’inin regiilasyonundan
sorumlu iken, AOX2 promotoru alkol oksidaz enzim aktivitesinin %15’ inden
sorumludur. Bu sebeple, rekombinant protein iiretiminde AOX1 promotoru daha yaygin
olarak kullanilmaktadir. Buna ilaveten glikolitik bir enzim olan GAP enziminin
promotoru da rekombinant protein iiretiminde kullanilmaktadir (Inan ve Meagher
2001b, Cregg 2007).

Son yillarda, ozellikle endiistriyel ve tibbi kullanimlara yonelik rekombinant
protein iiretimi oldukg¢a Onem kazanmistir. Rekombinant protein iiretimi sirasinda
iretim seviyesi ve kalitesi konuk¢u mikroorganizmanin fermentasyon mekanizmasi ile
onemli Ol¢lide degisim gostermektedir. Fermentasyon metodunun optimum sartlarda
yiiriitilmesi ve fermentasyonun yiikksek verimlilik ve kalitede sonuglanmasi igin
rekombinant  protein  Uretiminde  kullanilan  konuk¢u  mikroorganizmalarin
metabolizmalarinin 1yi bilinmesi gerekmektedir. Bu sebeple yapilan caligsmalar,
ozellikle karbon kaynagimi kullanim mekanizmasi ve farkli karbon kaynaklarinin
mikroorganizmanin metabolizmasindaki etkileri iizerine yogunlasmustir (Inan ve
Meagher 2001a, 2001b).

P. pastoris mayas1 iiremesi sirasinda 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
tizerine yapilan ¢alismalar incelendiginde, glukoz ve etanoliin ortamda bulunmasi alkol
oksidaz aktivitesi lizerine baskilayici etki yaptigi ortaya konulmustur. Ayrica bu
baskilayici etkinin katabolit represyon ve katabolit inaktivasyon olarak iki regiilasyon
mekanizmasi tarafindan gergeklestigi bildirilmistir (Sahm 1980, Bruinenberg vd 1982,



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI Mert KARAOGLAN

Eggeling ve Veenhuis vd 1983). Klei vd (1991), Hansenula polymorpha (P. angusta)
mayasinda MOX1 promotorunun glukoz ve etanol tarafindan baskilandigini, Cregg vd
(1989) ayn1 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 tiretilen bir miktar etanoliin AOX1 promotorunun tersine, GAP
promotoru lizerine her hangi bir represif etkisinin olmadigi, hatta GAP promotoru
kullanilarak yapilan rekombinant protein iiretiminde ekspresyon seviyesinin arttig
belirtilmistir (Baumann 2008). Sonug olarak, rekombinant protein iiretiminde AOX1
promotorunun kullaniminin en 6nemli dezavantaji, bu promotorun indiiksiyonu ig¢in
metanole gerek duymasi nedeniyle, yiiksek olgekli tiretimlerde kullanildiginda yangin
tehlikesine karsi depolanmasi igin gerekli onlemlerin pahali olmasidir. Bu sebeple
yiiksek dlgeklerde kullanimi sinirlidir.

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 gére sirasiyla 2/3
ve 1/3 seviyesindedir. GAP promotoru kullaniminin avantaji indiiksiyonu i¢in metanol
gerektirmemesidir. Ayrica kolay gelisim i¢in bir karbon kaynagindan bagka bir karbon
kaynagina degisime ihtiyag duymamasidir. Fakat GAP promotoru yapisal (constitutive)
olarak ifade edildigi i¢in, maya hiicresine toksik olan bir proteinin tiretimi icin iyi bir
secim degildir (Cereghino ve Cregg 2000).

P. pastoris, metanoliin yaninda etanoli de karbon kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Ancak etanoliin karbon kaynagi olarak kullanildigi ADH3
promotoru ile rekombinant protein iretimi {izerine patent alinmasina ragmen (US
8,222,386) bu calismada promotorun giici ve kontrol susu ile ilgili bir veri
bulunmamaktadir. Ayrica, ADH3 promotorunun diger promotorlara gore giicii de
bilinmemektedir. Bu nedenle ADH3 promotorunun rekombinant protein {iretimlerin
kullanilabilirligi ve tiretim seviyesi halen bilinmemekte ve bu agidan promotor ile ilgili
her hangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Mayalarda ortaya ¢ikarilmis genel glukozdan etanol iiretimi Sekil 2.1°de sematik
olarak gosterilmistir. P. pastoris’e yakin bazi mayalarda ADH genlerinin nasil
bulundugu ve gorevleri ile ilgili bilgiler verilmistir.
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Sekil 2.1. Mayalarda etanol metabolizmasi

Etanol tiretimindeki en son basamak asetaldehitin etanole indirgenmesidir (Sekil
2.2). Bunun tersi olarakta etanoliin yikimindaki ilk basamak etanoliin asetaldehite
oksidasyonudur (Sekil 2.2). Etanol iiretimi esnasinda olusan NAD" 'in, gliseraldehit 3-
fosfat’in 1,3-Bifosfogliserat’a yikimi esnasinda kullanilan NAD" ’1 takviye etmesi
sonucu GAP promotorunun etkisini arttirict etkiye (indiiklenme miktarinin artmasi)
sebep olmaktadir (Sekil 2.3). Dolayisi ile GAP promotorunun kullanildig1 sistemde
etanol iiretimi rekombinant protein liretimine pozitif etki yapmaktadir.

Glukoz
w

2 Pirlivat

e

2 Asetaldehit

1

2 Etanol =

Sekil 2.2. Mayalarda etanoliin anabolize edilmesi
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Sekil 2.3. Mayalarda etanoliin katabolize edilmesi

Bu mekanizmada gorev alan ADH genleri iizerine en fazla S. cerevisiae ile
calisilmistir. S.cerevisiae 'da baslica ii¢ ADH geni karakterize edilmistir. S.
cerevisiae'nin alkol dehidrogenaz (EC 1.1.1.1) genlerinden ADH1, glikolitik iz
yolundaki son basamak olan asetaldehitin etanole indirgenmesinden sorumlu gen iken
(Lutstorf ve Megnet 1968, Ciriacy 1975), ADH2 geni etanoliin asetaldehite
oksidasyonundan sorumludur (Ciriacy 1975). S. cerevisiae’da ADH2 geni etanol iiretimi
asamasinda (ADH1 geninin aktif oldugu sirada) baski altinda bulunmaktadir (Leskovac
vd 2002). ADH3 geninin ise mitokondriyal bir gen oldugu bildirilmistir (Bakker vd
2000). P. pastoris genomunda tanimlanan ADH3 geninin ise, etanol metabolizmasinin
hangi basamaginda (oksidasyon veya indirgeme basamagi) gorev aldig1 hala tam olarak
bilinmemektedir.

Cho ve Jeffries (1998) calismalarinda, S.cerevisiae ADH genlerini prob olarak
kullanarak, Pichia stipitis CBS 6054 genomik DNA'sinda, Southern hibridizasyonu
yontemi ile iki ADH geni (PSADH1 ve PSADH2) tanimlamis ve izole etmistir. Ayrica
bu genler inaktiflestirilerek, genlerin islevleri karakterize edilmistir. Bu iki Adh enzimi;
protein seviyesinde %80,5, niikleotit seviyesinde %79,5 Ozdeslik gostermistir. Gen
inaktivasyonu caligmalari, ksilozdan etanol {iretimi test edilerek incelenmistir. Elde
edilen sonuglar, PSADH1'in ksiloz fermentasyonunda major rol oynadigini gostermistir.
PSADH1 geninin inaktivasyonu, ksiloz iizerinde gelisen hiicrelerde gelisim hizinin ve
etanol tiretiminin 6nemli Ol¢iide diismesine neden olurken, hiicrenin redoks dengesinin
bozulmasina bagli olarak ksilitol {iretimi 6nemli ol¢iide artmistir. Ayni kosullarda
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PSADH2 inaktivasyonunun, 6nemli bir farkliliga sebep olmadigi goriilmiistiir. Ancak,
PsADH1ve PSADH2 genlerinin ikisinin de inaktif oldugu ikili inaktif susta ksiloz
lizerinde gelisme durmus, fakat az da olsa etanol iiretimi devam etmistir. Bu sonug,
PSADH2 enziminin de ksiloz fermentasyonunda ve gelisme de gorev aldigimi ancak
PSADH1 enzimine gére mindr bir rol oldugunu gostermistir. Ayrica tamamen aerobik
sartlarda, mutantlarin etanolii tek karbon kaynagi olarak kullanabilirligi test edilmistir.
Etanoliin asetaldehite doniistiiriilmesinde iki enzimin de esdeger yetenege sahip oldugu
goriilmiistiir. Tekli inaktif suglar, tek karbon kaynagi olarak etanol {izerinde
geligebilmistir fakat ikili nakavt sus etanol lizerinde gelisme yetenegini kaybetmistir.

Kluyveromyces lactis, P. pastoris gibi crabtree-negatif bir mayadir. K. lactis'in
ADH aktivitesinin regiilasyonu karmasiktir. S. cerevisiae ADH2 geninin prob olarak
kullanildig1 Southern hibridizasyonu, K. lactis'te dort muhtemel ADH geni géstermistir
(Saliola vd 1990). KIADH1 ve KIADH2 sitoplazmik aktivite gosteren, fermentasyon
sirasinda etanol iiretiminden sorumlu Adh enzimlerini kodlamaktadir (Saliola vd 1990,
Shain vd 1992). KIADH3 ve KIADH4 ise mitokondriyal aktivite gostermektedir (Saliola
vd 1991). KIADH3 geni etanol tarafindan baskilanirken, KIADH4 geni etanol tarafindan
indiiklenmektedir ve bu gen glukoz represyonuna duyarli degildir (Mazzoni vd 1992).
S. cerevisiae ve K. lactis mitokondriyal Adh aktivitelerinin, mitokondriyal-sitozolik
NAD(P)H redoks dengesi icin etanol-asetaldehit mekiginin parcast olabilecegi one
stiriilmektedir (Bakker vd 2001).

Fredlund vd. (2006) c¢alismalarinda Pichia anomala ADH1 geninin (PaADH1)
hem aerobik kosullarda glukoz ve etanolde gelisen hiicrelerde hem de fermentatif
kosullarda (sinirli oksijen) glukoz iizerinde gelisen hiicrelerde ekspresyonu giiglii
gerceklesen ADH geni oldugunu tespit etmislerdir. Bu durumda PaADH1 geninin hem
etanol iiretiminden hem de etanol tiiketiminden sorumlu, iki fonksiyonlu bir gen oldugu
sonucuna varmiglardir.

Marx vd (2009) yaptiklar1 ¢alismada, P. pastoris'te insan siiperoksit dismutaz
(hSOD) iiretimini yiiksek kopya sayili ekspresyon kaseti ile arttirmiglardir. Ancak bu
tiretim, hiicrelerin birincil metabolizmasi tlizerinde direkt etkili oldugundan, biyokiitle
veriminin %75 seviyesine diismesine neden olmustur. Bunun tizerine Nocon vd (2014),
genom Olgeginde metabolik modelleme ile protein iiretimini arttirma {izerine
calismislardir. Calismalarinda, mekanizmada etkili olacagmi disilindiikleri yiiksek
seviyede ekspres olan suslar1 ve delesyon mutantlar1 gelistirmislerdir. Bu g¢alisma
kapsaminda inaktivasyonu arastirilan genlerden biri P. pastoris ADH2 (PIPA ID:
PIPA03313) genidir. Ancak elde ettikleri 4adh2 mutant sus etanol iiretmeye devam
etmistir. Homoloji analizi sonucu, calismada PIPA kodu verilen genin, bizim
caligmamizda adhlV olarak tanimlanan gen oldugunu gostermistir.

Bagta S. cerevisiae olmak {iizere P. stipitis, P. anamola ve K. lactis gibi P.
pastoris’e yakin mayalarda en az iki ADH geni karakterize edilmistir (Cho ve Jeffries
1998, Fredlund vd 2004). P. pastoris GS115 ve P. pastoris DSMZ 70382 suslarinin
genom dizilisleri yakin zamanda ortaya ¢ikarilmis ve sadece bir tane alkol dehidrogenaz
enzimini kodlayan gen tanimlanabilmistir (De Schutter vd 2009, Mattanovich vd 2009).
Tanimlanmis olan bu gen GS115 genomunda ADH3 olarak (XP_002491382), DSMZ
70382 genomunda ADH?2 olarak isimlendirilmistir. Calismamizda bu gen ADH3 olarak
isimlendirilmistir. P. pastoris ADH3 geni ile molekiiler seviyede galisitimamis olup,
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genomda birden fazla alkol dehidrogenaz enzimi olup olmadigi da bilinmemektedir. On
caligmalar sonucunda bilgisayar analizleri ile P. pastoris GS115 genomunda yer alan
protein kodlayan dizilerden Adh3 proteinine en yiiksek homolojiyi gosteren bes protein
sekans1 tespit edilmistir. Bu protein sekanslarimin NCBI erisim kodlar ilerleyen
boliimlerde biyoinformatik analiz bashig altinda verilmistir (Cizelge 4.1). Bu proteinler
GS115 genomunda alkol dehidrogenaz enzimleri olarak isimlendirilmesine ragmen
deneysel her hangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Ayrica, Vanz vd (2012) tarafindan yapilan proteom g¢alismasinda P. pastoris’te
etanol metabolizmasinda gérev aldig1 diisiiniilen iki gen bildirilmistir. Makalede etanol
metabolizmasindaki genler ADH3 (tanimli olan gen) ve ADH olarak isimlendirilmistir.
Bu calisma kapsaminda tanimlanan ADH geninin karakterizasyonu da yapilmistir ve
ADH olarak isimlendirilen bu gen ADH1 olarak isimlendirilmistir.

Ayrica P. pastoris ADH genlerinin promotorlar kullanilarak yurt iginde ve yurt
disinda yapilmis herhangi bir ¢alisma ya da literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Bunun
nedeni ise promotor regililasyonunun bilinmemesi ve fermentasyon stratejisinin
gelistirilmemesidir. Bu ¢alisma ile, P. pastoris ADH genlerinin tanimlanmasi ve kinetik
parametrelerinin belirlenmesi, ADH promotoru kullanilarak rekombinant protein
iiretiminin yayginlagmas: ve fermentasyon profilinde optimum sartlarin saglanmasi
gergeklestirilmistir. ADH promotorlart ile rekombinant protein iliretimlerinde raportor
gen olarak Aspergillus niger ksilanaz geni kullanilmistir.



MATERYAL ve METOT Mert KARAOGLAN

3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Suslar ve plazmitler

Yapilan  ¢alismalarda  plazmitlerin  ¢ogaltilmasi  amaciyla  kimyasal
transformasyona elverisli konuk¢u E. coli susu olan XL1-Blue, ADH genleri inaktif
suslarin elde edilmesi i¢in P. pastoris GS115 (his4?) susu ve ADH promotorlar ile
rekombinant protein iiretimi ¢aligmalarinda P. pastoris X33 (yabani tip) susu konukgu
olarak kullanilmistir.

Gen klonlama vektorii olarak pJET1.2 (Fermentas) klonlama vektorii
kullanilmistir (Sekil 3.1). ADH3 geninin inaktif edilmesinde seleksiyon markiri olarak
kullanilmis olan P. pastoris histidin geni (//S4) pPIC3.5K plazmitinden elde edilmistir.
Adh aktivitesi gostermesi muhtemel genlerin inaktif edilmesinde seleksiyon markiri
olarak kullanilmis olan Zeosin antibiyotik dayaniklilik geni pPICZaA plazmitinden
uygun restriksiyon enzimleri kullanilarak elde edilmistir.

Rekombinant ksilanaz iiretimi ve P. pastoris AOX1 ve GAP promotorlar1 ile
karsilastirilmast i¢in pPICZaA, pGAPZaA (Invitrogen, CA, ABD) (Sekil 3.3)
ekspresyon vektorii kullanilmistir (Sekil 3.2). ADH genlerinin promotorlarini igeren
ekspresyon vektori pPICZaA  vektorinde AOX1 promotoru Yyerine ADH
promotorlarinin klonlanmasi ile elde edilmistir.

Bsu15l

Sekil 3.1. Kiit uglu PZR firiinlerinin klonlanmasinda kullanilan pJET1.2 plazmiti
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Sekil 3.2. Protein ekspresyonu icin kullanilan pPICZoA ve pGAPZoA vektorleri

3.1.2. Kimyasallar

P. pastoris i¢in kullanilan besiyerleri: YPD (%1 maya ekstrakti, %2 pepton, %2
glukoz), MD (%1,34 YNB, %4x10™ biyotin, %2 glukoz), MG (%1,34 YNB, %4x10”
biyotin, %2 gliserol), ME (%1,34 YNB, %4x10~ biyotin, %1 Etanol) ve ME (%1,34
YNB, %4x10~ biyotin, %1 Etanol).

Escherichia coli XL1-Blue suslariin gelistirilmesinde LB Miller (%0,5 maya
ekstrakti, %1 pepton ve %1 NaCl) veya LB Lennox (%0,5 maya ekstrakti, %1 pepton
ve %0,5 NaCl) uygun antibiyotik eklemeleri ile kullanilmstir.

Calismada kullanilan restriksiyon endoniikleazlar1 ve bunlarin tampon ¢6zeltileri
Fermentas (MD, ABD) firmasindan temin edilmistir. Endoniikleazlar kullanilirken
iiretici firmanin talimatlar1 uygulanmistir. Ligasyon islemlerinde Fermentas (Fermentas,
MD, ABD) ve Roche (Roche, Almanya) ligasyon kitleri kullanilmistir. Farkli sekilde
belirtilmedigi takdirde kullanilan kimyasallarin tamami Sigma-Aldrich (MO, ABD) ve
Merck (Darmstadt, Almanya) firmalarindan temin edilmistir. PZR analizleri KOD
HotStart DNA Polymerase (Novagen, Almanya) enzim Kkiti ile diretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda kullanilmistir.

Gen ve protein homoloji taramalarinda Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
Network Servisi (Bethesda, MD, USA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilmistir.

3.1.3. Primerler
Tim primer dizaynlar1 ve DNA analizleri i¢gin DNAMAN 7.0 (Lynnon
Corporation) programi kullanilmistir. Caligmalarda kullanilan oligontikleotitler (primer)

Macrogen Inc. (Seul, Gliney Kore) firmasindan temin edilmistir. Kullanilan primerlerin
listesi EK 8.1’de verilmistir.

10



MATERYAL ve METOT Mert KARAOGLAN

3.2. Metot

Calismalarda kullanilan molekiiler biyoloji teknikleri Sambrook ve Russel
(2001)’a gore gergeklestirilmistir. Buna ¢k 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 genomik
DNA’lar maya hiicrelerinin DNA'sinin izolasyonu igin MasterPure™ Yeast DNA
Purification Kiti (Epicentre Biotechnologies, W1, ABD) kullanilmstir.

Maya hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in YPD agar (%2 pepton, %1 maya
ekstrakti, %2 glukoz, %1,5 Agar) iizerinde gelistirilen saf kiiltiirdeki tek koloniden
alarak ekim yapilan ve bir gece 4 mL YPD siv1 besiyerinde gelistirilen kiiltiirler
kullanilmistir. Calkalamali inkiibatdrde (Innova 44R, New Brunswick Scientific, NJ,
ABD) gelistirilen kiiltiirden alinan 2.0 mL 6rnegin santrifiijlenmesi ile elde edilen hiicre
peleti kit talimatlar1 dogrultusunda zimolaz enzimi igeren liziz soliisyonu ile muamele
edilmis ve maya hiicre duvarimin pargalanmasi saglanmistir. Daha sonra protein
cokeltme cozeltisi ile proteinler ¢oktiiriilerek uzaklastirilmis ve silipernatantta bulunan
DNA %100 etanol ile c¢oktirilerek ardindan  (Tris-EDTA tamponu pH 7,5)
tamponunda ¢Oziilmistir. Genomik DNA izolasyonu asamasinda {iretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda c¢alisilmistir ve biitiin santrifiij islemleri >20,000 rcf hizlarda
Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya) cihazi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen
genomik DNA izolatlar ¢alismalarda kullanilmak iizere 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Calismalarda gergeklestirilen tiim PZR reaksiyonlari i¢in TGradient (Biometra
Biomedizinische Analytik GmbH, Almanya) thermocycler (1s1 dongii cihazi) ve KOD
HotStart DNA Polymerase (Novagen, Almanya) enzim kiti kullanilmistir.

Yiiriitiilen PZR calismalarinda kullanilan primerlerin listesi Ek 1’de verilmistir.
Primer baglanma sicakliklari, diisilk baglanma sicakligina sahip primerin baglanma
sicakligina gore £5°C olacak sekilde programlanmustir.

PZR cihazinda amplifikasyon basamagi icin 6ngdriilen siire beklenilen PZR
tirtiniin kbg cinsinden biiyiikliigii gdz Oniinde tutularak enzim kitinin 6nerdigi siireye
gore belirlenmistir. Kapak sicakligi tepkime suresince 99°C’de tutulmus ve tepkime
sonrasinda tiiplerin bekletilecegi sicaklik ise 4°C olacak sekilde ayarlanmigtir. PZR
reaksiyon karisimi ve konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir. Gradient PZR
denemelerinde 35 dongii iceren diiz program kullanilmistir. Cizelge 3.2°de uygulanan
dongii programi i¢in uygulanan sartlar verilmistir.

11



MATERYAL ve METOT Mert KARAOGLAN

Cizelge 3.1. PZR reaksiyon karisimi

Bilesen Final Konsantasyon Hacim
ddH20 - 130 pul
10XKOD Reaksiyon Tamponu 1x 20 ul
2mM dNTP Mix 0.2 mM 20 pl
25 mM MgSO4 1.5mM 12 ul
10 uM ADH3WGEF (Tm:64) 15 pmol 6 ul
10 uM ADH3WGR (Tm:58) 15 pmol 6 ul
Kalip DNA (5ng/ ul) - 2 ul
KOD polimeraz (1U/ul) 0.02U/ul 4 ul

Toplam 200 nl

Cizelge 3.2. PZR 1s1 dongii programi i¢in siire ve sicaklik kosullari

Sira Basamak Sicakhik Siire Sirkiilasyon
1  Denatiirasyon 95°C 02:00
2 Denatiirasyon 95°C 00:30
3  Baglanma 54-64°C gradient  00:10
4  Uzama 70°C 01:30 34 kere 2’ye. git
5  Sonuzama 70°C 05:00
6 Bekleme 4°C 0

Primerlerin optimum baglanma sicakligi, PZR firtinleri1 %]1°lik agaroz jelde
IXTAE (Tris-Asetat-EDTA tampomu pH 8,3) tamponu iginde yiiriitiildiikten sonra en
yogun tek bant halinde goézlemlendigi sicaklik olarak belirlenmistir. Daha sonraki
reaksiyonlar tespit edilen bu optimum sicaklikta gerceklestirilmistir. PZR iiriinleri
klonlama caligmalarinda kullanilmadan 6nce MinElute PCR Purification Kit (Qiagen,
CA, ABD) yardimi ile veya gerekli goriilmesi halinde jelde yiiriitiilip hedef bant
kesilerek MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, CA, ABD) ile iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda ekstrakte edilerek uygun tampon c¢ozelti icine eliisyon
edilmistir.

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi ve jelin goriintiilenmesi

P. pastoris genomik DNA izolasyonlarinin Kkalitesi, PZR fdirlinlerinin ve
restriksiyon endoniikleazlar ile yapilan kesim analizlerinin dogrulanmasinda agaroz jel
elektroforezi kullanilmistir. Agaroz jel hazirlanirken, 1XTAE tampon ¢ozeltisine (Tris-
Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, | mM EDTA) %]1 oraninda agaroz
(SeaChem, FMC Bioproducts, ME, ABD) ilave edilerek ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan
bu ¢ozeltiye 1u1/50 mL etidiyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL) ilave edilmistir. Uygun
ebatta ve sekilde segilen jel kaliplarina dokiilerek jel donuncaya kadar beklenmis ve jel
blogu elde edilmistir. Jel kuyulara yiiklenecek drnekler 5 pl 6rnegin ve 6x jel yiikleme
tamponunun ultra saf su ile seyreltilmesiyle toplam 10-20 pl hacimde hazirlanmistir. Jel
blogu 1xTAE tampon iginde tutularak 6rnekler jel kuyularina yiliklenmistir. Daha sonra
elektroforez uygulamasi ile DNA oOrnekleri jel i¢inde yiriitiilmiistiir. Elektroforez
uygulamalar1 120V dogru akim altinda, 45-90 dak. siireyle gerceklestirilmistir. Agaroz

12
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jel igcinde molekiiler biiyiikliiklerine gore yatay bantlara ayrilan DNA molekiilleri
etidiyum bromiir varliginda UV stk (312 nm) kaynagindan yararlanilarak jel
gorlntiileme sistemi (Vilber Lourmant E-Box-VX2) ile goriintiilenmistir. Agaroz jel
islemlerinde markir olarak (M) GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)

kullanilmustir.
3.2.4. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

PZR saflastirilma islemlerinde MinElute PCR Purification Kiti (Qiagen, CA,
ABD) kullanilmistir.  Islemler fiiretici firmanin talimatlar1  dogrulutusunda
gergeklestirilmistir. Elisyon 10-20 uL 10 mM Tris (pH 8,0) ile yapilmistir. Saflastirma
esnasinda santrifiij islemleri >20,000xg hizda Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya)
cihazi ile gergeklestirilmistir.

3.2.5. Jelden DNA parc¢alarinin ekstraksiyonu

DNA pargalar1 %]1°lik disiik erime noktali agaroz jelde (SeaKem, FMC
Bioproducts, ME, ABD) yiiriitiilmiis ve istenen bant jelden kesilmistir. Jelden DNA
oziitleme islemleri MinElute Gel Extraction Kiti (Qiagen, CA, ABD) ile iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir. Eliisyon islemi 10 mM Tris (pH 8,0) ¢ozeltisi ile
gerceklestirilmistir. Uygulama sirasinda kullanilan santrifiij islemleri >20,000xg hizinda
gerceklestirilmistir.

3.2.6. Ligasyon ve transformasyon islemleri

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

Transformasyon iglemlerinde, CaCl, metodu ile kimyasal transformasyona
yetenekli hale getirilmis E.coli XL1-Blue susu kullanilmistir. Kimyasal transformasyon
islemleri buz iizerinde gerceklestirilmistir.

Buz {istiinde tutulan hiicrelere 1-5 pL plazmit ¢ozeltisi veya ligasyon karigimi
dogrudan ilave edilmis ve 30 dak. siire ile inkiibe edilmistir. Hiicreler, 42°C’ye
ayarlanmis 1s1 blogunda (Techne Dri-Block DB-2D) 60 sn tutularak 1s1 soku uygulanmis
ve tekrar buz iizerinde 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 NaClI) veya siv1 Luria-Bertani
(LB) Lennox besiyerinden 5 g/ maya ekstrakti, 10 g/L pepton, 5 g/ NaCl) ilave
edilen hiicreler, 1 saat siireyle 37°C’de ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona
birakilmigtir. Elde edilen hiicre sivis1 100 pg/mL Amfisilin iceren LB Miller agar veya
25 pg/mL Zeosin iceren LB Lennox agar petrilerine yayma yontemi ile ekilmistir.
Petriler bir gece 37 °C’de liremeye birakilmistir.

P. pastoris hiicrelerinin elektroporasyonla transformasyona uygun hale
getirilmesi i¢in Lityum asetat metodu kullanilmistir (Wu ve Letchworth 2004). Maya
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hiicrelerine yapilan elektrokimyasal transformasyonda hiicreler buz iistiinde bekletilerek
¢oziindiiriilmiistiir. Uzerine lineer hale getirilmis plazmit veya DNA pargast 1-10 pL
olacak sekilde ilave edilmistir. Ardindan buz iistiinde bekletilerek sogutulmus 2mm
yiizey genigligine sahip elektroporasyon kiivetlerine aktarilmistir. Eppendorf Eporator
(Ependorf Eporator 4309) cihazinda 1500V gerilimde ve 5ms siire ile
elektrotransformasyon islemi gerceklestirilmistir. Akim uygulanan hiicreler derhal buz
iizerine almarak 1 mL soguk 1 M sorbitol ¢6zeltisi ilave edilmistir. Temiz 1,5 mL
hacimli mikro santrifiij tiiplerine alinan karisim 1 saat 30°C’de inkiibe edildikten sonra
100 pg/mL Zeosin ilaveli MD (%1,34 YNB, %2 glukoz) veya YPD plakalarina yayma
ekim yapilmis ve transformasyon petrileri kolonilerin gelisimi igin 2-3 giin siire ile
30°C’de inkiibe edilmistir.

3.2.7. 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) kullanilmistir. Plazmit izolasyonu
iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir. Ellisyon islemleri 50 pL
10 mM Tris (pH 8,0) ile yapilmistir. Plazmit izolasyonu esnasinda santrifiij islemleri
>20,000 g hizda Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya) cihazi ile gerceklestirilmistir.
Plazmit izolasyonlariin kalitesi ve dogrulugu restriksiyon endoniikleazlar ile yapilan
uygulamalar ile agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir ve ardindan DNA miktarlar
belirlenmistir.

3.2.8. DNA ve plazmit konsantrasyonlarinin él¢iilmesi

Elde edilen genomik DNA, PZR fiiriinlerinin ve plazmit izolatlarindaki DNA
konsantrasyonu (miktar1) PicoGreen boya (Molecular Probes®, Invitrogen, CA, ABD)
yardimiyla Qubit Fluorometer (Invitrogen, ABD) kullanilarak fluorometrik olarak
Ol¢lilmiistlir. Standart kurve 0-1000 ng/uL DNA diliisyonlar1 kullanilarak hazirlanmis
ve DNA miktar tayini otomatik olarak gerceklestirilmistir. Standart ve Orneklerin
diliisyonlariin hazirlanmasinda 1xTE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) tampon
¢ozeltisi kullanilmistir.

3.2.9. Southern blot analizi

P. pastoris transformasyonu sonrasi MD veya YPD 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 i¢inde
yuriitiilmiistiir. Elektroforezi takiben jel, 45 dak. denatiirasyon ¢ozeltisiyle (1,5 M NaCl,
0,5 M NaOH) ve ardindan 30 dak. notralizasyon ¢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 igermektedir)
1slatilmistir. Membran jelin alt yiizii ile temas edecek sekilde yerlestirilmis ve Southern
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blot uygulamasina hazir hale getirilmistir. Blotlama islemleri yaklasik olarak 2-3 saatte
tamamlanarak hibridizasyon asamasina gecilmistir. Kisa siireligine kurumasi i¢in kagit
havlu tizerinde bekletilen membran, ultraviyole ¢apraz baglayict (CL-1000 Ultraviolet
Crosslinker, UVP, CA, ABD) i¢inde 120mJ enerji seviyesinde 3 defa muamele
edilmesiyle DNA molekiilleri membran {izerine baglanmistir. Membran hibridizasyon
tiipline yerlestirilerek iizerine On hibridizasyon c¢ozeltisi eklenerek 1 saat 41°C’de
muamele edilmis ve ardindan DIG etiketli probu igceren hibridizasyon c¢ozeltisi
eklenerek ayni sicaklikta bir gece hibridizasyona birakilmigtir.

Immiinolojik dedeksiyon i¢in membran kap icine almarak ve orbital calkalayici
tizerinde sirastyla 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 ¢6zeltisinde 1 saat, 4 kere 5’er dak
yikama tamponunda ve 5 dak dedeksiyon tamponunda (0,1M Tris pH 9,5 ve 0,1M
NaCI) gerceklestirilmigtir. Daha sonra membran seffaf polipropilen zar igine
yerlestirilerek iizerine birkag damla CSPDR (alkali fosfataz substrati) c¢ozeltisi
damlatilmistir. Dosyanin i¢indeki hava bosluklar ¢ikartilarak 10 dak 37°C’de inkiibe
edilmis ve karanlik odada X-1s1n1 film kaseti iginde X-151m1 filmiyle iist iiste gelecek
sekilde 20-60 dak arasinda bekletilmistir. Siire sonunda elde edilen X-1sin1 filmi
karanlik odada Kodak film gelistirme ¢ozeltileriyle muamele edilerek gelistirilmistir.

3.2.10. Erlenmayer deneyleri

P. pastoris Inaktif ve kontrol suslari ile yapilan erlenmayer analizlerinde glukoz
ve etanol igeren minimal besiyerinde lireme davranislarina (Gelisim egrisi, Glukoz
tikketimi, Etanol iiretimi ve adh aktivitesi) bakilmistir. Suslar 3 mL YPD igeren test
tiiplerinde 28°C de 250 rpm de ¢alkalamali inkiibatdrde (Innova 44R, New Brusnwick,
NJ ABD) 18 saat gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirlerin 100 mL MD ve ME besiyerine
yaklasik 0,1 OD olacak sekilde inokiilasyonu yapilmis ve belirli saat araliklarinda
ornekler alinarak ODgoonm) degerleri, siipernatantlarindan glukoz, etanol igerikleri,
hiicre 6rneklerinden de Adh enzim aktivitesi analizleri yapilmistir.

ADH promotorlar1 ile AOX1 ve GAP promotor ile rekombinant protein
iretiminin erlenmayer sartlarinda karsilastirmas1 isleminde tek kopya ksilanaz
ekspresyon plazmiti igeren klonlar donuk kiiltiirden YPD siv1 besiyerine ekilmis, 30°C
calkalamali inkiibatorde bir gece inkiibe edilmis ve ertesi giin hiicre yogumlugunu
artirmak amaciyla BMGY besiyerine (BMGY-% 2 pepton, % 1 maya ekstrakt, % 2
gliserol, 100 mM pH 6 fosfat tamponu) 0,1 OD olacak sekilde inokiile edilmistir.
Yaklagik 18 saat gelistirilen hiicreler (~13-15 OD) 2000xg’de 5 dakika santrifiij edilmis
ve gliserol yerine ADH3 promotoru igin %1 etanol, AOX1 promotoru i¢in %1 metanol
ve GAP promotoru igin %2 glukoz igeren aynmi 6zellikteki besiyerinde tekrar ¢oziilerek
72 saat boyunda 30°C 250 rpm galkalamali inkiibatorde indiiksiyona birakilmistir. Her
12 saatte bir ortama son konsantrasyonu %1 olacak sekilde etanol, metanol ve %2
olacak sekilde glukoz eklenmistir. Belirli araliklarla stipernatantlardan 6rnekler alinarak
OD ve ksilanaz aktiviteleri analiz edilmistir. Erlenmayer denemeleri 3 paralelli olarak
yiirtitilmistiir.
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3.2.11. Adh enzim aktivite analizi

Adh enzimi hiicre i¢i bir enzim oldugu i¢in aktivitesinin 6l¢timii i¢in hiicreler
kirilmig, hiicre i¢i proteinlerin uygun tampon igine alinarak 6l¢im gergeklestirilmistir.
Adh aktivitesi i¢in kontrol susu olarak X33 sec¢ilmistir. MK 115 (4adh3) inaktif susun
etanolde iireyememesi nedeniyle X33 ve MK115 hiicreleri ilk olarak 25 mL MG
besiyerinde 28°C 250 rpm calkalamali inkiibatdérde 12 saat boyunca gelistirilmistir.
Inkiibasyon sonunda hasat edilen hiicreler MD ve ME besiyerleri ile birer defa
yikanarak gliserol uzaklagtirllmistir. Daha sonra hiicre peletleri analizin yapilacag
besiyerleri olan 25 mL MD ve ME besiyerlerinde ¢oziilmiis ve 28°C 250 rpm
calkalamal1 inkiibatorde 12 saat boyunca gelistirilmistir. Inkiibasyon sonunda 10000xg
4°C’de 5 dak. santrifiij ile toplanan hiicre peleti 2 kez 20 mL 1M sorbitol ile
yikanmistir. 2mL hacimli tiiplere 200 mg yas hiicre peleti tartilarak alinmig ve
iizerlerine 1 ml hiicre kirma tamponu (0,2 mM EDTA, 20 mM HEPES, 0,5 mM DTT,
0,5 mM PMSF, 0,42 M NaCl, 1,5 mM MgCl,, %5 gliserol) eklenerek hiicreler
resiispanse edilmistir. Hazirlanan hiicrelere yaklasik 0,5 mL boncuk (0,5 mm ¢apinda,
Zirconia/SILICA, Biospec Products, ABD) eklemesi yapilarak Tissue Lyser II (Qiagen,
CA, ABD) cihazinda 5 kez 1’er dakikalik 30 frekansindaki ¢alkalamalarla kirilmistir.
Tipler, sicakligin ylikselmemesi i¢in aralarda 5’er dak. buz iizerinde bekletilmistir.
20000xg 4°C’de 10 dak. santrifiijlenen tiiplerden alinan siipernatanlar yapilacak analize
kadar ve analiz siiresince buz lizerinde bekletilmiglerdir.

Adh enzim aktivitesi, Sigma’nin protokolii kullanilarak spektrofotometrik olarak
tayin edilmistir (Enzymatic assay of alcohol dehydrogenase (EC 1.1.1.1), Sigma).
Testin esasin etanoliin alkol dehidrogenaz enzimi tarafindan asetaldehite indirgenirken
B-NAD elektron akseptoriiniin B-NADH’a yiikseltgenmesi ile degisen absorbansin
Ol¢limii olusturmaktadir.

Adh aktivitesi, UV-spektrofotometre ile 340 nm dalga boyunda absorbansta
meydana gelen degisiklik gozlenerek tespit edilmistir. Tiim kinetik c¢alismalar oda
sicakliginda (25°C), 22 mM Sodyum pirofosfat, %3,2 (v/v) etanol, 7,5 mM B-NAD, 0,3
mM sodyum fosfat, %0,003 (w/v) BSA ve 0,05-0,10 unite alkol dehidrogenaz enzimi
iceren reaksiyon karigimi ile gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi
icin 1,5 mL Sodyum pyrofosfat soliisyonu (50 mM), 0,1 %95’lik etanol soliisyonu ve
1,5 mL B-NAD (15 mM) soliisyonu karistirilmis, oda sicakliginda bir siire bekletilmis
ve kiivetlere alinarak 340 nm’de absorbansi sabitlenene kadar gézlenmistir. Daha sonra
0,1 mL ornek eklenerek reaksiyon baslatilmis ve absorbanstaki degisiklik 6 dak.
boyunca 60 saniyelik araliklarla kaydedilmistir. 1 {inite enzim, 25°C sicaklikta ve pH
8.8’de, 1,0 umol etanolii 1 dakikada asetaldehite doniistiiren enzim miktar1 olarak
tanimlanmustir.

3.2.12. Toplam protein o6l¢iimii

Stipernatant  6rneklerinde toplam protein konsantrasyonlar1 Coomassie
(Bradford) Protein Assya kit ile 6l¢iilmiistiir. 900 uL Bradford ¢ozeltisi i¢ine 100 pL
ornek koyulmus ve oda sicakliginda 10 dak. inkiibe edilerek 595 nm dalga boyunda
spektrofotometride okuma yapilmistir. Protein standart kurvesi 0-500 pg/mL protein
standarti ile hazirlanmistir.
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3.2.13.gRT-PCR analizi ve RNA izolasyonu

Ornek hazirlama islemi; Hiicre drnekleri kiiltiir ortamindan 50 mg olacak sekilde
almmig ve 2 mL’lik vida kapakli tiklerde 5000xg’de 5 dak. santrifiijlenerek
coktiirtilmiistiir. Daha sonra hiicre peleti RNA izolasyonuna kadar -80°C’de etanol
banyosunda muhafaza edilmistir.

RNA izolasyonu; Dondurulan 50 mg hiicre peletinin iizerine 1 mL soguk TRI
soliisyonu eklenerek hiicreler ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan hiicrelere yaklasik 0,5 mL
boncuk (0,5 mm ¢apinda, Zirconia/SILICA, Biospec Products, ABD) eklenerek Tissue
Lyser II (Qiagen, CA, ABD) cihazinda 5 kez 1’er dakikalik maksimum hizda
calkalamalarla kirilmistir. Tiipler, sicakligin yiikselmemesi i¢in aralarda 2’ser dak. buz
tizerinde bekletilmistir.

Faz ayrimi; Kirma islem sonrasi olusan homejenizat oda sicakliginda 5 dak.
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi iizerine 200pL kloroform eklenmis ve 15 sn.
giiclii  sekilde vorteks edilmistir. lyice karistilan homejenizat faz ayrimmin
gerceklesmesi i¢in 10 dak. oda sicakliginda tekrar inkiibe edilmistir. 12000xg 4°C’de 15
dak. santrifiijlenen tiiplerde tist kisimda olusan berrak faz (~400-500 pL) yeni bir mikro
santrifiij tliptine alinmistir.

RNA c¢oktiirme islemi; Temiz bir tiipe alinan iist fazin {izerine 500 pL
isopropanol eklenerek 5 dak. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
12000xg 4°C’de 15 dak. santrifiijlenmis ve RNA peleti elde edilmistir. RNA peletine 1
mL %75 etanol eklenerek 7500xg 25°C’de 5 dak. santrifiij edilmis ve yikanmustir.

RNA’nin ¢oziilmesi ve DNAse uygulamasi; RNA peleti 5 dak. eppendorf
Concentrator’de kurutulmus ve 50 pL Nuclease Free suda c¢oziilmiistiir. DNA
kalintisina karst RNA’lara DNAse uygulamasi yapilmistir (Fermentas MD, ABD). RNA
ornekleri tekrar isopropanol ile ¢oktiiriilmiis ve Nuclease Free suda ¢oziilmiistiir.

Elde edilen mRNA’lardan ProtoScript® Taq RT-PCR Kit (NEB) kullanilarak kit
protokolii dogrultusunda cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA {i¢ asamal1 qRT-
PZR analizleri i¢in kalip olarak kullanilmistir. qRT-PZR analizleri Rotor Gene Q
(Qiagen) cihaz1 ile Quantitect SYBR Green PCR kiti kullanilarak yapilmistir. PZR
kosullar1 Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. qRT-PCR sicaklik ve siire degerleri.

Asama Sicakhik Siire Dongii sayisi
_Baslangi¢ denatiirasyonu  95°C __ 10dakika

Denatiirasyon 95°C 30 saniye

Baglanma 60°C 30 saniye 40 dongii

Uzama 72°C 30 saniye

gRT-PCR verilerinin hesaplamasi1 Pfaffl metoduna gore yapilmistir. Her bir
cDNA igin GAP geninin ekspresyon seviyesi “referans gen” olarak kabul edilmistir.
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3.2.14. Fermentor ¢calismalar:

Yabani sus ve mutant suslarin glukoz kullanimi ve etanol {iretimi fermentasyon
boyunca Ol¢iilmiistiir. Bunun i¢in boliimiimiizde bulunan Sartorius Stedim B Plus
fermentor sistemi ile kesikli yontem kullanarak, kinetik parametreler Ssabit zaman
araliklarinda  aliman  Orneklerden yola ¢ikarak analiz  edilmistir.  Glukoz
konsantrasyonlari GOPOD kiti kullanilarak etanol konsantrasyonlar1 ise YSI 2700
cihaz1 analiz edilmistir. Hiicre yogunlugu spektrofotometre ile belirlenmistir. Bu
parametreler:

Hiicre yogunlugu; X (g/L),

Seker tiiketimi (g/L)

Etanol iretimi (g/L)

Glukoz tiiketimi orani;Sq (g/L/h),

Etanol iiretimi orant;P (g/L/h),

Etanol tiiketimi orani;S, (g/L/h),

Uriin verimi; Yp /s (g lirlin miktar1/g substrat tiiketimi),
Biyokiitle verimi; Yy s (g hiicre miktar1/g substrat tiiketimi),
Ikiye katlanma siiresi; t4 (h),

e Spesifik gelisme hiz1; u (h™).

Elde edilen verilerle fermentasyonun izledigi yol ile ilgili degerler hesaplanmis
ve fermentasyon kinetigi ortaya konulmustur.

Cizelge 3.4. BMGY besiyerinin bilesimi.

Maya 6ziitii %1
Soytone %2
Potasyum fosfat tamponu 0,IM/pH 6,0
Yeast nitrogen base %1,34
Gliserol %2

3.2.15. Kesikli fermentasyon sartlari

Kullanilan besiyeri ve inokulumun hazirlanmasi: Donuk kiiltiir ¢oziilerek steril
BMGY besiyeri (Cizelge 3.4) igeren engelli erlenlere ilave edilmistir. Maya kiiltiird,
600 nm’deki optik yogunlugu 10 oluncaya kadar c¢alkalamali inkiibatorde
gelistirilmistir. Calismalarda 5L hazneli fermentor kullanilmistir (Sartorius B Plus).
Baslangic fermentasyon hacmi 2L’dir. Fermentoriin 5L°lik haznesi kullanildiginda
fermentdre on kiiltiirden 100 ml aseptik olarak aktarilmistir.

Fermentasyonlar 30 °C’de ve pH 5,0’de gerceklestirilmis, pH kontrolii %25°1ik
(w/v) amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile yapilmistir. Coziinmiis oksijen seviyesi (DO)
%30 (aerobik) ve %5 (hipoksik) seviyesinde, % 4 glukoz konsantrasyonunda kesikli
fermentasyon sartlarinda uygulanmistir. Fermentasyon siiresince bu degerler karistirma
hiz1 ve saf oksijen beslemesi ile otomatik olarak sabit tutulmustur.
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Kesikli fazda kullanilan besiyeri temel tuzlu besiyeri (basal salts medium, BSM)
ve 4,55 mL/L PTMI tuzlarindan olusmaktadir. BSM besiyerinin igerigi, litrede, %4
gliserol, 26,7 mL %85 H3PO4, 0,93 g CaS0,, 18,2 g K;SO4, 14,9 g MgS0O,4.7H,0, 4,13
g KOH ve 2 mL %5’lik kopiik kirict seklindedir. PTM1 tuzlarinin igerigi Cizelge 3.5°de
verilmistir. Kesikli faz sonunda yaklasik 100 g/L civarinda yas hiicre yogunluguna
ulagilmast  hedeflenmistir. Gliserol kesikli fazinin bitimi  ¢6ziinmiis oksijen
seviyesindeki (DO) ani artis ile takip edilmistir. Bu noktada fermentasyon kiiltiiriinden
ornek alinarak etanol olmadigi tespit edilmistir. Gliserol kesikli fazi takiben, bu
asamadan sonra fermentasyon ortamina son konsantrasyonu %5 olacak sekilde %50'lik
steril glukoz ¢ozeltisinden peristaltik pompa yardimi ile eklenmis ve glukoz kesikli faz
baslatilmistir. Fermentasyon ortaminda glukozun tiikenmesi ¢6ziinmiis oksijendeki ani
artik ile takip edilmis ve fermentasyon boyunca sik araliklarla 6rnekler alinmistir.

Cizelge 3.5. PTMI tuzlarinin bilesimi

CuS04.5H,0 29/L
ZnCl, 79/l
Nal 0,08 g/L
FeS0,4.7H,0 22,0 g/L
MnS0O,4.H,0O 30g L
Biotin 0,2 g/L
Na;Mo00,4.2H,0 0,2 g/L
Borik asit 0,02 g/L
CoCl, 0,5¢g/L
H,SO, 2mL

3.2.16. Gelisim kinetiginin hesaplanmasi

Hiicre yogunlugunun belirlenmesi: Hiicrelerin optik yogunlugu (OD) 600 nm’de
spektrofotometre ile belirlenmistir. Ayrica hiicrelerin yas hiicre agirligi da 6l¢tilmiistiir.
Ornekler santrifiij edilmis ve iist faz ayrilip glukoz ve etanol konsantasyonu analizleri
i¢cin kullanilmistir.

Glukoz ve etanol konsantrasyonlarinin belirlenmesi. Glukoz
konsantrasyonlarinin  analizinde GOPOD  glukoz analiz  kiti, etanol
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde de YSI 2700 cihaz1 kullanilmistir.

Statik bir kiiltiirde belli bir miktarda substrat (S) kullanilarak inokiilasyon ile
besiyerine dahil olan X, hiicre kiitlesi gelismenin sonunda (durma fazinda) en yiiksek
deger olan x,,,, hiicre kiitlesine, bununda yaninda baslangigtaki substrat miktar1 en
diisiik degere ve mikroorganizma faaliyeti ile dretilen iirlin (product) en yiiksek
seviyeye ulasmaktadir. Bunun sonucunda,

Gelismenin sonunda popiilasyonun artan kiitlesi;
X = Xmax — Xo

olup gram yas agirlik olarak ifade edilmistir.
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Seker tiiketimi, gelismenin sonunda;
S=8-5
olup g/L olarak ifade edilmistir.
Uriin miktar1, gelismenin sonunda;
P=P, — P,
olup g/L olarak hesaplanmistir.
Bunun yaninda mikroorganizma iiriin verimi ve kiitle verimi;

Etanol miktar: (g/L)
V . Y. 0, = 1
erim ( p/s)( %) Toplam seker tiiketimi (g/L) w100

Biyokiitle miktar: (g/L)

— *100
Toplam seker tiiketimi (g/L)

Verim (Yy/s)(%) =

esitliklerinden faydalanilarak saptanmaistir.
Ayrica maksimum iiretim Ve tiiketim, spesifik gelisme ve gelisme orani da;

Gelisme orani (g/L/glin) = Biyokiitle kurvesinin en dik kisminin egimi,

Uretme orani (g/L/giin) = Etanol kurvesinin en dik kisminin egimi,

Tiiketme oran1 (g/L/giin) = Seker kurvesinin en dik kisminin egimi,

Spesifik gelisme orami (giin™) = Inx’e kars1 zaman grafiginin egimi, kullamlarak
hesaplanmistir.

Bir mikroorganizma popiilasyonda sabit zaman araliklariyla boliiniir veya sabit
bir boliinme hiziyla ¢ogalir. Mikroorganizma kiitlesinin (x) gelisme hiz1 da gelisme
katsayisina (@) bagl olarak artar. Gelisme kinetigi ¢alismalarinda mikroorganizma
kiitlesi denilince hiicre sayisi ile absorbe edilen besinlerle saglanan hiicre materyali
toplam1 anlasilir. x buytkligiindeki degisim hizi, x’in her anindaki buytkligi ile
orantilidir.

dx
a
U : gelisme hizi katsayisi

x : hiicre kiitlesi olarak ifade edilmektedir.
Burada;
x = xoeMt, yani x’in iki katina ulasmasi igin,

2%y = xgeMtd olur, esitlik sadelestirildiginde;
2 = ehtd

In 2 = ut, elde edilmektedir.
Buradan kiitlenin iki katina ¢ikma siiresi (t;) hesaplanmistir.
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Besiyeri ortamindaki mikroorganizma miktarina ait degerlerin (X) dogal
logaritmas1 alindiktan sonra zamana karsi grafik olusturuldugunda elde edilen
denklemin e8imi mikroorganizmanin spesifik gelisme hizinin hesaplanmasini
saglamaktadir (Shuler ve Kargi 2008).

Yukaridaki fermentasyon sartlarindan diizenli olarak alinan 6rnek hiicrelerden
toplam RNA izole edilmis, qRT-PZR metodu ile ADH3 ve ADH2 genlerinin
transkripsiyon seviyesi belirlenmistir. Bu asamada ozellikle aerobik ve hipoksik
sartlardaki ekspresyon seviyeleri kisa araliklarla (1 saat) 6l¢lilmiistiir.

3.2.17. Fermentor sartlarinda rekombinant protein iiretimi

Ferment6r kosullarinda ilgili ADH promotorlari, AOX1 ve GAP promoturu ile
rekombinant protein iretimi ve ilgili promotorlarin karsilastirilmasi standart Pichia
fermentasyonu uygulanarak gergeklestirilmistir. Fermentasyon islemi, 3 asamali yari-
kesikli sistemle yiiriitiilmistiir.

Inokulum olarak 100 mL BMGY besiyerinde gelistirilmis (yaklasik 10 OD)
kiiltir kullanilmistir. Fermentasyonun ilk asamasi olan kesikli faz (batch), %4 gliserol
iceren 2L temel tuz besiyerinde (BSM) gergeklestirilmistir ve yaklasik 16 saat
stirmistiir. Ortamda gliseroliin varlifl, ¢Oozlinmiis oksijen diizeyi takip edilerek
izlenmistir. Gliseroliin tiikenmesi sonucu, ¢Ozlinmiis oksijen miktarinda ani artig
gozlenmekte ve boylece kesikli faz sona ermektedir. Bu asamadan sonra
fermentasyonun ikinci asamasi olan gliserol besleme fazi (fed-batch) baslatilmistir. Bu
fazda, 2 saat boyunca %50 gliserol kullanilarak 16 mL/L.sa olacak sekilde gliserol
beslemesi yapilmistir. Bu siirenin sonunda, ortama AOX1 promotoru i¢in 2 mL/L
metanol, ADH3 promotoru igin 2mL/L etanol ilave edilmis ve gliserol besleme hiz1 0
mL/L.sa diizeyine 3 saatlik siire i¢inde lineer olarak diisiiriilmiistiir. Ortamdaki karbon
kaynaklarinin tiikenmesi ile ¢Oziinmiis oksijen miktarinda ani artis gozlenmis ve
fermentasyonun 3. asamasi olan indiiksiyon fazina gecilmistir. Bu fazda 72 saat
boyunca ADH3 promotoru igin etanol, AOX1 promotor i¢in metanol ve GAP promotoru
icin de glukoz beslemesi yapilmistir. Besleme yapilan indiikleyici karbon kaynaklar: 12
mL/L PTM1 tuzlar icermektedir. Indiiksiyon faz1 72 saat siirdiiriilmiis ve besleme hizi
1,5 mL/L.sa’den 9 mL/L.sa diizeyine kadar kademeli olarak yiikseltilmistir. Besleme
hizi, indiiksiyon fazinin 0-4 saati araliginda 1,5 mL/L.h, 4-16 saati aralifinda 3,0
mL/L.h, 16-22 saati araliginda 4,5 mL/L.h, 22-40 saati araliginda 6,0 mL/L.h, 40-58
araliginda 7,5 mL/L.h ve 58-72 saati araliginda 9,0 mL/L.h degerlerine yiikseltilmistir.
Ancak, GAP promotoru i¢in yapilan fermentasyonlarda %50’lik glukoz ¢ozeltisi ile
besleme yapildigr i¢cin besleme hizi 3,0 mL/L.sa’den 18 mL/L.sa uygulanmis ve
besleme hiz1 artis zamanlari ADH3 ve AOX1 fermentasyonlarinda oldugu gibi
uygulanmistir. Fermentasyon isleminin zamana karsi besleme profili Sekil 3.3'de
verilmistir. islem boyunca; sicaklik 30°C, pH degeri 5,0, karistirma hiz1 1000 rpm ve
hava beslemesi 1,5 vvm olacak sekilde sabit tutulmustur. Coziinmiis oksijen miktari ise,
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gerektiginde saf oksijen eklenerek, %30 olacak sekilde kontrol edilmistir.

Gliserol indiiksiyon
10 - Fazi _ Fazi
= ] 9.0 mL/L.h
< i©° =
d 3 g5 o 7.5 mLiL.h
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Sekil 3.3. Fermentasyon besleme profili

3.2.18. Ksilanaz aktivitesi ol¢ctiimii

Enzim aktivitesi, ksilandan serbest birakilan indirgen sekerin Dinitrosalisilik asit
(DNSA) kimyasali ile reaksiyona girmesi sonucu olusan renk degisiminin
spektorfometrik olarak dlgiilmesi ile tespit edilmistir (Miller 1959).

Deney oncesi test edilerek belirlenen diliisyon faktorii kadar diliisyon edilen
ornek (0,1 mL), 0,9 mL %]1’lik (agirlik/hacim) breechwood ksilan igeren 0,05M
sodyum sitrat tamponuna (pH 5) eklenmistir. Reaksiyon karigimi 50°C’ de 5 dakika
inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda reaksiyon karigimindan 100 pL alinmig ve 900 pL
DNSA (reaksiyon durdurma ¢ozeltisi) ¢ozeltisi i¢ine eklenmistir. Karigim 5 dakika siire
ile kaynatilmis ve bu iizerinde 5 dak. sogutulduktan sonra 540 nm dalga boyunda
spektrofometrik olarak degerler okunmustur. Okuma sonucu ac¢iga ¢ikan indirgen seker
miktart Dinitrosalisilik asit (DNSA) metodu ile tespit edilmistir. Kor o6rnekler substrata
enzimin eklenmesinden hemen sonra reaksiyonun durdurulmasi ile hazirlanmastir.

Bir tinite ksilanaz aktivitesi, 1 dakikada, deney kosullarinda, 1pmol indirgen
sekeri (glukoza esdeger) iiretmek igin gereken enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.
Standart kurve 1-10 pumol ksiloz ile ¢izilmistir.

3.2.19. SDS-PAGE analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) OWL P8D8 (Thermo
Scientific) cithaz1 ile %35 polyakrilamit yiikleme jeli ve %10 poliakrilamit ayirma jeli
olacak sekilde hazirlanarak yiiriitiilmiistiir. Paralelli ¢alisilan deneylerde oOrnekler
hazirlanirken, elde edilen siipernatant Orneklerinin her bir paraleli esit hacimde
karistirilmistir. Bu sekilde hazirlanan siipernatant 6rnekleri 25 pl olacak sekilde 3:1
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kisim olacak sekilde 4X SDS jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6,8, %8 SDS,
%0,4 bromphenol blue, %40 glycerol, 100 mM DTT) ile karigtirilmig ve 70 °C’de 10
dak. denatiire edilmis ve oda sickligina sogutulmustur. Ardindan hazirlanan 6rnegin
20ul’lik kismu jele yiikklenmistir. Elektroforez islemi, 1XTGS (0,025 M Tris base, 0,192
M Glycine, %0,1 SDS, pH 8,3) tamponunda 150 V degerinde 60 dak. yiiriitilmesi ile
gergeklestirilmistir. Daha sonra jel, IRDye Blue Protein Stain (Licor Odyssey) ile 1 saat
orbital calkalayic1 lizerinde boyanmis, saf su ile 15 dak. yikandiktan sonra LiCor
(Odyssey) ile goriintiilenmistir.

3.2.20. Etanol miktarinin tayini

Stipernatan orneklerinde etanol miktarinin tespit edilmesinde YSI 2700
biyokimya analizorii (Yellow Springs, ABD) ve HPLC (High liquid pressure
chromatography) cihazi (Shimadzu, Japonya) kullanilmistir. Etanol miktar1 YSI
analizorii ile etanol oksidaz enzimi (EC 1.1.3.13) immobilize edilmis membran
kullanilarak analiz edilmistir. Orneklerde etanol miktar1 standart kurveye girecek
sekilde seyreltilerek olgiilmiistiir.

HPLC analizleri fermentasyon kolonu (ICSep ORH-801, Transgenomic, ABD)
ve refraktif indeks dedektorii kullanilarak 0,025 mM H2S04 tasiyici faz ile 0,6 mL/dak
akis hizinda ve 60°C kolon sicakliginda gergeklestirilmistir. Uygun sekilde seyreltilen
ornekler 0,45um’lik filtreden siiziildiikten sonra HPLC ile analiz edilmistir.

3.2.21. Glukoz miktarinin tayini

Stipernatan orneklerinde glukoz miktar1 kit ve HPLC olmak iizere iki farkl
sekilde analiz edilmistir. D-Glukoz Assay Kit (GOPOD Format, Megazyme, irlanda)
kullanilarak {tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda analiz edilmistir.

HPLC ile glukoz analizinde fermentasyon kolonu (ICSep ORH-801,
Transgenomic, ABD) ve refraktif indeks dedektorii kullanilmistir. Kromatografik ayrim
0,025 mM H2S04 tasiyict faz ile 0,6 mL/dak akis hizinda ve 60°C kolon sicakliginda
gerceklestirilmistir. Uygun sekilde seyreltilen 6rnekler 0,45um’lik filtreden siiziildiikten
sonra HPLC ile analiz edilmistir.

3.2.22. Hiicre oziitiinden protein saflastirilmasi

Laboratuvarimizda histidin etiketli proteinlerin saflastirilmas: sirasinda
kontaminant bant olarak gozlenen Adh3 proteininin, Aadh3 susunda iretilmedigi
protein saflastirma analizi ile de dogrulanmistir. Bu amagla X33 ve Aadh3suslarinin
hiicre oziitleri elde edilmistir ve hiicre toplam proteini ile saflastirma islemine
gecilmistir.  Saflastirma  kosullar1  histidin  etiketli proteinlerin saflastirilmasinda
uygulanan standart kosullardir ve beklenen sonug, X33 toplam proteininde Adh3
proteininin histidin etiketli olmamasinda ragmen baglanmasi ancak bu baglanmanin
Aadh3 toplam proteini ile yapilan saflagtirma isleminde gozlenmemesidir.

Saflastirma islemi HisPur Ni-NTA Purification Kit (Thermo Scientific Pierce,
ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda
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proteinler nikel kolona baglanmis ve 25 mM imidazol igeren 100 mM PBS (Phosphate
Buffered Saline, pH 7,4) ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Yikama isleminin
ardindan proteinler 50, 100 ve 200 mM imidazol igeren 100 mM PBS ile nikel kolondan
toplanmistir. Saflagtirma islemi SDS-PAGE analizi ile kontrol edilmistir.

3.2.23. istatistiksel analiz

Erlenmayer ve fermentor kosullarinda rekombinant protein iiretimleri 2 paralel
ve 2 tekerriir olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, SigmaPlot v.11 (systat
software) programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi ile analiz edilmis ve elde
edilen verilerin ortalamalar1 arasindaki fark %95 giliven araliginda (p<0.05) Duncan

coklu aralik testi ile belirlenmistir. Istatistiksel analiz sonuclar1 cizelge olarak Ek 8.8,
Ek 8.9, Ek 8.10 ve Ek 8.11'de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyoinformatik Analiz

ADHS enzimini kodlayan A¢ik Okuma Dizisi (Open Reaging Frame) 1051 baz
ciftinden ve 350 amino asitten olusmaktadir. P. pastoris ADH3 geninin DNA dizisi EK
8.2°de verilmistir.

P. pastoris Adh3 enziminin amino asit dizilimi, diger mayalarda bulunan alkol
dehidrogenaz enzimlerinin amino asit dizilimi DNAman 7.0 programi kullanilarak
karsilagtiritlmis (Sekil 4.1), P. stipitis ve P. anamola 'nin Adh enzimleri ile yiliksek
benzerlik gosterdigi goriilmistiir. Bu sebeple P. pastoris'te de farkli ADH genlerinin
varliginin olast oldugu sonucu ¢ikarilmistir.

18@% 95%  90% 85% 80% 75% 7@%

ScADH1

ScADH2 79%

ScADH3

ScADHS

PaADH1

CbADH1

CbADHZ2

CbADH3

PaADH2

PsADH1

PpADH3

PsADHZ2

Sekil 4.1. P. pastoris Adh3 amino asit diziliminin farkli mayalardaki mevcut Adh amino
asit dizilimleri ile homolojisi. Sc: S. cerevisiae; Pa: Pichia anamola; Cb:
Candida boidinii; Ps: Pichia stipitis; Pp: Pichia pastoris

P. pastoris GS115 genomunda Blast (Basic Local Alignment Search Tool) ile
yapilan taramada, P. pastoris’te rapor edilen Adh3 amino asit dizilimine diisiik
benzerlik gosteren bes amino asit dizilimi DNAman 7.0 programi kullanilarak benzerlik
agaci (homology tree) Sekil 4.2°de verilmistir. Bu genlerin de muhtemel Adh aktivitesi
gosterebilecegi goz Oniinde bulundurularak ¢aligma kapsaminda bagta gen ekspresyonu
seviyesinde analiz edilmistir. Bu ¢alismada analiz edilen genlerin NCBI erisim kodlari
ve isimlendirilmesi Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Potansiyel ADH genleri ve tanimlanan genlerin NCBI erisim kodlar1 ve
NCBI isimlendirilmesi

Gen NCBI Erisim Isimlendirme (NCBI)
kodu

NADPH-dependent medium chain alcohol

adhl XP_002490014 _ o
dehydrogenase with broad substrate specificity
Bifunctional enzyme with alcohol dehydrogenase and

adnll XP_002491208 )
glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase
NADPH-dependent medium chain alcohol

adhlll  XP_002492217
dehydrogenase

adhlv ~ XP_002493270 S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase
NADPH-dependent medium chain alcohol

adhV  XP_002494014 _ il
dehydrogenase with broad substrate specificity

ADH3  XP_002491382 Mitochondrial alcohol dehydrogenase isozyme i1

ADH CAY67035 Alcohol dehydrogenase

1% BOE 6% 49% 20%

KP_202490014

KP_D02494014

KP_D@2492217_

PpADH3

KP_202491208

KP_002493270_

Sekil 4.2. P. pastoris Adh3 amino asit diziliminin GS115 genomuda bulunan muhtemel
Adh amino asit dizilimleri ile homolojisi

Bu calismanin ADH promotorlar: ile rekombinant protein {iretimi asamasinda
kullanilan ADH3 promotorunun DNA dizisi EK 8.3’de verilmistir.
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4.2. ADH3 Geninin Inaktif Edilmesi ve Karakterizasyonu

P. pastoris GS115 susu genomik DNA’sindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile ADH3 geninin (1053 bg) izolasyonu yapilmistir. YPD sivi besiyerinde
gelistirilen P. pastoris GS115 susu genomik DNA’s1 Yeast Genomic DNA Isolation Kit
(Epicentre, Madison, WI, ABD) kullanilarak kit protokoliine gére izole edilmistir. DNA
konsantrasyonu Qubit Fluorometer (Invitrogen) ile 6l¢iilmiis ve 5 ng/uL olacak sekilde
seyreltilerek PZR reaksiyonunda kullanilmigtir. PZR reaksiyonu ile ADH3 genin eldesi
icin Forward ADH3-WGF 5’-ATGTCTCCAACTATCCCAACTACAC ve reverse
ADH3-WGR 5-TTATTTGGAAGT GTCCACAACG primer ¢ifti kullanilmistir.
Primerler, NCBI GenBank XM_002491337 accession no’lu P. pastoris GS115 ADH3
gen dizisi baz alinarak dizayn edilmistir.

PZR reaksiyonu 50’ser uL olacak sekilde 4 farkli sicaklik degerinde gradient
PZR olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR iiriinlerinin 5’er pL’si kontrol i¢in %1
agarose jelde yiiriitiilmiis ile 1053 b¢ uzunlugunda beklenen ADH3 geninin elde edildigi
gorilmistiir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. P. pastoris ADH3 geninin PZR ile eldesinin jelde goriintiilenmesi. 1kb:
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas); 2-5.Siitunlar: 54-64°C
arasi farkli sicakliklarda olusan ADH3 geni (1053 bg)

Elde edilen ADH3 geninin saflastirilmast MinElute PCR Purification Kit
(Qiagen) kullanilarak kit protokoliine uygun bir sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen
ADH3 geninin pJET1.2 plazmitine (CloneJet Cloning Kit, Fermentas) (Sekil 3.1)
ligasyonu yapilmis ve olusturulan yeni plazmit pJET-ADH3 (4027 bg) olarak
adlandirilmigtir. pJET-ADH3 plazmiti daha sonra kompotent E. coli XL1-Blue
hiicrelerine transfer edilmis, 100 ug/mL ampisilin i¢ceren LB Miller agar plakalarina
ekilerek transformant kolonilerin seleksiyonu gergeklestirilmistir. 37°C’de geceboyu
inkiibasyon sonucunda plakalarda gelisen kolonilerden 6 tanesi segilerek 100 pg/mL
ampisilin iceren 3 mL LB Miller s1v1 besiyerinde ekilerek 37°C’de 1 gece inkiibasyona
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birakilmigtir. Daha sonra kolonilerden Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) ile izole
edilen plazmitlerin restriksiyon analizi ile kontrolleri yapilmstir.

Elde edilen plazmitlerden dogru olanmin tespiti i¢in restriksiyon enzimleri ile
kesilmigtir. ADH3 genini ve plazmiti, i¢cinden ve tek noktadan kesen Hindlll enzimi ile
kesilmis ve olusan DNA parcalar1 %1 agaroz jelde yliriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil
4.4).

Sekil 4.4. Plazmit izolasyonu sonrasi elde edilen 6 plazmitin Hindlll ile restriksiyon
analizi. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas); C1-C6:
secilen kolonilerden edilen plazmitlerin HindIll enzimi ile kesilmesi

Restriksiyon enzimleri ile kesilen plazmitler jelde yiiriitiilmiis ve teorik olarak
1122 bg ve 2905 b¢ uzunlugunda olmast beklenen DNA bantlarinin C1, C2, C4, C5 ve
C6 olarak isimlendirilen plazmitlerde oldugu goriilmistir. Ancak C1, C2 ve C4
plazmitlerinde beklenen DNA bantlarinin yaninda bilinmeyen farkli bantlarda
goriilmektedir. Bu nedenle C5 ve C6 plazmitleri se¢ilmistir. ADH3 genin gen yer
degistirme teknigi ile inaktif edilmesi asamasina C5 plazmiti ile devam edilmistir.

Segilen pJET-ADH3 plazmiti (C5), ADH3 geninin (1053 bg) orta bolgesinde yer
alan EcoRI (422. bg) ve Sall (664. bg) restriksiyon enzimler ile ¢iftli kesilmistir. ADH3
geninin inaktif edilmesi i¢in kullanilan olan HIS4 geni pPIC3.5K plazmitinden HindlIll
restriksiyon enzimi ile elde edilmistir.

EcoRI ve Sall restriksiyon enzimleri ile kesilen pJET-ADH3 plazmitin igerdigi
ADH3 geninin orta bolgesinden 242 b¢ uzunlugunda DNA pargasi diisiiriilerek lineer
hale getirilmistir. Ayn1 sekilde Hindlll enzim ile kesilen pPIC3.5K plazmitinden de
HIS4 geni diistiriilmistiir. Elde edilen DNA pargalar jele yiiklenmis ve hedef bantlar
kesilerek jelden 6ziitlenmistir. Kesim yapilan jelin goriintiisii Sekil 4.5°de verilmistir.
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PJET-ADH3 HIS4 geni

Sekil 4.5. ADH3 geninin i¢ bolgesinden lineer hale getirilen pJET-ADH3 plazmiti ve
gen yer degistirme isleminde kullanilacak olan HIS4 geninin jelde kesilmesi

Jelden Oziitlenen lineer pJET-ADH3 (4027 bg) plazmiti ve HIS4 geni, DNA
blunting enzimi (Fermentas) ile kiit ucglu hale getirilmis ve Rapid DNA
Dephos&Ligation  Kit  (Roche)  kullanilarak ~ fragmentlerin  ligasyonlar
gerceklestirilmistir. Ligasyon reaksiyonlart kompotent E. Coli XL1-Blue hiicrelerine
transform edilmistir. Transfromasyonun ardindan hiicreler LB-Amp (Miller) agar
plakalarina ekilmistir. Transformasyon sonrasi plakalarda olusan kolonilerden HIS4
genini iceren plazmiti bulmak i¢in koloni PZR analizi yapilmistir. Koloni PZR
reaksiyonunda kullanilan primer cifti HIS4 geninin i¢ bolgesinden yaklasik 1000 bg
uzunlugunda iiriin verecek sekilde tasarlanmistir.

Koloni PZR reaksyonlart igin ilk olarak 75 puL LB Miller Broth (Ampisilin 100
ug/mL) iceren besiyerine koloniler 6ze ile inokulum yapilmistir. Daha sonra ¢alkalamali
vorteks ile yaklasik 15 dak. calkalanarak hiicreler koloni PZR analizine hazir hale
getirilmistir. PZR reaksiyon hacmi her bir koloni i¢in 20 pL olarak ayarlanmis ve 75 pL
sivi besiyerinde gelistirilen kolonilerden direkt olarak 0,8 pL sivi kalip DNA olarak
eklenmistir. Koloni PZR ile toplam 16 koloni taranmistir. PZR iiriinlerinin kontrol
edildigi agaroz jel goriintiisii Sekil 4.6°da verilmistir.
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M c1 Cc2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 €9 C10 C11 C12Z2 C123 C14 C15 Ci16 PK NK M

Sekil 4.6. Koloni PZR ile tarama yapilan drneklerin jel goriintiisii. M:GeneRuler ™ 1kb
Plus DNA Ladder (Fermentas), C1-C16:Farkl koloniler, PK:Pozitif kontrol,
NK:Negatif kontrol

Elde edilen jel goriintiisiinden C2, C7 ve C9 hari¢ diger klonlarda beklenen PZR
triiniiniin oldugu gorilmiistiir. Elde edilen kolonilerden pozitif goriinen ve bir adet
negatif rastgele secilen C1, C6 ve C7 kolonilerinden plazmit izolasyonu yapilmustir.
Elde edilen plazmit DNA’lar Xbal restriksiyon enzimi ile kesilerek jelde kontrol
edilmisgtir. Jel goriintiisti Sekil 4.7°de verilmistir. Enzim ile kesim sonucu beklenen 3544
ve 3825 b¢ DNA parcalart koloni PZR sonucunu dogrulamistir. C1 ve C6 olarak
isimlendirilen plazmitler beklenen DNA pargalarin1 verirken, jel goriintiisiinde C6
plazimidi yaklagik 5000 bg¢ degerinde baska bir bant igermektedir. Bu bantin enzim
tarafindan kesilmemis plazmit oldugu diisiiniilmiistiir. Inaktivasyon islemine pJET-
adh3::HIS4 olarak isimlendirilen C1 plazmiti ile devam edilmistir. ADH3 geninin
plazmit iizerinde gen yer degistirme ile inaktif edilmesinin (Dux ve inan 2006) sematik
gosterimi Sekil 4.8’de verilmistir.

4000
3000

Sekil 4.7. Plazmit izolasyonu sonrasi restriksiyon enzimleri ile kontroliin jel goriintiisii.
M:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), Cl1, C6,C7:Farkh
kolonilerden elde edilen plazmit
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pJET-ADH3

pPIC3 5k

4027be 9004 be
DNA pargalanmm
%1°lik Agaroz jelde aynlmas: ve jelden l
dziitlemne iglemi
3600 bg

adh3

pIET-adhi--His4
7369 bg

N/

Sekil 4.8. ADH3 geninin plazmit {izerinde gen yer degistirme ile inaktif edilmesinin
sematik gosterimi

ADH3 geninin inaktif edilmesi i¢in adh3::HIS4 DNA fragmenti pJET-
adh3::HIS4 plazmitinin kalip olarak kullanildigi PZR ile elde edilmistir. PZR primerleri
olarak ADH3-WGF ve ADH3-WGR primer seti kullanilmis ve PZR sonucunda
yaklasik 4400 b¢ uzunlugundaki adh3::HIS4 fragmenti elde edilmistir. PZR iriinlerinin
jel gorintiisi sekil 4.9A’da, inaktivasyonun sematik anlatimi ise Sekil 4.9B’de
verilmistir. Elde edilen adh3::HIS4 fragmenti P. pastoris mayasina transformasyon i¢in
kullanilmistir.
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adh3::His4 fragmenti (B)

PIET-adh3:-:His4
7360 be

N

adh3:HIS4 ADH3-WGF primer
DNA pagasiun PCR yoluile elde ADH3.WGR primer
edilmesi

4400 bg

F. pastoriz GS113 supuma
transformasyanuve ADHT genin
naktif edibmesi

Inaktivasyonu dogrulama igin
PZE., Southem blot analizi ve
Etanol igeren besiyerinde
gelisiminin izlenmesi

Sekil 4.9. Aadh3::HIS4 frangmentinin PZR ile eldesini gosteren jel gorintisi ve
sematik anlatimi. (A): 4adh3::HIS4 fragmentinin PZR drind, (B):
Aadh3::HIS4 fragmentinin eldesinin sematik anlatimi

ADH3 geni P. pastoris GS115 susunda inaktif edilmistir. Inaktivasyonun GS115
susunda yapilmasinin sebebi, GS115 susunda, seleksiyon markir1 olarak kullanilacak
olan HIS4 geninin inaktif olmasi ve minimal besiyerinde gelisebilmesi i¢in histidine
ihtiya¢ duymasidir. Bu nedenle 4adh3:HIS4 DNA pargcasi i¢inde transform ettigimiz
saglam HIS4 geni eger genoma (ADH3 geninin orta bdlgesine) entegre olursa; minimal
besiyerinde histidine gerek duymadan gelisebilen koloniler, adh3 geni histidin ile
inaktif edilmis olan koloniler olacaktir.

pJET-adh3::HIS4 nakavt plazmitinden PZR yolu ile elde edilen dadh3::HIS4
nakavt fragmentinin MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) ile saflagtirilmasindan
sonra, yaklasik 3 pg kadari Lityum asetat metodu ile kompotent hale getirilen P.
pastoris GS115 susuna (histidin okzotrof) elektroporasyon ydntemi ile transform
edilmistir. Transformasyon islemi 1.5 kVolt/5ms sartlarinda Electroporator (Eppendorf)
ile gerceklestirilmistir. Transformantlar MD plakalara ekilmis, 30°C’de 3 giin
inkiibasyona birakilmistir. 3 giin sonrasinda MD plakalarda gelisen tek kolonilerden 14
tanesinden YPD s1v1 besiyerine ekim yapilarak 30°C ¢alkalamali inkiibatorde bir gece
inkiibe edilmis ve ertesi giin Masterpure Yeast DNA Kit (Epicentre) ile DNA
izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Konsantrasyonlar1 5 ng/pL olarak ayarlanan genomik
DNA’lar ADH3 geninin HIS4 geni ile inaktif olup olmadigiin kontrolii i¢in yapilan
PZR’de kalip olarak kullanilmistir. ADH3-WGF ve ADH3-WGR primerleri ile yapilan
PZR sonucunun %]1’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi ile, beklenen 4400 b¢ fragmentin C5,
C8, C11 ve C13 olarak isimlendirilen genomik DNA’dan elde edildigi gosterilmistir
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Transformant GSI115 genomik DNA’larindan inaktif DNA pargasi
(4adh3::HIS4) varliginin PZR ile kontrol edilmesi. M:GeneRuler™ 1kb
Plus DNA Ladder (Fermentas), C1-C16: MD plakalardan segilen
transformant koloniler

PZR ile inaktif oldugu dogrulanan klonlardan C5, C8 ve C11’den Southern blot
analizi i¢cin genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Southern blot analiz kiti olarak
radyoaktif olmayan DIG HighPrime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il
(Roche) kullanilmigtir. Southern blot analizinin sematik gosterimi Sekil 4.11’de
verilmistir.

Kontrol (1571hc)
ADH3 (1053 be)

EcoRI (1051)8all (1257)

BlII (300) Bglll (1775)
ATG|(593) STQP[1647)
ep HUzby
adh3 HIS4 (3600bg) adh3
INRNRRRRARNARN|
Probe
adh3::HIS (4979bg)
Bell (Knockout) Bell

Sekil 4.11. P. pastoris ADH3 geninin HIS4 geni ile inaktif edilmesi ve Southern analizi

Elde edilen Aadh3:HIS4 fragmenti P. pastoris genomuna entegre oldugu
taktirde, ADH3 geni iginden diisiiriilen 242 b¢ uzunlugundaki DNA’nin yerini 3600 bg
uzunlugundaki HIS4 geni alacaktir. PZR yolu ile inaktivasyonu goriilen klonlarin
Southern blot analizi ile kesin dogrulamasi yapilmistir. Southern blot i¢in kullanilacak
DNA probu ADH3 geninin ilk 422 bg¢ uzunlugundaki bolgesinden tasarlanmis ve DIG

33



BULGULAR Mert KARAOGLAN

ile etiketlenmistir. Etiketlenecek prob PZR yolu ile elde edilmistir. PZR ile ¢ogaltilan
ADH3 geninin EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Daha sonra olusan 422 bg
uzunlugundaki DNA pargas1 jelden kesilip 6ziitlenmis ve DIG etiketlemeye hazir hale
getirilmistir (Sekil 4.12).

ADH3 geni EcoRl ile kesimi

Sekil 4.12. Southern blot analizinde kullanilan DIG prob igin ADH3 geninin EcoRI
enzimi ile kesilmesi ve 422 bg¢ uzunlugundaki probun jelden 6ziitlenmesi.
1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)

Toplamda 3 pg DNA etiketleme islemine alinmistir. Reaksiyon karigimi DIG
kitin talimatlarina dogrultusunda hazirlanmis ve bir gece boyunca etiketlemek iizere
inkiibasyona birakilmistir. Yaklasik 20 saat inkiibasyona birakilan probun etkinlik
Olgiimii Sekil 4.13’de verilmistir. Kit talimatlarina gore etkinlik Ol¢limiinde probun
diliisyonlarindan 0.1ng/pL yani 5.nokta goriiniir olmalidir. Yapilan probun etkinliginin
istenildigi gibi oldugu Sekil 4.13’de goriilmektedir.

10pg/pl 3pg/yl 1pg/yl 0.3pg/ul  0.1pg/ul 0.03pg/ul  0.01pg/pl

Kontrol

Sekil 4.13. ADH3 geni i¢inden dizayn edilen ve etiketlenen DIG probun etkinlik 6lgtimii

Transformant GS115 susu ve negatif kontrol olarak GS115 konukgu suslarindan
elde edilen genomik DNA’lar BglII restriksiyon enzimi ile kesilmistir (Sekil 4.14).
DNAMAN programi ile daha onceden yapilan analizde teorik olarak negatif kontrol
suglarinda 1571 bg, Aadh3 geni inaktif suslarda 4979 bg¢ biiyiikliigiinde bantlar
beklenmektedir. Protokole uygun olarak gergeklestirilen Southern blot analizi ile inaktif
suslar tespit edilmistir (Sekil 4.15). Segilen 3 klonunda Aadh3 geninin inaktif oldugu
goriilmiistiir. Gelecek ¢alismalara C1 klonu ile devam edilmis ve C1 klonu MK115
olarak isimlendirilmistir.

34



BULGULAR Mert KARAOGLAN

Sekil 4.14. Aadh3 inaktif susun Southern blot analizi ile dogrulanmas: igin genomik
DNA’larin Bglll enzimi kesimini gosteren jel gérintiisii. 1kb:GeneRuler™
1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG etiketli markir, K: GS115
konukgu, C1-C3:Secilen farkl: klonlar

Sekil 4.15. Tranformant GS115 susunda yapilan Southern blot analizi sonucu X-ray
filmin goriintiisii. 1kb:GeneRuler'™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas),
DIG: DIG etiketli markir, K: GS115 konukgu, C1-C3:Segilen farkli klonlar

Ayrica, laboratuarimizda P. pastoris ile ¢alkalamali erlenmayer tretimlerinde,
hiicre i¢i rekombinant protein iiretimi sonrast 6xHis etiketli proteinin nikel resin ile
saflagtirilmasinda bazi problemler yasanmaktadir. Hiicre i¢i toplam proteinden yapilan
Ni-NTA 6xHis protein saflastirmasinda, saflastirilmak istenen protein ile birlikte
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yaklagik 38 kDa molekiiler agirlikta ve oldukea yiiksek yogunlukta bir baska protein
bandi goriilmektedir. Protein bandimin 6xHis protein saflastirilmasinda nikel resine
baglandig1 SDS-PAGE analizinde goriilmekte, ancak Anti-6xHis antibody ile yapilan
western blot analizlerinde tanimlanmayan protein bandi goriilmemektedir. Daha 6nce
yapilan bir ¢alismada bu proteinin N-Terminal Amino asit sekans1 yapilmis ve alkol
dehidrogenaz aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir (Law vd 2001). 2001 yilinda P.
pastoris genom sekansi bilinmedigi i¢in kontamine proteini metil format sentaz olarak
tamimlamiglardir. Fakat c¢alismada elde edilen sekans P. pastoris proteinleri ile
karsilastirildiginda sekansin P. pastoris Adh3 proteinine ait oldugu goriilmistiir (Sekil
4.16).

Unknown protein RS PT I P T T QKA I FE TN GG L Y K D T 25
Pichia pastoris Adh3  VSJuRRNeC\ARINNCESINNGINIPYPKPKSNELLINVKYSGVCHTDLHAWKGDWPLD 60

Consensus sptipttgkavifetnggpleykdi

Sekil 4.16. P. pastoris Adh3 ve 38 kDa degerindeki bilinmeyen proteinin amino asit
sekansinin karsilastirmast

Literatiirde yer alan bu ¢aligma dogrultusunda kontamine olarak belirtilen bant
gercekten Adh3 proteini ise bu calisma ile elde edilmis adh3 geni inaktif edilmis
MK115 (4adh3) susunda ADH3 geninden kaynakli protein bandinin yapilan 6xHis
saflagtirmasinda  ¢ikmamast  gerektigi  disliniilmiistiir.  Tarafimizdan  yapilan
saflagtirmanin goriintiisii Sekil 4.17°de verilmistir. Goriintiide kontrol susu ile yapilan
saflagtirmada la ve 2a olarak isimlendirilen ve kirmizi ¢ergeve i¢ine alinan bandlar
Adh3 bandlaridir. MK115 susu ile yapilan saflastirmada MK115 susunda Adh3 protein
bantinin ortadan kalktig1 goriilmiistiir. Sonug olarak kontamine olarak belirtilen bandin
Adh3 proteini oldugu ve bu ¢alismamizda elde edilen inaktif susta ADH3 geninden
protein iiretilmedigi dogrulanmistir.

36



BULGULAR Mert KARAOGLAN
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Sekil 4.17. Ni-NTA 6xHis saflastirmasi. M: Pageruler protein markir, la ve 2a: P.
pastoris X33 Kontrol susundan elde edilen eliisyonlar, 1b ve 2b: MK115
(4adh3) susundan elde edilen eliisyonlar

Southern blot ile inaktif oldugu dogrulanan MK115 (4adh3) ve kontrol olarak
kullanilan P. pastoris suslarmin glukoz ve etanol igeren minimal besiyerinde iireme
davraniglarina (Gelisim egrisi, Glukoz tiiketimi, Etanol tiretimi ve Adh aktivitesi)
bakilmistir. Her iki sus 3 mL YPD igeren test tiiplerinde 28°C de 250 rpm de
calkalamali inkiibatorde (Innova 44R, New Brusnwick, NJ ABD) 18 saat
gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirlerin 100 mL MD ve ME besiyerine yaklasik 0,1 OD
olacak sekilde inokiilasyonu yapilmis ve 96 saat boyunca ornekler alinarak ODgoonm)
degerleri, glukoz, etanol igerikleri ve hiicrelerden Adh enzim aktivite analizleri
yapilmistir.

Sekil 4.18A ve 4.18B'de X33 ve MK115 (4adh3) suslarinin MD besiyerinde
iireme egrilerinde (OD) farklilik gézlenmemesine ragmen, etanol konsantrasyonlarinda
biiylik farklilik gozlenmistir. En yiiksek etanol konsantrasyonu MK115 (4adh3)
susunda %0,2 olmasina ragmen X33 susuda %0,04 olarak bulunmustur. Bunun
sebebinin ise ethanol iretimi degil, etanol tiikketiminden kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir. X33 susu MD besiyerinde lretilen etanoli tiikettigi i¢in ortamda
birikme olmamasina ragmen, MK115 (4adh3) susunun iiretilen etanolii katabolize
edememesinden dolayi, ortamda ethanol konsantrasyonu artmistir. Bu sonucu, Adh
aktivelerindeki farkliliklar ve MK115 (4adh3) susunun ME besiyerinde iirememesi de
desteklemektedir (Sekil 4.18D). MK115 (4adh3) susunun MD besiyerinde maksimum
Adh aktivitesi ayn1 besiyerinde X33 susunun Adh aktivitesinin yaklasik %10'u kadardir
(14U/mg kars1 1,4U/mg).
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X33 susu MD ve ME besiyerlerinde karsilagtirildigi zaman Adh aktivitelerinde
farkliliklar gozlenmistir (Sekil 4.18A ve 4.18C). X33 susu ME besiyerinde yaklasik 2,7
kat daha fazla Adh aktivitesi gostermistir. P. pastoris'te MD besiyerinde toplam Adh
aktivitesinin biiyiik bir kismindan ADH3 geninin sorumlu oldugu anlasilmaktadir (Sekil
4.18A ve 4.18B). MK115 (4adh3) susu etanol (ME) besiyerinde iiremedigi i¢in adh
aktivitesi tespit edilememistir. MK 115 (4adh3) susu gerek tek karbon kaynagi olarak
etanolii gerekse MD besiyerinde iiretilen etanolii kullanamamaktadir. Inaktif edilen
ADH3 geninin P. pastoris etanol metabolizmasinda etanoliin katabolize (par¢alanmasi)
edilmesinde gorev alan tek gen oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.18. X33 ve MK115 (4adh3) suslarinin glukoz ve etanol i¢eren besiyerinde

gelisimi, glukoz ve etanol degisimi, Adh enzim aktivite degisim grafigi (A):

X33 glukoz besiyeri, (B): MK115 glukoz besiyeri

(D): MK115 etanol besiyeri

, (C): X33 etanol besiyeri,
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4.3. ADH Geninin inaktif Edilmesi

Caligsmalar yiiriitilmekte iken Vanz vd (2012) tarafindan yapilan proteom
calismasinda P. pastoris’te etanol metabolizmasinda gérev aldigi diisiiniilen iki gen
bildirilmistir. Makalede etanol metabolizmasindaki genler ADH3 (taniml1 olan gen) ve
ADH olarak isimlendirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda ADH3 geninin karakterize
edilmesi ve etanoliin tiiketiminde gorev aldiginin tespiti, ADH geninin iiretimden
sorumlu gen olma ihtimalini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle ¢alisma kapsaminda analiz
edilecek diger muhtemel 5 genden daha giiglii bir aday olmasindan dolayi, ADH1 geni
de ¢alismalara eklenmis ve karakterize edilmistir. Rapor edilen ADH geni bu ¢alismada
ADH1 olarak isimlendirilmistir.

ADH1 geni ilk olarak inaktif edilerek MD, ME besiyerlerinde gelisimi
izlenmistir. Inaktivasyon islemi Sekil 4.19’de sematik olarak gdsterilmistir.

ADHI (1050 bg}——————

Bspl4071 (1324)
Asull (946)

-
0648500406608 0
R AR ]

o ]
BSOSO OSSO SRR ESS]

ZEOCIN (1917bg)

<} adhl::ZEOCIN (2589b¢) g

Sekil 4.19. P. pastoris ADH1 geninin inaktif edilme isleminin sematik gosterimi

P. pastoris X33 susu genomik DNA’sindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
ile ADH1 geninin (1050 bg) izolasyonu yapilmistir. YPD sivi besiyerinde gelistirilen P.
pastoris X33 susu genomik DNA’s1 Yeast Genomic DNA Isolation Kit (Epicentre,
Madison, WI, ABD) ile kit protokoliine gore izole edilmistir. Kalip DNA 5 ng/puL
olacak sekilde seyreltilerek PZR reaksiyonunda kullanilmistir. PZR reaksiyonu ile
ADH1 genin eldesi i¢in Forward ADHIATGF 5’-ATGGCTAATCACGCAATTG ve
reverse ADHISTPR 5-CTAGAGGGTGTA AACCAGCTTG primer ¢ifti
kullanilmistir. Primerler, NCBI GenBank CAY67035 accession no’lu P. pastoris
GS115 gen dizisi baz alinarak dizayn edilmistir.

PZR reaksiyonu 50°ser uL olacak sekilde 4 farkli sicaklik degerinde gradient
PZR olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen PZR iirtinlerinin 5’er uL’si kontrol i¢in %1
agarose jelde yiiriitiilmiis ile 1050 b¢ uzunlugunda beklenen ADH1 geninin elde edildigi
goriilmistiir (Sekil 4.20).
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ADH1 geni

Sekil 4.20. P. pastoris ADH1 geninin PZR ile eldesinin jelde goriintiilenmesi. 2-
5.Siitunlar: 55-65°C arasi farkl sicakliklarda olusan ADH1 geni (1050 bg)

Elde edilen ADH1 geninin PZR sonrasi saflastirnmas: MinElute PCR Purification
Kit (Qiagen) kullanilarak kit protokoliine uygun bir sekilde gerceklestirilmistir. Elde
edilen ADH1 geninin pJET1.2 plazmitine (CloneJet Cloning Kit, Fermentas) ligasyonu
yapilmis ve olusturulan yeni plazmit pJET-ADH1 (4024 bg) olarak adlandiriimistir.
pJET-ADH1 plazmiti daha sonra kompotent E. coli XL1-Blue hiicrelerine transfer
edilmis, 100 pg/mL ampisilin iceren LB Miller agar plakalarina ekilerek transformant
kolonilerin secilimi gergeklestirilmistir. 37°C’de geceboyu inkiibasyon sonucunda
plakalarda gelisen kolonilerden 5 tanesi segilerek 100 pg/mL amfisilin i¢eren 3 mL LB
Miller siv1 besiyerinde ekilerek 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
kolonilerden Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) ile izole edilen plazmitlerin
restriksiyon analizi ile kontrolleri yapilmistir.

Elde edilen plazmitlerden dogru olanmin tespiti i¢in restriksiyon enzimleri ile
kesilmigtir. ADH1 genini ve plazmiti i¢inden ve tek noktadan kesen Xhol enzimi ile
kesilmis ve olusan DNA parcalar1 %1 agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil
4.21).
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Sekil 4.21. Plazmit izolasyonu sonrasi elde edilen 5 plazmitin Xhol ile restriksiyon
analizi. C1-C5: segilen farkli kolonilerden elde edilen plazmitlerin
restriksiyon sonrasi jelde yiiriitiillen DNA pargalari

Restriksiyon enzimleri ile kesilen plazmitler jelde yiiriitilmustir. Kiit uglu
ligasyon reaksiyonu olmasi nedeniyle genin diiz ya da ters girme ihtimallerinde
beklenen DNA parcalarinin biiytikliikleri farkli olacaktir. Diiz girmesi durumunda 992
be ve 3032 bg, ters girmesi durumunda 92 b¢ ve 3932 b¢ uzunlugundaki DNA bantlari
beklenmektedir. C1, C2, C3, C4 olarak isimlendirilen plazmitlere genin ters, C5’e ise
genin diiz girdigi goriilmiistiir. ADH1 genin gen yer degistirme teknigi (Dux ve Inan
2006) ile inaktif edilmesi agsamasina C5 plazmiti ile devam edilmistir.

Segilen pJET-ADH1 plazmiti (C5), ADH1 geninin (1050 bg) orta bolgesinde yer
alan Asull (353. bg) ve Bsp14071 (731. bg) restriksiyon enzimler ile ¢iftli kesilmistir.
ADH1 geninin inaktif edilmesi i¢in kullanilan olan zeosin dayaniklilik geni (1917 bg)
pPICZaA plazmitinden Bglll ve BamHI restriksiyon enzimi ile elde edilmistir.

Jelden oziitlenen lineer hale geldigi dogrulanan pJET-ADHI (3647 bg)
plazmitinin ve zeosin dayaniklilik geninin, DNA blunting enzimi (Fermentas) ile uglari
kiitlestirilmis ve Rapid DNA Dephos&Ligation Kit (Roche) kullanilarak fragmentlerin
ligasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ligasyon reaksiyonlar1 kompotent E. coli XL1-Blue
hiicrelerine aktarilmis ve ardindan hiicreler, LB-Amp (Miller) agar plakalarina
ekilmistir. Transformasyon sonras1 plakalarda olusan kolonilerden zeoSin genini igeren
plazmiti bulmak igin 4 adet koloni se¢ilmis ve plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen plazmitler zeosin, ADH1 ve plazmitin i¢inde olmak tizere ii¢ noktadan kesen
Ncol restriksiyon enzimi ile kesilmis ve %1 Agaroz jelde yiiriitilmistir (Sekil 4.22).
Plazmitlerin Ncol restriksiyon enzimi ile kesiminde 584 bg, 1793 bg ve 3192 bg
uzunlugundaki DNA parcalar1 beklenmektedir.
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Sekil 4.22. Segilen 4 koloniden elde edilen plazmitlerin Ncol ile restriksiyon analizi.
C1-C4: segilen kolonilerden edilen plazmitlerin Ncol enzimi ile kesilmesi

Secilen 4 plazmitin de zeosin dayaniklilik genini igerdigi dogrulanmistir. Elde
edilen yeni plazmit pJET-adhl::ZEO olarak isimlendirilmistir. Aadhl::ZEO inaktif
DNA pargasi, ADH1 geninin elde edilmesinde kullanilan forward ADH1ATGF 5°-
ATGGCTAATCACGCAATTG ve reverse ADH1STPR 5’-
CTAGAGGGTGTAAACCAGCTTG primer cifti ile tekrar PZR yapilmistir. PZR
sonrast elde edilen dadhl::ZEO DNA pargalar1 %1 Agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Jel
goriintlisti Sekil 4.23’de verilmistir.

adhi::ZEO

e

Sekil 4.23. Aadhl1::ZEO frangmentinin PZR ile eldesini gosteren jel goriintiisii

Elde edilen Aadhl::ZEO fragmenti, P. pastoris X33 ve MK115 (4adh3)
hiicrelerine aktarilmigtir. Boylece, sirasi ile Aadhl tekli inaktif ve Aadh34adhl ikili
inaktif sus elde edilmistir. Bunun i¢in, PZR yolu ile pJET-adhl::ZEO nakavt
plazmitinden elde edilen Aadhl::ZEO nakavt fragmentinin MinElute PCR Purification
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Kit (Qiagen) ile saflagtirildiktan sonra, yaklasik 3 ug kadari Lityum asetat metodu ile
kompotent hale getirilen P. pastoris X33 ve MK115 (4adh3) susunlarina
elektroporasyon yontemi ile transform edilmistir. Transformasyon islemi 1.5 kVolt/5ms
sartlarinda  Electroporator (Eppendorf) ile gerceklestirilmistir. Transformantlar
100pg/mL  zeosin iceren YPD plakalara ekilmis, 30°C’de 3 giin inkiibasyona
birakilmistir. 3 giin sonrasinda zeocin igeren YPD plakalarda gelisen her bir sus i¢in
(X33 ve MK115 (4adh3)) 15 adet farkli koloni YPD sivi besiyerine ekim yapilarak,
30°C calkalamali inkiibatorde bir gece inkiibe edilmis ve ertesi giin Masterpure Y east
DNA Kit (Epicentre) ile genomik DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Konsantrasyonlar1 5 ng/uL olarak ayarlanan genomik DNA’lar ADH1 geninin zeosin
dayaniklilik geni ile inaktif olup olmadiginin kontrolii i¢in yapilan PZR’de kalip olarak
kullanilmistir. ADHIATGF ve ADHISTPR primerleri ile yapilan PZR sonucunun
%1’lik agaroz jelde yiritilmesi ile, beklenen 2589 bg¢ fragmentin X33
transformantlarinda C3, C6, C8, C9 ve C10, MK115 (4adh3) transformatlarinda ise C2,
C8, C9, C10, C11 ve CI13 olarak isimlendirilen genomik DNA’dan elde edildigi
goriilmustiir (Sekil 4.24).

Yl kb C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 CB C9 C10 C11 C12 C13 C14 Ci15 NK PK MM 1kb

3000 - - wew -

2000

-e
2 e we W s o

(B) ikb C1 C2 C3 C4 Cb C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 NK PK MM 1kb

3000
2000

-™ N - »
-4
o e Sene " ~aw

Sekil 4.24. Transformant X33 ve MK115 genomik DNA’larindan nakavt fragment olan
Aadhl1::ZEO varliginin PZR ile kontrol edilmesi. (A): X33, (B): MKI115
(dadh3). 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), C1-C15:
MD plakalardan segilen transformant koloniler, NK Negatif kontrol (X33 ve
MK115 genomik DNAsi). PK:Pozitif kontrol (pJET-adh1::ZEO), MM: PZR
master mix kontrolii
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Suslarin MD ve ME besiyerinde gelisimini izlemek i¢in segilen klonlardan X33
icin C3, MKI115 icin C2 olarak isimlendirilenler se¢ilmis ve bir sonraki adima
gecilmistir. Elde edilen dadhl susu MK215, dadh3 ve Aadhl ikili inaktif susu da
MK330 olarak isimlendirilmistir. Suslarinin glukoz ve etanol igeren besiyerinde
gelisimleri izlenmistir. Karillagtirma yapilabilmesi i¢in daha 6nceki ¢alismada kontrol
olarak kullanilmig olan P. pastoris X33 ile daha 6nceki ¢aligmalarda elde edilen MK115
(4adh3) suslarinin da glukoz ve etanol igeren besiyerinde aynmi anda {ireme
yeteneklerine bakilmistir. Suslar tek koloniden 3 mL YPD igeren test tiiplerinde 28°C'de
250 rpm'de ¢alkalamali inkiibatérde (Innova 44R, New Brusnwick, NJ ABD) 18 saat
gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirler 75 mL MD ve ME besiyerine yaklasik 0,1 OD olacak
sekilde inokiilasyonu yapilmis ve 72 saat boyunca drnekler alinarak ODggonm degerleri
Olclilmiis, etanol miktarlarinin tespiti igin siipernatantlardan 6rnekler alinmastir.

P. pastoris X33 ile MK215 (4adhl) ve MK115 (4adh3) ile MK330
(dadhldadh3) suslart karsilastirildiginda MD besiyerinde hiicrelerin gelisimlerinde
herhangi bir fark goriilmemistir (Sekil 4.25-MD). Etanol iceren besiyerinde ise X33 ve
MK215 susunun gelistigi, fakat MK115 (4adh3) ve MK330 (dadhl4adh3) susunun
ayni besiyerinde gelismedigi tespit edilmistir (Sekil 4.25-ME). Yine de glukoz igceren
besiyerinde gelisim egrisinin ayni1 noktalarindan alinan siipernatant 6rneklerinde etanol
miktar1 dlgtimleri yapilmis ve X33 ile (yabani sus) yaklasik olarak ayni miktarda etanol
tiretildigi tespit edilmistir. Bu nedenle ADH1 geninin hiicrede etanol iiretiminden
sorumlu gen olmadigi sonucuna varilmistir. Etanol degisimlerini gosteren grafik Sekil
4.26°da verilmistir.
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Sekil 4.25. Inaktif suslarin glukoz (MD) ve etanol (ME) iceren besiyerlerinde gelisim
egrileri
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Sekil 4.26. X33, MK115, MK215 ve MK330 suslarinin glukoz igeren besiyerinde
gelisimi sirasinda ortamdaki etanol miktarlarinin zaman ile degisimi

Sonu¢ olarak, ADH3 geninin inaktif edilmesi ile hiicrelerin etanol igeren
minimal besiyerinde lireyemedigi tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda P.
pastoris ADH3 geninin hiicrede etanoliin katabolize edilmesinde rol aldigi ortaya
konulmasina ragmen, glukoz igeren minimal besiyerinde etanol iiretimi devam etmistir.
Calismalar devam ederken literatiir dogrultusunda Vanz vd (2012) tarafindan P.
pastoris’te ikinci bir ADH geninin varligi belirtilmistir. ADH3 geninin tiiketimde rol
oynamasi belirtilen bu geninin iiretimden sorumlu olma ihtimalini ortaya ¢ikarmustir.
Ilgili genin zeosin dayamiklilik geni kullanilarak tekli ve ikili inaktif suslari elde
edilmistir. Yapilan analizler sonucunda literatiirde belirtilen bu genin etanol
metabolizmasinda rol almadig1 ortaya konulmustur. P. pastoris’te etanol iiretiminden
sorumlu genin bulunamamasi ve karakterize edilememesi sonucu caligmalara NCBI
homoloji taramalarina gore belirlenen ve Adh aktivitesi gostermesi muhtemel bes ADH
geninin glukoz ve etanol besiyerinde gen ekspresyonu caligmalari ile devam edilmistir.

4.4. gRT-PCR Metodu ile Gen Ekspresyon Analizleri

Bilinen ADH3 geni ve Adh aktivitesi gostermesi muhtemel 5 genin expresyon
oranlar1 qRT-PCR (Quantative Real-Time PCR) teknigi ile belirlenmistir. Caligmalara
literatlir dogrultusunda ADH1 geni de dahil edilmistir. ADH3 aktif (X33) ve inaktif susu
(MK115) MD minimal besiyerinde 0,1 OD degerinden baslatilmis ve log faza denk
gelen 24. saat hiicre 6rnekleri alinarak RNA izolasyonu i¢in -80°C’de etanol banyosuna
konulmustur. ME besiyerinde MK115 (4adh3) inaktif susun ilirememesi nedeni ile
hiicreler etanol besiyerindeki analizler i¢in X33 ve MK115 (4adh3) suslar1 0,1 OD MG
minimal (gliserol) besiyerinde 4-5 OD degerine kadar gelistirilmis (logaritmik faz
icinde olacak sekilde) ve hiicreler yikanarak ME besiyerine aktarilmigtir. ME besiyerine
transfer edilen hiicrelerden 24. saat Ornekleri alinarak -80°C’de etanol banyosuna
konulmustur. Metot boliimiinde anlatilan RNA izolasyon teknigi ile toplam RNA’lari
izole edilen 6rneklerin RNA konsantrasyonlart Qubit® RNA BR Assay kit (OR, ABD)
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ile ol¢lilmiistiir. RNA konsantrasyonlar1 1,5ug olacak sekilde ayarlanmis ve %1°lik
agaroz jelde 1XTAE tamponunda yiiriitilmustiir (Sekil 4.27).

«1. kb~

X33 MK115 X33 MK115
MD-24 MD-24 ME-24 ME-24

Sekil 4.27. X33 ve MK115 (4adh3) hiicrelerinden elde edilen RNA’larin jel goriintiisii

Elde edilen toplam RNA’dan ProtoScript® Taq RT-PCR Kit (NEB) kullanilarak
kit protokolii dogrultusunda cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA {i¢ asamali
gRT-PZR analizleri igin kalip olarak kullanilmistir. qRT-PZR analizleri Rotor Gene Q
(Qiagen) cihazi ile Quantitect SYBR Green PCR kiti kullanilarak yapilmistir.

gRT-PZR uygulamasinda her bir gen i¢in 2 primer seti hazirlanmis ve 6n
denemeleri yapilarak her bir gen icin en iyi ¢alistigr goriilen primer ¢ifti ile devam
edilmistir. Kullanilan primer listesi Cizelge 4.2'de verilmistir. Primer denemeleri igin,
elde edilen cDNA'lar kalip olarak kullanilmistir. Geleneksel PZR ile elde edilen ve
%?2’lik agaroz jelde yiiriitiilen ornekler Sekil 4.28’de verilmistir. Kullanimina karar
verilen primer seti Cizelge 4.2'de koyu ve alti ¢izili olarak gosterilmistir. Her bir
reaksiyon iki paralelli yapilmis ve hesaplamada ortalama degerler kullanilmistir.

gRT-PCR analizi, Rotor GeneQ cihazinda 40 dongii olarak gergeklestirilmistir.
MD besiyerinde gelisen hiicrelerin ve on gelistirme yapilarak ME besiyerine aktarilan
hiicrelerin 24. saat 6rnekleri ile QRT-PCR analizi yapilmistir. Analiz sonrasi elde edilen
Floresans-Dongii grafikleri Sekil 4.29°da verilmistir.
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Cizelge 4.2. QRT-PCR analizi 6n denemelerinde kullanilan primer setleri

Forward Primerler

Reverse Primerler

adhl-rt TGGGAGCAATGTGTTGGGCT CCATCGGGATAAGCGTCATCA
adhll-rt TCAACCCAACCAAGGTCAGCAG AGTGCCGTGAACACCAACATTG
adhlll-rt ACCCACTTGTTCCAGGACACGA  TTTGCGGTCATCAGCGTCATAA
adhlV-rt TGCCACACTGATGCTTACACGC  ACAACGGAAACGAGAAGTCCCG
adhV-rt TGGTAAACTCATTTCCGTCGGC TCAGCCCTTCCTCAGAGATTGG
ADH3-rt AGACCGCTGACTTGCGTATTGG CTTGTCGGCACCACCATCAA
ADH1-rt GACCTCTTGGCTAGTGGCA CCGCTAACTTTACCCTCTCG
GAP-rt CGGTGTCAACGAGGAGAAATAC GAATGATGTTACCAGAAGCCGT
adhl-Nrt TCTCATTTGGGTAACCGTGA GCAACTTCTCCAGTCCGTTT
adhll-Nrt ~ TTCCTGACACGTTTGCAACT CGGTGGTGATAGCAATGTTC
adhlll-Nrt CCCGTACCTGAGCCTACTTC TATCCCTCCAATTCCTGAGC
adhlV-Nrt  TGTTGGGTTGTGGTGTTACC TAATCTCGCTTGCACCTTTG
adhV-Nrt  GCTCTTGGTTGCGAAGTGTA AAGTCCAGCTTTCTGCCAAT
ADH3-Nrt AGGCTGACTTGGCTGAAGTT CGTATTGAACGGCAAGAGAA
ADH1-Nrt TTTCGACTGCATTTCAGAGG GCCAATGTCATATTGTTGGTG
GAP-Nrt GGAATTGAGTCCGGTTTGAT CACCAGTGGAAGATGGAATG

1. Primer seti

2. Primer seti

adhi-Nrt
adhIV-Nrt

Sekil 4.28. cDNA’lardan 2 primer seti ile yapilan PZR sonrasi elde edilen iiriinlerin jel

goruntisi
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(A)

(B)

Sekil 4.29. X33 ve MK115 hiicrelerinden elde edilen cDNA o6rneklerinin qRT-PCR
analizi sonrasi elde edilen Floresans-Dongii grafikleri. (A): MD besiyeri,
(B): ME besiyeri

X33 susu ile glukoz (MD) ve etanolda (ME) tiretim yapilmistir. Bu iki farkl
besiyerinde; toplam 7 genin ekspresyonu, GAP geni referans alinarak oransal
degisimleri Pfaffl metoduna gore hesaplanmistir (Pfaffl 2004, Quintero vd 2009).

Calisma kapsaminda test edilen toplam sekiz genin amplifikasyon verim (E:
Efficiency) degerleri farkli olmasi nedeni ile qRT-PCR verilerinin hesaplamasi Pfaffl
metoduna gore yapilmistir. Her bir ¢cDNA igin GAP geninin ekspresyon seviyesi
“referans gen” olarak kabul edilmistir. E: efficiency (amplifikasyon verimi), Hedef:
X33 glukoz, adhl, adhll, adhlll, adhlV, adhV, ADH3 ve ADHL1 genleri; Referans: X33
etanol besiyeri. Glukoz iceren besiyerinde etanol iiretiminden sorumlu gen/genlere
bakilmasi nedeniyle QRT-PCR hesaplamalarinda X33 glukoz hedef, X33 etanol referans
olarak alinmis ve asagidaki denkleme gore hesaplanmaistir.

(EHHdEf}jﬂf‘ﬂHede_f (Referans gen—Hedsf gen)

Degisim Orani: _
= (EREfarrzns}jﬂf?:REfﬁ'mﬂS (Referans gen —Hedsf gen)

gRT-PCR amplifikasyon sonrasi deneylerin kalitesini denetlemek amaciyla,
“Melting Curve” analizi uygulanarak spesifik olmayan baska bir PZR {iriiniiniin
olmadigi teyit edilmistir (Sekil 4.30).
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NG

(B)

Sekil 4.30. X33 ve MKI115 hiicrelerinden elde edilen cDNA o&rneklerinin qRT-PCR
amplifikasyonu sonrast Melting curve analizinden edilen dF/dT-Sicaklik
grafigi (A): MD besiyeri, (B): ME besiyeri

qRT-PCR sonras: elde edilen C, ve amplifikasyon verimi Cizelge 4.3’de
verilmistir. Hesaplama sonuglari; Adh aktivesi gdstermesi muhtemel genlerin, ADH3 ve
ADH1 genlerinin, glukoz besiyerindeki ekspresyonlarimin etanol besiyerindeki
ekspresyonlarina oranlanmasi ile verilmistir (Sekil 4.31).
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Cizelge 4.3. gRT-PCR sonucunda elde edilen Cp ve Amplifikasyon verimleri

MD besiyeri (24. saat)

ME besiyeri (24. saat)

MK115 MK115
X33 (dadh3) X33 (dadh3)
Amp. Amp. Amp. Amp.
Cp, wverimi C, wverimi C, wverimi C, verimi
GAP 150 1,76 150 1,77 155 1,73 150 1,67
adhl 182 180 186 18 220 1,78 225 1,79
adnll 158 1,79 150 1,75 197 1,74 190 1,74
adhlll 195 1,74 181 1,75 198 184 192 181
adnlv 163 182 161 181 186 1,75 179 1,79
adhvV 189 181 194 183 221 182 220 1,77
ADH3 15,0 1,75 - - 151 1,70 - -
ADH1 16,1 1,77 159 174 169 1,77 166 175
10
_— 33
o B Aadh3
m
=
¢
§
o
E 4
=
g
[
2 4
u 1
adhl  adhll  adhil  adhlV  adhV  ADH3  ADH1

Sekil 4.31. gRT-PCR sonuglarinin siitun grafiginde gosterimi (adhl-adhV: Adh
aktivitesi gostermesi muhtemel genler, ADH3: Tanimli olan gen, ADH1:
Rapor doneminde dahil edilen gen)

X33 ve MK115 (4adh3) suslarinda MD ve ME besiyerlerinde ilgili genlerin
ekspresyon seviyelerinde énemli farkliliklar tespit edilmistir. Ozellikle X33 susunda
glukoz igeren besiyerinde gelisen hiicrelerde etanol besiyerine gore adhl ve adhll ~6.5
kat, adhV ~5 kat daha fazla ekspres olmustur. Ayni sekilde MK115 (4adh3) susunda
glukoz igeren besiyerinde gelisen hiicrelerde etanol besiyerine gore adhl ve adhll ~9.5
kat, adhV ~4 kat daha fazla ekspres olmustur. Diger genlerin (adhlll, adhlV ve adhV) ve
bu ¢alisma doneminde dahil edilen ADH1 geninin ekspresyon seviyelerinde 6nemli bir
degisilik olmamistir. Etanol tiikketiminden sorumlu olarak tanimladigimiz ADH3 geni,
X33 susunda etanol besiyerine gore glukoz besiyerinde daha az ekpres olmustur.
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MK115 (4adh3) susunda ADH3 geni ekpresyonu gozlenmemis ve bu genin inaktif
oldugu mRNA seviyesi ile de teyit edilmistir.

Elde edilen gRT-PCR sonuglari, glukoz igeren besiyerinde etanol iiretiminden
sorumlu gen/genlerin, ekspresyon seviyerindeki artis ¢alisma kapsamindaki muhtemel
genlerden adhl, adhll ve adhV olma olasiligini agiga ¢ikarmistir. Bu nedenle
calismalara, muhtemel genlerden adhl, adhll ve adhV genlerinin zeosin dayaniklilik
geni kullanilarak ayr1 ayr1 ve tek tek inaktivasyonlar1 yapilarak devam edilmistir.

4.5. Adh Aktivitesi Gostermesi Muhtemel Genlerin inaktif Edilmesi

gRT-PCR sonucunda elde veriler dogrultusunda Adh aktivitesi gostermesi
muhtemel gen sayisi {lige indirilmistir. Genlerden hangisi ya da hangilerinin etanol
tiretiminden sorumlu oldugunun tespiti i¢in genler zeosin dayaniklilik geni kullanilarak
inaktif edilmis ve MD besiyerinde etanol iiretim seviyelerine bakilmistir.

P. pastoris GS115 susu genomik DNA’sindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile adhl geni (1074 bg), adhll (1083 bg) ve adhV geni (1077 bg) izole edilmistir.
PZR reaksiyonlar1 50’ser uL olacak sekilde 4 farkli sicaklik degerinde gradient PZR
olarak gergeklestirilmistir. Genlerin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler, sirasiyla
NCBI GenBank XM 002489969, XM 002491163 ve XM 002493969 accession no’lu
P. pastoris GS115 gen dizileri temel alinarak dizayn edilmistir. Elde edilen PZR
triinlerinin 5’er plL’si kontrol icin %1 agaroz jelde yiiriitilmiis ve istenen bg
uzunlugunda beklenen adhl, adhll ve adhV geninin elde edildigi gérilmiistiir (Sekil
4.32).

adhil geni

adhl geni

adhV geni

2000 52°C 55°C 58°C 62°C 52°C 55°C 58°C 62°C

52°C 55°C 58°C 62°C
1500

- w4 1 LI

Sekil 4.32. P. pastoris adhl, adhll ve adhV geninin PZR ile eldesinin jelde
goriintiilenmesi. 2-5.Siitunlar: 52-62°C aras1 farkli sicakliklarda olusan
(A) adhl geni (1074 bg), (B) adhll (1083 bg) ve (C) adhV (1077 bg)

Elde edilen adhl, adhll ve adhV genlerinin PZR sonrasi saflastirilmasinda
MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) kullanilmistir. Daha sonra genler pJET1.2
plazmitine (CloneJet Cloning Kit, Fermentas) ligasyonu yapilmis ve kompotent E. coli
XL1-Blue hiicrelerine transfer edilmistir. Transformantlarin 100 pg/mL amfisilin i¢ceren
LB Miller agar plakalarina ekilerek sec¢ilimi gerceklestirilmistir. 37°C’de geceboyu
gelisen kolonilerden 5’er tanesi segilerek 100 ng/mL amfisilin igeren 3 mL LB Miller
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sivi besiyerinde ekilerek 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
kolonilerden Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) ile izole edilen plazmitlerin
restriksiyon analizi ile kontrolleri yapilmistir. Genlerin i¢inden ve plazmiti tek noktadan
kesen restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve olusan DNA parcalari %1 agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 4.32).

Restriksiyon analizi sonucu, adhl, adhll ve adhV plazmitlerinden hepsinde
beklenen DNA uzunluklar1 goriilmiis ve bir sonraki asamaya C1 plazmitlerii ile devam
edilmisgtir.

Secilen pJET-adhl plazmiti (C1), adhl geninin (1074 bg) orta bolgesinde yer
alan Sall (241. bg) ve Ndel (357. bg) restriksiyon enzimleri ile, pJET-adhll plaizmidi
(C1), adhll geininin (1083 bg) orta bolgesinde yer alan Nsil (261. bg) ve Ehel (531. bg)
restriksiyon enzimleri ile, pJET-adhV plazmiti ise, adhV geninin orta bolgesinde yer
alan Apal (235. bg) ve ECONI (829. bg) restriksiyon enzimleri ile her biri ¢iftli
kesilmistir. Genlerinin inaktif edilmesi i¢in kullanilacak olan zeosin dayaniklilik geni

(1917 bg) pPPICZA plazmitinden Bglll ve BamHI restriksiyon enzimi ile elde
edilmistir.
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Sekil 4.33. Plazmit izolasyonu sonrasi elde edilen plazmitlerin pJET-adhI’in Hindlll,
pJET-adhi’nin Hindlll ve BstXl, pJET-adhV’in Hindlll ile restriksiyon
analizi. C1-C5: segilen farkli kolonilerden elde edilen plazmitlerin

restriksiyon sonrasi jelde yiiriitilen DNA parcalari. (A) pJET-adhl (B)
pJET-adhll (C) pJET-adhV
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Genlerin i¢ bolgelerinden belirtilen enzimler ile eksilen plazmitler %1 agaroz
jelde yiiriitilmiis ve jelden ekstraksiyonu yapilmistir (Sekil 4.34). Jelden o6ziitlenen
lineer pJET-adhl (3934 bg), pJET-adhll (3794 bg) ve pJET-adhV (3457 bg)
plazmitlerinin ve zeosin dayaniklilik geninin DNA End Repair Kit (Fermentas) ile
uclart kiitlestirilmis ve Rapid DNA Dephos&Ligation Kit (Roche) kullanilarak
plazmitlerin zeosin geni ile ayri ayri ligasyonlar1 gergeklestirilmistir. Ligasyon
reaksiyonlar1 kompotent E. Coli XL1-Blue hiicrelerine aktarilmistir ve ardindan
hiicreler, LB-Amp (Miller) agar plakalaria ekilmistir.
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Sekil 4.34. ADH genlerini igeren lineer plazmitlerin elde edilmesi i¢in jelden kesilmesi
ve ekstraksiyonu

Transformasyon sonrasi plakalarda olusan kolonilerden zeosin genini igeren
plazmiti bulmak igin koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR sonrasi iginde zeosin geni
oldugu disiiniilen koloniler alinarak plazmit izolasyonu yapilmistir. Daha sonra elde
edilen plazmitler zeosin ve adh genlerinin i¢inde olmak {izere iki noktadan kesen bir
restriksiyon enzimi ile kesilmis ve %1 Agaroz jelde yiirlitiilmistiir (Sekil 4.35). Sekil
4.35’de de kirmiz1 okla gosterildigi gibi her bir farkli gen igin 1’er adet inaktif plazmit
elde edilmistir. Segilen plazmitlerin zeosin genini igerdigi bu sekilde dogrulanmuistir.

pIET-adhI::ZEO

Sekil 4.35. Plazmit izolasyonu sonrasi elde edilen plazmitlerin restriksiyon analizi
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Elde edilen yeni plazmitler pJET-adhl::ZEO, pJET-adhll::ZEO ve pJET-
adhV::ZEO olarak isimlendirilmistir. Aadhl::ZEO, Aadhll::ZEO ve AdadhV::ZEO
inaktif DNA parcalari, ADH genlerinin elde edilmesinde kullanilan ATG-STP primer
ciftleri ile tekrar PZR yapilmistir. PZR sonrasi elde edilen DNA pargalar1 %1 Agaroz
jelde yiriitiilmiistiir. Jel gortintiisii Sekil 4.36°da verilmistir.

2 g
p 3
4000 2 3
3000 R
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2000
1500

Sekil 4.36. dadhl::ZEO, Aadhll::ZEO ve dadhV::ZEO fragmentlerinin PZR ile eldesini
gosteren jel goriintiisli

P. pastoris MK115 (4adh3) hiicreleri MD besiyerinde {iretilen etanolii
kullanamamakta ve ortamda etanol yaklasik %0,2 oraninda birikmektedir. Yabani sus
(X33) MD besiyerinde etanol iiretmesine ragmen ADH3 geni aktif oldugu ve {iretilen
etil alkolii katabolize ettigi i¢in ortamda etanol birikmemektedir. Etanol seviyesi en
yiiksek %0,03 seviyesinde tespit edilmis ve zamanla degisim gostermistir (Sekil 4.18A).
Bu nedenle elde edilen Aadhl::ZEO, Aadhll::ZEO ve AadhV::ZEO fragmentleri P.
pastoris MK115 (4adh3) susuna aktarilmig ve ikili mutant suslar elde edilmistir.

pJET-adhl::ZEO, pJET-adhll::ZEO ve pJET-adhV::ZEO nakavt plazmitlerinden
PZR vyolu ile elde edilen Aadhl::ZEO, Aadhll::ZEO ve AadhV::ZEO nakavt
fragmentlerin MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) ile saflagtirmasi yapildiktan
sonra, yaklasik 3 pg kadari Lityum asetat metodu ile kompotent hale getirilen P.
pastoris MK115 (Aadh3) susuna elektroporasyon yontemi ile transform edilmistir.
Transformasyon islemi 1.5 kVolt/5Sms sartlarinda Electroporator (Eppendorf) ile
gerceklestirilmistir. Transformantlar 100ug/mL zeosin iceren YPD plakalara ekilmis,
30°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. 3 giin sonrasinda zeocin igeren YPD
plakalarda gelisen her bir farkli gen transforme edilmis suslardan 10 tane farkli koloni
YPD sivi besiyerine ekim yapilmis, 30°C ¢alkalamali inkiibatérde bir gece inkiibe
edilmis ve ertesi giin Masterpure Yeast DNA Kit (Epicentre) ile DNA izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Konsantrasyonlart 5 ng/pulL olarak ayarlanan genomik DNA’lar
ADH genlerinin zeosin geni ile inaktif olup olmadiginin kontrolii i¢in yapilan PZR’de
kalip olarak kullanilmistir. Her gen i¢in spesifik ATG-STP primerleri ile yapilan PZR
sonucunun %1°’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi ile, beklenen inaktif fragmentlerin
Aadhl::ZEO transformantlarinda C1, Adadhll::ZEO transformantlarinda C2 ve
AadhV::ZEO transformant-larinda C8 olarak isimlendirilen genomik DNA’dan elde
edildigi goriilmiistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. Transformant MK115 genomik DNA’larindan nakavt fragment olan
Aadhl::ZEO, Aadhll::ZEO ve AadhV::ZEO varhiginin PZR ile kontrol
edilmesi. C1-C10: YPD+zeosin (100 pg/mL) plakalardan segilen
transformant koloniler, NK:Negatif kontrol (MK 115 genomik DNAs1)

Elde edilen Adadhl, dadhll ve AadhV inaktif MK115 (dadh3) suslariin glukoz
iceren besiyerinde gelisimleri izlenmistir. Karsilastirma yapilabilmesi icin MKI115
(4adh3::HIS4) susu da glukoz igeren besiyerinde kontrol olarak kullanilmistir. Suslar
tek koloniden 3 mL YPD igeren test tiiplerinde 28°C'de 250 rpm'de galkalamal
inkiibatorde (Innova 44R, New Brusnwick, NJ ABD) 18 saat gelistirilmistir. Gelisen
kiiltiirler 75 mL MD besiyerine yaklasik 0.1 OD olacak sekilde inokiilasyonu yapilmis
ve 48 saat boyunca ornekler alinarak ODgoonm degerleri Ol¢iilmiis, etanol ve glukoz
miktarlarmin tespiti i¢in ayn1 kiiltiirden siipernatant 6rnekleri alinmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. P. pastoris adhl, adhll ve adhV genleri inaktif suslarin gelisim grafikleri,

etanol ve glukoz dl¢timleri. A. OD grafigi, B. Glukoz miktar1 ve C. Etanol
miktari

Glukoz iceren besiyerinde mutant suslarin iiremeleri 24. saate kadar farklilik
gostermemelerine ragmen, 24. saatten sonra Ozellikle adhll susu farklilik
gostermektedir. Bu farklilik glukoz tiiketim miktarlar ile de teyit edilmektedir. adhll
mutant susunun glukozun ancak %]1'lik kismin1 kullandigi ve etanol tretmedigi
gozlenmistir. Diger suslarda etanol {iretimi 12. saatten sonra baglamakta ve 36. saatte
maksimum seviyeye ulasmaktadir. Ayrica, Aadhll susunun glukoz kullanimi diger
suglardan farkli oldugu tespit edilmistir. dadhll klonunda tespit edilebilir seviyede
etanol iiretimi gergeklesmedigi igin, Aadhll geninin P. pastoris’te etanol {iretiminde rol
oynadig1 ortaya konulmustur. Sonug olarak calismada etanol metabolizmasinda rol
oynayan genler belirlenmistir. Ancak bu iki genin (ADH3 ve adhll) birbiri ile iliskili
olup olmadigmin tespiti ve adhll geninin roliiniin tam anlamiyla arastirilmasi ile
caligmalara devam edilmistir. P. pastoris’te etanol iiretiminde rol oynayan adhll geni bu
calismada ADH?2 olarak isimlendirilmistir.
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4.6. ADH2 Geninin Karakterizasyonu ve Etanol Metabolizmasindaki Roliiniin
Belirlenmesi

Ikili inaktif susun (dadh24adh3) glukoz igeren besiyerinde yapilan 6n
denemelerinde etanol {iiretme yetenegini kaybettigi belirlenmistir. ADH2 geninin
karakterizasyonu ve etanol metabolizmasindaki roliiniin belirlenmesi i¢in X33, ADH2
tekli inaktif (4adh2), 4adh3 ve ikili inaktif (4adh24adh3) suslarinin glukoz ve etanol
iceren minimal besiyerinde lireme davramislarina (Gelisim egrisi, Glukoz tiiketimi,
Etanol iretimi ve Adh aktivitesi) bakilmistir. Her iki sus 3 mL YPD igeren test
tiiplerinde 28°C de 250 rpm de ¢alkalamali inkiibatorde (Innova 44R, New Brusnwick,
NJ ABD) 18 saat gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirlerin 100 mL MD ve ME besiyerine
yaklasik 0,1 OD olacak sekilde inokiilasyonu yapilmis ve 96 saat boyunca ornekler
alinarak ODgoonm) degerleri, glukoz, etanol igerikleri ve hiicrelerden Adh enzim aktivite
analizleri yapilmistir.

Sekil 4.39°da X33 ve dadh2 suglarinin MD besiyerinde tireme egrilerinde (OD)
farklilik gbzlenmemesine ragmen, etanol konsantrasyonlarinda biiyiik farklilik
gozlenmistir. X33 susunda iiretilen en yiiksek etanol konsantrasyonu 1,0 g/L olarak
tespit edilmisken, Aadh2 susunda sadece 0,2 g/L etanol saptanmistir. X33 ve dadh?2
suslarinin ADH3 geni aktif oldugundan MD besiyerinde liretilen etanolii tlikettigi i¢in
ortamda birikme olmamakta ve ilerleyen zamanlarda etanol tiikketilmektedir. Aadh3 susu
ADH3 geninin karakterizasyonu asamasinda oldugu gibi etanol iiretmeye devam
etmekte ve iretilen etanolii katabolize edememesinden dolayi, ortamda ethanol
konsantrasyonu sabit kalmaktadir. Fakat ikili inaktif sus (4adh24adh3) glukoz igeren
besiyerinde liremesi boyunca alinan orneklerde etanol tespit edilememistir. Sonugclar,
Aadh24adh3 susunun etanol iiretme yetenegini kaybettigini ortaya koymaktadir.
Ayrica, diger bir sonu¢ da ADH2 geninin P. pastoris etanol metabolizmasinda etanol
tiretiminden tek bagma sorumlu olmadigini ve etanol iiretiminde ADH3 geninin de rol
aldigin1 ortaya koymustur. Bu ¢ikarim, A4adh2 susunda glukoz igeren besiyerinde az da
olsa etanol iiretiminin olmasi ile desteklenmektedir. Sonug olarak, P. pastoris etanol
metabolizmasinda etanol {iretiminden sorumlu major gen ADH2 iken, ADH3 geni de
ADH2 geninin inaktif oldugu sartlarda etanol iiretiminde rol almaktadir. Etanol
tretiminin yaklasik %80’inden ADHZ2 sorumlu iken, %20’lik kismindan da ADH3
sorumludur.
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Sekil 4.39. X33 ve inaktif suglarin glukoz iceren besiyerinde gelisimi, glukoz ve etanol

degisimi, Adh enzim aktivite degisim grafigi
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Sekil 4.40. X33 ve Aadh2 suslarinin etanol igeren besiyerinde gelisimi etanol tiiketimi

ve Adh enzim aktivite degisim grafigi

X33 ve dadh2 susglarinin gelisimi etanol igeren besiyerinde de izlenmistir. Ancak

etanolde gelisimlerinde ve hiicre i¢in Adh aktivitelerinde

onemli bir fark tespit

edilememistir (Sekil 4.40). MK115 (dadh3) ve ikili inaktif suslarinin etanol i¢eren
besiyerinde iireme yeteneklerini kaybetmeleri sebebiyle bu analiz ilgili suslarda

gerceklestirilememistir.
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Genlerin karakterizasyon ¢alismalarina ilgili genlerin farkli karbon kaynaklarindaki
ekspresyon seviyelerinin analizi ile devam edilmistir. Bu amagla, materyal metot
kisminda anlatildigr gibi hazirlanan hiicrelerden RNA izolasyonu yapilmis, kit
protokolleri dogrultusunda cDNA sentezleri yapilmis ve elde edilen cDNA’lar qRT-
PCR analizlerinde kalip olarak kullanilmistir. Genlerin ekspresyon seviyeleri GAP
genine gore normalize edilmis ve ekspresyon seviyeleri GAP genine gore kat degisim
olarak verilmistir (Sekil 4.41). Elde edilen sonuglar, ADH3 geninin etanol ile
indiiklenen bir gen oldugunu, ADH2 geninin ise yapisal bir gen olma ihtimalinin yiiksek
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica ¢alismada AOX1 geninin analizi de kontrol amagl
bu ekspresyon c¢alismasina eklenmistir.
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2,0 { | =1 AOX1
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Sekil 4.41. P. pastoris ADH2 ve ADH3 genlerinin farkli karbon kaynagi iceren
besiyerlerin ekspresyon seviyeleri grafigi

4.7. Fermentor Sartlarinda Farkh Coziinmiis Oksijen Seviyelerinde ADH3 ve
ADH2 Genlerinin Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Fermentasyon ortaminda ADH promotorlari ile rekombinant protein iiretimi i¢in
ayarlanacak olan ¢oziinmiis oksijen seviyesinin belirlenmesi i¢in P. pastoris X33 susu
ile ADH genlerinin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Ayrica, fermentor
kosullarinda susu ile de ekspresyon analizi yapilmistir. Hiicreler YPD besiyerinden 0,5
OD olacak sekilde 100 mL BMGY besiyeri (Cizelge 3.4) igeren engelli erlenlere
ekilmigtir. Kiiltlir, 9-10 OD oluncaya kadar ¢alkalamali inkiibatérde 250 rpm 30°C’de
gelistirilmistir. Bu  kiiltiirler fermentdr ortamina inokulum olarak kullanilmistir.
Calismalarda 5L hazneli ferment6r kullanilmistir (Sartorius B Plus).

Baglangi¢ fermentasyon hacmi 2L olarak ayarlanmis ve temel tuz besiyeri
kullanilmistir. Fermentasyonlar 1000 rpm karistirma hizinda, 30°C’de ve pH 5’de
gerceklestirilmis, pH kontrolii %26’lik (w/v) amonyum hidroksit c¢ozeltisi ile
yapilmistir. Fermentasyon, glukoz ile 2 farkli ¢6ziinmiis oksijen seviyesinde (%30
(aerobik), ve %5 (hipoksik)) gerceklestirilmistir. Fermentasyon siiresince ¢Oziinmiis
oksijen seviyeleri saf oksijen beslemesi ile ayarlanmistir.
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Kesikli fazda kullanilan besiyeri temel tuz besiyeri (basal salts medium, BSM)
ve 4,55 mL/L PTM1 tuzlarindan olugsmaktadir. Fermentasyonun kesikli faz1 (Gliserol
faz1) P. pastoris’in standart protokoliine gore gerceklestirilmistir. Kesikli fazin bitisi
(%4 gliseroliin tiikenmesi) DO probu ile izlenmis ve bu noktadan sonra ortamda
bulunan metabolitlerin tiikkenmesi i¢in kiiltiire 1 saat boyunca her hangi bir karbon
kaynag1 beslemesi yapilmamistir. Bu siire sonunda t=0 6rnegi alinmis ve ortamin
glukoz igerigi 100 mL/dak besleme hizindaki peristaltik pompa ile %4’e ¢ikarilmistir.
Coziinmiis oksijen seviyesi (DO) %5 ve %30 olarak sabit tutulmustur. Ortamdaki
glukoz bitinceye kadar (yaklasik 3-4 saat) belirli araliklarla 6rnekler alinmistir. Alinan
orneklerden glukoz ve etanol Olgiimleri yapilmistir. Ayrica 6rneklerden ekspresyon
analizi i¢in (RNA) hiicre 6rnekleri alinarak analize kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Glukoz ile yapilan fermentasyondan elde edilen 6rneklerden RNA izolasyonu
yapilmis ve %]1°lik agaroz jelde yliriitiilmiistiir. RNA’larin jel goriintiisii Sekil 4.42°de
verilmigtir.

Glukoz %5 DO Glukoz %30 DO
M 0 1 2 3 4 M 0 1 2 3

HEEEE _l.i:
Y X X X - e e

Sekil 4.42. Glukoz iceren fermentasyon ortamindan alinan Orneklerden izole edilen
RNA’larin jel goriintiisii

Elde edilen toplam RNA'lardan ProtoScript® Taq RT-PCR Kit (NEB)
kullanilarak kit protokolii dogrultusunda cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA
tic asamali qRT-PZR analizleri igin kalip olarak kullanilmistir. gqRT-PZR analizleri
Rotor Gene Q (Qiagen) cihazi ile Maxima SYBR Green PCR kiti kullanilarak
yapilmustir.

gRT-PCR analizi Rotor GeneQ cihazinda 35 dongii olarak gergeklestirilmistir.
Glukoz igeren besiyeri ile yapilan fermentasyonlarda ADH2 ve ADH3 genlerinin
ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. P. pastoris GAP geni de referans gen olarak
kullanilmistir. Analiz sonrasi elde edilen Floresans-Dongii grafikleri Sekil 4.43°de
verilmistir.
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Fhucroacence

Sekil 4.43. gRT-PCR analizi sonrasi elde edilen Floresans-Dongii grafikleri

Glukoz ile yapilan fermentasyondan elde edilen ¢oziinmiis oksijen seviyeleri ve
ornek alinan noktalar Sekil 4.44 ve Sekil 4.45’de verilmistir.

Gliseroliin %4 Glukoz
%4 Gliserol Kesikli Faz bitigi %5 DO fazi
100 “ I.l |
. . t=0
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Sekil 4.44. Glukoz iceren besiyerinde %35 c¢Oziinmiis oksijen seviyesinde yliriitiilen
fermentasyonun DO grafigi ve 6rnek alinan noktalari
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Sekil 4.45. Glukoz iceren besiyerinde %30 ¢ozlinmiis oksijen seviyesinde yliriitiilen
fermentasyonun DO grafigi ve drnek alinan noktalari

Fermentér ortamindan alinan Orneklerde genlerin ekspresyon seviyelerinin
zamanla degisimi; ADH2 i¢in Sekil 4.46°da, ADH3 i¢in Sekil 4.47°de verilmistir.

ADH2 Ekspresyonu

0,8

I %5 DO seviyesinde
1 %30 DO seviyesinde

0,6 1

0,4 4
0,2 1
0‘0 ’_}‘
0 1 2

Zaman (saat)

Degisim Orani (ADH2 | GAP)

Sekil 4.46. Glukoz igeren besiyeri ile fermentdr ortaminda yapilan fermentasyondan
elde edilen 6rneklerde zamana karst ADH2 geninin ekspresyon seviyesi
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ADH3 Ekspresyon
3,0
= %5 DO seviyesinde
2.5 - [ %30 DO seviyesinde
’ E3
2,0 1

1,5 1

1,0 4
0,5 1 I
0,0
0 1 2 3

Zaman (saat)

Degisim orani (ADH3 / GAP)

Sekil 4.47. Glukoz igeren besiyeri ile fermentor ortaminda yapilan fermentasyondan
elde edilen 6rneklerde zamana kars1t ADH3 geninin ekspresyon seviyesi

Fermentor ortaminda, farkli ¢6ziinmiis oksijen seviyelerinde glukoz igeren
besiyerinden belirli araliklarla alinan 6rneklerde glukoz ve etanol miktar1 6l¢iilmiistiir.
Glukoz ve etanol dlgiimleri HPLC cihazinda (Shimadzu, Japonya) fermentasyon kolonu
(ICSep ORH-801, Transgenomic, ABD) kullanilarak 0.025 mM H,SO;, tasiyici faz ile
gergeklestirilmistir. Elde edilen kromotogramlardan biri temsili olarak Sekil 4.48’de
verilmistir. Yabani sus (X33) ile yapilan fermentorden elde edilen 6rneklerdeki glukoz
ve etanol dlglimleri, farkli ¢6zlinmiis oksijen seviyelerine gore Sekil 4.49°da verilmistir.

uv

Glucose

Lactic Acid
Acetic Acid
Ethanol

0 5 10 15 20
min

Sekil 4.48. Glukoz ve etanol konsantrasyonlarinin HPLC ile tespitinden elde edilen
kromotogram
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Sekil 4.49. P. pastoris X33 susu ile fermentasyon ortaminda glukoz tiiketimi ve etanol
tiretimi grafigi

Ayrica, 4adh3 ve Aadh24adh3 suslarinin fermentor ortaminda farkli ¢6ziinmiis
oksijen seviyelerinde etanol iiretme yetenekleri test edilmistir. Sonuglar, erlenmayerde
yapilan analizlerde oldugu ve beklendigi gibi A4adh3 susu glukoz igeren besiyerinde
etanol iretmeye devam ederken, Adadh24adh3 susunun farkli ¢6ziinmiis oksijen
seviyelerinde de etanol {iretmeme yetenegini korudugunu gostermistir (Sekil 4.50)

%5 DO %30 DO

44 - 0,4
3 —8— .adh3 Glukoz S
S 34 ++Or- dadh24adh3 Glukoz | F 0,3 <=
£ —8— adh3 EtOH £
s | \o.. ++O-+ Aadh24adh3 EtOH =
YR L W . Y S
£24 N S e, F02 ¢
i R " §
E =

1+ 0,1

0 e, T T T T T 0,0

0 1 2 3 4 5 6

Zaman (saat)

Sekil 4.50. Inaktif suslarin fermentasyon ortaminda glukoz tiiketimi ve etanol iiretimi
grafigi
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Glukoz iceren besiyerinde %5 ve %30 ¢oziinmiis oksijen seviyelerinde yapilan
deneylerde, %30 c¢oziinmiis oksijende fermentasyon 3 saat silirerken, %5 oksijen
seviyesinde fermentasyon 4 saat stirmiistiir (Sekil 4.44 ve Sekil 4.45). Bunun sebebinin,
hiicrelerin yiiksek oksijen seviyesinde (%30) glukozu daha hizli kullanmasi oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ekspresyon analizi grafiklerinde (Sekil 4.46 ve Sekil
4.47) %30 DO’da 4. saat ekspresyon analizi bulunmamaktadir. Ekspresyon analizi
degerlendirildiginde ADHZ2 geninin en yiiksek ekspresyon seviyesine 3. saatte ulastigi
ve ADH2 geninin bu noktada %30 DO degerinde %5 DO’ya gore azda olsa daha yiiksek
ekspres oldugu belirlenmistir. ADH3 geninin ise en yiiksek ekspresyon seviyesi 3. saatte
ve %30 DO degerinde gergeklesmistir. Glukoz iceren besiyerinde fermentasyon
kosullarinda yapilan ekspresyon analizleri, ADH2 ve ADH3 genlerinin %30 DO
degerinde daha yiiksek seviyede ekspres oldugunu gostermistir. Fermentasyon
ortaminda 3. saatte %30 ¢ozlinmiis oksijen seviyesinde ADH3 geni ekspresyonunun en
yiikksek seviyede oldugu tespit edilmistir.  Sonug¢ olarak, ADH3 promotoru ile
rekombinant protein {iretimi i¢in ¢ézlinmiis oksijen seviyesinin de %30 olmasi1 gerektigi
tespit edilmistir. Muhtemel genler ile yapilan ekspresyon analizlerinde ADH3 geninin
etanolde ¢ok daha yiiksek seviyede ekspres oldugu ortaya konmustur. Bu nedenle
fermentor tretimlerinde karbon kaynagi olarak etanol kullanilmistir. Ayrica, yapilan
fermentasyonun biiyiime kinetigi hesaplamalar1 ve bazi fermentasyon parametreleri
Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Fermentasyon Kinetik parametrelerinin hesaplamasi

Parametre Coziinmiis oksijen seviyesi
(Cozlinmiis oksijen seviyesi (%) 5% 30%
Fermentasyon siiresi, h (saat) 4 3
Hiicre yogunlugu, X (g/L) 45,1 60,1
Glukoz tiiketimi, S (g/L) 32,9 31,6
Etanol tiretimi, P (g/L) 1,3 5,3
Glukoz tiiketim orani, Sq (g/L/h) 16,4 15,8
Etanol tiretim orani, P, (g/L/h) 0,7 2,7
Spesifik Uriin verimi (%), Ypss (g iiriin/g substrat) 4,1 16,8
Spesifik biyokiitle verimi (%);

Yxss (g hiicre/g substrat) 137,2 190,1
Ikiye katlanma siiresi, t (h) 4.6 3,7
Maksimum Spesifik gelisim hiz1, zimay (h™) 0,151 0,186
Hesaplama Zaman aralig1 1-3 1-3
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4.8. Pichia pastoris ADH3 Promotoru ile Rekombinant Protein Uretimi

4.8.1. Ekspresyon vektorleri ve klonlama ¢alismalari

ADHS promotoru ile rekombinant protein iiretilebilirliginin ortaya konulabilmesi
amaciyla, P. pastoris’te rekombinant protein iiretimlerinde en yaygin kullanilan diger
promotorlar kullanilarak aralarinda karsilastirma yapilmistir. Bu amagla P. pastoris
AOX1 ve GAP promotorlar1 secilmistir. Rekombinant protein tiretimleri Aspergillus
niger Ksilanaz geni (XyIB) ile gergeklestirilmistir. Ksilanaz geninin segilme sebebi,
tarafimizdan yapilan Onceki c¢alismalarda, ksilanaz proteinin sicaklik ve pH gibi
degisimlere kars1 oldukca stabil olmasidir. Ksilanaz proteninin bu 6zelligi promotor
aktivitelerini karsilastirmada hata payini 6nemli dl¢iide azaltmaktadir.

ADH3, AOX1 ve GAP promotoru ile XyIB geninin ekspresyon plazmiti igin ilk
olarak AOX1 promotorunu igeren ticari pPICZaA plazmiti, Xhol ve Xbal restriksiyon
enzimleri ile kesilmistir. XlyB geni, bulundugu pUCS57-XyIB plazmitinden aym
restriksiyon enzimleri ile kesilerek jelden kesilip alinmis (Sekil 4.51) ve lineer
pPICZaA plazmitine ligasyonu yapilmistir. Ligasyon sonrasi elde edilen ligasyon
karisimi E. coli XL1-Blue hiicrelerine transform edilerek LB Lennox (25ug/mL zeosin
iceren) plakalara yayilmistir. Elde edilen AOX1 transformantlarindan i¢in 8 adet
secilmis ve plazmit ve geni birer noktadan kesen BglII restriksiyon enzimi ile kontrolii
yapilmistir (Sekil 4.52). GAP transformantlari igin de alinan 6 adet plazmit Bglll enzimi
ile kesilerek kontrol edilmistir (Sekil 4.53). Jelde yaklasik olarak 1200 bg ve 3000 bg
uzunlugunda DNA parcalar1 beklenmektedir. Secilen tiim transformatlarin dogru oldugu
tespit edilmis ve ilerleyen c¢alismalara, elde edilen plazmitlerden C1 olarak
isimlendirilen klon ile devam edilmistir. Elde edilen yeni ekspresyon plazmitleri
pPICZaA-XyIB be pGAPZaA-XylIB olarak isimlendirilmistir.

M pUCS57-XyIB

Sekil 4.51. XyIB geninin Xhol ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilen pUC57-XyIB
plazmitinden disiiriilmesi ve jelden kesilmesini gosteren agaroz jel
goruntiisu
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M C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 M
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Sekil 4.52. pPICZoA-XylB transformantlarinin plazmit izolasyonu sonrasi Bglll
restriksiyon enzimi ile kontroliinii gdsteren agaroz jel goriintiisii

M C1 C2 C3 C4 C5 C6 M

4000
3000

1000
700

Sekil 4.53. pGAPZoA-XylIB transformantlarinin plazmit izolasyonu sonrasi Bglll
restriksiyon enzimi ile kontroliinii gésteren agaroz jel goriintiisii

ADH3 promotorunu igeren ekspresyon vektorii yukarida klonlanan plazmit
kullanilarak elde edilmistir. Bu amagla, pPICZaA-XyIB plazmitinde bulunan AOX1
promotoru Bglll ve Asull restriksiyon enzimleri ile disiiriilmiis ve yerine 1200 bg
uzunlugunda PZR reaksiyonu ile elde edilen ADH3 promotorunun BamHI ve Asull
enzim bolgeleri ile ligasyonu yapilmistir. Bglll ve BamHI enzimleri birbirine uyumlu ug
olusturan enzimlerdir. Ligasyon sonrasi elde edilen ligasyon karisimi E. coli XI1-Blue
hiicrelerine aktarilarak LB Lennox (25pg/mL Zeocin iceren) plakalara yayilmistir. Elde
edilen transformantlardan 6 adet segilmis ve genin plazmite klonlamasmin yapildig
restriksiyon enzimleri (Xhol ve Xbal) ile kontrol edilmistir (Sekil 4.54). Jelde yaklasik
olarak 600 b¢ uzunlugundaki XyIB geni ve 3600 b¢ uzunlugunda plazmitten olusan
DNA pargalar1 beklenmektedir. Segilen tiim transformatlarin dogru oldugu tespit
edilmis ve ilerleyen asamalara C1 olarak isimlendirilen trasformant ile devam
edilmigtir. Elde edilen yeni ekspresyon plazmiti pADH3ZoA-XylB olarak
isimlendirilmistir. Elde edilen {i¢ ekspresyon plazmitinin sematik gosterimleri Sekil
4.55’de verilmistir.

70



BULGULAR Mert KARAOGLAN

M C1 C2 C3 C4 C5 C6 M
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Sekil 4.54. pADH3ZoA-XylB transformantlarinin plazmit izolasyonu sonrasi Xhol ve
Xbal restriksiyon enzimi ile kontroliinii gosteren agaroz jel goriintiisii

Bgll

Bgt I

pUC origin

Asu Il

Zeodin Zeocin
pPICZaA-XyiB

4107 bp

pADH3ZaA-XylB
4370 bp

a-MF

TEF1 Xhol

4370 bp

XyIB gene
AOXI1 TT | AOXI TT
Xbal

Xbal

Bal I

pUC origin GAP

a- MF

Zeocin

pGAPZaA-XyIB
3657 bp

Xho I

XyIB gene

AOXITT

Sekil 4.55. pADH3ZaA-XylIB, pPICZaA-XylB ve pGAPZoA-XylB plazmitlerinin
sematik gdsterimi
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Elde edilen ekspresyon plazmitlerinden; pPICZaA-XylB’yi tek bir noktadan ve
AOX1 promotorunun i¢inden kesen Mssl, pPGAPZaA-XyIB’yi tek bir noktadan ve GAP
promotorun i¢inden kesen Avrll ve pADH3ZaA-XylB’yi tek bir noktadan ve ADH3
promotorunun i¢inden kesen Bglll enzimi ile kesilerek kompotent P. pastoris X33
suslarina transformasyona hazir hale getirilmistir. Transformasyon islemi 1500V ve
Sms olacak sekilde elektroporasyon (eppendorf eporator) teknigi ile gerceklestirilmistir.
Transformantlar 100pg/mL zeosin igeren YPD plakalara ekilmis, 30°C’de 3 giin
inkiibasyona birakilmistir. 3 gilin sonrasinda zeosin igeren YPD plakalarda gelisen
kolonilerin YPD s1v1 besiyerine ekimi yapilmig, 30°C ¢alkalamali inkiibatdrde bir gece
gelistirilmistir. Elde edilen klonlarin gen kopya sayisinin belirlenmesi amaciyla
Southern blot analizi yapilmistir. Bu amagla, AOX1 klonlarindan elde edilen genomik
DNA’lar ECORV ve ADH3 ve GAP klonlarindan elde edilen genomik DNA’lar Clal
restriksiyon enzimi ile kesilmistir (Sekil 4.56).

M K C1 C2 C3 C4 C5 K C1 C2 C3 C4 C5

M K C1 C2 C3 C4 Cb

Sekil 4.56. Tek kopya ekspresyon plazmiti iceren klonlarin Southern blot analizi ile
dogrulanmasi i¢in genomik DNA’larin restriksiyon enzimi kesimini
gosteren jel goriintiisi A) ADH3 klonlari, B) AOX1 klonlar1 C) GAP
klonlari. M: DIG markir, K: Kontrol (transform ed ilmemis), C1-C5: Farkhi
klonlar
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DNAMAN 7.0 programi kullanilarak yapilan restriksiyon analizi sonucu segilen
enzimler, AOX1 klonlari i¢in teorik olarak tek kopyalarda 2 DNA bandi verirken, 2 ve
tizeri kopyalarda 3 band verecek ve 3 bandin yogunlugu kopya sayisi ile dogru orantili
olacaktir. ADH3 ve GAP klonlar1 i¢in tek kopyalarda tek bir DNA bandi verirken 2 ve
tizeri kopyalarda DNA band1 her bir kopya artis1 igin ekspresyon plazmitinin b¢ kadar
bliyliyecektir.

Protokole uygun olarak gerceklestirilen Southern blot analizi ile ekspresyon
suslarinin gen kopyalar1 tespit edilmistir (Sekil 4.57). Beklenen DNA parcalarinin
uzunluklar sekillerin altinda yazilmistir. Her {i¢ promotor igin secilen 5 klonunda tek
kopya ekspresyon plazmiti igerdigi goriilmiistiir. Fermentasyon ¢alismalarina 1.klonlar
ile devam edilmistir.

(A) (B)

Kontrol (C): 3527 be

Raatril (C): 3869 be Tek kopya: 1850 ve 5774 be

Tek kopya: 8429 be

M C 1 2 3 4 6§
23130

9410
6557

4361

Kontrol (C): 1552 be
Tek kopya: 5192 be

Sekil 4.57. Tranformant ekspresyon klonlarinda yapilan Southern blot analizi sonucu X-
ray filmin gorintiisii (A) ADH3 klonlar1 (B) AOX1 klonlar1t (C) GAP
klonlar1. M: DIG etiketli markir, C: Kontrol (gen trasnform edilmemis), C1-
C5:Segilen farkli klonlar
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Karsilastirma islemi, ayni konukgu susta (X33), ayn1 kopya sayis1 i¢eren klonlar
ile (tek kopya) gerceklestirilmistir. Ancak ADH3 promotoru igin tetikleyici karbon
kaynag olarak etanol, AOX1 promotoru ig¢in tetikleyici karbon kaynagi olarak metanol
ve GAP promotoru i¢in de glukoz kullanilmistir. Rekombinant protein iiretimleri elde
edilen ve tek kopya ekspresyon plazmiti igeren klonlar ilk olarak erlenmayer
kosullarinda test edilmis ve ardindan 3 asamali1 yari-kesikli fermentasyon ile kontrollii
(Sicaklik, pH, Karistirma hizi, Coziinmiis oksijen) fermentor denemeleri
gerceklestirilmistir.

4.8.2. Erlenmayer sartlarinda rekombinant protein iiretimleri

Tek kopya ksilanaz ekspresyon plazmiti i¢eren klonlar (ADH3, AOX1 ve GAP)
donuk kiiltiirden YPD siv1 besiyerine ekilmis, 30°C ¢alkalamali inkiibatérde bir gece
inkiibe edilmis ve ertesi giin protein ekspresyonu i¢in BMGY besiyerine (BMGY-%2
pepton, %1 yeast ekstrakt, %2 gliserol, %1,34 YNB, 100 mM pH 6 fosfat tamponu-
yiiksek hiicre yogunluna ulasmasi i¢in kullanilan besiyeridir) 0,1 OD olacak sekilde
inokiile edilmistir. Yaklasik 18 saat gelistirilen hiicreler 2000xg’de 5 dak. santrifiij
edilmis ve gliserol yerine ADH3 klonu igin etanol, AOX1 klonu i¢in metanol ve GAP
klonlar1 i¢in de glukoz igeren ayni 6zellikteki besiyerinde resilispanse edilerek 72 saat
boyunda 30°C 250 rpm ¢alkalamali inkiibatorde indiiksiyona birakilmistir. Her 12 saatte
bir ortama son konsantrasyonu %1 olacak sekilde etanol, metanol ve %2 olacak sekilde
glukoz eklenmistir. Belirli araliklarla siipernatantlardan o6rnekler alinarak OD ve
ksilanaz aktiviteleri analiz edilmistir. OD degerlerinin 6l¢iimiinden elde edilen grafik
Sekil 4.58°de, ksilanaz aktivitesi grafigi ise Sekil 4.59’da verilmistir. OD ve aktivite
Ol¢tim degerleri Cizelge 4.5'de goriilmektedir.

140

—e— ADH3

120 1

100 A

80 1

60 -

40 1

Optik Yogunluk (OD,,,.)

20 1

-20 0 20 40 60 80
Zaman (saat)

Sekil 4.58. Erlenmayer kosullarinda Optik yogunlugun (OD) zamanla degisimi
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—8— ADH3
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400 A

300 A
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Ksilanaz Aktivitesi (U/mL)

100 A
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Zaman (saat)

Sekil 4.59. Erlenmayer kosullarinda alinan siipernatant drneklerinde Olciilen ksilanaz
aktivitesi degerlerinin zamanla degisimi

Cizelge 4.5. Erlenmayer kosullarinda ksilanaz enzimi tiretimi

Zaman
OD degerleri (ODgoonm) Ksilanaz aktivitesi (U/mL)
(saat)
ADH3  AOX1 GAP ADH3 AOX1 GAP
0 22+1 20+1 21+1 0+0 0+0 0+0
6 68+2 52+1 54+1 38+1 102+16 88+15
i 18 792 57+2 6744 | 57+10  166+20  130+8 |
24 89+3 60=+1 70+2 89+10 196+21  159+13
30 95+3 62+1 82+1 132+24  252+26 17314
42 11043 65+1 86+3 175+24  282+21  180+10
54 113+4 661 89+1 199+27  319+14  192+12
72 11745 69+2 107+3 222422  392+15 209+6

Erlenmayer kosullarinda, belirli araliklarla alinan siipernatant o6rneklerinde
ksilanaz aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Ayrica gelisim ve indiiksiyon boyunca hiicre gelisimi
optik yogunluk (OD) olciilerek takip edilmistir. Sekil 4.58’de da goriildiigii gibi
etanolde gelisim, metanolde gelisime gore ayni siirede daha yiiksek degerler
gostermistir. Ancak enzim aktivitesi sonuglarina bakildiginda, etanol indiiksiyonlu
iiretim ile elde edilen siipernatant drneklerinde ksilanaz aktivitelerinin yaklasik 1.8 kat
daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Rekombinant protein iiretimi yaparken hiicrelerin
karbon kaynagi ve indiikleyici ayn1 madde oldugunda, erlenmayer kosullar1 kontrolsiiz
kosullar oldugundan, verim konusunda dalgalanmalar olabilir. Farkli karbon kaynaklar1

75



BULGULAR Mert KARAOGLAN

erlenmayer kosullarinda karsilastirilirken hiicrelerin bu iki karbon kaynagini kullanim
hiz1 ve bu karbon kaynaklarinda gelisim hizi da géz 6niinde bulundurulmalidir. Karbon
kaynagi ayni zamanda indiikleyici de oldugundan, hiicreler tarafindan daha hizli
tiiketilen karbon kaynagi tiilkendiginde ortamda indiiksiyon da sona erecektir ve belirli
araliklarla yapilan indiiksiyon sonucunda adaptasyonlar da protein tretimlerinde
dalgalanmalara sebep olmaktadir. Erlenmayer kosullarinda etanol besiyerinde daha hizli
gelisim ancak daha diisiik enzim aktivitesi bu sebeplere bagh olabilir.

4.8.3. Fermentor sartlarnda ADH3 promotoru ile rekombinant protein
uretimleri

Ferment6r kosullarinda ADH3, AOX1 ve GAP promotoru ile rekombinant
ksilanaz  ekspresyonu, standart P. pastoris fermentasyonu  uygulanarak
gerceklestirilmistir. Fermentasyon islemi, 3 asamali yari-kesikli sistemle yiiriitiilmiistiir.
Inokulum olarak 100 mL BMGY besiyerinde gelistirilmis (yaklasik 10 OD) kiiltiir
kullanilmigtir. Fermentasyonun ilk asamasi olan kesikli faz (batch), %4 gliserol iceren
2L temel tuz besiyerinde (BSM) gergeklestirilmistir ve yaklagik 16 saat slirmiistiir.
Ortamda gliseroliin varligi, ¢6ziinmiis oksijen diizeyi takip edilerek izlenmistir.
Gliseroliin tilkenmesi sonucu, ¢ozlinmiis oksijen miktarinda ani artis gézlenmekte ve
boylece kesikli faz sona ermektedir. Bu asamadan sonra fermentasyonun ikinci asamasi
olan gliserol besleme fazi (fed-batch) baslatilmistir. Bu fazda, 2 saat boyunca %50
gliserol kullanilarak 16 mL/L.sa olacak sekilde gliserol beslemesi yapilmistir. Bu
stirenin sonunda, ortama AOX1 promotoru i¢in 2 mL/L metanol, ADH3 promotoru igin
2mL/L etanol ilave edilmis ve gliserol besleme hiz1 0 mL/L.sa diizeyine 3 saatlik siire
icinde lineer olarak distiriilmiistiir. Ortamdaki karbon kaynaklarmin tiikkenmesi ile
¢coziinmils oksijen miktarinda ani artis gozlenmis ve fermentasyonun 3. asamasi olan
indiiksiyon fazina gecilmistir. Bu fazda 72 saat boyunca ADH3 promotoru i¢in etanol,
AOX1 promotor i¢in metanol ve GAP promotoru i¢in de glukoz beslemesi yapilmistir.
Besleme yapilan indiikleyici karbon kaynaklart 12 mL/L PTM1 tuzlar igermektedir. 72
saat indiiksiyon fazinda, besleme hizi 1,5 mL/L.sa’den 9 mL/L.sa diizeyine kadar
kademeli olarak yiikseltilmistir. Ancak, GAP promotoru i¢in yapilan fermentasyonlarda
%50’lik glukoz ¢ozeltisi ile besleme yapildig: igin besleme hizi 3,0 mL/L.sa’den 18
mL/L.sa uygulanmig ve besleme hizi artis zamanlan ADH3 ve AOX1
fermentasyonlarinda oldugu gibi uygulanmistir. Fermentasyon isleminin zamana karsi
besleme programi Sekil 4.60°da sematik olarak gdsterilmistir. Islem boyunca; sicaklik
30°C, pH degeri 5,0, karistirma hizi 1000 rpm ve hava beslemesi 1,5 vvm olacak
sekilde sabit tutulmustur. Coziinmiis oksijen miktar1 ise, gerektiginde saf oksijen
eklenerek, %30 olacak sekilde kontrol edilmistir. Fermentasyon sisteminin goriintiisii
Sekil 4.61’de verilmistir.
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Sekil 4.60. Fermentasyon besleme programi

Sekil 4.61. Fermentasyonlar esnasinda gekilen fotograf (Sistem; Sartorius stedim
Biostat® B 2x5 L Bioreactor)

ADH3, AOX1 ve GAP promotoru ile rekombinant ksilanaz iiretimleri 72 saat
stirdliriilmiistiir. Fermentasyonun belirli noktalarindan alinan orneklerde yas hiicre
agirhigr (Wet Cell Weight (WCW)), slipernatantlarin toplam protein miktar1 ve ksilanaz
aktivite degerleri Olgiilmiistiir. Sonuglar, paralelli yiiriitilen fermentasyonlarin
ortalamasi olarak verilmistir. Sekil 4.62’de fermentasyon boyunca WCW degisimi
gosterilmistir. Sekil 4.63 ve Sekil 4.64°de ise siipernatant orneklerinde 6l¢iilen toplam
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protein ve ksilanaz aktivite degerleri yer almaktadir. Sayisal degerler ¢izelge olarak
asagida verilmistir (Cizelge 4.6). Ayrica siipernatant drneklerinde iiretilen protein SDS-
PAGE analizi ile analiz edilmistir (Sekil 4.65).
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Sekil 4.62. Fermentasyon boyunca yas hiicre agirliginin (WCW) zamanla degisimi

500

400 1

Toplam protein (mg/L)

300 A

200 A

100 H

—e— AOX1
—o— ADH3
' '»

-20

0 20 40 60

Zaman (saat)

80

Sekil 4.63. Fermentasyon boyunca alinan siipernatant Orneklerinde Olgiilen toplam

protein degerlerinin zamanla degisimi
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Sekil 4.64. Fermentasyon boyunca alinan siipernatant 6rneklerinde olgiilen ksilanaz
aktivitesi degerlerinin zamanla degisimi

Cizelge 4.6. Fermentor kosullarinda zamana kars1 Yas hiicre agirligi, Toplam protein

miktar1 ve Ksilanaz aktivite degisimi

Zaman Yas hiicre agirhgi Toplam protein Ksilanaz aktivitesi
(saat) (g/L) (mg/L) (U/mL)
ADH3 AOX1 GAP ADH3  AOX1 GAP ADH3 AOX1 GAP

-5 ‘ 11446 114+1 11742 : 40+1 35+18 43+2 47+4 11+12 65+1
-3 11848 136+5 165+3 42+1 45+16 83+8 51+2 51£77 115+1
0 121+11 136+4 18246 69+2 56+14 113+15 204+6 173+142 169+14
6 151+11 144+5 222+3 | 115458 67+17 142+14 416+82 358+207 27624
18 | 17516  178+8  258+3 142420  86x19  177+10 @ 862276 503358 16118 |
24 215+18 196+6 269+6 175+18 135+45  210+12 997+34 809+399 260+19
30 252425 21443 31746 199417  155:45  262+14 1328+12  1077+602 384452
42 314+19 242+15 34345 297+41 188+34  293+16 2027+21 1591+574  385+21
54 354420 26749 359+5 367+43 202446  325+28 2876346 20354519 506+1 ‘
72 408+7 28749 392+6 434431 231431  376+£16 3723+316  2095+301  581+21
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Sekil 4.65. Fermentasyondan alinan 6rneklerin zamana karst SDS-PAGE analizi. A)
ADH3 promotoru ile iiretim, B) AOX1 promotoru ile iiretim (C) GAP

promotoru ile tiretim

Fermentér kosullarinda ADH3, AOX1 ve GAP promotorlari ile yapilan
rekombinant ksilanaz {retimlerinin 72. Saatinde elde edilen veriler ile hesaplanan
fermentasyon parametreleri Cizelge 4.7'de verilmistir. Fermentasyon boyunca ADH3 ve
AOX1 i¢in 850 mL, GAP i¢in 1.7 L substrat beslemesi yapilmistir. Ancak besleme
kademeli  olarak  arttirlldigt  lineer  olarak  besleme  yapilmadigi  igin
veriler,fermentasyonun bitirildigi 72.saat verileri ile hesaplanmistir.
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Cizelge 4.7.Fermentor kosullarinda ADH3, AOX1 ve GAP promotorlari ile rekombinant
protein liretimlerinin 72.saat fermentasyon parametreleri

Parametre Promotorlar

Promotor ADH3 AOX1 GAP
Fermentasyon siiresi, h (saat) 72 72 72
Fermentasyon hacmi (L) 3,5 3,5 4,5
Hiicre yogunlugu, X (g/L) 408 287 392
Enzim aktivitesi, P (U/L) 3,72x10° 2,10x10° 5,.81x10°
Uretim orani, P, (U/L/h) 14,77x10° 8,31x10° 1,79x10°
Spesifik iiretkenlik (U/g hiicre/h) 126,73 101,38 20,58
Spesifik biyokiitle verimi (%);

Yys (g hiicre/g substrat) 0,61 0,43 0,46
Hesaplama zamani 72.saat 72.saat 72.saat

Fermentorde yapilan ADH3, AOX1 ve GAP promotorlar1 altinda ksilanaz
tretimleri, farkli saatlerde alinan siipernatant Orneklerinde aktivite Olgililerek
karsilastirilmistir. Elde edilen sonuclara gore, 72. saat 6rneklerinde ADH3 promotoru
altinda yaklagik 1,8 kat daha yiiksek aktivite kaydedilmistir. Alman siipernatant
orneklerinden toplam protein miktar1 6l¢iilmiistiir ve ADH3 fermentasyon 6rneklerinde
AOX1 orneklerinin yaklasik 1,8 kati daha yiiksek protein igerdigi tespit edilmistir.
Fermentasyon boyunca hiicrelerin yas agirligindaki degisim de takip edilmistir. Aym
OD ile baglatilan fermentasyonlar, gliserol fazinin (ilk 2 faz; gliserol batch ve gliserol
fed-batch) bitimine kadar yas hiicre agirligi bakimindan benzer artis géstermistir. Ancak
indiiksiyon fazinin sonunda (72. saat) etanoliin kullanildigi susun yas hiicre agirlig
(yaklasik 400 g/L), metanol kullanilana gore (yaklasik 290 g/L) daha yiiksek degerlere
ulagmistir. Bunun nedeni, etanoliin metanole gore kullanilabilirliginin daha yiiksek
olmasina baglanmistir.

4.9. ADH2 Promotor Bolgesinin Belirlenmesi ve Rekombinant Protein
Uretiminde Test Edilmesi

4.9.1. ADH2 promotor bdlgesinin belirlenmesi

ADH2 promotor bdlgesinin belirlenmesi i¢in ilk olarak promotor bolgesi 2000
b¢ uzunlugundan 500 b¢’e kadar 500°er baz azaltilarak analiz edilmistir. Analizlerde
ksilanaz raportdr gen olarak kullanilmustir. P. pastoris HIS4 geni igeren ekspresyon
plazmitlerindeki HIS4 geni kullanilarak ekspresyon plazmitleri /IS4 lokusuna entegre
edilmistir.

Calismalarda tek kopya ekspresyon plazmiti igeren klonlar kullanilmistir.
Transformasyon sonrasi tek kopya ekpresyon plazmiti igeren klonlar Southern blot
analizi ile tespit edilmistir. Calismada elde edilen farkli uzunluktaki promotor iceren
tim klonlarin Southern blot film goriintiisii Sekil 4.66°da verilmistir. Aktivitenin
degismeden devam ettigi en kisa bolge tespit edilerek promotor bolgesi yaklasik olarak
belirlenmigtir. Analiz sonucunda, se¢ilen promotor uzunluklarindan 100 b¢ DNA
bolgesine kadar aktivite degimeden kalmakta ve 500 b¢ alinan DNA bdlgesinde
aktivitede diisiis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.67). Bu nedenle, ADH2 promotor
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bolgesinde 1000 bg’den 100’er baz olacak sekilde 500 bg¢’e kadar tekrar analiz
edilmistir.
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Sekil 4.66. Farkli uzunluktaki ADH2 promotorlarinin P. pastoris genomundaki kopya
sayisini gosteren X-Ray film goriintiisii
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Sekil 4.67. ADH2 promotor bolgesinin 2000-500 b¢ uzunluktaki bolgelerinin analizi ile
elde edilen aktivite degerleri

ADH2 promotor bolgesinin 1000 b¢’den 100’er baz azaltilarak yapilan analiz
sonucunda ADH2 promotor bdlgesi 900 bg olarak belirlenmis ve ADH2 promotoru ile
rekombinant protein iiretimi caligmalarinda aktivitenin degismeden kaldigi 900 bg
promotor ile devam edilmistir (Sekil 4.68).
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Sekil 4.68. ADH2 promotor bdlgesinin 1000-500 bg¢ uzunluktaki bolgelerinin analizi ile
elde edilen aktivite degerleri

4.9.2. Erlenmayer kosullarinda protein iiretimi

ADH2 promotoru ile rekobinant protein {iretimi P. pastoris GAP promotoru ile
karsilastirilmistir.  Karsilastirma hem erlenmayer sartlarinda hem de fermentor
kosullarinda gergeklestirilmistir. Tek kopya ksilanaz ekspresyon plazmiti igeren klonlar
(ADH2 ve GAP) donuk kiiltiirden YPD sivi besiyerine ekilmis, 30°C calkalamali
inkiibatorde bir gece inkiibe edilmis ve ertesi giin protein ekspresyonu i¢in BMGY
besiyerine (BMGY-%2 pepton, %1 maya ekstrakti, %2 gliserol, %1,34 YNB, 100 mM
pH 6 fosfat tamponu- yiiksek hiicre yogunluna ulagmasi i¢in kullanilan besiyeridir) 0,1
OD olacak sekilde inokiile edilmistir. Yaklasik 18 saat gelistirilen hiicreler 2000xg’de 5
dak. santrifiij edilmis ve gliserol yerine glukoz igeren ayni Ozellikteki besiyerinde
¢oziilerek edilerek 72 saat boyunda 30°C 250 rpm ¢alkalamali inkiibatorde indiiksiyona
birakilmistir. Her 12 saatte bir ortama son konsantrasyonu %2 olacak sekilde glukoz
eklenmistir. Belirli araliklarla siipernatantlardan 6rnekler alinarak hiicre optik
yogunlugu ve ksilanaz aktiviteleri analiz edilmistir. Elde edilen zamana karsi hiicre
yogunlugu grafigi Sekil 4.69’da ve siipernatant Orneklerinde dlgiilen ksilanaz
aktivitesini gosteren grafik ise Sekil 4.70°de verilmistir.
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Sekil 4.69. Erlenmayer kosullarinda Optik yogunlugun (OD) zamanla degisimi
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Sekil 4.70. Erlenmayer kosullarinda alinan siipernatant 6rneklerinde Olciilen ksilanaz
aktivitesi degerlerinin zamanla degisimi

Erlenmayer kosullarinda, belirli araliklarla alinan siipernatant orneklerinde
ksilanaz aktivitesi Olglilmiigtiir. Enzim aktivitesi sonuglarmma bakildiginda, iki
promotorun farkli kuvvetlerde oldugu agik¢a goriilmektedir. GAP promotoru ile yapilan
tiretimlerde ADH2 promotoruna gore yaklasik 2 kati diizeyinde ksilanaz aktivite
degerleri elde edilmistir. Istatistiksel olarakta GAP ve ADH2 promotor aktiviteleri
birbirinden farklidir (p<0,05). Protein iiretim seviyelerinde bu denli fark gézlenmesine
ragmen hiicre yogunluklar1 arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmemistir
(p<0,05). Zamana kars1 elde edilen hiicre yogunluklari ve ksilanaz aktivitesi degerleri
Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Erlenmayer kosullarinda ksilanaz enzimi tiretimi

Zaman OD degerleri Ksilanaz aktivitesi
(saat) (ODgoonm) (U/mL)
ADH2  GAP | ADH2 __ GAP
0 10+1 10+1 0+0 0+0
L0l 2 254 | 142 42+9
18 507 403 1 s5m1 962 |
24 5511 5412 54+3 11416
030 e 71m1 | e7x2 14913 |
{42 731 7241 0 77a2 10043 |
i % 1 goxi0 783 | 822 108:8 |
i 5 1 7009 7959 ! 8As3  205:14 |
2 7248 728 947 21412

4.9.3. Fermentor sartlarmda ADH2 promotoru ile rekombinant protein
iiretimleri

ADH2 promotoru ile rekombinant protein tiretimi fermentdr sartlarinda da test
edilmistir. ADH2 promotoru ile rekombinant ksilanaz {iretimleri 72 saat siirdiiriilmiistiir.
Fermentasyon GAP promotoru i¢in yukarida anlatildigi gibi ylriitilmiistiir.
Fermentasyonun belirli noktalarindan alinan 6rneklerde yas hiicre agirligi (Wet Cell
Weight (WCW)), siipernatantlarin toplam protein miktar1 ve ksilanaz aktivite degerleri
Olciilmiistiir. Sonuglar, paralelli yiiriitilen fermentasyonlarin ortalamasi olarak
verilmistir. Sekil 4.71°de fermentasyon boyunca WCW degisimi gosterilmistir. Sekil
4.72 ve Sekil 4.73’de ise siipernatant drneklerinde dlgiilen toplam protein ve ksilanaz
aktivite degerleri yer almaktadir. Toplam protein Bradford Comassie Blue Plus ile
olgilmistiir. Cizelge 4.8'de ise ham degerler gosterilmistir. Ayrica siipernatant
orneklerinde iiretilen protein SDS-PAGE analizi ile belirlenmistir (Sekil 4.74).
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Sekil 4.71. Fermentasyon boyunca yas hiicre agirliginin (WCW) zamanla degisimi
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Sekil 4.72. Fermentasyon boyunca alinan siipernatant orneklerinde Olglilen toplam
protein degerlerinin zamanla degisimi
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Sekil 4.73. Fermentasyon boyunca alinan siipernatant orneklerinde oSlgiilen ksilanaz
aktivitesi degerlerinin zamanla degisimi
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Sekil 4.74. Fermentasyondan alinan émeklerin zamana karst SDS-PAGE analizi. A)
ADH2 promotoru ile iiretim, B) GAP promotoru ile iiretim

87



BULGULAR Mert KARAOGLAN

Cizelge 4.9. Fermentor kosullarinda zamana kars1 Yas hiicre agirligi, Toplam protein
miktar1 ve Ksilanaz aktivite degisimi

i Zaman i Yas hiicre afirhgr | Toplam protein | Ksilanaz Aktivitesi |

| (saat) | (g/L) (mg/L) (U/mL)

| ADH2 GAP | ADH2  GAP | ADH2 GAP |

5 | 107¢2 11742 | 5l6 432 | 27+ 6551 |
3 15441 16543 | 45£1 8348 40+1 11541
0 169+6 18246 | 4741 113+15 | 4542 169+14

6 | 171%2 22043 | 734 14214 | 49:2  276+24 |
18 20046 2583 | 137+10 17710 |  69+7 161+18
24 26244 26946 | 16749 21012 | 754  260+19
30 203+7 31746 | 19648  262+14 | 9246  384+52
42 34047 3435 | 22711  293+16 ! 109+3 385421

I 54 1 38245 35945 | 25048 325428 | 138+6 506+1 |
72 44145 39246 | 273+3  376+16 | 191x6  581+21

Fermentor sartlarinda ADHZ2 promotoru ile yapilan rekombinant ksilanaz {iretimi
GAP promotoru ile karsilastirildiginda, elde edilen sonuglara gore, 72. saat 6rneklerinde
yas hiicre agirligi, toplam protein ve ksilanaz aktiviteleri GAP promotoru ile ADH2
promotoruna gore daha yiiksek degerlerde seyretmistir. Bu sonug istatistiksel olarak da
dogrulanmustir (p<0,05). Spesifik iiretkenlik degerleri, GAP promotoru i¢in 20,59 iken
ADH2 promotoru i¢in 6,06 U/gwcw/h olarak hesaplanmistir. Sonug olarak, ADH2
promotorunun rekombinant protein iiretimi i¢gin GAP promotoruna gére daha gii¢siiz bir
promotor oldugu ortaya konulmustur.
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5. TARTISMA

P.pastoris GS115 genomu dizilenmis ve bir tane alkol dehidrogenaz geni
tanimlanmistir (De Schutter vd. 2009). ADH3 (XM_002491337) olarak tanimlanan bu
gen ilk kez bu caligmada arastirilmis ve fonksiyonu ortaya konmustur. Mayalarda, Adh
enzimi izoenzimler halinde bulunmakta ve bu genlerin sayisi ve fonksiyonu farkli
mayalarda degiskenlik gostermektedir (Ciriacy 1975, Saliola vd 1990, Shain vd 1992,
Mazzoni vd 1992, Fredlund vd 2006, Cho ve Jeffries 1998). P. pastoris'te bulunan
diger muhtemel ADH genlerinin tespit edilmesi i¢in, P. pastoris genomunda ADH3
genine diisiik de olsa homoloji gosteren bes gen arastirilmistir.

ADH3 geni P. pastoris GS115 susunda, Aadh3:HIS4 kaseti ile inaktif edilmistir
ve transformantlarin seleksiyonunda HIS4 geni markir olarak kullanilmistir. Southern
blot ile de inaktif oldugu dogrulanan MK115 (4adh3) ve kontrol olarak kullanilan P.
pastoris suslarmin glukoz ve etanol i¢eren minimal besiyerinde iireme davraniglari
(Gelisim egrisi, Glukoz tiiketimi, Etanol tiretimi ve adh aktivitesi) analiz edilmistir. MD
besiyeri iizerinde, Aadh3 ve kontol susunun iireme egrileri (OD) arasinda farklilik
gozlenmemistir. Ancak MD besiyerinde etanol konsantrasyonlarinda biiyiik fark oldugu
tespit edilmistir. En yiiksek etanol konsantrasyonu MK115 (4adh3) susunda %0,2
olmasina ragmen, X33 susuda %0,04 olarak tespit edilmistir. MK115 (Aadh3) susunun
ME besiyerinde lireme yetenegini kaybetmesi, etanol konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikan
bu farkin; etanol iretimlerinin farkli olmasindan degil, etanol tiiketimlerinin farkl
olmasindan kaynaklandigini desteklemektedir. Dolayisiyla X33 susu, MD besiyerinde
tiretilen etanolii tiiketirken; MK115 (4adh3) susunun, firetilen etanolii katabolize
edememesine bagl olarak ortamda etanol birikmektedir. Bu sonucu Adh aktivelerindeki
farkliliklar da desteklemektedir (Sekil 4.18D). MK115 (4adh3) susunun MD
besiyerinde maksimum Adh aktivitesi, ayn1 besiyerinde X33 susunun Adh aktivitesinin
yaklasik %10'u kadardir (14U/mg kars1 1.4U/mg).

X33 susu MD ve ME besiyerlerinde karsilastirildigi zaman Adh aktivitelerinde
farkliliklar gozlenmistir (Sekil 4.18A ve 4.18C). X33 susu ME besiyerinde (38U/mgQ)
MD besiyerine gore (14U/mg) %270 daha yiiksek Adh aktivitesi gostermistir. P.
pastoris'te MD besiyerinde toplam adh aktivitesinin biiyiik bir kismindan ADH3 geninin
sorumlu oldugu anlagilmaktadir. MK115 (4adh3) susu etanol (ME) besiyerinde
tiremedigi i¢in adh aktivitesi tespit edilememistir.

MK115 (4adh3) susu gerek tek karbon kaynagi olarak etanolii gerekse MD
besiyerinde iiretilen etanolii kullanamamaktadir. Sonuglar, inaktif edilen ADH3 geninin
P. pastoris etanol metabolizmasinda etanoliin katabolize (par¢alanmasi) edilmesinde
gorev alan tek gen oldugunu gostermektedir.

P. pastoris'de yapilan proteom caligmasinda gliserol iizerinde gelisen hiicrelerde
2 alkol dehidrogenaz enzimi (ADH3 ve ADH) tanimlanmistir (Vanz vd 2012). Bu
enzimlerden Adh3'iin, hiicre i¢i proteomda goze carpan bir bilesen oldugunu
belirtmislerdir. Nitekim, histag yontemiyle, hiicre i¢i protein saflastirilmasi sirasinda
diger caligmalarimizda yogun miktarda gozlenen kontaminant proteinin, MK115
(4adh3) susunda ortadan kalkmasi bu bandin ADH3 oldugunu gostermistir (Sekil 4.17).
Vanz vd (2012) ¢alismasinda ADH olarak tanimlanan gen, bu ¢alismada ADH1 olarak
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adlandirilmis ve karakterize edilmistir. Fakat elde edilen sonuglar, yapilan deney
sartlarinda ADH1 geninin etanol metabolizmasinda goézlenebilir bir rol almadigim
ortaya koymustur.

ADH3 geni ve Adh aktivitesi gostermesi muhtemel 5 genin expresyon oranlari
gRT-PZR (Quantative Reverse Transcriptase PCR) teknigi ile belirlenmistir. X33 ve
MK115 (4adh3) suslarinda MD ve ME besiyerlerinde ilgili genlerin ekspresyon
seviyelerinde énemli farkliliklar tespit edilmistir. Ozellikle X33 susunda glukoz igeren
besiyerinde gelisen hiicrelerde etanol besiyerine gore adhl ve adhll ~6.5 kat, adhV ~5
kat daha fazla ekspres olmustur (Sekil 36). Aym sekilde MK115 (Aadh3) susunda
glukoz igeren besiyerinde gelisen hiicrelerde etanol besiyerine gore adhl ve adhll ~9.5
kat, adhV ~4 kat daha yiiksek ekspresyon gostermistir. Diger genlerin (adhlll ve adhlV)
ve literatiir dogrultusunda calismaya sonradan dahil edilen ADH1 geninin ekspresyon
seviyelerinde 6nemli bir degisiklik olmamustir. Etanol tiiketiminden sorumlu olarak
tanimladigimiz ADH3 geni, X33 susunda etanol besiyerine gore glukoz besiyerinde
daha az ekspres olmustur. MKI115 (dadh3) susunda ADH3 geni ekpresyonu
gbzlenmemis ve bu genin inaktif oldugu mRNA seviyesinde de teyit edilmistir.

Elde edilen gRT-PCR sonuglari, glukoz iceren besiyerinde etanol iiretiminden
sorumlu gen/genlerin, ekspresyon seviyerindeki artis, ¢alisma kapsamindaki muhtemel
genlerden adhl, adhll ve adhV olma ihtimalini arttirmigtir. Bu genlerin, zeosin
dayaniklilik geni kullanilarak ayri ayri inaktivasyonlar1 yapilmistir. Yabani sus (X33)
MD besiyerinde etanol iiretmesine ragmen ADH3 geni aktif oldugu ve iiretilen etil
alkolii katabolize ettigi i¢in ortamda etanol birikmemektedir (en yiiksek %0,03). Bu
nedenle iretimden sorumlu genin tespit edilebilmesi igin, muhtemel genlerin
inaktivasyon iglemleri P. pastoris MK115 (4adh3) susunda yapilarak, ikili mutant
suslar olusturulmustur. Glukoz igeren besiyerinde, mutant suslarin {iremeleri
incelenmistir. Ik 24. saate kadar farklilik gostermemelerine ragmen, 24. saatten sonra
ozellikle adhll mutant susu farklilik géstermistir. Bu farklilik glukoz tiiketim miktarlari
ile de teyit edilmistir. adhll mutant susun, glukozun ancak %1 lik kismini kullandig1 ve
etanol tiretmedigi, dolayisiyla etanol iiretiminde rol aldig1 gdzlenmistir. Bu agamadan
itibaren adhll geni ADH2 olarak isimlendirilmistir. ADH2 geninin tekli mutant susu,
Aadh?2 ile yapilan analizler P. pastoris etanol metabolizmasinda ADH2 geninin etanol
tiretiminden tek basina sorumlu olmadigini ve etanol iretiminde ADH3 geninin de rol
aldigin1 ortaya koymustur. Bu ¢ikarim, Aadh2 susunda glukoz igeren besiyerinde az da
olsa etanol iiretiminin olmasi ile de desteklenmektedir. Sonug olarak, P. pastoris etanol
metabolizmasinda etanol tiretiminden sorumlu major gen ADH2 iken, ADH3 geni de
ADH2 geninin inaktif oldugu sartlarda etanol iiretiminde rol almaktadir. Etanol
iiretiminin yaklasik %80’inden ADH2 sorumlu iken, %20’lik kismindan da ADH3
sorumlu oldugu gorilmistir. Nocon vd (2014) cgalismalarinda, P. pastoris’te adh2
genini sildiklerini ancak etanol {iretiminin devam ettigini bildirmislerdir. Nocon vd. nin
calismalarinda adh2 olarak belirttikleri gen, bu ¢alismada muhtemel genlerden adhlV
olarak adlandirilan gen ile aynidir.

Aadh3 ve dadh24adh3 suslarinin fermentor ortaminda, glukoz besiyerinde,
farkli ¢oziinmiis oksijen seviyelerinde (%5 ve %30 DO) etanol iiretme yetenekleri test
edilmigtir. Sonuglar, ADH2 ve ADH3 genlerinin %30 DO degerinde daha yiiksek
seviyede ekspres oldugunu gostermistir. Yapilan deneyler, %30 c¢oziinmiis oksijende
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fermentasyonun 3 saat, %5 oksijen seviyesinde ise 4 saat siirdiigiinii gostermistir.
Bunun sebebinin, hiicrelerin yliksek oksijen seviyesinde (%30) glukozu daha hizli
kullanmas1 oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, bir sonraki asama olan ADH3 ve ADH2
promotorlar1 ile rekombinant protein iiretiminde kullanilacak olan ¢oziinmiis oksijen
seviyesini belirlemek i¢in, %5 ve %30 DO'da gelisen hiicrelerden 6rnek alinarak toplam
RNA izolasyonu yapilmig, ADH2 ve ADH3 genlerinin ekspresyon seviyeleri analiz
edilmistir. Sonuglar, %30 DO seviyesinde gen ekspresyonlarinin daha yiiksek oldugunu
gostermistir.

Calisma kapsaminda, ADH3 promotoru altinda rekombinant protein iiretimi, P.
pastoris'te en yaygin kullanilan AOX1 ve GAP promotorlar ile karsilastirilarak test
edilmistir. Karsilastirma islemi, erlanmayer ve fermentér ortaminda, tek kopya
ekspresyon kaseti igeren klonlarda, A. niger ksilanaz enzimi retilerek
gerceklestirilmistir. Erlenmayer kosullarinda, etanolde gelisim, metanolde gelisime gore
ayni siirede daha yiliksek degerler gostermistir. Ancak enzim aktivitesi sonuglarina
bakildiginda, etanol indiiksiyonlu firetim ile elde edilen siipernatant Orneklerinde
ksilanaz aktivitelerinin AOX1 promotoruna gore yaklagik 1.8 kat daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. GAP promotoru ile (209 U/mL) ve ADH3 promotoru ile (222 U/mL)
elde edilen aktivite degerleri arasinda kayda deger bir fark gozlenmemistir (p<0,05).
Ancak erlenmayer kosullarinin kontrolsiiz kosullar olmas: ile birlikte, karbon kaynagi
ve indiikleyicinin de aym1 madde olmasi sebebiyle verim konusunda dalgalanmalar
olabilmektedir. Bu nedenle, erlenmayer kosullarinda elde edilen sonuglar karsilagtirma
acisindan ¢ok saglikli olmamaktadir. Dolayistyla rekombinant protein iiretiminde
promotorlarin karsilastirilmasina fermentdr analizleri ile devam edilmistir. Elde edilen
sonuglar ve sonuglarin istatistiksel analizleri Ek 8.8-8.11'de sunulmustur.

Fermentor kosullarinda; ADH3 promotoru (3723U/mL) altinda AOX1
promotoruna (2095U/mL) gore 1,8 kat; GAP promotoruna (581U/mL) gore 6,4 kat
diizeyinde ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. Fermentasyon kiiltiirlinden Olgiilen yas
hiicre agirliklart indiiksiyon fazinin 72.saatinde, ADH3 promotoru ile 400 g/L iken,
AOX1 promotoru ile 290 g/L’ye ulasabilmistir. Istatistiksel olarak da analiz edilen
sonuglar yas hiicre agirligi bakimindan ADH3 ve GAP promotorlart arasinda énemli bir
fark olmadigini ve bu promotorlar ile rekombinant protein iiretimi sirasinda AOX1
promotoruna gore kayda deger diizeyde daha yliksek yas hiicre agirligina ulagildigini
gostermistir (p<0,05). Fermentasyon orneklerinden 6lgiilen toplam protein miktarlari
ADH3 ve GAP promotorlar1 arasinda belirgin bir fark gostermezken, AOX1
promotoruna goére daha yiiksek gozlenmistir. Spesifik iiretkenlik degerleri ADH3
promotoru i¢in 126,73 U/gwew/h, AOX1 ve GAP promotorlar i¢in 101,38 ve 20,58
olarak hesaplanmistir.

Bu calismada karakterize edilen yapisal ADH2 geni promotoru da yukarida tarif
edilen ayn1 fermentdr kosullarinda rekombinant protein iiretiminde kullanilabilirliginin
tespiti i¢in yapisal GAP promotoru ile karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglarda,
ksilanaz aktivitesi agisindan ADH2 promotoru ile iiretimin 3 kat daha az oldugu
goriilmiistiir. Sonuglar, ADH2 promotorunun rekombinant protein iretimi igin GAP
promotoruna gore gligsiiz bir promotor oldugunu ortaya koymustur. ADH2 promotoru
GAP promotoruna gore daha gligsiiz bir promotor olmasina ragmen, gelecekteki
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caligmalarla fermentasyon kosullar1 optimize edilerek ve/veya gen kopya sayisi, sinyal
sekansi1 vb. modifikasyonlarla daha iyi sonuclar elde etmek miimkiin olabilir.

Bu tez g¢alismasi, P. pastoris etanol metabolizmasi ile ilgili yapilacak olan
gelecekteki yeni c¢alismalara temel veriler sunmaktadir. Etanol iiretiminden ve
tiikketiminden sorumlu major genler ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur. Bu
genlerin promotorlarinin rekombinant protein lretiminde karsilastirmali olarak test
edilmesi de ilk defa bu c¢alisma ile gergeklestirilmistir. Ancak Ozellikle ADH3
promotorunun molekiiler regiilasyon mekanizmasinin (indiiksiyon/represyon) acikliga
kavusturulmasi endiistriyel kullanimlar i¢in 6nemli katki saglayacaktir. Bu c¢aligma ile
elde edilen sonuglar, gelecekteki ¢alismalara 151k tutucak niteliktedir.
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6. SONUC

Sonuglar, inaktif edilen ADH3 geninin P. pastoris etanol metabolizmasinda
etanoliin katabolize (par¢alanmasi) edilmesinde gorev alan tek gen oldugunu
gostermektedir.

Elde edilen sonuglar, yapilan deney sartlarinda ADH1 geninin etanol
metabolizmasinda gozlenebilir bir rol almadigini ortaya koymustur.

P. pastoris’te glukoz igeren besiyerinde etanol iiretiminden sorumlu major genin
Adh aktivitesi gostermesi muhtemel genlerden adhll oldugu belirlenmis ve bu gen
ADH2 olarak isimlendirilmistir. Etanol iretiminin yaklasik %80’inden ADH2’nin,
%20’1ik kismindan da ADH3’iin sorumlu oldugu ortaya konulmustur.

ADH2 ve ADHS genlerinin farkli karbon kaynaklarinda ekspresyon seviyelerine
bakilmig ve ADH3 geninin etanol ile indiiklenen, ADH2 geninin ise yapisal bir gen
oldugu tespit edilmistir.

X33 susu ile fermentor kosullarinda, farkli ¢6ziinmiis oksijen seviyelerinde gen
ekspresyon seviyeleri analiz edilmis ve rekombinant protein tiretimleri i¢in her iki genin
promotoru i¢in de optimum ¢dzlinmiis oksijen seviyesi %30 olarak belirlenmistir.

Inaktif suslarin (4adh3 ve Aadh24adh3) fermentdr ortaminda farkli ¢oziinmiis
oksijen seviyelerinde etanol iiretme yetenekleri test edilmistir. Sonug, Aadh3 susunun
etanol lrettigini, etanolii katabolize edemedigini gostermistir. 4adh24adh3 susu ise
farkli ¢6zlinmiis oksijen seviyelerinde de etanol liretmemeye devam etmistir.

ADH3 promotoru ile fermentor sartlarinda rekombinant ksilanaz iiretimi, P.
pastoris’te en yaygin kullanilan AOX1 ve GAP promotorlart ile karsilagtirilmistir. Elde
edilen sonuglardan, fermentdr kosullarinda ADH3 promotorunun silipernatant
orneklerinde yaklagik 1.8 kat daha yiiksek aktivite gdosterdigi tespit edilmistir. Bu sonug
ADH3 promotorunun P. pastoris ile rekombinant protein iiretimlerinde alternatif olarak
kullanilabilecek bagarili bir promotor oldugunu gostermistir.

Yapisal ADH2 promotoru, P. pastoris’te en yaygin kullanilan yapisal promotor
olan GAP promotoru ile karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglarda ADH2 promotorunun
GAP promotoruna gore giigsiiz bir promotor oldugu goriilmiistiir. Ancak gelecekteki
calismalarla fermentasyon kosullar1 optimize edilerek ve/veya gen kopya sayisi, sinyal
sekans1 vb. modifikasyonlarla daha iyi sonuglar elde etmenin miimkiin olabilecegi
distiniilmektedir.
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8. EKLER

EK 8.1. Cahismada Kullanilan Primerlerin Listesi

Primer Sekansi (5'—3")
ADH3-WGF ATGTCTCCAACTATCCCAACTACAC
ADH3-WGR TTATTTGGAAGTGTCCACAACG
ADH-1rtF GTATGGGAGCAATGTGTTGG
ADH-1rtR TCGGGATAAGCGTCATCATA
ADH-2rtF CGTGTACGGTGGTAAGAACG
ADH-2rtR AGATGTGCAAGTCTGTTCCG
ADH-3rtF GAGCTGCTTGACTTCTGTGC
ADH-3rtR TTTGATAAGCCGCTCGTATG
ADH-4rtF GGGCAAGGATTTGTTTCACT
ADH-4rtR CCTTAGGAGCTTCGTCTTGG
ADH-5rtF AGTGTGCTGAAGGTTCATGG
ADH-5rtR AGTGGGACGATCCCAAGTAG
ADH3rtF TTGTCGCTTACGGTGAGAAC
ADH3IrtF TGGATTCAGCACCTTGGATA
GAPrtF GATGCCGTTGTCTCTTCTGA
GAPrtR CCAAGAGATCAGCTTGACGA
adhl-NrtF TCTCATTTGGGTAACCGTGA
adhl-NrtR GCAACTTCTCCAGTCCGTTT
adhlI-NrtF TTCCTGACACGTTTGCAACT
adhll-NrtR CGGTGGTGATAGCAATGTTC
adhllI-NrtF CCCGTACCTGAGCCTACTTC
adhllI-NrtR TATCCCTCCAATTCCTGAGC
adhlV-NrtF TGTTGGGTTGTGGTGTTACC
adhlV-NrtR TAATCTCGCTTGCACCTTTG
adhV-NrtF GCTCTTGGTTGCGAAGTGTA
adhV-NrtR AAGTCCAGCTTTCTGCCAAT
ADH3-NrtF AGGCTGACTTGGCTGAAGTT
ADH3-NrtR CGTATTGAACGGCAAGAGAA
ADHI1-NrtF TTTCGACTGCATTTCAGAGG
ADHI1-NrtR GCCAATGTCATATTGTTGGTG
GAP-NrtF GGAATTGAGTCCGGTTTGAT
GAP-NrtR CACCAGTGGAAGATGGAATG
ADH1ATGF ATGGCTAATCACGCAATTG
ADH1STPR CTAGAGGGTGTAAACCAGCTTG
adhlATGF ATGGCTTACCCAGACACTTT
adhISTPR CTATTCAAACTGTTTTCCGTAATT
adhlIATGF ATGTCTGTGATGAAAGCCCTC
adhlISTPR TTAATCGGCAGATAAGAAAATCTTG
adhVATGF ATGGCGTACCCAGACACC
adhVSTPR CTATTTGAATGCCTTATCGTAACC
ADH3prom-F AAGGATCCTGACGGTACTAGAGGACTC
ADH3prom-R TTTCGAAAGTAAATAAGATAAAAGCTAGTAG
ADH2-2000F ACAAGATCTTACTGCCCTTACTTTTGCTC
ADH2-1500F ACCAGATCTAGAATATTCAATACTGCTTTTAAC
ADH2-1000F AAAAGATCTTCCAGTTGGGCCATTACCG
ADH2-900F TTTAGATCTTTGGTTTTGACCTCGCTTTA
ADH2-800F AAAAGATCTCCAGCCAGAAAATGTCCTTC
ADH2-700F AAAAGATCTTGTGGACGTCGTGAAACATC
ADH2-600F AAAAGATCTTGCAGCGGCTTGGTGGACTA
ADH2-550F AAAAGATCTGGTCGTTGTGGTCACAAAC
ADH2-500F ACAAGATCTCGGAGGCAATGCTTTTGG
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EKLER Mert KARAOGLAN

EK 8.2. Adh3 Enzimini Kodlayan A¢ik Okuma Dizisi

Translation of adh3 dna{RF+1} (1-1050)

Universal code

Total amino acid number: 350, MW=36811

Max ORF starts at AA pos 1l(may be DNA pos 1) for 350 AA(1050 bases), MW=36811

1 ATGTCTCCAACTATCCCAACTACACAAAAGGCTGTTATCTTCGAGACCAACGGCGGTCCC
1 M s p T I P T T Q K A V I F E T N G G P

61 CTAGAGTACAAGGACATTCCAGTCCCAAAGCCAAAGTCAAACGAACTTTTGATCAACGTT
21 L £E Yy K b I P V P K P K S N E L L I N V

121 AAGTACTCCGGTGTCTGTCACACTGATTTGCACGCCTGGAAGGGTGACTGGCCATTGGAC
41 K 'y s G v CH T DIL H AW K G D W P L D

181 AACAAGCTTCCTTTGGTTGGTGGTCACGAAGGTGCTGGTGTCGTTGTCGCTTACGGTGAG
61 N K L p L V.G G HE GA G V V V A Y G E

241 AACGTCACTGGATGGGAGATCGGTGACTACGCTGGTATCAAATGGTTGAACGGTTCTTGT
81 N VvV T G wW E I G D Y A G I K W L N G s C

301 TTGAACTGTGAGTACTGTATCCAAGGTGCTGAATCCAGTTGTGCCAAGGCTGACCTGTCT
101 L N ¢C E Y C I 9 G A E S S C A K A D L S

361 GGTTTCACCCACGACGGATCTTTCCAGCAGTATGCTACTGCTGATGCCACCCAAGCCGCC
121 G ¥ T H D G S F Q 0 Y A T A D A T Q A A

421 AGAATTCCAAAGGAGGCTGACTTGGCTGAAGTTGCCCCAATTCTGTGTGCTGGTATCACC
141 R I P K E A DL A E V A P I L C A G I T

481 GTTTACAAGGCTCTTAAGACCGCTGACTTGCGTATTGGCCAATGGGTTGCCATTTCTGGT
161 v Yy K A L K T A D L R I G Q W V A I S G

541 GCTGGTGGAGGACTGGGTTCTCTTGCCGTTCAATACGCCAAGGCTCTGGGTTTGAGAGTT
181 A G G G L G S L AV QY A KATL G L R V

601 TTGGGTATTGATGGTGGTGCCGACAAGGGTGAATTTGTCAAGTCCTTGGGTGCTGAGGTC
201 L 6 I b G GG A D K G E F V K S L G A E V

661 TTCGTCGACTTCACTAAGACTAAGGACGTCGTTGCTGAAGTCCAAAAGCTCACCAACGGT
221 F V D F T K T K D V V A E V QO K L T N G

721 GGTCCACACGGTGTTATTAACGTCTCCGTTTCCCCACATGCTATCAACCAATCTGTCCAA
241 G p H GV I NV S V S P HA I N Q S V Q

781 TACGTTAGAACTTTGGGTAAGGTTGTTTTGGTTGGTCTGCCATCTGGTGCCGTTGTCAAC
261 Yy v R T L 6 K v Vv L v L P S G A V V N

841 TCTGACGTTTTCTGGCACGTTCTGAAGTCCATCGAGATCAAGGGATCTTACGTTGGAAAC
281 s DV F WHV L K s I E I K G S Y V G N

901 AGAGAGGACAGTGCCGAGGCCATCGACTTGTTCACCAGAGGTTTGGTCAAGGCTCCTATC
301 R E D S A E A I DL F T R G L V K A P I

961 AAGATTATCGGTCTGTCTGAACTTGCTAAGGTCTACGAACAGATGGAGGCTGGTGCCATC
321 K 1 I 6 L $S E L A K VY E Q M E A G A I

1021 ATCGGTAGATACGTTGTGGACACTTCCAAATAA

341 I G R Y VvV Vv D T S K *
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EK 8.3. Adh2 Enzimini Kodlayan A¢ik Okuma Dizisi

Translation of XM 002491163{RF+1}(1-1084)

Universal code

Total amino acid number: 360, MW=38561

Max ORF starts at AA pos 1l (may be DNA pos 1) for 360 AA(1080 bases),
MW=38561

1 ATGTCTGTGATGAAAGCCCTCGTGTACGGTGGTAAGAACGTCTTCGCCTGGAAAAACTTC
1 M s vnM™M KAIL VY G G KN V F A W K N F

61 CCTAAACCAACTATCTTGCACCCAACAGATGTCATCGTTAAGACGGTGGCTACTACCATC
21 p K p T I L H P T D V I V K T V A T T I

121 TGCGGAACAGACTTGCACATCTTGAAAGGTGATGTTCCAGAGGTCAAACCTGAAACCGTC
41 c 6 T DL H I L K G D V P E V K P E T V

181 TTGGGTCATGAAGCAATTGGAGTCGTCGAATCTATCGGTGATAACGTCAAAAACTTCAGC
61 L G H E A I GV V E s I G DNV K N F S

241 ATTGGTGATAAGGTGCTGGTTTCATGCATCACCAGTTGTGGAAGCTGTTACTACTGTAAG
81 I G bK V L Vs c I T s C G S C Y Y C K

301 AGAAACTTGCAGAGTCATTGCAAGACCGGTGGATGGAAATTAGGTCACGATTTGAACGGT
101 R N L 0 S H C K T GG G W K L G H D L N G

361 ACGCAGGCTGAGTTTGTCCGTATCCCATATGGAGACTTCTCATTGCACCGTATTCCTCAT
121 T Q A E F V R I P Y G D F S L H R I P H

421 GAAGCAGATGAAAAGGCAGTTCTGATGCTGTCTGACATCTTACCTACTGCTTACGAAGTT
141 E A DEXK AV L ML s DI L P T A Y E V

481 GGTGTTCTTGCCGGAAATGTCCAAAAGGGAGACTCAGTTGCCATTGTCGGCGCCGGTCCA
161 G v L A G NV Q K G D S V A I V G A G P

541 GTTGGTCTTGCCGCTCTGCTGACTGTCAAAGCCTTTGAGCCTTCTGAAATTATTATGATT
181 v G L. A AL L TV K AUVF E P S E I I M I

601 GACACTAACGATGAAAGACTGAGTGCCTCCTTGAAATTGGGAGCCACCAAGGCAGTCAAC
201 b T N D ERL S A S L KL G A T K A V N

661 CCAACCAAGGTCAGCAGTGTCAAAGATGCTGTTTATGATATTGTCAATGCCACTGTCCGC
221 p T K Vv s s v K b AV Y DI V N A T V R

721 GTCAAGGAGAACGACCTGGAGCCAGGTGTCGATGTTGCCATTGAGTGTGTTGGTGTTCCT
241 vV K E N D L E P G V DV A I E C V G V P

781 GACACGTTTGCAACTTGTGAAGAGATTATCGCCCCAGGTGGCCGTATTGCCAATGTTGGT
261 b T ¥ A T CE E I I A P G G R I A N V G

841 GTTCACGGCACTAAAGTGGATTTACAACTGCAAGACCTATGGATCAAGAACATTGCTATC
281 vV H G T K Vv DL ¢ L ¢ D L W I K N I A I

901 ACCACCGGTTTGGTAGCCACATACTCCACTAAAGACCTGTTGAAGCGAGTCTCTGACAAG
301 T T 6 L v A T Y s T K D L L K R V S D K

961 TCTCTAGACCCTACACCACTGGTTACACATGAGTTCAAGTTCAGTGAATTTGAGAAGGCC
321 s L. p p T P L V T H E F K F S E F E K A

1021 TATGAGACTTCTCAAAATGCTGCCACCACCAAAGCCATCAAGATTTTCTTATCTGCCGAT
341 Yy E T s ¢ N A A T T K A I K I F L S A D

1081 TAA

361 *
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EK 8.4. Calismada Kullamilan ADH3 ve ADH2 Promotorlarimin DNA Dizisi

SEQ ADH3 Promotor: 1200 bg;
Composition 241 A; 287 C; 191 G; 281 T; 0 OTHER
Percentage: 24.1% A; 28.7% C; 19.1% G; 28.1% T;
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 306.64 dsDNA: 616.48
ORIGIN
1 AGATCCTGAC GGTACTAGAG GACTCTTAGG GGAAGGTAGA
6l GTAAGCAAAT TTTGGATGGA ATAGGAGACT AGGTGTGGAT
121 ACGACCAGAG TGGATGCCGG ATGGTGGTAA ACCGTTTCTT
181 GAGTGAAACA CCCCATGGCT GCTCTCCGAT TGCCCCTCTA
241 TGTGGGCTTG AATTTTACAC CCCCTCCAAC TTTTCTCGCA
301 TATTGCATGC CCGGAGGAGA CTTGCCCCCT AATTTCGCGG
361 TGAGACTGTA GAGACCCCAC ATAGTGACAA TGATTATGTA
421 CCGGCTATCG AACTCTAACA ACTAGGGGGG TGAACAATGC
481 TTGACAAATC AGTATCACCG ATTAACACCC CAAATCTTAT
541 TGCACCCCTC TTTGGACAAA TGGCAGTTAG CATTGGTGCA
601 AAACCCAAAT TTCTTAGAAG GGGCCCATCT AGTTAGCGAG
661 GGAGATGTAT TGACCGTAAG TTGCTGCTTA AAAAAAATCA
721 TTGATTTCGC AACGGGAGTG CCTGTTCCAT TCGATTGCAA
781 TCCTGCCAAT TGCCCATGAA TCTGCTAATT TCGTTGATTC
841 ACAAATTGTC CAATCTCGTT TTCCATTTGG GAGAATCTGC
901 CCGGTGTCCG AAAAGATCTG TGTAGTTTTC AACATTTTGT
961 ACGGGGGTGA GCGCTCTCCG GGGTGCGAAT TCGTGCCCAA
1021 GTAGACGTCA ACCCGCATCT GGTGCGAATA TAGCGCACCC
1081 TGGTCCACCC CTCCCCAATC TCTAATATTC ACAATTCACC
1141 CTGCTCCCAA ATTCTTTTTT CCTTCTTCCA TCAGCTACTA
SEQ ADH2 promotor: 900 bp;
Composition 257 A; 218 C; 191 G; 234 T; 0 OTHER
Percentage: 28.6% A; 24.2% C; 21.2% G; 26.0% T;
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 277.42 dsDNA: 554.81
COLOURS

sequence = 1

features = 0
ORIGIN
1 TTGGTTTTGA CCTCGCTTTA ATCAATTTTT CAGACCTGAT
61 CTCAACTTCA ATCTGACTCT TCTCTCTCAA TTGGTACCAA
121 CGTTACTTGA AACGGCATTT CTCTACAGCT ACAAACGCAA
181 GAATTCAAAA TAGGTCGAAT TGTGGACGTC GTGAAACATC
241 GTCTCGTCGA TTTCTGTGGG AAACAATTAT GCCTCGGGTA
301 TGCAGCGGCT TGGTGGACTA CTTTTCAGTT CCCGAATTGC
361 GTCACAAACC TCAAGCCATC GAAGATGAGA GGTGTAACAT
421 GGGGAAAAGT CGGGGAAAGT GGAATTGGTC GAGCCGCCAA
481 TCACTCCACT TCGAAGGTGT AGAAATTACA TCAGAGGAGA
541 CCTGCTAAGC GATTGAAGAA GTCAGAGTGG AGTCAACTGG
601 GACCAGCGTG AAGTGGTCTT CCACAGCCAA ATTGGCTCCA
661 GGAGCGAGTA CTGAAAAATG CACGTTAGCG ACTCTTGCGC
721 CAATATGGTT GAGAACGTTC CTCACCCAAA TAAAATCATC
781 AAATACTATA GTATATAAAA AAGCTCAGGA CcCcCccecccce
841 ATTTATATTT TACTTCTACT ATTGAACTTT AACTCGAAGA

102

0.0%0THER

ATCAATAAAG
GCGCGATCTC
CCTTTTTACC
CAGGCATAAG
TCAATTGATC
CGTCGTCCCG
AGAAGAGGGG
CCAGCAGTCC
TCTCAACGGT
CTGACTGACT
GGGTGAAAAA
GTTCAGATAG
TTCTCACCCC
CCACCCCCCT
ATGTCGACTA
GCTCCCCCCG
TTCCTTTCAC
CCAATGATCA
TCACTATAAA
GCTTTTATCT

0.0%0OTHER

CCCACCTACT
CCAGCCAGAA
TTGCTCTCCT
CAAATGCAGA
CATCCAACAC
TTCAGCGACG
CGGAGGCAAT
TGTCCGGGAG
GCGCCAATCA
CGGAAGGTCT
AACGAATTTA
AGGCCGTCGT
ATATCACCCT
CTACTCCCTG
TAGTCAATTC

ATCATATTAG
GCCAAATTGC
ACCCAAGTGC
GGTGTGACTT
CTGTTACCAA
GATCGCAGGG
GGTGATTCGG
TCCCCACTCT
CCCTCATCCT
GCCCAACCTT
TTCCTCCATC
CGAGACTTTT
TTCTGCCCAG
TTCCAACTCC
CATAAAGCGA
CTGTTTGAAA
CCTGCCTATT
CACCAACAAT
TACCCCTGTC
TATTTACTTT

TTTCTTCGGC
AATGTCCTTC
TAGCAGACCT
CAAACTTTAT
CCTAACCGTT
GGTCGTTGTG
GCTTTTGGCA
AGAGGGCGAA
ATTGCATTTG
ACAGACAAAT
CGCTTTAGTA
ACGATAAGGG
AACTGGGTAT
CTCAATATCA
CCCATAACCA
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EK 8.5. Ksilanaz Aktivite Hesaplamalarinda Kullanilan Ksiloz Standart Kurvesi

Absorbans (540 nm)
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EK 8.6. Toplam Protein Miktarimin Hesaplanmasinda Kullanilan Standart Protein

(BSA) Kurvesi
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EK 8.7. Adh enzim aktivitesi 6l¢iimii icin kullanilan standart kurvesi

Absorbans (340 nm)
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EK 8.8. Erlenmayer kosullarinda ADH3, AOX1 ve GAP promotorlar ile protein

iiretimi sonuclar ve istatistiksel analizi

Zaman ) .
(saat) OD degerleri (ODgoonm) Ksilanaz aktivitesi (U/mL)
saa
ADH3 AOX1 GAP ADH3 AOX1 GAP
i 0 22+1°  20+1° 21+1° 0+0° 0+0° 0+0* 1
6 68427 52+1° 5441° 38+1° 102+16° 88+15°
18 79+2° 5745 67+6 57+10° 166+20°  130+8° |
24 89+32 60+1° 70+2° 89+10° 196+21° 159+18"
30 95+32 62+1° 82+1° 1324242 252+26" 173+14%
; 42 110432 65+1° 86:£3° 175+24% 282+21° 180+10° !
54 113442 66+1° 89+1° 1994272 319+14° 192+12°
72 117472 69+2° 107+4° 2224208 392+15° 209+6°
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EK 8.9. Erlenmayer kosullarinda ADH2 ve GAP promotorlari ile protein iiretimi
sonuglari ve istatistiksel analizi

Zaman OD degerleri Ksilanaz aktivitesi
(saat) (ODsoonm) (U/mL)
ADH?2 GAP ADH?2 GAP
i 0 ro 1041 8 10£12 1 0+0a 0+0? i
6 24+1° 25+1° 14+2a 42+9°
|18 1 50+7° 4943 1 45+la 96+2° |
24 55+1° 54+2° 54+3a 114+6°
30 65+1° 71£1° 67+2a 149+3°
42 1 731 7241° | 77+2a 190+3° |
48 80+10° 78+3° 82+2a 198+8°
54 79+9° 79+9° 84+3a  205+14°
72 72+8? 72+8? 94+7a  214+12°
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EKLER

EK 8.10. Fermentor kosullarnda ADH3, AOX1 ve GAP promotoru ile protein

izi

tatistiksel anal

1S

lari ve

imi sonug

liret

o1 CFI8S ql0EFS60T  I1EFETLE 91F9LE gl EFIET L EFPEY 9FC6¢E qOFL8C L T80V ¢l
q1 7908 OISFSEOT  IPEFILYT 8CFSTE IVFC0T EVFLIE STOSE q0FLIT omﬂvm ¢ 14
21 CFS8E VLSFIOCT el CTFLTOT 91FE6T JFETF8SI e IVFLOT STEVE GSIFCVC QME ¢ [A4%
2CSTP8E eCO9FLLOT CIF8CEI TV 1FC9C STFSCI L1F661 OFLIE ETFVIT mmummmm 0€
01F09C 66£F608 FEFLOO CIFO0ITC STFCEI eSIFSLI q9F69¢C 97961 w?mﬁm 144
SIFI91 eSSEFE0S 9LTFI98 OTFLLT 01F98 L0CFCP1 qEF8ST eSFSLI fﬂm: 8T
TV CFILT LOCFECE eC8TFI1Y JIFCYI LTFLY eSSTFCIT qEFCCT STPPI I Tmﬂ ¢ 9
JFIF691 eCVIFELT 9F70C SIFETT 7 1F9¢6 CT69 q9FC81 e VFOCI I Tmﬁﬂ 0
I FSTI L LFIS oCTIS 3TFEY 9 1FSY I FCY q€F991 STOCT e TSI €-
eI FS9 qCIFI1 JTLY eCTEY SIFCE I TFOY eCTLTI MEs48! OFPII G-
dvo TXOV gHav dvo IXOV  €Hav dvo IXOV  €Hav
(w/n) (1/6) (1/6) (1ees)
ISOLAID|R Zeue|ISH] uiayoad wejdo 1311.11gde 319Ny S8 X uewez
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EK 8.11. Fermentor kosullarinda ADH2 ve GAP promotorlari ile protein iiretimi
sonuglari ve istatistiksel analizi

i Zaman i Yas hiicre agirhg: i Toplam protein i Ksilanaz Aktivitesi i
| (saat) | (g/L) (mg/L) (U/mL)
ADH?2 GAP iADHz GAP ADH?2 GAP
-5 107428 117+2P 51+6° 43428 27+1° 65+1°
-3 154412 165+3° 45+1° 83+8° 40+1° 115+1°
0 169+6° 182+8° 47+1%  113£15° 45422 169+14°
L6 1 o17140%  20243% 1 73147 142414 | 49420 2764240 |
18 222467 258+3° 1137+10°  177+10° 69+72 161+18°
24 262+4% 269+6° 1 167+9%  210+12° 7542 260+£19°
P30 1 203+7°  317+6° | 196+8°  262+14° | 9246  384+52° |
42 340+7° 343+5% 1 227+11%°  293+16" 109432 385+21°
I 54 1 38245%°  350+5° 1 25048  325+28° | 138+6°  506+1° |
72 441+5° 39246° 1 273+3%  376+16" 191+6° 581+21°
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