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Pichia pastoris, biyoteknoloji, ilag endiistrisi ve akademik arastirmacilar
tarafindan yaygin olarak tercih edilen Okaryotik bir ekspresyon sistemidir. Son
zamanlarda, P. pastoris {izerine, hem endistriyel Olgekte hem de arastirma
laboratuvarlar1 tarafindan yapilan ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir. Ancak, hala P.
pastoris metabolizmasinda ag¢ikliga kavusmamis veya tam olarak bilinmeyen
mekanizmalar vardir. Bunlardan biri de etanol metabolizmasinin diizenlenmesidir. P.
pastoris’in etanol metabolizmasinda rol alan baslica ADH genleri 6nceki ¢alismamizda
tarafimizdan tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Bu genlerden, etanol tiiketiminden
sorumlu oldugu belirlenen ve etanol iceren besiyerinde yliksek seviyede ekspres olan
ADH3 geninin promotoru tizerine molekiiler diizeyde bir ¢aligma bulunmamakta ve
ADH3 promotorunun regiilasyonu bilinmemektedir.

Bu g¢alismada P. pastoris ADH3 promotorunda silme analizleri ile
aktivasyonundan ve represyonundan sorumlu diizenleyici DNA bolgeleri arastirilmistir.
Promotor aktivitesini arttirict aktivator bolgeleri ilave edilmesi ve promotor aktivitesini
azaltic1 represOr bolgelerin silinmesi ile bes farkli sentetik promotor olusturulmus ve en
yiikksek aktiviteye sahip sentetik promotor fermentér kosullarinda dogal ADH3
promotoru ile karsilagtirilmistir.
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promotor analizi, fermentasyon

JURI: Prof. Dr. Mehmet INAN
Prof. Dr. Pinar CALIK
Doc. Dr. irfan TURHAN
Dog¢. Dr. Muhittin ARSLANYOLU
Yrd. Do¢. Dr. Cengiz IKTEN



ABSTRACT

STUDIES ON Pichia pastoris ALCOHOL DEHYDROGENASE (ADH3)
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P.pastoris is widely used as an eukaryotic expression system by biotechnology,
pharmaceutical industry and academic researchers. Recenty, there are a number of
studies on P. pastoris at laboratory and industrial scale. However, some mechanisms of
P.pastoris are still unknown or not clear. One of these unexplored mehcanisms is the
regulation of ethanol metabolism. ADH genes which involves in P.pastoris ethanol
metabolism were indentified and characterized in our previous study. The gene
responsible for consumption of ethanol was determined as the ADH3 gene and it was
highly expressed on ethanol as subtrate source. However, the regulation of the ADH3
promoter at molecular level is not known yet.

In this study, regulatory DNA regions that are responsible for activation and
repression of the ADH3 promoter of P. pastoris were investigated by deletion analyses.
Five different synthetic promoter were constructed by adding up-regulatory sites and
deletion of down-regulatory sites and the best synthetic promoter which had highest
activity was compared with the native ADH3 promoter at fermentor scale.
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analysis, fermentation
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ONSOZ

Molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler son yirmi yilda ivme kazanmistir.
Kaydedilen bu ilerlemeler, molekiiler biyoloji uygulamalariin kullanildig: birgok alani
da etkilemeye devam etmektedir.

Bu calismada rekombinant protein liretiminde yaygin olarak kullanilan bir
konuk¢u organizma olan Pichia pastoris'in alkol dehidrogenaz (ADH3) promotoru
arastiritlmistir. Calismadan elde edilen sonuglar bu konukgu sistemin gelistirilmesine
yonelik 6nemli veriler sunmustur ve gelecek ¢alismalara da yol gosterici niteliktedir.

Bilgi ve tecriibeleri ile beni yonlendiren ve destegini hi¢ esirgemeyen danisman
hocam Sayin Prof. Dr. Mehmet INAN'a, bu ¢alismaya olan katkilarindan dolayr ve
ayrica bizim i¢in saglamis oldugu calisma kosullari icin saygilarimi ve sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez izleme Kurulunda bulunan Saym Dog. Dr. Irfan TURHAN ve Saym Yrd.
Dog. Dr. Cengiz IKTEN hocalarima ve diger tez jiiri iiyeleri Saymn Prof. Dr. Pnar
CALIK ve Saym Dog¢. Dr. Muhittin ARSLANYOLU hocalarima destekleyici ve
yonlendirici katkilarindan dolay1 saygilarimi ve sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Birlikte ¢iktigimiz bu yolun her adiminda yanimda olan, yardim ve destegini
hicbir zaman esirgemeyen esim, calisma arkadasim Mert KARAOGLAN'a sonsuz
tesekkiir ediyorum. Basarilarinin ve basarilarimizin bir 6miir boyu siirmesi dilegiyle.

Benden higbir destegini esirgemeyen aileme sagladigi imkanlar i¢in sonsuz
ederim.

Canim arkadagim Semiramis YILMAZ’a, her zaman yanimda oldugu igin,
destegi ve paylasimlari i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Laboratuvar caligmalarim boyunca anlayis ve destekleri icin, degerli tiim
calisma arkadaslarima tesekkiir ederim.

Doktora &grenimim boyunca, 2211-A Yurt I¢i Doktora Burs Programi
kapsaminda destekleyen TUBITAK Bilim Insam1 Destekleme Daire Baskanligi'na
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GIRIS Fidan ERDEN KARAOGLAN

1. GIRIS

Pichia pastoris rekombinant protein iiretimlerinde olduk¢a basarili bir
ekspresyon sistemidir. Bu ekspresyon sisteminin tercih edilmesinde etken olan
avantajlarinin basinda yiiksek hiicre yogunluklarina ulasabilmesi ve rekombinant
proteinleri yiiksek seviyede salgiyabilmesi gelmektedir. P. pastoris ile rekombinant
protein iiretiminde en yaygin kullanilan promotor metanol ile indiiklenebilen AOX1
promotorudur.

P. pastoris ekspresyon sistemini daha etkin ve verimli sekilde kullanmaya
yonelik calismalar devam etmektedir. Bu calismalar arasinda mevcut promotorlarin
gelistirilmesi ve alternatif promotor arayislar da yer almaktadir.

Onceki ¢alismamiz olan 111T905 no’lu Tiibitak projesinin sonuclar1 bu tez
caligmasinin yapilmasma 1sik tutmustur. Tamamlanan projede, P. pastoris etanol
metabolizmasinda rol oynayan ADH genleri tespit edilmis (ADH2 ve ADH3) ve
tanimlanan genlerden biri olan ve etanol igceren besiyerinde yliksek ekspresyon gdsteren
ADH3 geninin regiilasyonundan sorumlu ADH3 promotorunun rekombinant protein
tretiminde kullanilabilirligi test edilmistir. Calismadan elde edilen sonuclar ADH3
geninin P. pastoris etanol metabolizmasinda etanoliin katabolize (pargalanmasi)
edilmesinde gorev alan tek gen oldugunu gostermistir (Karaoglan vd 2016a). Ayrica
alkol dehidrogenaz 3 (ADH3) genini kontrol eden %100 aktiviteye sahip en kisa
promotor bolgesi heniiz bilinmedigi i¢in promotor bolgesi rastgele 1200 b¢ alinmis ve
fermentor ortaminda bu promotor kullanilarak gerceklestirilen rekombinant protein
tiretimi P. pastoris AOX1 ve GAP promotorlar: ile karsilastirilmistir (Karaoglan vd
2016b). ADH3 promotoru ile rekombinant protein iretiminin AOX1 ve GAP
promotoruna gore sirastyla yaklasik 2 ve 6 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar, ADH3 promotorunun P. pastoris ile rekombinant protein iiretimlerinde
kullanilabilecek alternatif bir promotor olabilecegini ortaya koymustur.

Literatiirde ADH3 geninin isimlendirilmesinde farkliliklar goriilmektedir. P.
pastoris GS115 ve P. pastoris DSMZ 70382 suslarinin genom dizilisleri yakin zamanda
ortaya ¢ikarilmis ve bir tane alkol dehidrogenaz enzimini kodlayan gen
tanimlanabilmistir (De Schutter vd 2009, Mattanovich vd 2009). Ayn1 gen dizisi, US
8,222,386 no'lu patentte ADH1 geni olarak ve bu genin regiilasyonundan sorumlu
promotor bolgesi de ADH1 promotoru olarak isimlendirilmisken (Cregg ve Tolstorukov
2008), ikinci bir genom (DSMZ 70382 susu) dizilisinde de ADH2 olarak
isimlendirilmistir (Mattanovich vd 2009). Ancak NCBI veri tabaninda bu gen, S.
cerevisiae’ in Adh3 amino asit dizilimine benzerliginden dolay1 P. pastoris’te (GS115
susu) ADH3 olarak tanimlanmis ve isimlendirilmistir (De Schutter vd 2009). Yukarida
bahsedilen biitiin genler aym1 gen dizisine sahiptir. Onceki ¢aligmalarimizda ve bu
calismada veri tabani isimlendirmesi esas alinmis ve ADH3 promotoru olarak
kullanilmastir.

Bu tez c¢alismasinin konusu, P. pastoris etanol metabolizmasinda etanol
tilketiminden sorumlu olan Alkol Dehidrogenaz 3 (ADH3) geninin regiilasyonundan
sorumlu ADH3 promotorunun %100 olarak aktivite gosterdigi en kisa DNA bolgesinin
belirlenmesi, pozitif ve negatif diizenleyici bolgelerinin tespit edilmesi ve bu bolgelerin
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modifikasyonu ile farkli sentetik promotorlar elde edilmesidir. Bu amagla P. pastoris
ADH3 promotorunun sondan silme analizleri ile tam promotor aktivitesinden sorumlu
en kisa DNA bolgesi belirlenmistir. Belirlenen ADH3 promotor bélgesinde igten silme
analizleri gerceklestirilerek promotorun pozitif ve negatif regiilasyonundan sorumlu
DNA bolgeleri tespit edilmistir. Elde edilen veriler sentetik promotorlarin
olusturulmasinda ara¢ olarak kullanilabilecek farkli 6zellikte sonuglar veren DNA
bolgeleri sunmaktadir. Bunun sonucunda bes farkli sentetik promotor olusturulmustur
ve rekombinant protein iiretimlerinde test edilmistir.
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2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Rekombinant protein iiretiminde, kolay ve ucuz olmasi sebebi ile ilk tercih
genellikle prokaryotik ekspresyon sistemleri olmaktadir. Ancak okaryotik proteinlerin
prokaryotik sistemlerde tretimi sirasinda {iretilen proteinin stabil olmamasi ya da
biyolojik aktivitesini yerine getirememesi gibi problemlerle karsilagilabilmektedir.
Mayalarin hiicre i¢i ortami, Okaryotik proteinlerin dogru sekilde katlanmasi ig¢in
prokaryotik sistemlere gore daha uygundur (Cregg vd 1987). Okaryotik ekspresyon
sistemi olan mayalar, okaryotik proteinler igin elzem olan translasyon sonrasi
biyokimyasal  reaksiyonlar1  (disiilfit bagt olusumu, glikozilasyon  gibi)
gerceklestirebilirler (Cregg 2007). Ayrica genetik manipiilasyonlar1 da bakteriler kadar
kolaydir. Tiim bu sebeplerden dolay1 6karyotik proteinlerin iiretimi i¢in mayalar biiyiik
bir avantaj saglamaktadir.

Saccharomyces cerevisiae, kullanilan ilk oOkaryotik ekspresyon sistemidir.
Genetigi ve fizyolojisi ile ilgili ¢cok fazla bilgi bulunmasi nedeniyle en yaygin kullanilan
okaryotik konuk¢u durumundadir. Fakat her zaman en uygun ekspresyon sistemi olarak
kullanilamamaktadir. S. cerevisiae ile rekombinant protein tiretiminde; biiyiik 6l¢ekli
tiretimlerde plazmit kaybi, hiperglikozilasyon ve diisiik verim gibi dezavantajlar1 vardir
(Romanos vd 1992). Son zamanlarda S. cerevisiae’ya alternatif olarak metilotrofik bir
maya olan P. pastoris gelistirilmistir (Cregg vd 1993). Okaryotik bir mikroorganizma
olan P. pastoris, maya olarak S. cerevisiae’in molekiiler ve genetik manipiilasyonlar
bakimindan avantajlarina sahip olmakla birlikte S. cerevisiae’ya gore daha verimli bir
konuk¢u sistemdir (Balamurugan vd 2007). P. pastoris ozellikle endiistriyel alanda
rekombinant protein tiretimi i¢in miikemmel bir konuk¢u durumundadir (Daly ve Hearn
2005, Jungo vd 2007).

Metilotrofik bir maya olan P. Pastoris ilk olarak 1970'i yillarda Phillips Petrol
Sirketi (Bartlesville, Oklahoma, ABD) tarafindan metan gazinin tek hiicre proteinine
dontstiirilmesinde kullanilmis ve sirket tarafindan litrede 130 gramdan daha ¢ok kuru
hiicre yogunluklarina ulagilabilen fermentasyon prosesi gelistirilmistir. Ancak 1973'te
petrol krizinden sonra metanol maliyetinin artmasi ekonomik tek hiicre proteini
tiretiminin de sonu olmustur (Ahmad vd 2014) ve sonraki yillarda g¢alismalar P.
pastoris'in rekobinant protein iiretiminde konukgu olarak gelistirilmesine yonelmistir.
AOX1 promotorunun kontrolii altinda, tek hiicre proteini tretimi igin gelistirilmis
fermentasyon metotlar1 ile kombine edilerek gergeklestirilen bu ¢aligmalardan oldukga
basarili sonuglar elde edilmistir (Cereghino ve Cregg 2000). Rekombinant protein
tretiminde ilk defa Tschopp vd (1987) tarafindan kullanilan AOX1 promotoru
giinlimiizde dahi en yaygin kullanilan P. pastoris promotorudur.

P. pastoris, metanol besiyerinde gelisimi sirasinda, alkol oksidaz gibi enzimlere
yiiksek gereksinim duymaktadir (Porro vd 2005). P. pastoris genomunda alkol oksidaz
geninin AOX1 ve AOX2 olmak fizere iki kopyast bulunmaktadir. AOX1, hiicrede alkol
oksidaz aktivitesinin %85’inden sorumludur ve gii¢lii bir promotora sahiptir. P. pastoris
ile rekombinant protein iiretiminde, en yiiksek ekspresyon seviyesi (hiicre i¢i tiretimde
22g/L; hiicre dis1 iiretimde 15 g/L seviyelerine kadar) AOX1 promotoru ile saglanmigtir
(Vogl ve Glieder 2013). Buna ilaveten yapisal bir promotor olan GAP (gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz) promotoru da P. pastoris ile rekombinant protein iiretiminde
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yaygin kullanilan diger bir promotordur (Inan ve Meagher 2001, Cregg 2007). Fakat
hiicrede yabanci bir proteinin yapisal (constitutive) olarak ifade edilmesi toksik etki

yaratabileceginden, GAP promotorunun kullanimi AOX1 promotoru kadar yaygin
degildir (Cereghino ve Cregg 2000).

Indiiklenebilen promotorlar ile rekombinant protein iiretimi sirasindaki gen
ekspresyonu, indiikleme/baskilama yolu ile kontrol edilebilir. Biyokiitle birikimi ve
rekombinant protein Uretimi asamalarinin ayri olmasi indiiklenebilir promotorlarin
pratik uygulamalardaki baslica avantajidir ve bu durum toksik proteinlerin
uiretilmesinde de avantaj saglamaktadir (Macauley-Patrick vd 2005, Ahmad vd 2014,
Weinhandl 2014).

Metanol izyolunda bulunan indiiklenebilir diger giiglii promotor FLD1
promotorudur. Formaldehit dehidrogenaz enzimini kodlayan genin regiilasyonundan
sorumlu olup, karbon kaynagi olarak metanol veya azot kaynagi olarak metilamin
tarafindan indiiklenebilmektedir (Shen vd 1998). Metanol ve oleik asit ile
indiiklenebilen PEX8 ve etanol ile indiiklenebilen ICL1 promotorlar: da indiikelenebilir
P. pastoris promotorlarindandir. Ancak ekspresyon seviyelerinin diisiik olmasi
sebebiyle bu promotorlarin kullanimi1 yayginlasamamistir (Potvin vd 2012).

P. pastoris’te gliserol kosullarinda GCW14 olarak adlandirilan (glikozil
fosfatidil inositolii kodlayan) genin en yiiksek seviyede ifade edildigi gézlenmistir.
Karbon kaynag1 gliserolden metanole degistiginde ise ekspresyon seviyesinin AOX1’e
gbre ¢cok az oldugu ancak diger genlere gore belirgin diizeyde yiiksek oldugu tespit
edilmistir ve bu sonuglar GCW14’iin giiglii promotora sahip olabilecegini
diisiindiirmtistiir. Reporter gen olarak EGFP kullanilarak promotor aktivitesi test edilmis
ve bilinen giiglii yapisal promotorlar (Pter1 Ve Peap) ile karsilastirdiginda kayda deger
diizeyde daha giiclii promotor aktivitesi sergiledigi ortaya konulmustur (Liang vd 2013).

Literatiirde bulunan alternatif P. pastoris promotorlar1 ve yaklasik ekspresyon
seviyeleri Cizelge 2.1'de Ozetlenmistir. Bu promotorlarin  yaklagik ekspresyon
seviyeleri, GAP ve AOX1 promotorlarinin ekspresyon seviyelerine oranla verilmistir.
Farkl1 kiiltiir kosullarinda 6l¢iilen ekspresyon seviyeleri araliklar halinde verilmistir.

P. pastoris ile rekombinant protein tiretiminde kullanilan alternatif promotorlar
arasinda indiiklenebilir heterolog promotorlar da bulunmaktadir. S. cerevisiae CUP1
promotorunun P. pastoris’te aktif olarak cahisabildigi ve farkli Cu®* konsanstrasyonlari
ile istenilen seviyelerde indiiklenebildigi gosterilmistir (Koller vd 2000). Calismada 30
kat aktiviteye kadar asamali indiiksiyon gergeklestirilebilmistir. Chien ve Lee (2005)
mikroaerobik olarak indiiklenen P. stipitis ADH2 promotorunun P. pastoris’te
indiiklenebildigini ve %5 hava doygunlugunda (air saturation) %060 hava doygunluguna
gore 24 kat daha yiiksek rekombinant protein liretimi gerceklestigini géstermislerdir.
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Cizelge 2.1. P. pastoris promotorlari, regiilasyonlar1 ve ekspresyon seviyeleri (Vogl ve

Glieder 2013)

Gen adi Gen iiriinii Regiilasyonu EKspresyon seviyesi
AOX1 Alkol oksidaz 1 Metanol Gl
indiiksiyonu  (toplam mRNA’nin yaklagik
%5°1; toplam proteinin
yaklasik %30’u diizeyinde)
GAP Gliseraldehit 3- Yapisal Giiglii (AOX1 promotoruna
fosfat dehidrogenaz benzer)
AOX2 Alkol oksidaz 2 Metanol %5-10 (Paox1)
indiiksiyonu
DAS Dihidroksiaseton Metanol Giiglii (Paox:’e benzer)
sentaz indiiksiyonu
ENO1 Enolaz Yapisal %20-70 (Pgap)
FLD1 Formaldehit Metanol ve Giiglii (Paoxi1’e benzer)
dehidrogenaz metilamin
indiiksiyonu
GPM1 Fosfogliserat mutaz ~ Yapisal %15-40 (Pgap)
PET9 I¢ mitokondiyal Yapisal %10-1700 (Pgap)
membranda
ADP/ATP tastyici
PEX8 Peroksizomal Metanol veya Zayif
matriks proteini oleat
indiiksiyonu
TEF1 Translasyon uzama  Yapisal Gliglii (Pgap’a benzer)
faktori 1a
THI11  Tiamin Tiamin %70 (Pgap) (tiamin
biyosentezinde tarafindan bulunmayan ortamda)
gorev alan protein ~ tamamen
baskilanir

P. pastoris ekspresyon sistemini daha etkin ve verimli sekilde kullanmaya

yonelik ¢alismalar devam etmektedir (d’Anjou ve Daugulis 2001, Dietzsch vd 2001,
Potgieter vd 2009, Wang vd 2012). Dogal promotorlarda genetik modifikasyonlar
yapilarak, mevcut bu promotorlarin kullanim amacma yonelik gelistirilmesi bu
caligmalar arasindadir (Cos vd. 2006). Bu sayede ilgili promotor kullanilarak yabanci
bir proteinin ekspresyonu arttirilarak ya da azaltilarak istenilen sekilde
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yonlendirilebilmektedir. Giiglii promotorlar, toksik olmayan proteinlerin ekspresyon
kaseti kopya sayis1 diisiik olan klonlarda bile yiliksek ekspresyonuna olanak saglarken;
zayif promotorlar ile de hiicre i¢in toksik proteinler basarili bir sekilde
uretilebilmektedir. Ayrica, farkli giiclerde promotorlardan olusan promotor
kiitliphaneleri, genotip-fenotip karakterizasyonu ve istenilen protein verimi igin
optimum gen ekspresyon seviyesinin belirlenmesinde Onemli araglardir. Alper vd
(2005) fosfoenolpiriivat karboksilaz seviyesinin iireme verimi ve deoksi-ksiliiloz-P
sentaz seviyesinin likopen iiretimi iizerine etkisini karakterize edilmis promotor
kiitliphanesi kullanarak belirlemislerdir.

Hartner vd (2008) tarafindan yapilan ¢alismada AOX1 promotoru fiizerinde
transkripsiyon faktorleri baglanma boélgelerinin silinmesi ve eklenmesi ile promotor
kiitiiphanesi olusturulmustur Olusturulan kiitliphanede promotor aktiviteleri dogal
promotor aktivitesinin %6’s1 ile %160’1 arasinda degismektedir. Qin vd (2011)
tarafindan yapilan calismada mutant GAP promotorlarindan olusan ve promotor
aktivitesi dogal promotorun ~%0,6’s1 ile 19,2 kati arasinda degisen promotor
kiitiiphanesi elde edilmistir.

Literatiirde ekspresyon seviyesini arttirmaya yonelik arastirmalar arasinda ¢oklu
gen kopya sayist iizerine yapilmig calismalar da bulunmaktadir. P. pastoris’te gen
ekspresyon kasetleri genoma ¢oklu kopya olarak entegre edilebilmektedir. Ancak gen
kopya sayisinin etkisi proteinden proteine degisebilmektedir. Clare vd (1991) 19,
Vassileva vd (2001) 8 kopya sayisina kadar protein iiretiminde de lineer bir artis
gozlemislerdir. Zhu vd (2009) en iyi tiretimi 12 kopya ile elde ederken daha yiiksek
kopya sayilarinin rekombinant protein iretiminde onemli bir diisiise neden oldugu
belirlenmistir. Hohenblum vd. (2004) calismalarinda AOX1 ve GAP promotorlarini
farkli gen kopya sayilariyla karsilagtirmistir. GAP ile ekspresyonda 1,2 ve 3 kopya
arasinda fark gézlenmezken AOX1 promotoru ile 2 kopya iizerinde ekspresyonda diisiis
goriilmiistiir. Inan vd (2005) gen kopya sayisinin artigi ile hiicre dis1 tiretimin azaldigini
gostermistir. Hiicre i¢i hiicre dig1 toplam protein olarak hesaplandiginda kopya sayis1 ile
bir artig gdzlenmistir ancak iiretilen protein hiicre i¢inde birikmistir.

Rekombinant protein {iretimi sirasinda salgilama (sekresyon) miktarinda etkili
faktorler hedef proteinin 6zellikleri, konukcu hiicre ve kiiltiir kosullari, vektor sistemi,
promotor se¢imi, kodon kullanim tercihi, sinyal peptitleri, proteinin islenmesi,
katlanmasi ve sekresyonudur. Bu faktorlerden birinin yetersiz olmasi, protein verimini
olumsuz etkilemekte ve proteinlerin organellerde birikmesine neden olabilmektedir
(Idiris vd 2010). Inan vd (2006) yiiksek kopya klonlarda protein disiilfit izomeraz
enziminin  (endoplazmik retikulumda yanhs distlfit eslesmelerinin yeniden
diizenlenmesini saglayan enzim) overekspresyonu ile salgilama sistemindeki
endoplazmik retikuluma bagli degradasyonu azaltarak, hiicre dis1 salgilamay1
arttirmiglardir.

Tripsinojen {iretilen bir ¢alismada, gen kopya sayist ve ekspresyon arasinda
negatif korelasyon gozlenmistir. En yiiksek tripsin aktivitesi tek kopya ekspresyon
kaseti ile saglanmistir. Artan kopya sayilar1 iiretimi negatif yonde etkilemistir. Aym
caligmada dogal promotordan daha gii¢siiz bir sentetik promotor varyanti ile 4 kopyada
en iyi ekspresyon elde edilmistir (Ruth vd 2010).
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Marx vd (2009) ¢alismalarinda gen kopya sayisi ile protein iiretimini 7 kopyaya
kadar arttirmiglardir. Ancak rekombinant proteinin (hsOD, insan siiperoksit dismutaz)
overekspresyonu biyokiitle verimini %75’e¢ dislirmiistir. Nocon vd (2014),
rekombinant proteinin overekspresyonunun hiicrenin birincil metabolizmasini direkt
olarak etkilemesinden yola c¢ikarak, genom diizeyinde metabolik modelleme
gelistirmistir.  Bu amagla rekombinant protein {iretiminin arttirilmasinda rol
oynayabilecek metabolik genlerin silinmesi veya overekspresyonu iizerine ¢alisiimistir.
Test edilen 9 genden 5’inin tekli modifikasyonu (overekspresyon veya nakavt)
rekombinant protein iiretiminin artmasinda etkili olmustur.

P. pastoris, basta glukoz olmak iizere gliserol, metanol, sorbitol, mannitol vb.
karbon kaynaklarinin yani sira etanolii de karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir
(Inan ve Meagher 2001). P. pastoris ile metabolik calismalar metanol, glukoz ve
gliserol lizerine yogunlasmistir. Ancak P. pastoris etanol metabolizmasi hala tam olarak
aydinlatilamamugtir. P. pastoris crabtree-negatif bir mayadir ve teorik olarak aerobik
ortamda yiliksek karbon konsantrasyonunda etanol tiretimi gergeklestirmez. Crabtree-
pozitif olarak siniflandirilan ekmek mayasinda (S. cerevisiae) ise aerobik sartlarda
yiikksek seker (glukoz) konsantrasyonunda etanol tretimi gergeklesir (van Urk vd.
1989). P. pastoris’in crabtee-negatif dogasi, fermentasyonlarda yiiksek hiicre
yogunluklarina ulagabilmesini saglamaktadir (Hartner vd, 2008). Ancak bizim
caligmalarimizda ve literatiirde ulasilan ¢alismalarda P. pastoris’in oksijenli
fermentasyon ortaminda az da olsa etanol irettigi ve bu yan {irlin olarak tiretilen
etanoliin AOX1 promotorunu baskilayarak rekombinant protein iiretimini olumsuz
etkiledigi ortaya konulmustur (Inan ve Meagher 2001, Sohn vd. 2010). Fakat GAP
promotoru kontrolii altinda rekombinant protein liretimi esnasinda, oksijen seviyesinin
hipoksik (hypoxic) sartlara diistiigii anda (oksijen seviyesinin aerobik organizmalar i¢in
kritik seviyeye indigi zaman), ortamda etanol olustugu ve etanoliin ilerleyen sathalarda
katabolize edildigi gozlenmistir. Bu sartlarin da GAP promotoru altinda rekombinant
protein liretimini arttirdig ortaya konulmustur (Baumann vd 2008).

Etanol metabolimas1 iizerine ¢alismalar daha ¢ok S. cerevisiaee'ya
yogunlagmistir ve bu konuda kapsamli bilgiler literatiirde bulunmaktadir.. Diger
mayalarda da S. cerevisiase ile edinilen bilgilerden faydalanilarak etanol metabolizmasi
tizerine ¢alismalar yapilmistir (Saliola vd 1990, Cho ve Jeffries 1998). P. pastoris'e
yakin mayalarda (P. stipitis, P. anamola vb.) biri iiretimden biri tiiketimden olmak
tizere en az iki gen karakterize edilmistir (Cho ve Jeffries 1998, Fredlund 2004).

P. pastoris ADH3 geni onceki ¢alismalarimizda karakterize edilerek P. pastoris
etanol tiiketiminden sorumlu tek gen oldugu ortaya konulmus (Karaoglan vd 2016a) ve
bu genin regiilasyonundan sorumlu ADH3 promotorunun rekombinant protein
tiretiminde kullanilabilirligi P. pastoris ile en yaygin kullanilan AOX1 ve GAP
promotorlar1 ile karsilastirilarak test edilmistir (Karaoglan vd 2016b). Calismada
raportdr gen olarak ksilanaz enzimini kodlayan XylB geni kullanilmis ve promotor
giicleri ksilanaz aktivitesi ol¢iilerek belirlemistir. ADH3, AOX1 ve GAP promotorlari ile
fermentor kosullarinda 72 saat iiretimin sonunda en yiiksek enzim aktivitesi ADH3
promotoru ile kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar rekombinant protein tiretimlerinde
ADH3 promotorunun AOX1 ve GAP promotorlarina alternatif giicli bir promotor
oldugunu gostermistir. Daha once ADH3 promotorunun (patentte ADH1 olarak
isimlendirilmistir) rekombinant protein iiretiminde kullanilabilirligi {izerine bir patent
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(Cregg ve Tolstorukov 2012, US 8,222,386) olmasina ragmen, bu patent ADH3
promotorunun giiciinii diger promotorlarla karsilagtiran herhangi bir deneysel sonug
icermemektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda P. pastoris ADH3 promotorunun aktivitesinde rol
oynayan diizenleyici DNA bolgeleri (Upstream elementler) sondan ve igten silme
analizleri ile arastirtlmistir. Upstream elementler uzunlugu genellikle 10-30 bg arasinda
degisen kisa DNA dizileridir. Bu elementlerin pozisyonlar1 farkli genlerde degismekle
birlikte genin baglatma kodonuna gore -100 ila -1500 bg arasindaki bir bolgede
bulunabilmektedir (Struhl, 1989). Bu tez ¢alismasinda sondan silme analizleri -2000 bg
ile -1500 bg¢ arasinda kayda deger bir fark goriilmemesi iizerine, -1500 b¢ bdlgeden
baglatilarak 100'er b¢ olarak gerceklestirilmistir. Promotor aktivitesinin degismeden
devam ettigi en kisa DNA bolgesi tespit edilerek, bu bolge lizerinde icten silme
analizleri ile devam edilmistir. Promotor tizerinde silindiginde; promotor aktivitesinde
diistise neden olan bolgeler pozitif regiilasyondan sorumlu boélge (UAS, Upstream
activator Site), aksine promotor aktivitesinde artisa neden olan bolgeler negatif
regiilasyondan sorumlu bolge (URS, Upstream Repressor Site) olarak
tanimlanmaktadir.

S. cerevisiae'de ise etanol tiiketiminden ADH2 geni sorumludur. S.cerevisiae
ADH?2 promotorunda UAS1 ve UAS2 olmak iizere iki regiilatér bolge tanimlanmaistir.
Adrlp, ADH2 promotorunun major aktivatorii olarak UAS1 bdlgesine baglandigi
belirlenmistir (Shuster vd 1986, Yu vd 1989, Donoviel vd 1995).

Donoviel vd (1995) tarafindan UAS1 ve UAS2 arasindaki interaksiyon
arastirilmistir. Bu kapsamda UAS2’nin yonii (orientation), UAS2 kopya sayisinin etkisi
ve heliks yapida pozisyonun etkisi incelenmistir. Sonuglar UAS2’ye baglanan
transkripsiyon faktorii ile Adrlp (UASI transkripsiyon faktori) arasinda oryantasyona
bagli bir interaksiyon oldugunu gdstermistir. Oyle ki, ters oryantasyon veya yanlis
pozisyonda yerlesmeye bagl olarak Adrl ve UAS2’ye baglanan transkripsiyon faktorii
arasinda uygun interaksiyon gerceklesememektedir. Ayrica UAS2 kopya sayist arttikca
ADH2 ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. Bu durum da yine benzer sekilde UAS1
ve UAS2’nin transkripsiyon faktorlerinin interaksiyonunu azaltan bir etkinin sonucudur.
Ciinkii artan UAS2 kopya sayisi, Adrlp ile etkilesime giremeyen transkripsiyon
faktorleri ihtimalini arttirmaktadir. Diger UAS bdélgelerini igermeyen bazal promotorda
ve Adrlp nakavt susta UAS2 kopya sayisinin artmasi ile ekspresyonun da artmasi ve
UAS2 oryantasyonunun degistirilmesinin aktiviteyi etkilememesi, transkripsiyon
faktorleri arasinda etkilesim oldugunu dogrulamaktadir (Yu vd 1989, Donoviel vd
1995). Walther ve Schiiller (2001) tarafindan yapilan ¢alismada ADH2 derepresyonunda
Adrlp’nin UASI’e, Cat8’in UAS2’ye baglanarak sinerjik olarak rol oynadigi ortaya
konulmustur.

Bu tez caligmasinda belirlenen pozitif regiilasyondan sorumlu bdlgeler (UAS)
kullanilarak, rekombinant protein iiretimine yonelik farkli sentetik promotorlar dizayn
edilmistir. ADH3 promotorunun silme analizleri ile elde edilen sonuglar promotorun
daha etkin kullanilabilmesini saglayacak 6nemli veriler sunmakla birlikte, P. pastoris
etanol metabolizmasinin aydinlatilmasinda yol gosterici olacaktir.



MATERYAL ve METOT Fidan ERDEN KARAOGLAN

3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Suslar, plazmitler ve besiyerleri

Calismalarda kullanilan P. pastoris X33 (Wild-type) ve GS115 (his4,
Invitrogen) suslari kullanilmigtir. P. pastoris i¢in YPD (%1 maya ekstrakti, %2 pepton,
%2 glukoz), MG (%1.34 YNB, %4x10-5 biotin ve %2 gliserol) ve ME (%1.34 YNB,
%4x10-5 biotin ve %1 etanol), BMGY (%2 pepton, %1 maya ekstrakti, %1.34 YNB,
%4x10-5 biotin, %2 gliserol ve 100 mM potasyum fosfat, pH 6) ve BMEY (%2 pepton,
%1 maya ekstrakti, %1.34 YNB, %4x10-5 biotin, %1 etanol ve 100 mM potasyum
fosfat, pH 6) besiyerleri kullanilmistir. Klonlama ve plazmitlerin elde edilmesinde
Escherichia coli XL1-Blue susu kullanilmigtir. E. coli hiicrelerinin gelistirilmesinde LB
besiyeri (%0.5 maya ekstrakti, %1 pepton ve %1 NaCl) uygun antibiyotik eklemeleri ile
hazirlanmstir.

Rekombinant protein iiretimi igin ekspresyon vektorii olarak tarafimizdan
olustulmus dogal ve mutant ADH3 promotorlarini iceren marker gen olarak HIS4 ve
raportdr gen olarak Aspergillus niger ksilanaz geni (XyIB) iceren pPICZaA plazmidi
kullanilmustir.

3.1.2. Kimyasallar ve enzimler

Calismada kullanilan kimyasallarin tiimii molekiiler biyoloji kalitesinde olup
Sigma-Aldrich (ABD), Difco (Fransa) ve Merck (Almanya) markalarindan temin
edilmistir. Restriksiyon enzimleri ve enzimlerin tampon ¢ozeltileri Fermentas (ABD)
firmasindan temin edilmistir. Enzimler iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda
kullanilmastir.

3.1.3. Primerler

Tim primer dizaynlari ve DNA analizleri icin DNAMAN 7.0 (Lynnon
Corporation) programi kullanilmistir. Primerler Macrogen Inc. (Seul, Giiney Kore)
firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan primerler Ek 8.1°de verilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Genel molekiiler biyoloji teknikleri

Molekiiler klonlama teknikleri Sambrook ve Russel’a (2001) ve kit
protokollerine gore gerceklestirilmistir. Gen ve protein taramalarinda Ulusal
Biyoteknoloji  Bilgi  Merkezi  Network  Servisi  (Bethesda, MD, ABD;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.2.1.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in saf kiiltiirden 3 mL YPD s1v1 besiyerine ekim yapilmis ve
calkalamali inkiibatdrde (Excella E24, New Brunswick Scientific, NJ, ABD) yaklasik
24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen hiicre kiltiirii ¢oktiiriilerek
genomik DNA izolasyonunda kullanilan hiicre peleti elde edilmistir. Maya
hiicrelerinden genomik DNA izolasyonu MasterPure Yeast DNA Purification Kit
kullanilarak iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda gergeklestirilmistir. Elde edilen
DNA izolatlar1 PZR ve Southern blot analizlerinde kullanilmak tizere 4°C'de muhafaza
edilmisgtir.

3.2.1.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR reaksiyonlarinin  gergeklestirilmesinde Thermal Cycler (Biometra
Professional) cihazi kullanilmistir. PZR reaksiyon karisimi ve miktarlar1 Cizelge 1'de
verilmistir. PZR 1s1 dongii programi igin siire ve sicaklik kosullart Cizelge 2'de
verilmistir. Elde edilen PZR f{irlinlerinin 5’er pl’si %1 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve
beklenen DNA parcalarinin dogrulugu kontrol edilmistir.

Cizelge 3.1. PZR reaksiyon karigimi

Son Hacim
Konsantrasyon
10X KOD reaksiyon tamponu 1X 20 uL
2mM dNTP Karigimi 0,2 mM 20 uL
25 mM MgSO, 1,5mM 12 uL
10 uM Forward primer 15 pmol 6 uL
10 uM Reverse primer 15 pmol 6 uL
Template DNA (5 ng/uL) 2 uL
KOD polimeraz (1U/uL) 0,02 U/uL

Toplam 200 pL

Cizelge 3.2. PZR 1s1 dongii programinda uygulanan sicaklik ve siire kosullari

Sira Basamak Sicaklik Siire Sirkiilasyon
1 Denatiirasyon 95°C 02:00
2  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 Son uzama 70°C 05:00
6 Bekleme 4°C 0

10
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3.2.1.3. Agaroz jel elektroforezi

PZR firiinlerinin varligi/dogrulugu ve restriksiyon endoniikleazlar1 ile yapilan
kesimlerin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile gerceklestirilmistir. Agaroz jel
hazirlanirken, 1xXTAE (Tris-Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM
EDTA) tampon ¢ozeltisine %1 oraninda agaroz (SeaChem, FMC Bioproducts, ME,
ABD) ve 1uL/50 mL olacak sekilde etidiyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL) ilave
edilmistir. Uygun ebatta ve sekilde secilen jel kaliplarina dokiilerek jel donuncaya kadar
beklenmis ve jel blogu elde edilmistir.

Jel kuyularina yiiklenecek 6rnekler 5 pL 6rnegin ve 1 uL 6x Loading Dye jel
yiikleme tamponunun ultra saf su ile seyreltilmesiyle toplam 10-20 pl hacimde
hazirlanmistir. Jel blogu 1xTAE tampon i¢inde tutularak oOrnekler jel kuyularina
yiiklenmistir. Elektroforez uygulamalari 120 V dogru akim altinda, 45-90 dk siire ile
gerceklestirilmistir. Agaroz jel iginde molekiiler biiyiikliiklerine gore yatay bantlara
ayrilan DNA molekiilleri UV 151k (312nm) kaynagindan yararlanilarak jel goriintiileme
sistemi (Vilber Lourmant E-Box-VX2) ile goriintiilenmistir. Agaroz jel isemlerinde
markir olarak (M) GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas) kullanilmustir.

3.2.1.4. E. coli ve P. pastoris hiicrelerinin transformasyona yetenekli hale
getirilmesi

E. coli hiicrelerinin transformasyona yetenekli halde getirilmesinde CaCl,
yontemi kullanilmistir. LB Miller plakadan alinan tek koloni 3 mL LB Miller sivi
besiyerine ekilmis ve 37°C’de c¢alkalamali inkiibatorde gece boyu inkiibasyona
birakilmstir.

Gelisen kiiltiiriin optik yogunlugu 6lgiilerek, 150 mL LB Miller besiyerine 0,01
OD degeri ile baglatacak sekilde ekim yapilmistir ve hiicreler 0,35 OD’ye ulasincaya
kadar 37°C ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicreler beklenen OD degerine
ulastiginda buz iizerinde 20 dak. inkiibe edilmis ve ardindan 3000xg’de 4°C’de 10 dak.
santrifiijlenerek hasat edilmistir. Elde edilen hiicre peleti 20 mL soguk (buz iizerinde
sogutulmus) 0,1 M CaCl, ¢ozeltisi ile siispanse edilmistir ve 30 dak. buz iizerinde
bekletilmistir. Ardindan yeniden santrifiijlenerek elde edilen hiicre peleti %15 gliserol
iceren 0,1 M CaCl; ¢ozeltisinde (5 mL) ¢oziilmiis ve 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine
100’er pL olarak dagitilmistir. Hazirlanan kompetent hiicreler -80°C’de muhafaza
edilmistir.

P. pastoris hiicreleri lityum asetat yontemine gore (Wu ve Letchworth 2004)
transformasyona yetenekli hale getirilmistir. Agar plakadan alinan tek koloni 3 mL
YPD sivi besiyerine ekilmistir ve 28°C’de c¢alkalamali inkiibatorde gece boyu
gelistirilmistir. Gelisen kiiltirden 50 mL YPD sivi besiyerine baglangi¢ hiicre
yogunlugu 0,1 OD olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicreler 28°C’de ¢alkalamali
inkiibatorde 1,5 OD’ye kadar inkiibe edilmistir. Kiiltiir beklenen OD degerine
ulastiginda 3000xg’de 5 dak. santrifiijlenerek hiicreler hasat edilmistir. Elde edilen
hiicre peleti 10 mL resiispansiyon ¢ozeltisinde (100 mM LiAc, 10 mM DTT, 0,6 M
sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH 7,5) ¢oziilerek 30 dak. oda sicakliginda bekletilmistir.
Ardindan hiicreler santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve soguk (buz iizerinde sogutulmus)1
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mL 1 M sorbitol i¢inde ¢oziilmiistiir. Sorbitol ile yikama islemi 2 kez tekrar edilmistir.
Santrifiijlenerek elde edilen hiicre peleti %20 gliserol iceren 1 M sorbitol ¢ozeltisi
icinde siispanse edilmistir ve 80 uL hacimde dagitilarak -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.5. DNA parc¢alarinin plazmide ligasyonu

DNA pargalarinin plazmidlere ligasyonu Rapid DNA Dephos and Ligation Kit
(Roche, Almanya) kullanilarak iretici firmanin talimatlar1  dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Reaksiyon toplam 20 pL hacimde 50 ng vektor ve vektor/insert
orani molar olarak 1/3 olacak miktarda insert i¢erecek sekilde hazirlanmistir. Ligasyon
islemi 22°C’de 15 dak. siirede gergeklestirilmis ve ligasyon karisimi ile transformasyon
islemine gecilmistir. Artan ligasyon karisimi -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.6. E. coli ve P. pastoris hiicrelerine transformasyon

Buz iizerinde ¢ozdiiriilen transformasyona yetenekli E. coli hiicrelerine 1-5 ul
plazmit ¢ozeltisi veya ligasyon karisimi dogrudan ilave edilmis ve 30 dak. siire ile buz
tizerinde bekletilmistir. Ardindan hiicreler 42°C’ye ayarlanmis 151 blogunda (Techne
Dri-Block DB-2D) 60 sn tutularak 1s1 soku uygulanmis ve ardindan buz iizerine alinarak
5 dk bekletilmistir. Daha sonra tiipe 200 pl sivi Luria-Bertani (LB) besiyeri ilave
edilmis ve 1 saat siireyle 37°C’de galkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.
Elde edilen hiicre s1vis1 25 pg/mL zeosin iceren LB Lennox agar petrilerine ekilmis ve
37°C’de gece boyu iiremeye birakilmistir.

Transformasyona yetenekli maya hiicreleri buz iizerinde ¢ozdiiriilmiis ve iizerine
lineer hale getirilmis plazmitlerden 1-10 pL olacak sekilde ilave edilmistir. Ardindan
buz iistiinde bekletilerek sogutulmus 2 mm yilizey genisligine sahip elektroporasyon
kiivetlerine aktarilmistir. Eppendorf Eporator (Ependorf Eporator 4309) cihazinda 1500
V gerilimde ve 5 ms silire ile elektrotransformasyon islemi gergeklestirilmistir.
Transformasyon isleminin ardindan hiicreler buz iizerine alinarak tiipe 1 mL buz
tizerinde sogutulmus 1 M sorbitol ¢o6zeltisi ilave edilmistir. Karigim 1,5 ml
mikrosantrifiij tiiplerine alinmig ve 1 saat 30°C’de inkiibe edildikten sonra segici
besiyerine yayma yontemi ile ekilmis ve 2-3 giin boyunca 30°C’de inkiibe edilmistir.

3.2.1.7. Southern blot analizi

Ekspresyon kasetinin entegrasyonunun kontrolii ve kopya sayisinin belirlenmesi
i¢in yapilan Southern blot analizi Inan vd (2007) gére gerceklestirilmistir.

Southern blot analizinde kullanilan prob olarak HIS4 geninden HIS4618F-
HIS41146R primerleri ile ¢ogaltilan yaklasik 530 bg¢ uzunlugundaki PZR iirliniiniin
digoksigenin (DIG) ile etiketlenmesiyle elde edilmistir. Probunda etiketlenmesinde DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit 1l (Roche, Almanya)
kullanilmistir. Etiketlenen probun etkinligi kit ile saglanan standart DIG etiketli DNA
ile karsilastirilarak test edilmistir.
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Elde edilen transformantlardan genomik DNA izolasyonu yapilmis ve uygun
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Restriksiyon isleminin ardindan %0,8 agaroz jele
yiiklenen 6rnekler 1XTAE tamponu iginde 120V gerilimde 2 saat yiiriitiilmiistiir.

Elektroforez isleminin ardindan DNA jeli 45 dk denatiirasyon ¢ozeltisi (1.5M
NaCl, 0,5M NaOH) ile ardindan 30 dk nétralizasyon ¢ozeltisi (1,5M NaCl, 0,5M Tris-
HCI (pH 7,5), ImM EDTA) ile orbital galkalayici iizerinde muamele edilmistir. Bu
islemin sonunda DNA nin naylon membrana transferi ile analize devam edilmistir.

Naylon membran (20%x20 cm Positively Charged Nylon Membran, Roche,
ABD), 10xSSC blotlama tamponu (3M NaCl, 0,3M Sodyum Sitrat, ImM EDTA) ile
islatilmigtir. Southern blot diizenegi kurulmus ve membran, jelin alt ylizii ile temas
edecek sekilde jelin iizerine yerlestirilmistir. Transfer islemi yaklasik olarak 3 saat
stirdtirtilmiistiir

Transfer isleminin ardindan membran oda sicakliginda 5 dakika kurutulmus ve
ultraviyole ¢apraz baglayict (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, UVP, CA, ABD) ile 3
kez 120mJ UV 1511 uygulanarak DNA molekiilleri membran iizerine baglanmistir.
Daha sonra membran, 41°C’de 1 saat 6n hibridizasyon ¢ozeltisi (DIG Easy Hyb, Roche,
Almanya) ile muamele edilmistir. Ardindan DIG etiketli probu igeren hibridizasyon
cozeltisi eklenerek ayni sicaklikta gece boyu hibridizasyona birakilmistir. Hibridizasyon
islemimin sonunda yikama islemlerine gegilmistir. Hibridizasyon tiipline dnce birinci
yikama ¢ozeltisi (2xSSC+%0,1 SDS) eklenmis ve oda sicakliginda 5’er dakika olmak
tizere islem iki kez tekrar edilmistir. Ardindan 68°C’de 15’er dakika olmak {izere 2 kez
ikinci yikama ¢ozeltisi (0,5%SSC+%0,1 SDS) ile muamele edilmis ve immiinolojik
tayine gecilmistir.

Membran, isleme uygun bir kaba alinarak, orbital calkalayici {izerinde 1 saat
kapatma tamponu (1xDIG Blocking Solution, Roche) uygulanmistir. Yikama tamponu
(0,1 M Maleik asit pH 7,5, %0,3 (v/v) Tween 20) ile 2 kez 5’er dakika yikandiktan
sonra 1 saat anti-DIG-Alkalin Fosfataz antikor ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Yikama
isleminden sonra 5 dak dedeksiyon tamponunda (0,1 M Tris pH 9,5 ve 0,1 M NaCl)
bekletilmistir. Ardindan dedeksiyonu gergeklestirmek i¢in, membran seffaf propilen zar
icine yerlestirilerek lizerine CSPDR (alkalin fosfataz substrati, Roche) damlatilmistir.
Oda sicakliginda 5 dak ardindan 37°C’de 10 dk inkiibe edildikten sonra X-1sin1 film
kasedine yerlestirilmistir. Sonraki islemler karanlik odada gerceklestirilmistir. X-151n1
filmi ile st tiste 20-60 dak inkiibe edildikten sonra Kodak film gelistirme ¢ozeltileri ile
muamele edilerek goriintiileme gergeklestirilmistir.

3.2.1.8. SDS-PAGE analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) OWL P8D8 (Thermo
Scientific) cihazi ile %5 polyakrilamit yiikleme jeli ve %10 poliakrilamit ayirma jeli
olacak sekilde hazirlanarak yiiriitilmiistiir.

Stipernatan ornekleri toplam 25 pl'de hacimde 4X SDS jel yiikleme tamponu

(200 mM Tris-Cl, pH 6,8, %8 SDS, %0,4 bromphenol blue, %40 glycerol, 100 mM
DTT) ile hazirlanarak 70°C’de 10 dak. denatiire edilmistir. Ardindan 20ul’lik kismi jele
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yiiklenmistir. Elektroforez islemi, 1xTGS (0,025 M Tris base, 0,192 M Glycine, %0,1
SDS, pH 8,3) tamponunda 150 V degerinde 60 dak. yiiriitiilmesi ile gergeklestirilmistir.

Goriintiileme islemi igin jel, IRDye Blue Protein Stain (Licor Odyssey) ile 1 saat
siire ile orbital ¢alkalayici iizerinde boyanmistir. Saf su ile 15 dak. yikandiktan sonra
LiCor (Odyssey) ile taranmistir.

3.2.2. Diger biyokimyasal analizler

3.2.2.1. Ksilanaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi, ksilandan serbest birakilan indirgen sekerin 6l¢iilmesi ile tespit
edilmistir (Karaoglan vd 2016b). Deney oncesi test edilerek belirlenecek olan diliisyon
faktorii kadar diliisyon edilen 6rnek (0,1 mL), 0,9 mL %I1’lik (agirlik/hacim)
beechwood ksilan igeren 0,05 M sodyum sitrik asit tamponuna (pH 5) eklenmistir.
Reaksiyon karigimi 50°C” de 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
reaksiyon karistmindan 100 pL alinmig ve 900 pL DNSA durdurma c¢ozeltisi igine
eklenmistir. Karisim 5 dakika siire ile kaynatilmis ve sogutulduktan sonra 540 nm dalga
boyunda spektrofometrik olarak absorbanslar kaydedilmistir. Okuma sonucu agiga
cikan indirgen seker miktar1 dinitrosalisilik asit (DNSA) metodu ile tespit edilmistir.
Kor ornekler substrata enzimin eklenmesinden hemen sonra reaksiyonun durdurulmasi
ile hazirlanmistir. Bir iinite ksilanaz aktivitesi, 1 dakikada, deney kosullarinda, 1pmol
indirgen sekeri (glikoza esdeger) iiretmek icin gereken enzim miktar1 olarak
tanimlanmistir. Standart kurve 1-10 pmol ksiloz ile ¢izilmistir.

3.2.2.2. Toplam protein ol¢iimii

Hiicre slipernatantlarinin protein igerigi Pierce Coomassie (Bradford) Assay Kit
(Thermo Scientific, ABD) kullanilarak iretici firmanmn talimatlar1 dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Orneklerin protein konsantrasyonlar1 BSA standart soliisyonlarmin
absorbans degerleri referans alinarak belirlenmistir. Deneyler sirasinda elde edilen
standart grafiklerden biri Ek 8.2’de verilmistir.

3.2.3. ADH3 promotor bélgesinin belirlenmesinde sondan silme analizi

ADH3 promotor bdlgesinin belirlenmesi icin ilk olarak promotor bdlgesinin
yaklagik olarak belirlenmesi amaciyla promotor 2000 (Niikleotit -2000 ila 0), 1500
(Niikleotit -1500 ila 0), 1000 (Niikleotit -1000 ila 0) ve 500 (Niikleotit -500 ila 0) bg
olmak iizere 4 bolgeye bolinmistiir (Sekil 3.1). Parantez iginde gosterilen negatif
sayilar promotorun translasyon baslatma kodonuna gore pozisyonlarini belirtmektedir.
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ADHS3 promotor ADHA-R
q—

) Promotor 1 (2000 b)
—

ADH3-F1 | > Promotor 2 (1500 bg)

—
ADH3-F2 I > Promotor 3 (1000 bg)
—
ADH3-F3 — Promotor 4 (500 bg)
—
ADH3-F4

Sekil 3.1. ADH3 Promotorun yaklasik olarak belirlenmesinde sondan silme analizinin
sematik gosterimi

Aktivitenin degismeden devam ettigi en kisa bolge tespit edilerek promotor
bolgesi yaklasik olarak belirlenmistir. Ardindan belirlenen bolge {lizerinde 100°er bg
olarak sondan (5’ ucundan) silme analizi ger¢eklestirilmistir (Sekil 3.2). Promotor
aktivitesinin %100 olarak devam ettigi en kisa DNA bolgesi ADH3 promotoru olarak
belirlenmistir.
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TATA = Sus
1000 box (Raportér)

PADH3-1000p

PADH3-900p

PADH3-800p

PADH3-700p

PADH3-600p

PADH3-500p

PADH3-400p

PADH3-300p

vV mmmmmp PA0H3-200p
-100

PADH3-100p

T

ﬁ

Sekil 3.2. ADH3 promotor bodlgesinin belirlenmesinde sondan silme analizinin sematik
gosterimi

Farklt uzunluklardaki dogal ADH3 promotor bdolgeleri BamHI restriksiyon
bolgesi eklenmis forward primer ve Asull restriksiyon bolgesi eklenmis reverse
primerler kullanilarak X33 genomik DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen
PZR iirtinleri BamHI-Asull ile kesilmis ve BgllI-Asull ile AOX1 promotoru diisiiriilmiis
pPICZaA plazmidine baglanmistir. Elde edilen plazmitler pADH3ZaA-2000,
PADH3ZaA-1500 seklinde isimlendirilmistir.

Ekspresyon vektoriinde marker gen olarak HIS4, raportdr gen olarak ksilanazi
kodlayan XyIB bulunmaktadir. Bu genler dncelikle pPICZoA plazmidine baglanmistir.
XylIB geni pPICZaA plazmidine Xhol-Xbal klonlama bolgesinden baglanmis ve elde
edilen plazmit pPICZoA-XylB olarak isimlendirilmistir. HIS4 geni, ticari pAO815
plazmidinden Bglll-BamHI ile kesilerek elde edilmis ve BamHI ile dogrusal hale
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getirilen pPICZaA-XylB plazmidine baglanmistir. Boylece pPICZoA-XyIB/HIS4
plazmidi olusturulmustur. Ileri asamalarda diger ekspresyon vektérleri olusturulurken
de XylB ve HIS4 genlerinin ekspresyon vektoriine klonlanmasinda pPICZoA-
XyIB/HIS4 plazmidi kullanilacaktir.

Ekspresyon vektorleri (DADH3ZoA-XyIB/HIS4), "pADH3ZaA" ve "pPICZoA-
XyIB/HIS4" plazmitlerinin Xhol-Smal bdlgesinden baglanmasi ile olusturulmustur.
Baglanan parcalar pADH3ZaA plazmidinin  Xhol-Smal kesimi sonucu ADH3
promotorunu iceren kismi ile pPICZaA-XyIB/HIS4 plazmidinin Xhol-Smal kesimi
sonucu XylIB ve HIS4 genini igeren kismidir.

Olusturulan tiim plazmitler Kpn2l enzimi ile HIS4 geninden dogrusal hale
getirilmis ve P. pastoris GS115 susuna aktarilmistir. Ekspresyon kasetinin P. pastoris
genomuna entegrasyonu his4 lokusundan gergeklestirilmistir.

Bu tez calismasinda bulunan tiim ekspresyon plazmitleri ayni strateji ile
olusturulmustur. Yukarida ayrintili sekilde anlatilan klonlama agamalar1 Sekil 3.3'de
sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Caligmada ekspresyon vektorlerinin olusturulmasinda kullanilan genel
klonlama stratejisi
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3.2.4. ADH3 promotorunun diizenlenmesinden sorumlu bélgelerin
belirlenmesinde igten silme analizi

ADH3 promotoru iizerinde diizenleyici bolgelerin belirlenmesi amaciyla
promotor iizerinde sistematik i¢ten silme analizi gerceklestirilmistir. Mutant ADH3
promotor bolgeleri overlap PZR yontemi kullanilarak elde edilmistir.

Yontemin prensibine gére DNA f{iriiniinde istenilen degisiklik primerler ile
gerceklestirilir. Mutasyona ugratilmak istenen DNA {iriinii birbirlerine kaynasabilecek
iki DNA parcast halinde cogaltilir. Kaynasma, bu iki DNA pargasinin kaynasma
bolgesini ¢ogaltan primerlerde birbirlerini tamamlayan uzantilarin bulunmasi sayesinde
gerceklesir. Iki parca halinde cogaltilan DNA iiriinii kalip DNA olarak kullanilarak,
parcalar1 distan ¢ogaltan primerler ile yeniden PZR ile mutant DNA {irlinii elde edilir.
Overlap PZR yontemi Sekil 3.4’de sematize edilerek gosterilmistir. Sekilde de
goriildigi gibi silinmesi hedeflenen bolge mavi bolgedir. Mavi bolgenin solunda kalan
bolgenin c¢ogaltilmasinda kullanilan reverse primer ile saginda kalan bdolgenin
cogaltilmasinda kullanilan forward primer overlap primerlerdir. Silme isleminin
sonunda aradan c¢ikarilmasi hedeflenen mavi bolgeyi kusatan bdlgeler primerler
iizerinden birlestirilmis haldedir (kirmizi ve mor bdlge). Iki parca halinde cogaltilan
DNA bolgelerinde kirmizi ve mor renkli bolge ortaktir. Teorik olarak PZR
reaksiyonunda iki DNA zinciri birbirinden ayrildiktan sonra tekrar birlesirken bu iki
DNA bolgesi (sol ve sag) kirmizi ve mor bolgeden birlesecek ve uzayarak
tamamlanacaktir.

silinecek bélge

L

kahp DNA |:> | [ F —
L

primerler |:> | |  — | |
Elde edilen |
PR trinleri > 0 O [ |
 —— el |

Elde edilen PZR
iiriinleri kalp I
olarak

‘ |

\

kullamlarak
gerceklestirilen ‘ |
PIR

—
Istenilen hilge ‘ |
silinmis olan PZR |:> ‘

firiinleri 4 |

Sekil 3.4. Overlap PZR yonteminin sematik gésterimi
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ADH3 promotorunda (900 bg) igten silme analizi Sekil 3.5’de sematize edilerek
gosterilmistir. DNA heliks yapisinda her bir doniisiin 11 bg¢ oldugu goéz Oniinde
bulundurularak igten silme analizinde silinen parcalar 99 b¢ olarak 11’in kati seklinde
belirlenmistir. Ayrica silme noktalarinin da analiz edilebilmesi i¢in, silinecek her bir
parca bir 6nceki pargadan 22 b¢ DNA dizisi igerecek sekilde tasarlanmastir.

Elde edilen mutant promotorlar BamHI-Asull enzimleri kesilmis ve BglII-Asull
enzim reaksiyonu ile AOX1 promotoru diistiriilmiis pPICZaA plazmidine baglanmistir.
Elde edilen plazmitler pADH3ZaA-AA seklinde silinen bolgeye gore isimlendirilmistir.
Silinen bolgelere verilen isimler Sekil 3.5'de goriilmektedir.

pADH3ZoA-AA-K plazmitleri Xhol-Smal ile kesilerek diisen pargalardan
mutant promotor kismini igeren kisim jelden saflastirilmistir. pPICZaA-XyIB/HIS4
plazmidi de Xhol-Smal ile kesilmis ve diisen pargalardan XylB ve HIS4 genini igeren
kisim jelden saflastirilmistir. Jelden saflagtirilan pargalar birbirlerine baglanarak
ekspresyon vektorii pADH3ZaA-A(A-K)-XyIB/HIS4 elde edilmistir. Olusturulan
ekspresyon plazmitleri Kpn2l enzimi ile HIS4 geninden dogrusal hale getirilmis ve P.
Pastoris GS115 susuna his4 lokusundan entegre edilmistir.
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Sekil 3.5. Igten silme analizinin sematik gdsterimi

3.2.5. Sentetik ADH3 promotorlarinin olusturulmasi

Sentetik bolgelerin olusturulmasinda promotorun diizenlenmesinde gorev aldig
belirlenen bolgeler kullanilmistir. Bolgeler enzim tanima bolgeleri iceren primerler ile
PZR yoluyla gogaltilmistir ve bolgelerin birlestirilmesinde endoniikleaz enzim tanima
bolgeleri kullanilmistir. Olusturulan sentetik promotorlarin icerdigi bolgeler ve bu
bolgelerin birlestirilmesinde kullanilan enzim tanima bolgeleri Sekil 3.6'da sematize

19



MATERYAL ve METOT Fidan ERDEN KARAOGLAN

edilerek gosterilmistir. Elde edilen tiim sentetik promotorlar 5' ve 3' ucunda BamHI-
Asull restriksiyon bolgeleri igerecek sekilde tasarlanmustir.

Ksilanaz Su
box (Raportdr) =8

ARA | ¥ PADH3-900p
| ¥ PADH3-SNT1p
Hindlll
2 [ V| PADH3-SNT2p
Xbal Hindlll
| ¥ PADH3-SNT3p
Xbal Sacl Hindlll
PADH3-SNT4p
Xbal Hindlll
ARA PADH3-SNT5p

Sekil 3.6. Sentetik promotorlarin sematik gosterimi

PZR fdirlinleri gosterilen enzim tanima bdlgelerinden kesilmistir. Parcalarin
birbirlerine baglanmasi, bu bdlgeler yardimi ile ligaz enzimi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Dizayn edilen sentetik promotorlara ait DNA dizileri Ek 8.4’de
verilmistir. Elde edilen sentetik promotorlar BamHI-Asull enzimleri kesilmis ve BglII-
Asull enzim reaksiyonu ile AOX1 promotoru disiirilmis pPICZaA plazmidine
baglanmistir. Elde edilen plazmitler pADH3-SNT(1-5)aA olarak isimlendirilmistir.

pADH3-SNT(1-5)aA plazmitleri Xhol-Smal ile kesilerek diisen pargalardan
sentetik promotor kismini igeren kisim jelden 6ziitlenmistir. Daha 6nceden olusturulan
ve diger klonlama agamalarinda da kullanilmis olan pPICZaA-XyIB/HIS4 plazmidi de
Xhol-Smal ile kesilmis ve diisen pargalardan XylB ve HIS4 genini igeren kisim jelden
oziitlenmistir.Jelden oOziitlenen pargalar birbirlerine baglanarak ekspresyon vektorii
PADH3-SNT(1-5)a A—XylB/HIS4 elde edilmistir. Olusturulan ekspresyon plazmitleri
Kpn2l enzimi ile HIS4 geninden dogrusal hale getirilmis ve P. pastoris GS115 susuna
his4 lokusundan entegre edilmistir.

3.2.6. Erlenmayer kosullarinda protein iiretimi

Calismada raportor gen olarak ksilanaz enzimini kodlayan XyIB geni kullanilmis
ve olusturulan farkli promotorlarin  regiilasyonu altinda ksilanaz iretimi
gerceklestirilmistir. Uretim sonunda alinan siipernatan orneklerinden ksilanaz enzim
aktiviteleri dlgiilerek promotor giicleri belirlenmistir.

Karsilastirma yapilan tiim klonlar tek kopya ekspresyon kaseti igeren
transformantlardan segilmistir. Protein tiretimi i¢in hem minimal (MG-ME) hem zengin
besiyeri (BMGY-BMEY) test edilmistir. iki besiyeri arasinda klonlar aras1 promotor
aktivitesi degisimlerinde fark gozlenmemistir. ADH3 promotoru etanol ile indiiklenen
bir promotordur. Protein iiretiminde hiicrelerin belli bir optik yogunluga gelistirilmesi
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icin gliserol besiyeri, indiiksiyonu i¢in etanol besiyeri kullanilmistir. Hiicreler 50mL
gliserol iceren besiyerinde 28°C’de yaklagik 18 saat gelistirildikten sonra optik
yogunluklar esitlenerek etanol besiyerinde indiiksiyon fazina gegilmistir. Karsilastirma
kosullarinin optimizasyonu i¢in protein iiretimi sirasinda 4, 8, 12 ve 24. saatlerde 6rnek
alinmistir. Zamana karsi, hiicre gelisimi (OD) ve ksilanaz aktiviteleri takip edilmistir.
Uretimlerde 12. saatlerde son konsantrasyon %] olacak sekilde %100 etanol ile
indiiksiyon yapilmistir. Ancak ek bir indiiksiyon isleminin karisikliga neden olabilecegi
gozlenmistir ve bu nedenle hiicre yogunluklari ve enzim aktiviteleri géz Oniinde
bulundurularak, karsilastirma icin en uygun 6rnek zamani indiiksiyon fazinin 8. saati
olarak belirlenmistir. Toplanan siipernatan orneklerinde ksilanaz aktivitesi dl¢tilmiis ve
her klonun ksilanaz aktivitesi/OD degerleri hesaplanarak bu degerler karsilagtirilmistir.
Boylece hiicre yogunlugundan kaynaklanacak aktivite yanilmasi elimine edilmistir.
Analizler 2 paralelli ve 2 tekerriir olarak yiiriitilmistiir.

3.2.7. Fermentor Calismalari

Calismada gergeklestirilen fermentasyon islemleri, 3 asamali yari-kesikli
sistemle yiirtitiilmiistiir. Fermentasyonlarda 5 L hazneli fermentor (Sartorius B Plus)
kullanilmistir. Baslangig  fermentasyon hacmi 2 L'dir. Fermentasyonlar 900 rpm
karistirict hizinda, 1,5 vvm hava beslemesi ile 30°C’de ve pH 5'te gergeklestirilmistir.
Fermentasyon ortaminda ¢oziinmiis oksijen miktar1 %30 olacak sekilde gerektiginde saf
oksijen ile kontol edilmistir.

Fermentasyon inokulumunun hazirlanmasi: Donuk kiiltirden YPD sivi
besiyerine ekilen hiicreler gece boyu gelismeye birakilmigtir. Ertesi giin 100 mL BMGY
besiyerine 0,5 OD'den baslatilan kiiltiir, 10 OD'ye kadar gelistirilmis ve fermentor
besiyerinin inokulasyonunda bu 6n kiiltiir kullanilmistir.

Fermentasyonun kesikli fazinda kullanilan besiyeri temel tuzlu besiyeri (basal
salts medium, BSM) ve 4,55 mL/L PTMI1 tuzlarindan olugsmaktadir. BSM besiyerinin
igerigi, litrede, %4 gliserol, 26,7 mL %85 H3PO,, 0,93 g CaSO,, 18,2 g K;SO4, 14,9 g
MgS0,.7H;0, 4,13 ¢ KOH ve 2 mL %5’lik kopiik kiric1 seklindedir. PTM1 tuzlarinin
icerigi Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. PTMI tuzlarinin bilesimi

CuSQ,4.5H,0 29/L
ZnCl, 79/l
Nal 0,08 g/L
FeS0,4.7H,0 22,0 g/L
MnSO4.H20 3,0 g/L
Biotin 0,2 g/L
Na2M004.2H20 0,2 g/L
Borik asit 0,02 g/L
CoCl, 0,5g/L
H,SO, 2mL
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Fermentasyonun ilk asamasi olan kesikli (batch) faz, %4 gliserol iceren 2 L
temel tuz besiyerinde (BSM, Basal Salt Media) ger¢eklestirilmistir. Bu faz yaklasik 16
saat slirmiistiir ve ortamdaki gliseroliin tilkkenmesi lizerine ¢ozlinmiis oksijendeki ani
artis gozlendiginde sona ermistir. Fermentasyon isleminin ikinci asamasi gliserol
besleme (fed-batch) fazina gecilmistir. Bu fazda %50 gliserol kullanilarak 2 saat
boyunca 16 mL/L/sa olacak sekilde gliserol beslemesi yapilmistir. Ardindan 3 saatlik
siire icinde besleme hizi 16 mL/L/sa’dan 0 mL/L/sa’ya lineer olarak diisiirilmiistiir.
(Coziinmis oksijen miktarindaki artis gozlendiginde (karbon kaynagi tiikendiginde)
ortama 2 mL/L 100% etanol eklenmistir. Etanol tiikendiginde, ortamdaki yan tiriinlerin
tilketilmesi i¢in yaklasik 30 dakika ortama substrat eklenmemistir. Hiicrelerin etanole
adaptasyonu saglanana kadar bu islem tekrar edilmistir. Adaptasyon saglandiginda
etanol besleme hizi 1,5 mL/L/sa’dan 9 mL/L/sa diizeyine kadar kademeli olarak
arttirlmistir.  Indiiksiyon fazi 72 saat siirdiiriilmiistiir. Fermentasyon boyunca belirli
araliklarla 6rnekler alinarak, zamana kars1 yas hiicre agirlig1 ve ksilanaz aktivitesi takip
edilmisgtir.

3.2.8. Istatistiksel analiz

Analizler iki paralelli ve iki tekerriirlii olarak yiritilmistir. Elde edilen
sonuclar, SigmaPlot 11 (Systat Software) programi kullanilarak tek yonli varyans
analizi (ANOVA) ile degerlendirilmis ve ortalamalar arasindaki farklar %95 giiven
araliginda (p<0.05) Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak belirlenmistir. Calismanin
istatistiksel analiz sonuglar1 Ek 8.5’te verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. ADH3 Promotor Bolgesinin Belirlenmesi

ADHS3 promotor bolgesinin belirlenmesi i¢cin ADH3 geninin 5’ ucunda bulunan
2000 bg uzunlugundaki DNA bolgesinde (Niikleotit -2000 ila 0) sondan silme analizleri
gerceklestirilmistir. Ilk olarak promotor bolgesi 2000 (Niikleotit -2000 ila 0), 1500
(Niikleotit -1500 ila 0), 1000 (Niikleotit -1000 ila 0) ve 500 (Niikleotit -500 ila 0) bg
olmak tizere 4 bdlgeye bolinmistir. Parantez icinde gosterilen negatif sayilar
promotorun translasyon baglatma kodonuna goére pozisyonlarin1 belirtmektedir.
Calismada kullanilmig olan ADH3 promotor bolgelerinin DNA sekansi EK 8.3'te

verilmistir.

Calismada raportdr gen olarak ksilanaz geni kullanilmistir. Boylece elde edilen
promotor aktiviteleri ksilanaz enzim aktivitesi Olcililerek belirlenmistir. Promotor
aktiviteleri, 2000 b¢ uzunlugundaki promotorun aktivitesi %100 olarak alinarak bagil
olarak hesaplanmistir. Aktivitenin degismeden devam ettigi en kisa DNA bolgesi
yaklagik olarak tespit edildikten sonra sondan silme iglemi 100'er b¢ olarak devam
ettirilmistir. Aktivitenin degismeden devam ettigi en kisa DNA bdlgesi ADH3 promotor

bolgesi olarak belirlenmistir.

4.1.1. Sondan silme analizi i¢in ekspresyon plazmitlerinin elde edilmesi ve
P. pastoris’e transformasyonu

Farkli uzunluklardaki dogal ADH3 promotor bolgeleri BamHI restriksiyon bolgesi
eklenmis forward primer ve Asull restriksiyon bolgesi eklenmis reverse primerler
kullanilarak X33 genomik DNA’sindan PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilmigtir. Promotorun
yaklagik olarak belirlenmesi i¢in ilk olarak 2000, 1500, 1000 ve 500 b¢ uzunlugundaki
promotor bolgeleri ¢ogatilmigtir. Sekil 4.1°’de beklenen PZR f{iriinlerinin kesildigi jel

goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.1. ADH3 promotorunun 2000, 1500, 1000 ve 500 b¢ uzunlugundaki PZR
tirtinlerinin jelden kesilmesi
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Elde edilen PZR iiriinleri BamHI-Asull ile kesilmis ve BgllI-Asull ile AOX1
promotoru diisliriilmiis pPICZaA plazmidine (Sekil 4.2) baglanmistir. Elde edilen
plazmit pADH3ZoA olarak isimlendirilmistir. Plazmit isimleri farkli ADH3
promotorlarinin 6zelliklerine gore tiiretilmistir (PADH3ZaA-2000, pADH3ZaA-1500

gibi).

M

3000
2000

1000

Sekil 4.2. AOX1 promotoru diisiiriilmiis pPICZaA plazmidinin jelden kesilmesi

Ekspresyon vektoriinde marker gen olarak HIS4, raportdr gen olarak ksilanazi
kodlayan XyIB bulunmaktadir. Bu genler 6ncelikle pPICZaA plazmidine baglanmustir.
XyIB geni pPICZaA plazmidine Xhol-Xbal klonlama bdlgesinden baglanmis ve elde
edilen plazmit pPICZaA-XyIB olarak isimlendirilmistir. HIS4 geni, ticari pAO815
plazmidinden Bglll-BamHI ile kesilerek elde edilmis ve BamHI ile dogrusal hale
getirilen pPICZoA-XylB plazmidine baglanmistir. Boylece pPICZaA-XyIB/HIS4
plazmidi olusturulmustur.

Ekspresyon vektérii pADH3ZaA-XylB/HIS4, pADH3ZaA ve pPICZoA-
XyIB/HIS4 plazmitlerinin Xhol-Smal bélgesinden baglanmasi ile olusturulmustur.
Baglanan pargalar pADH3ZoA plazmidinin  Xhol-Smal kesimi sonucu ADH3
promotorunu igeren kismi (Sekil 4.3) ile pPICZaA-XyIB/HIS4 plazmidinin Xhol-Smal
kesimi sonucu XyIB ve HIS4 genini igeren kismudir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. pADH3ZaA-2000, 1500, 1000 ve 500 plazmitlerinin Xhol-Smal kesimi
sonucu ADH3 promotorunu igeren kisminin jelden kesilmesi
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A
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Sekil 4.4. pPICZaA-XyIB/HIS4 plazmidinin Xhol-Smal kesimi sonucu XyIB ve HIS4
genini iceren kisminin jelden kesilmesi

Promotorun daha detayli analizi i¢in sondan silme islemi 1500 b¢ uzunlugundaki
promotordan itibaren 100 bg¢ uzunlugundaki bolgeye 100’er bg olarak kadar
stirdiiriilmiistiir. PZR 1ile c¢ogaltilan 1400-100 b¢ uzunlugundaki ADH3 promotor
bolgelerinin jel goriintiisii Sekil 4.5°de verilmistir.

M
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Sekil 4.5. ADH3 promotorunun sondan silme analizi i¢in ¢ogaltilan PZR iiriinlerinin jel
goriintiisti (swrastyla 1400, 1300, 1200, 1100, 900, 800, 700, 600, 400, 300,
200, 100 bg)

Elde edilen PZR iiriinleri ayn1 strateji ile klonlanarak pADH3ZoA-XyIB/HIS4
1400-100 ekspresyon plazmitleri elde edilmistir. Olusturulan tiim ekspresyon
plazmitleri Kpn2l enzimi ile HIS4 geninden dogrusal hale getirilmis ve P. pastoris
GS115 susuna aktarilmistir. Ekspresyon kasetinin P. pastoris genomuna entegrasyonu
his4 lokusundan gerceklestirilmistir. Dogrusal hale getirilen sondan silme analizi
orneklerinin agaroz jelde goriintiisii Sekil 4.6'da verilmistir.
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Sekil 4.6. Dogrusal hale getirilen pADH3ZaA-XylB/HIS4 plazmitlerinin jel goriintiisii

4.1.2. Sondan silme klonlarimin Southern blot analizi

Sondan silme klonlarinda ekspresyon kasetinin entegrasyonunun dogrulanmasi
ve kopya sayisinin belirlenmesi icin Southern blot analizi gergeklestirilmistir. Southern
blot analizinde kullanilan prob, HIS4 geninden HIS4618F-HIS41146R primerleri ile
cogaltilan yaklagik 530 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniiniin DIG ile etiketlenmesiyle elde
edilmistir. Etiketlenen probun etkinligi dlgiildiigiinde, 0,1 pg/uL konsantrasyona kadar
tespit edilebildigi goriilmiistiir (Sekil 4.7).

10pg/pl 3pg/ul 1pg/ul 0.3pg/ul 0.1pg/pl

-9 @ @
. ® ©® @

Sekil 4.7. HIS4 bolgesinden elde edilen probun etkinlik analizi a) DIG etiketli DNA
standard1 b) HIS4 probu

Klonlarin genomik DNA’lar1 HindIIl enzimi ile kesilmistir. Kontrol olarak P.
pastoris GS115 genomik DNA’s1 kullanilmistir. Kontrol 6rneginde beklenen bant teorik
olarak 5485 bg¢ iken 2000 b¢ ADH3 promotorunu iceren klonda tek kopya ekspresyon
kaseti i¢in beklenen bant teorik olarak 14695 b¢ uzunlugundadir. Sondan silme islemi
100’er b¢ olarak yapildigindan diger klonlarda tek kopya ekspresyon kaseti igin
beklenen teorik bant uzunlugu da olarak 100’er b¢ olarak azalmaktadir. Artan kopya
sayilarinda beklenen tek kopya bant uzunluguna ekspresyon kasetinin uzunlugu
eklenmektedir.
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Sondan silme analizi i¢in olusturulmus 2000, 1500-100 b¢ ADH3 promotorlarini
iceren klonlardan genomik DNA izolasyonu yapilmistir ve 1ug genomik DNA 6rnekleri
HindIII enzimi ile gece boyu kesime birakilmistir. Enzimle kesim islemi yapilmis DNA
ornekleri %0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek ayrilmistir. Orneklerin agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.8’de verilmistir. Jelde kesim reaksiyonu kontrol edildikten sonra jeldeki
DNA'larin pozitif yiiklii membrana aktarimia gegilmistir. Islemler "Materyal ve Metot"
bolimiinde ayrintili sekilde anlatilmistir. Gorilintiileme islemi sonunda elde edilen X-
1sint film goriintiisic Sekil 4.9'da verilmistir. Kontrol 6rneginde teorik olarak beklenen
5485 b¢ bant gozlenirken, klonlarda tek kopya ekspresyon kaseti i¢in teorik olarak
beklenen bantlar gozlenmistir. Klonlarin tek kopya ekspresyon kaseti igerdigi
dogrulanmis ve analizlere protein iiretimi ile devam edilmistir.

promotor uzunlugu (kb)

[ 1
M K 2 1514131211109 0807 0605 04023 02 01

Sekil 4.8. Sondan silme klonlariin Southern blot jeli goriintiisii

27



BULGULAR Fidan ERDEN KARAOGLAN

promotor uzunlugu (kb)
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Sekil 4.9. Sondan silme analizinde gen kopya sayisinin Southern blot ile dogrulanmasi

4.1.3. Sondan silme klonlari ile erlenmayer kosullarinda protein iiretimi

Promotor bolgesinin yaklasik olarak belirlenmesi amaciyla ilk olarak 2000,
1500, 1000 ve 500 b¢ ADH3 promotorlart karsilastirilmistir. Karsilastirmanin tam
olarak yapilabilmesi i¢in tiim klonlar tek kopya ekspresyon kaseti igeren
transformantlardan secilmistir. Karsilastirma sirasinda hem minimal hem zengin
besiyeri test edilmistir. Iki besiyeri arasinda klonlar arasi promotor aktivitesi
degisimlerinde fark gdzlenmemistir. Hiicreler gliserol iceren besiyerinde yaklasik 18
saat gelistirildikten sonra optik yogunluklar1 esitlenerek etanol besiyerinde indiiksiyon
fazina gecilmistir. Karsilastirma kosullarinin optimizasyonu igin protein {iiretimi
sirasinda 4, 8, 12 ve 24. saatlerde 6rnek alinmistir. Zamana karsi hiicre gelisimi (OD) ve
ksilanaz aktiviteleri takip edilmistir. Uretimlerde 12. saatlerde son konsantrasyon %1
olacak sekilde %100 etanol ile indiiksiyon yapilmistir. Ancak ek bir indiiksiyon
isleminin karigiklia neden olabilecegi gozlenmistir ve bu nedenle hiicre yogunluklari
ve enzim aktiviteleri goz oniinde bulundurularak, karsilastirma i¢in en uygun 6rnek
zamani indiiksiyon fazimin 8. saati olarak belirlenmistir. Toplanan siipernatan
orneklerinde ksilanaz aktivitesi 6l¢iilmiis ve her klonun ksilanaz aktivitesi/OD degerleri
hesaplanarak bu degerler karsilastirilmistir.  Bdylece hiicre  yogunlugundan
kaynaklanacak aktivite yanilmasi elimine edilmistir. Analizler 2 paralelli ve 2 tekerriir
olarak yiirtitiilmiistiir.
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Sekil 4.10'da farkli uzunlukta promotor bolgeleri ile elde edilen relatif ksilanaz

aktiviteleri verilmistir. Aktivite degerleri, 2000 b¢ promotor aktivitesi %100 alinarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar 2000, 1500 ve 1000 bg¢ promotor aktiviteleri
arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigini gostermistir (p<0.05). Sondan silme
analizleri ile 1000 ve 500 b¢ arasindaki DNA bolgesinin silinmesi promotor
aktivitesinde %30 diisiise neden olmustur. Dolayisi ile promotor 1000 bg’dir veya 1000

ile

Relatif ksilanaz aktivitesi (%)

500 arasindaki DNA bolgesidir.
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Sekil 4.10. ADH3 promotor bolgesinin yaklagik olarak belirlenmesi

Sondan silme analizleri sonucunda 1500 b¢ ve 1000 bg¢ promotor
aktivitelerinde istatistiksel olarak bir fark gozlenmemesine ragmen %10’luk aktivite
degisimi dikkate alinarak sondan silme islemi deneysel olarak 1500 bg'den 100 bg
promotor bolgesine kadar 100'er bg olarak siirdiirtilmiistiir.

Tek kopya ekspresyon kaseti igeren klonlar secilmis ve gliserol besiyerinde
yaklasik 18 saat gelistirilen hiicreler, tek karbon kaynagi olarak etanol igeren
besiyerinde indiiksiyon fazina gecirilmis ve 8. saatte hasat edilmistir. Siipernatan
orneklerinde Olgiilen ksilanaz aktivitesi sonucunda promotorun sondan silme analizi
sonucu asagidaki grafik elde edilmistir (Sekil 4.11). Silme islemi 1500 bg
promotordan itibaren 100’er bg olarak gerceklestirildiginden bu asamada
karsilastirirken 1500 b¢ promotor ile elde edilen aktivite degeri %100 olarak
alinmistir. Diger promotorlar bu degere gore relatif olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.11. ADH3 promotor bdlgesinin belirlenmesi

Sondan silme analizleri ile elde edilen sonuglar 1000 b¢ promotor ile 900 bg
promotor arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigin1 ancak 900 bg ile 800 bg
promotor aktivitesinde istatistiksel olarak fark oldugunu gostermistir (p<0.05).
Dolayistyla promotor aktivitesinin tam olarak devam ettigi en kisa DNA bolgesinin 900
bg olarak belirlenmistir.

Sondan silme analizleri ile elde edilen sonuglar, her bir silme isleminin artig
yada azalis yoOniindeki etkisine bagl olarak regiilator bolgeler hakkinda fikir
verebilmektedir. Ancak daha kesin bilgi i¢in belirlenen ADH3 promotor bdlgesi
tizerinde igten silme analizleri ile devam edilmistir.

4.2. ADHS3 Promotorunun Diizenlenmesinden Sorumlu DNA Bélgelerinin
Belirlenmesi

ADH3 promotorunun regiilasyonundan sorumlu DNA bdlgelerinin tespit
edilmesi igin belirlenen 900 b¢ ADH3 promotorunun sistematik igten silme analizleri
gerceklestirilmistir. DNA heliks yapisinda her bir doniisiin 11 bg oldugu goz 6niinde
bulundurularak igten silme analizinde silinen parcalar 99 bg olarak 11’in kat1 seklinde
belirlenmistir. Ayrica silme noktalarinin da analiz edilebilmesi i¢in, silinecek her bir
parca bir 6nceki par¢adan 22 b¢ DNA dizisi igerecek sekilde tasarlanmustir.

4.2.1. Icten silme analizi icin ekspresyon plazmitlerinin elde edilmesi ve P.
pastoris’e transformasyonu

Promotorun igten silme analizinde, mutant ADH3 promotorlar1 overlap PZR
yontemi ile elde edilmistir. Yontem, "Materyal ve Metot" boliimiinde ayrintili sekilde
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anlatilmistir.  Yontemin sematik gosteriminde de goriilebilecegi gibi silinmesi
hedeflenen A-K bdlgelerinin solunda (5”) ve saginda (3”) kalan DNA bolgeleri iki ayri
parca olarak ¢ogaltilmistir. Sekil 4.12°de sol bolgede yer alan DNA bdlgelerinin PZR
tiriinleri B’den K’ya sirali olarak verilmistir. En kii¢iik par¢a 77 b¢’dir ve B’den K’ya
77 bg artis gostererek devam etmektedir. Sekil 4.13'de sag bolgede yer alanan DNA
bolgelerinin PZR iiriinleri A’dan K’ya sirali olarak verilmistir. Sekilde de goriildiigii
gibi sagda kalan parcalar A’dan J’ye 801 bg¢’den 77 bg azalarak devam etmektedir.
Ancak en son K boélgesi silinirken TATA kutusunun silinmemesi i¢in icten silme islemi
44 bg olarak gerceklestirilmistir.

M M

Sekil 4.12. Igten silme analizlerinde sol bolgeninin (5°) PZR iiriinleri (Sirasi ile B-K)
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Sekil 4.13. igten silme analizlerinde sag bolgenin (3°) PZR iiriinleri (A-K)

Silinmesi hedeflenen A-K bolgelerinin 5° ve 3’ ucundaki DNA bolgeleri
cogaltildiktan sonra bu boélgelerin birlestirilmesi igin ikinci PZR reaksiyonu
gercgeklestirilmistir. Bu PZR reaksiyonununda Sekil 4.12 ve Sekil 4.13°deki PZR
tirtinleri kalip olarak kullanilmistir. Mutant ADH3 promotorlarinin ¢ogatilacagi bu son
asamada distan ¢ogaltan (6nceki PZR’de sol bolgeyi ¢ogaltan forward primer ile sag
bolgeyi ¢ogaltan reverse primer) enzim tanima bolgeleri iceren forward (BamHI) ve
reverse (Asull) primerler kullanilmistir. PZR sonunda iki bolge birleserek, hedeflenen
bolgeleri silinmis promotorlar tek parca olarak elde edilmistir (Sekil 4.14). Elde edilen
PZR iiriinlerinde de goriildiigi gibi igten 99 bg silinen mutant ADH3 promotorlart (AA-
AJ) 801 bg’dir. TATA kutusuna yakin K bolgesi ise 44 bg silinmistir ve elde edilen AK
promotoru 856 bg’dir.
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Sekil 4.14. icten silme analizlerinde sag ve sol parcalarin birlestirilmesi ile elde edilen
mutant ADH3 promotorlari (Siras1 ile AA-AK)

Elde edilen PZR diriinleri BamHI-Asull ile kesilmis ve BgllI-Asull ile AOX1
promotoru disiirilmiis pPICZaA plazmidine baglanmistir. Elde edilen plazmitler
pADH3ZaA-AA, pADH3ZoA-AK seklinde adlandirilmistir.

Ekspresyon vektoriinde raportér olarak XylB, marker olarak HIS4
bulunmaktadir. Ayrica genoma plazmidin entegrasyonu da yine GS115 his4 lokusundan
gerceklestirilecektir. Bu nedenle pADH3ZoA-A—XyIB/HIS4 ekspresyon vektorlerini
olusturmak i¢in PADH3ZaA-A plazmitleri ve daha Onceden olusturulmus olan
pPICZoA-XylB/HIS4 plazmidi Xhol-Smal enzimleri ile Kkesilerek Xhol-Smal
bolgelerinden birbirlerine baglanmistir.

Baglanan pargalar pADH3ZaA-A plazmidinin Xhol-Smal kesimi sonucu mutant
ADH3 promotorunu igeren kismi ile pPICZaA-XylB/HIS4 plazmidinin Xhol-Smal
kesimi sonucu XyIB ve HIS4 genini igeren kismidir. Bu tez ¢alismasinda bulunan tiim
ekspresyon plazmitleri ayni strateji ile olusturulmustur. Klonlama asamalar1 daha once
Sekil 3.3'de sematik olarak gosterilmistir.

Olusturulan tiim ekspresyon plazmitleri Kpn2l enzimi ile HIS4 geninden
dogrusal hale getirilmis ve P. pastoris GS115 susuna aktarilmistir. Ekspresyon kasetinin
P. pastoris genomuna entegrasyonu his4 lokusundan gergeklestirilmistir. Dogrusal hale
getirilen icten silme Orneklerinin agaroz jelde goriintiisii Sekil 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.15. Dogrusal hale getirilen pADH3ZaA-A-XyIB/HIS4 plazmitlerinin jel
goruntusu

4.2.2. icten silme klonlarinin Southern blot analizi

Icten silme klonlarinda ekspresyon kasetinin entegrasyonunun dogrulanmasi ve
kopya sayisinin belirlenmesi i¢in Southern blot analizi gerceklestirilmistir. Calismada
tim Southern blot analizlerinde ayni prob kullanilmistir. Southern blot analizinde
kullanilan prob, HIS4 geninden HIS4618F-HIS41146R primerleri ile gogaltilan yaklasik
530 b¢ uzunlugundaki PZR {riiniiniin DIG ile etiketlenmesiyle elde edilmistir. Prob
etkinliginin Sl¢iilmesi “4.1.2. Sondan silme klonlarinin Southern blot analizi” baslig
altinda anlatilmistir.

Klonlarin genomik DNA’lar1 HindIIl enzimi ile kesilmistir. Kontrol olarak P.
pastoris GS115 genomik DNA’s1 kullanilmistir. Kontrol 6rneginde beklenen bant teorik
olarak 5485 bg iken tek kopya ekspresyon kaseti i¢in klonlarda beklenen bant teorik
olarak 13495 b¢ uzunlugundadir. Igten silme islemi tiim klonlarda 99 bg olarak
yapildigindan beklenen teorik bant uzunlugu da tiim promotorlar i¢in ayn1 olmaktadir.

Icten silme analizi icin olusturulmus mutant ADH3 promotorlarini igeren
klonlardan genomik DNA izolasyonu yapilmistir ve lpg genomik DNA Ornekleri
HindIII enzimi ile gece boyu kesime birakilmistir. Enzimle kesim islemi yapilmis DNA
ornekleri %0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek ayrilmistir. Orneklerin agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.16'da verilmistir. Jelde kesim reaksiyonu kontrol edildikten sonra jeldeki
DNA'larm pozitif yiiklii membrana aktarimina gegilmistir. Islemler "Materyal ve Metot"
boliimiinde ayrintili sekilde anlatilmistir. Goriintiileme islemi sonunda elde edilen X-
151 film goriintiisii Sekil 4.17'de verilmistir. Film goriintiisiinde kontrol 6rneginde
teorik olarak beklenen 5485 b¢ bant gozlenirken, klonlarda tek kopya ekspresyon kaseti
icin teorik olarak beklenen bantlar gozlenmistir. Bdylece klonlarin tek kopya
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ekspresyon kaseti igerdigi dogrulanmis ve analizlere protein iretimi ile devam
edilmistir.
Silinen hilgeler (A)

[ 1
M A.B (€D F E & HT 3 K

Sekil 4.16. Sondan silme klonlarinin Southern blot jeli goriintiisii
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Sekil 4.17. Igten silme analizinde gen kopya sayisinin Southern blot ile dogrulanmast

4.2.3. T¢ten silme klonlari ile erlenmayer kosullarinda protein iiretimi

ADH3 promotorunun regiilasyonundan sorumlu DNA bdlgelerinin tespit
edilmesi i¢in belirlenen, bir dnceki sondan silme analizleri ile belirlenen 900 b¢ ADH3
promotor bolgesi lizerinde igten silme analizi gergeklestirilmistir.

Tek kopya ekspresyon kaseti i¢eren klonlar se¢ilmis ve erlenmayer kosullarinda
rekombinant protein iiretimi ile devam edilmistir. Hiicrelerin belli bir yogunluga
ulagsmas1 icin gliserol besiyerinde yaklagik 18 saat gelistirilen kiiltiirler, ayn1 OD
degerinden baslayacak sekilde etanol besiyerinde indiiksiyon asamasina gegirilmistir.
Indiiksiyonun 8. saatinde hiicreler hasat edilerek, siipernatan orneklerinde ksilanaz
aktivitesi ol¢iilmiistiir. Icten silme oOrneklerinin aktivite degerleri 900 bg promotor
(Kontrol) ile kaydedilen ksilanaz aktivitesi %100 alinarak relatif olarak hesaplanmistir.
Icten silme analizleri sonucunda elde edilen promotor aktivitelerini gosteren grafik Sekil
4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. ADH3 promotorunun igten silme klonlari ile elde edilen ksilanaz aktiviteleri
(Kontrol: 900 b¢ uzunlugundaki ADH3 promotoru)

Icten silme analizi ile elde edilen sonuglar A, G, H, I, J ve K bdlgelerinde icten
silme analizi sonucunda dogal 900 b¢ ADH3 promotoruna gore istatistiksel olarak fark
oldugunu gostermistir (p<0.05). Dolayisiyla bu sonug, belirtilen DNA bolgelerinde
promotor regiilasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan dizilerin oldugunu
gostermektedir. Silinmesi halinde promotor aktivitesinde diisiise neden olan A, G, I, J
ve K bolgeleri promotor aktivitesinde pozitif regiilasyondan sorumlu (UAS, Upstream
Activator Site) bolgelerdir. Aksine silindiginde promotor aktivitesinde artisa neden olan
H bolgesi negatif regiilasyondan sorumlu (URS, Upstream Repressor Site) bir bolgedir.

Promotorun B, C, D, E, F bdlgelerinde yapilan silme islemleri ile promotor
aktivitesinde istatistiksel olarak aktivite farki goériilmemistir (p<0.05). Bunun iizerine
aktivite gostermedigi belirtilen B, C, D, E, F bolgelerinin i¢inde kalan 900 b¢ ADH3
promotoru {izerinde niikleotit 200 ila 500 (-700 ila -400) arasindaki DNA bolgesi
silinmistir. Silme islemi overlap PZR yontemi ile gergeklestirilmistir. Overlap PZR'de
kalip olarak kullanilacak olan, silinmesi hedeflenen bdlgenin 5' ve 3' ucunda kalan sirasi
ile 200 ve 400 b¢ uzunkugundaki DNA boélgelerinin jel goriintiisii Sekil 4.19'da
verilmistir. Ekspresyon vektorii yukarida diger klonlar i¢in anlatildigi sekilde
gergeklestirilmistir. BamHI-Asull ile kesilen PZR iirlinii, AOX1 promotoru diistiriilmiis
PPICZaA plazmidine baglanmistir. Ardindan elde edilen pADH3A700-400 plazmidi
Xhol-Smal ile kesilmis ve Xhol-Smal ile kesilmis pPICZaA-XylB/HIS4 plazmidine
baglanmistir. Olusturulan ekspresyon plazmidi (pADH3A700-400-XylB/HIS4) Kpn2l
enzimi ile HIS4 geninden dogrusallagtirilarak GS115’e aktarilmistir. Southern blot
analizi ile tek kopya ekspresyon kaseti igeren klonda teorik olarak beklenen 13295 bg
bant g6zlenmis ve klonun tek kopya oldugu dogrulanmustir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. Mutant A700-400 bolgesinin elde edilmesinde kullanilan sol (57) ve sag (3°)
overlap PZR bolgeleri
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Sekil 4.20. Mutant A700-400 klonunun Southern blot analizi film goriintiisii

Tek kopya ekpresyon kaseti igerdigi dogrulanan A700-400 klonunu ile
erlenmayer kosullarinda ksilanaz {iretildiginde, 900 bg¢ promotor ile elde edilen
aktivitenin %94’i diizeyinde aktivite elde edilmis ve istatistiksel olarak da 900 bg
promotor ile aktivite farki olmadigi belirlenmistir (p<0.05). Bu sonug¢ igten silme
analizleri ile de ortiismektedir.

4.3. Sentetik Promotorlarin Olusturulmasi

Silme analizlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda 900 bg ADH3
promotoru iizerinde niikleotit 0 ila 99 (-900 ila -801) UASI; niikleotit 616 ila 792 (-284
ila -108) UAS2, niikleotit 539 ila 638 (-361 ila -262) URS1 olarak tanimlanmustir (Sekil
4.21).
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Sekil 4.21. igten silme analizleri dogrultusunda aktivator ve represdr bolgelerin
belirlenmesi

Belirlenen aktivator (UAS1 ve UAS2) bolgeler kullanilarak bes farkli sentetik
promotor olusturulmustur. Olusturulan tiim sentetik promotorlarda ADH3 promotoru
TATA kutusunu igeren niikleotit 792 ila 900 (-108 ila 0) bolgesi bulunmaktadir.

ADH3-SNT5 promotorunda “ara” olarak belirtilen bir bolge daha
bulunmaktadir. Bu bélge 900 b¢ ADH3 promotoru lizerinde UAS1, UAS2, URSI1 ve -
108 ila 0 bolgeleri disinda kalan bolgedir ve niikleotit 100 ila 538 (-800 ila -362)
arasinda kalan ara bolgeyi gostermektedir.

Sentetik bolgelerin olusturulmasinda kullanilan boélgelerin birlestirilmesinde
enzim tanima bolgeleri kullanilmigtir. Sentetik promotorlarin i¢erdigi bolgeler ve bu
bolgelerin birlestirilmesinde kullanilan endoniikleaz enzim tanima bolgeleri Sekil
4.22'de sematize edilerek gosterilmistir.

TATA Ksilana_\_z Su
box (Raportor)

ARA PADH3-900p

PADH3-SNT1p

PADH3-SNT2p

Xbal Hindlll

PADH3-SNT3p

PADH3-SNT4p

Xbal Hindlll

ARA

PADH3-SNT5p

Sekil 4.22. Sentetik promotorlarin sematik gosterimi
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Sentetik promotoru olusturulan boélgeler PCR yontemi ile gogaltilmis ve Sekil
4.22°de gosterilen enzim tanima bdlgelerinden kesilmistir. Parcalarin birbirlerine
baglanmasinda ligasyon Kkiti (Fermentas T4 DNA Ligase, ABD) kullanilmstir.
Ligasyon islemi 22°C'de 15 dak siirede gerceklestirilmistir. Promotor bolgesini i¢eren
ligasyon c¢ozeltisine piirifikasyon islemi (PCR Purification Kit, Qiagen, Almanya)
uygulanmis ve klonlama asamasina gecilmistir. Elde edilen promotor bolgeleri Bglll-
Asull ile AOX1 promotoru disiirilmis pPICZoA plazmidine baglanmistir ve
olusturulan plazmitler pSNT(1-5)aA olarak isimlendirilmistir. Ekspresyon vektoriini
elde etmek icin onceki bolimlerde de anlatildigr gibi Xhol-Smal ile kesilerek, Xhol-
Smal ile kesilmis pPICZoA-XyIB/HIS4 ile baglanmistir. Baglanan kisimlar sentetik
promotoru plazmidinden promotoru iceren kisim ile pPICZaA-XylB/HIS4
plazmidinden XylB ve HIS4 genlerini i¢eren kisimdir. Boylece ekspresyon vektorleri
pADH3-SNT(1-5)p  olusturulmustur. Ekspresyon  vektorleri ~ Kpn2l  ile
dogrusallagtirilarak his4 lokusundan P. Pastoris GS115 genomuna entegre edilmistir.
Dizayn edilen sentetik promotorlara ait DNA dizileri Ek 8.4'de verilmistir.

Elde edilen transformantlarda Southern blot analizi ile ekspresyon kasetinin
entegrasyonu dogrulanmis ve ekspresyon kaseti kopya sayist belirlenmistir. Southern
blot analizinde ¢alismada diger Southern blot analizlerinde de kullanilmis olan HIS4
geninden hazirlanmis DIG etiketli prob kullanilmistir.

Klonlarin genomik DNA’lart HindIIl enzimi ile kesilmistir. Kontrol olarak P.
pastoris GS115 genomik DNA’s1 kullanilmistir. Kontrol 6rneginde beklenen bant teorik
olarak 5485 bg iken, tek kopya ADH3-SNT1 promotoru i¢in 13084 bg; ADH3-SNT2
promotoru i¢in 7870 ve 5291 bg; ADH3-SNT3 promotoru icin 7975 ve 5291 bg; ADH3-
SNT4 promotoru i¢in 8157 ve 5291 bg; ADH3-SNTS promotoru i¢in 8415 ve 5291
be¢’dir.

Sentetik ADH3 promotorlarini i¢eren klonlardan genomik DNA izolasyonu
yapilmistir ve lug genomik DNA o6rnekleri HindIIl enzimi ile gece boyu kesime
birakilmigtir. Enzimle kesim islemi yapilmis DNA ornekleri %0,8’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek ayrilmistir. Orneklerin agaroz jel goriintiisii ve membrana aktarildiktan
sonra goriintiileme islemleri sonunda elde edilen X-151m1 film goriintiisii Sekil 4.23°de
verilmistir.
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Sekil 4.23. Sentetik ADH3 promotorlarinin Southern blot analizi: 6rneklerin agaroz jel
goriintlisii ve X-151m1 film goriintlisii (1-2: ADH3-SNT1, 3-4: ADH3-SNT2,
5-6: ADH3-SNT3; 7-8: ADH3-SNT4, 9-10: ADH3-SNT5)

Her bir sentetik promotoru i¢in 2 klon analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar tim
klonlarin tek kopya ekspresyon kaseti i¢erdigini gostermistir ve erlenmayer iiretimlerine
1. klonlar ile devam edilmistir.

Erlenmayer analizleri silme analizlerinde de anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir.
Gliserol besiyerinde yaklagik 18 saat gelistirilen hiicreler, optik yogunluklar: (OD) esit
olacak sekilde etanol besiyerine gecirilmistir. Hiicreler 8. saat sonunda hasat edilmis ve
siipernatan rneklerinde enzim aktivitesi dl¢iilmiistiir. Orneklerin aktivite/OD degerleri
hesaplanarak karsilastirirken bu degerler kullanilmistir. Karsilastirmada 900 b¢ ADH3
promotoru ile elde edilen aktivite/OD sonucu %100 olarak alinmis ve diger 6rnekler bu
degere gore relatif olarak hesaplanmistir. Elde edilen aktivite sonuglar1 Sekil 4.24’de
stitun grafiginde gosterilmistir. Stipernatan 6rneklerindeki proteinler SDS-PAGE analizi
gorlntiilenmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.24. Sentetik ADH3 promotorlari ile elde edilen ksilanaz aktiviteleri

Sonuglar, ADH3-SNT1, SNT2 ve SNT3’iin yaklagik olarak ayn1 giicte oldugunu
ve dogal ADH3 promotorunun (900 bg¢ promotor) yaklasik %170’1 seviyesinde giiclii
oldugunu gosterirken, SNT4 ve SNTS5 ile yaklasik %200 degerlerine ulasilmistir.
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Sekil 4.25. ADH3 promotoru (900 bg) ve sentetik promotorlar ile erlenmayer
kosullarinda ksilanaz tiretiminin SDS-PAGE goriintiisii
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4.4. Fermentor Calismalari

Elde edilen sentetik promotorlardan en yiiksek aktivite gosteren SNTS
promotoru ile dogal ADH3 promotoru (900¢) fermentor kosullarinda karsilastirilmistir.
Ayni kosullarda gerceklestirilen fermentdr Orneklerinden belirli araliklarla 6rnekler
alinarak fermentasyon siiresince yas hiicre agirligi, toplam protein miktar1 ve ksilanaz
aktivitesi takip edilmistir.

Calismada gergeklestirilen fermentasyon islemleri, 3 asamali yari-kesikli
sistemle yiiriitilmistiir. Fermentasyonlar 900 rpm karistirict hizinda, 1,5 vvm hava
beslemesi ile 30°C’de ve pH 5'te gergeklestirilmistir. Fermentasyon ortaminda
¢cozlinmiis oksijen miktar1 %30 olacak sekilde gerektiginde saf oksijen ile kontol
edilmistir.

Fermentasyonun ilk asamas1 olan kesikli (batch) faz, %4 gliserol igeren 2 L
temel tuz besiyerinde (BSM, Basal Salt Media) gergeklestirilmistir. Bu faz yaklasik 16
saat siirmiistiir ve ortamdaki gliseroliin tiikenmesi iizerine ¢oziinmiis oksijendeki ani
artis gozlendiginde sona ermistir. Fermentor kiiltiiriinde ilk 6rnek bu agsamada alinmistir
(-5.saat 6rnegi).

Fermentasyon isleminin ikinci asamasi gliserol besleme (fed-batch) fazina
gecilmigtir. Bu fazda %50 gliserol kullanilarak 2 saat boyunca 16 mL/L/sa olacak
sekilde gliserol beslemesi yapilmistir. Ardindan 3 saatlik siire icinde besleme hizi 16
mL/L/sa’dan 0 mL/L/sa’ya lineer olarak diisiirtilmiistiir. Coziinmiis oksijen miktarindaki
artis gozlendiginde (karbon kaynag: tiikendiginde) bu faz sona ermistir ve fermentor
kiiltiiriinden 0.saat 6rnegi alinmistir.

Fermentasyonun tiglincii agamasi etanol besleme fazidir. Gliseroliin tiikenmesi
ile ¢oziinmiis oksijen miktarindaki ani artis lizerine ortama 2 mL/L 100% etanol
eklenmistir. Eklenen etanol tiikendiginde, ortamdaki yan fiirlinlerin tiiketilmesi igin
hiicreler yaklasik 30 dakika a¢ birakilmistir. Hiicrelerin etanole adaptasyonu saglanana
kadar bu islem tekrar edilmistir. Adaptasyon saglandiginda etanol besleme hizi 1,5
mL/L/sa’dan 9 mL/L/sa diizeyine kadar kademeli olarak arttirilmistir. Indiiksiyon fazi
72 saat siirdiiriilmiistiir. Indiiksiyon faz1 boyunca belirli araliklarla drnekler almnarak,
zamana kars1 yas hiicre agirligi, protein miktar1 ve ksilanaz aktivitesi takip edilmistir.
Sekil 4.26’da fermentasyon boyunca 900 b¢ promotor ve SNTS promotoru ile elde
edilen hiicre yogunluklari yas hiicre agirliklar1 degisimi ile gosterilmistir. Sekilde de
goriildiigli gibi hiicre gelisimi yoniinden iki promotor arasinda kayda deger bir fark
goriilmemistir. Sekil 4.27°de silipernatan orneklerinde 6l¢iilen toplam protein degerleri
goriilmektedir. Elde edilen grafikte SNTS fermentasyonu ile toplam protein miktarinin
daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Sekil 4.28’de fermentasyon boyunca ksilanaz
aktivitesi degisimi goriilmektedir. Dogal 900 b¢ ADH3 promotoruna goére SNTS
promoturu ile elde edilen ksilanaz aktivitesi degerleri de protein miktarina paralel olarak
daha yiiksektir. Sekil 4.29'da 900 b¢ promotorun, Sekil 4.30'da SNT5 promotorunun
siipernatan orneklerinin SDS-PAGE goriintiisii verilmistir. Fermentasyonlarin yag hiicre
agirliklari, toplam protein miktar1 ve ksilanaz aktiviteleri sayisal degerler halinde
Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.26. Fermentor kosullarinda yas hiicre agirliginin zamanla degisimi
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Sekil 4.27. Fermentor kosullarinda siipernatan 6rneklerinde 6l¢iilen toplam protein
miktarinin zamanla degisimi
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Sekil 4.28. Fermentor kosullarinda siipernatan drneklerinde 6l¢iilen ksilanaz aktiviteleri

M 5 0 4 1218 24 30 42 48 54 66 72_

— 'v! g :

— : —

: o

— -

- —
S0 kDa @ -
40 KDa e -
30 kDa

I

25 kDa

L - — -----‘v_.
20 kDa : g

Y 1
v

)

Sekil 4.29. Fermentor kosullarinda 900 b¢ ADH3 promotoru siipernatan 6rneklerinin
SDS-PAGE goriintiisii
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Sekil 4.30. Fermentdr kosullarinda SNT5 promotoru siipernatan orneklerinin SDS-
PAGE goruntiist

Cizelge 4.1. Fermentor drneklerinde (900p ve SNT5p) zamana kars1 yas hiicre agirligi,
protein miktar1 ve ksilanaz aktivitesi degerleri

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

900p SNT5p 900p SNT5p 900p SNT5p

-5 116+2,1 112415 56+2,5 50+11,1 17+0,8 14+1,6
0 160452 172464 99+1,1 73+23,2 109+9,6 80+9,3
4 163+6,7 172447 = 106+2,0  175+319 = 111439  107+155
12 182+7,3 180493 | 124471  215+315 = 547+489  387+155
18 221+114  209+22,8 = 155427  289+28,3 = 836+10,3  956+45,1
24 243+0,4  246:76 201458  379+74,7 | 1066:21,9 1544+117
30 275+6,7  276+54 = 243+105  453+87,0 177541182  2152+3,9
42 354497  366+8,7 @ 320+17,4  617+78,3 | 2386+154,3 3974+118,6
48 38575 399457  374+4,7  886+147,9  2700+212,1 4798+101,0
54 44666 45762 = 526+7,3  988+137,8 3468+173,6 6203+159,5
66 | 512+#114 5214211  680+10,9 1309+1857 4345+147,8 8519+155
72 549+10,3 5524130 = 763225 1409+258,2 4518+167,1 9942+93,2

Fermentor kosullarinda karsilagtirildiginda 900 b¢ ADH3 promotoru ve SNT5
promotoru ile liretimlerde aymi hiicre konsantrasyonlarina ulagilmistir ancak SNT5S
promotoru ile 72. Saat 6rneklerinde 2,2 kat daha yiiksek ksilanaz aktivitesi 6l¢tilmiistiir.
Spesifik iiretkenlik degerleri 900 b¢ ADH3 promotoru igin 0,111U/gycw/h iken SNT5
promotoru i¢in 0,242 U/gycw/h olarak hesaplanmustir.
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ADH3 promotoru (900 bg) ile Sentetik promotor 5 (SNT5) ile erlenmayer
kosullarinda ksilanaz iiretimi fermentorle es zamanl yiiriitiilmiis ve ayn1 saatlerde 6rnek
alinarak karsilastirilmistir. Her 12 saatte 1 son konsantrasyonu %1 olacak sekilde etanol
indiiksiyonu yapilmistir. Sekil 4.31°de erlenmayer kosullarinda 900 bg¢ promotor ve
SNTS5 promotoru ile elde edilen hiicre yogunluklari OD degisimi ile gosterilmistir.
Sekilde de goriildiigli gibi hiicre gelisimi yoniinden iki promotor arasinda kayda deger
bir fark goriilmemistir. Sekil 4.32’de fermentasyon boyunca ksilanaz aktivitesi degisimi
goriilmektedir. Uretim boyunca kaydedilen OD degerleri ve ksilanaz aktiviteleri sayisal
degerler halinde Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.31. Erlenmayer kosullarinda hiicre OD degerlerinin zamanla degisimi
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Sekil 4.32. Erlenmayer kosullarinda siipernatan 6rneklerinde 6l¢iilen ksilanaz
aktiviteleri
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Cizelge 4.2. Erlenmayer 6rneklerinde (900p ve SNTS5p) zamana kars1 OD ve ksilanaz
aktivitesi degerleri

Zaman OD degerleri Ksilanaz aktivitesi
(U/mL)
900p SNT5p 900p SNT5p
4 8302 8,4+0,4 | 14+03 27+4,5

12 31,3:02 31,404 = 2706  90+42
18 | 475+04  50,040,7 = 68462  179+6,6
24 518405  547+13  66+19  213+117
30  60,9+26  672+04 = 102+10,1 264+155 |
42 | 653+15  688+3,8 | 156+12,0 340+10,1 |

48 68520  84,0:54 140878  363:21,0
54 | 68214  820+53  158+1,6 401+21,0
66 73,1+33  758+41 = 158+124 460+17,1 |
72 764+25  842:09 196462  464+62

Erlenmayer kosullarinda ADH3 promotoru (900 bg) ve Sentetik 5 (SNTS)
promotoru ile elde edilen sonuglar iki promotor ile ulasilan hiicre yogunluklar1 arasinda
kayda deger bir fark olmadigini gdstermistir. Ancak 72.saatte SNTS ile 900 b¢ ADH3
promotorunun yaklasik %200 diizeyinde ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. Spesifik
iiretkenlik degerleri 900 b¢ ADH3 promotoru i¢in 0,036 U/OD/h iken SNTS5 i¢in 0,076
U/OD/h olarak hesaplanmistir. Erlenmayer kosullarinda hesaplanan spesifik iiretkenlik
oranlari ferment6r sonuglari ile de uyum gostermektedir.

4.5. ADH3 Promotoru Uzerine Glukozun Etkisi

Onceki ¢aligmalarimiz ADH3 promotorunun etanol ile indiiklenen bir promotor
oldugunu gostermistir. Bu calisma kapsaminda glukozun ADH3 promotoru ve en
yiiksek aktivite gosteren SNTS promotoru iizerinde represyon etkisinin olup olmadigi
erlenmayer kosullarinda analiz edilmistir.

Analizde etanol (%1), glukoz (%2) ve glukoz+etanol (%2 Glu+%1 EtOH) igeren
besiyerlerinde ADH3 promotoru (900 bg) ve SNTS promotoru ile ksilanaz iiretimi
gerceklestirilmistir. Oncelikle 6n deneme ile &rnek alma saati glukozun tiikenmedigi 4.
saat olarak belirlenmistir. Boylece ortamda glukoz ve etanoliin ayn1 anda bulundugu
kosullarda ADH3 promotorunun davranisini gozlemlemek miimkiin olmaktadir.
Ksilanaz aktivitesi 6l¢limii indirgen seker dl¢limii prensibine dayanan DNS yontemi ile
oldugu icin karbon kaynagi olarak eklenen glukoz da absorbans vermektedir. Aktivite
Olctimiinde ortamda kalan glukozdan kaynakli absorbansi elimine etmek i¢in, kor 6rnek
olarak 0 dk inkiibe edilmis ornekler kullanilmistir. Ayrica bu sayede DNS metodu ile
besiyerindeki glukoz miktar1 da tayin edilerek, glukoz karbon kaynagimin heniiz
tilkenmemis oldugu da dogrulanmaistir.
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Sekil 4.33. ADH3 promotoru lizerine glukozun etkisi

Daha onceki ¢alismalarimizda glukoz ve etanol iceren besiyerlerinde gelistirilen
hiicrelerden yapilan gen ekspresyon analizi sonucu, ADH3 promotorunun en yiiksek
ekspresyon seviyesinin etanol besiyerinde gergeklestigini ve etanol ile indiiklenen bir
gen oldugunu ortaya koymustur (Veri gosterilmemistir). Glukoz besiyerinde ise etanole
gore daha az ekspresyon tespit edilmistir. Bu ekspresyonun yapisal olarak ¢alistig1 tespit
edilmis ADH2 geninin aktivitesine bagl olarak glukoz besiyerinde tiretilen etanolden
kaynakli olabilecegi diislinilmektedir. Sekil 4.33’de raportér gen olarak ksilanaz
kullanilarak etanol, glukoz ve glukoz+etanol besiyerlerinde kaydedilen ADH3 (900 bg)
ve SNT5 promotorlarinin aktiviteleri verilmistir.

Sonuglar, 900 b¢ promotorun glukoz besiyerinde %48 aktivite gosterdigini
ortaya koymustur. SNT5 promotoru ile elde edilen aktivite ise %21 diizeyindedir. 900
b¢ promotor ile SNTS promotoru arasindaki fark, SNT5 promotorunda URS1
(respressor) bolgesinin UAS2 (aktivator) ile degistirilmis olmasidir. Bu durum, glukoz
besiyeri i¢in bu bolgelerin farkli etki edebilecegini gostermistir. Glukoz+etanol igeren
besiyerinde 900 bg¢ promotor ile %120 aktivite elde edilmesi etanol indiiksiyonu ile
promotor aktivitesinin arttigin1 gostermektedir. Ancak SNT5 ile glukoz+etanolde
aktivite yaklasik %100 gerceklesmis ve glukoz kosullarina gore artmis olsa da etanol
kosullarinin %50’si diizeydedir. Bu durum glukoz respresyonunu ortaya koymaktadir.
Bu sonucun 900 promotorda goézlenmeyip SNT5’de gbézlenmesi ise, URS1 bdlgesinde
glukozun ortamda oldugu kosullarda derepresyonda gorev alan upstream elementin
bulunabilecegini diisiindiirmektedir.
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5. TARTISMA

ADH3 promotoru iizerinde sondan silme analizleri ile promotor aktivitesinin
degismeden devam ettigi en kisa DNA boélgesi tespit edilmis ve sonug olarak P. pastoris
ADH3 promotoru 900 bg olarak belirlenmistir. Bu DNA bdélgesi promotorun ADH3 geni
translasyon baglatma kodonuna gore (ATG) pozisyonunu belirtmekte ve -900 ile 0
niikleotitleri arasinda kalan bolgeyi kapsamaktadir.

Belirlenen promotor (900 bg) iizerinde gergeklestirilen sondan ve igten silme
analizleri ile elde edilen sonuglar Ek 8.5’de 6zetlenmistir. Sonuglarin istatistiksel analizi
Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak, sondan silme analizleri ve i¢ten silme analizleri
icin kendi i¢inde olmak iizere ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir. Ayni harfler, degerler
arasinda onemli bir fark olmadigini (p<0.05) géstermektedir.

Sondan silme analizlerine gore -900 ila -800 bdlgesinin silinmesi promotor
aktivitesinde yaklasik %30 diisiise neden olmustur. Bu sonug, 800 bg¢ promotor ile
promotor aktivitesinin %70 korundugu seklinde de ifade edilebilir. Promotor aktivitesi
700, 600, 500 ve 400 b¢ DNA bolgelerinde yaklasik %70 olarak korunmustur. Yani, -
800 ile -400 arasindaki 5' ucundan silme islemlerinin promotor aktivitesini arttirict yada
azaltict yonde etkisi olmamustir. Promotor aktivitesi 300 b¢ promotor ile yaklasik %130
olurken 200 bg¢ promotor ile yaklasik %95, 100 b¢ promotor ile de yaklasik %6
olmustur.

Represor bolgenin silinmesi promotor aktivitesinde artisa neden olurken,
aktivator bolgenin silinmesi ise promotor aktivitesinde diisiise neden olmaktadir. Elde
edilen sonuca gore, promotor aktivitesinin 400 b¢ promotor ile %70 olurken 300 bg
promotor ile %130 olmasi -400 ile -300 niikleotitleri arasinda represor bolge
bulunabilecegini gostermektedir. 200 bg¢ promotor ile %95 promotor aktivitesi
saglanmistir ancak 300 bg¢ promotora gore aktivitede %35 diizeyinde bir diisiis
gozlenmistir. Bu durum, -300 ila -200 arasinda aktivator bir bolgenin bulunabilecegini
gostermistir. Sondan silme islemi sirasinda promotor aktivitesinde gozlenen artis ve
distisler regiilator bolgeler hakkinda fikir verebilmektedir ancak daha kesin sonug elde
edebilmek i¢in igten silme analizleri gerekmektedir.

Icten silme analizi sonuglar1t ADH3 promotorunun aktivitesinin diizenlenmesinde
ADH3 promotoru iizerinde 0 ila 99 (-900 ila -801), 462 ila 561 (-438 ila -339), 539 ila
638 (-361 ila -262), 616 ila 715 (-284 ila -185), 693 ila 792 (-207 ila -108) ve 770 ila
814 (-130 ila -86) niikleotitleri arasindaki mutasyonlarin etkili oldugunu gostermistir.

Elde edilen sonuglara gore 0 ila 99 (-900 ila -801) niikletitleri arasindaki silme
islemi promotor aktivitesinde yaklasik %30 diizeyinde bir diisiise neden olurken,
promotorun 462 ila 561 (-438 ila -339) niikleotitleri arasindaki silme islemi promotor
aktivitesinde yaklasik %20; 616 ila 715 (-284 ila -185) bolgesinin silinmesi yaklasik
%70; 693 ila 792 (-207 ila -108) bolgesinin silinmesi yaklasik %70; 770 ila 814 (-130
ila -86) bolgesinin silinmesi yaklasik %30 diisiise neden olmustur. Icten silme analizleri
sonucunda promotor aktivitesinde diisiise neden olan bu bolgeler, promotor
aktivitesinde pozitif regililasyondan sorumlu (UAS, Upstream Activator Site) olan
bolgelerdir.
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ADH3 promotoru iizerinde 539 ila 638 (-361 ila -262) niikleotitleri arasinda igten
silme islemi ADH3 promotor aktivitesinde %63 artisa neden olmustur. Silinmesi
promotor aktivitesinde artisla sonuglanan bu bolge promotor aktivitesinde negatif
regiilasyondan sorumlu (URS, Upstream Repressor Site) bir bolgedir.

Icten silme analizleri ile sondan silme analizleri karsilastirildiginda; icten silme
analizleri ile silinen 539 ila 638 (-361 ila -262) niikleotitleri arasinda igten silme islemi
ADH3 promotor aktivitesinde %63 artisa neden olurken; sondan silme analizlerinde -
400 ile -300 arasindaki bolgenin silinmesi promotor aktivitesinde yaklasik olarak
%70'den %130'a olmak tizere %60 artis saglamistir. Dolayisiyla i¢ten silme ve sondan
silme analizi sonuglar birbirleri ile drtiismektedir.

Sondan silme analizleri ile 700, 600, 500, ve 400 b¢ ADH3 promotorlar1 arasinda
istatistiksel olarak birbirlerine gore aktivite farki goriilmemistir (p<0.05). Sonuglar bu
bolgelerde promotor aktivitesini diizenleyici bir bolge bulunmadigr goéstermektedir.
Ancak 700, 600, 500 ve 400 promotorlarinin aktiviteleri birbirine gore fark
gostermezken 900 b¢ promotora gore fark gdstermistir (p<0.05). Bu bolgeler ile 900 bg
promotor arasindaki yaklasik %30 diizeyindeki aktivite farki bu promotorlarda 900-800
arasindaki aktivite diisiisiiniin etkisine bagli olarak, sondan silme analizlerinde goriilen
kiimtlatif etki ile agiklanabilir. Nitekim igten silme analizleri ile ADH3 promotoru -700
ila -400 arasindaki DNA bolgesi silindiginde promotor aktivitesi %94 diizeyinde
korunmustur. Ayrica B, C, D, E ve F bolgelerinde gerceklestirilen igten silme analizi
sonucunda promotor aktivitesi tizerinde dogal 900 bg ADH3promotoruna gore
istatistiksel olarak fark gézlenmemistir (p<0.05).

Mutant promotor sekanslarinin protein ekspresyonu verimi konuk¢u genomuna
entegre olan ekspresyon kaseti sayisina bagli olarak degisebilir. ADH3 promotoru
tizerinde -400 ila O niikleotitleri arasindaki DNA bdlgesini (400 bg) promotor olarak
iceren ekspresyon kasetininin 2 kopya halinde entegre oldugu klonda tek kopya iceren
klona gore protein lretiminde artis gozlenmistir (Sonug gosterilmemistir). Ancak
literatiirde artan kopya sayilar1 ile farkli sonuglar gozlemleyen calismalar mevcuttur
(Clare vd 1991, Vassileva vd 2001, Hohenblum vd 2004, Inan vd 2005, Zhu vd 20009,
Ruth vd 2010). Dolayisiyla her yeni promotor ve bu promotorun regiilasyonu altinda
iiretilecek her yeni protein i¢in en iyi lireten kopya sayisinin farkli olacagi sonucuna
varilabilir.

Silme analizlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda 900 bg ADH3
promotoru iizerinde:

-niikleotit 0 ila 99 (-900 ila -801) UAS1
-niikleotit 616 ila 792 (-284 ila -108) UAS2
-niikleotit 539 ila 638 (-361 ila -262) URS1 olarak tanimlanmustir.

Belirlenen aktivator (UAS1 ve UAS2) bolgeler kullanilarak bes farkli sentetik
promotor olusturulmustur. Olusturulan tim sentetik promotorlarda ADH3 promotoru
TATA kutusunu igeren niikleotit 792 ila 900 (-108 ila 0) bolgesi bulunmaktadir. EkK
8.6'da sentetik promotorlart olusturan bolgeler, bu bolgelerin birlestirilmesinde
kullanilan enzim tamima bolgeleri ve promotorlar ile elde edilen aktivite degerleri
verilmistir. Olusturulan sentetik promotorlar ile yaklasik %60 ila %200 diizeyinde
aktivite elde edilmistir. En yliksek aktivite SNT4 ve SNTS5 ile gézlenmistir. Fermentor
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caligmalarina SNTS5 ile devam edilmistir. SNTS promotorunda EK 8.6'da da goriildiigi
gibi 900 promotor iizerindeki URS bdlgesi UAS2 ile degistirilmistir ve erlenmayer
kosullarinda 900 b¢ promotora gore %200 diizeyinde aktivite kaydedilmistir.

Marx vd (2009) gen kopya sayisini arttirarak protein iiretimini arttirdiklarinda
biyokiitle veriminde diisiis gozlemislerdir. Ayni calisma grubunun bir sonraki
caligmasinda birincil metabolizmada rol oynayan genler iizerine ¢alisarak c¢oklu
kopyanin olumsuz etkisini ortadan kaldirmaya c¢alismislardir (Nocon vd 2014).
Dolayisiyla hiicrede rekombinant protein {iiretiminin yiiksek diizeylere ulasmasi
hiicrenin birincil metabolizmasi iizerine etki ederek, gelisimini etkileyebilmektedir. Bu
tez ¢alismasinda hem erlenmayer kosullarinda hem de fermentoér kosullarinda alinan
sonuclar 900 b¢ dogal ADH3 promotoru ile 2 kat spesifik iiretkenlik (U/gycnw/h) gosteren
SNTS5 promotorunun biyokiitle artisi arasinda kayda deger bir fark gostermemektedir.

Bu tez ¢alismasinda 900 b¢ ADH3 promotoru ve SNT 5 promotoru ile fermentor
kosullarinda erlenmayer kosullarinin yaklagik 20 kati diizeyinde aktivite elde edilmistir.
Bu sonu¢ 1200 b¢ ADH3 promotoru ile yapilan dnceki ¢alismamiz (Karaoglan 2016b)
ile de uyum gostermektedir. Ayrica 6nceki ¢calismada (Karaoglan 2016b) 1200 b¢ ADH3
promotoru i¢in spesifik iretkenlik degeri 0,126 U/gwcw/h iken bu galismada 900 bg
ADH3 promotoru i¢in 0,111U/gyew/h, SNTS promotoru igin 0,242 U/gucw/h oOlarak
hesaplanmustir.

Calismada ayrica ADH3 promotoru fizerine glukozun etkisi erlenmayer
kosullarinda arastirilmistir. Bu amagla 900 b¢ ADH3 promotoru ve SNT5 promotoru
kullanilarak raportor protein ksilanaz iiretilmistir. Sonuglar 900 b¢ ADH3 promotoru ve
SNTS promotoru i¢in promotor aktivitesindeki artig ve azalis yoniinden birbirine paralel
olsa da represyon/dereprepresyon diizeylerinde farklilik gézlenmistir. Bu farkliligin iki
promotor arasindaki tek degisiklik olan URS1 bolgesine bagli oldugu diistiniilmektedir.
URSI bolgesinde glukozun ortamda oldugu kosullarda derepresyonda goérev alan bir
upstream elementin bulunabilecegini diisliniilmektedir. Dogal ADH3 promotorunun
davranisi izlendiginde glukoz besiyerinde yaklagik %50 diizeyinde promotor aktivitesi
gosterirken, glukoz+tetanol besiyerinde aktivite diizeyinin %120’ye ulastigi
gozlenmistir. Glukoz besiyerinde gozlenen diisiik promotor aktivitesi daha oOnceki
caligmalarimiz kapsaminda yapilan etanol ve glukoz besiyerinde gelisen hiicrelerde
yapilmis gen ekspresyon analizi sonuglari ile de ortiismektedir.
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6. SONUCLAR

1.

Calisma kapsaminda ADH3 promotor bolgesi sondan silme analizleri ile 900 bg
olarak belirlenmistir.

Icten silme analizleri ile ADH3 promotorunun pozitif ve negatif yonde
diizenlenmesinde rol oynayan DNA dizileri (UAS1, UAS2 ve URS])
belirlenmistir.

Belirlenen pozitif diizenleyici DNA dizileri kullanilarak 5 farkli sentetik
promotor (SNT1-5) olusturulmus ve dogal ADH3 promotorunun % 170’1 ile
%2001 arasinda promotor giicii elde edilmistir.

En yiiksek promotor aktivitesi gosteren sentetik promotor SNTS ile dogal ADH3
promotoru (900 bg) fermentdr kosullarinda karsilastirilmistir.

Dogal ADH3 promotoru ve SNTS promotoru iizerine glukoz karbon kaynaginin
etkisi arastirtlmistir ve URS1 bolgesinde glukoz derepresyonunda rol oynayan
bir upstream element bulunabilecegi dngdriilmiistiir.

Calisma kapsaminda etanol ile indiiklenen farkli giliclerde (%6 ila %200
araliginda degisen) ADH3 promotorlari elde edilmistir.

Calismada kullanilan yontem, farkli promotor ¢alismalari igin de uygulanabilir
bir yontem olup, farkli promotorlar i¢in yapilacak ¢alismalara Ornek
niteligindedir.

P. pastoris etanol metabolizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir
mekanizmadir. Calismada kullanilan ADH3 promotoru, P. pastoris etanol
metabolizmasinda etanol tiikketiminden sorumlu tek gen olaran ADH3 geninin
regiilasyonundan ~ sorumludur. Bu c¢alisma  ADH3  promotorunun
diizenlenmesinde gorev alan proteinlerin belirlenmesi i¢in yol gosterici dnemli
veriler ~sunmaktadir ve dolayisiyla etanol metabolizmasinin  agiga
kavusturulmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Calismada sunulan veriler ve gosterilen ornek yontem dogrultusunda farklh
sentetik promotorlar olusturmak miimkiindiir. Bu sayede rekombinant protein
tiretimleri i¢in istenilen farkli giicte promotorlarin olusturulmasini da miimkiin
kilmaktadir.
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8. EKLER

EK 8.1. Primer Listesi

Erime
isim Dizi Sicakhign

[‘C]
2000p-F 5'-aaaggatccgaagccaacgttgcagtcge 75.0
1500p-F 5'-aaaggatccgtcgtcatgtgaaagtccca 73.9
1400p-F 5’-aaaggatcctttagacacccagcgataat 67.6
1300p-F 5’-aaaggatcctctcatttatccagtcaata 64.8
1200p-F 5’-aaaggatcctgacggtactagaggactct 70.4
1100p-F 5’-aaaggatcctctcgcecaaattgcacgacc 71.9
1000p-F 5'-aaaggatcccgattgcccctctacaggcataag 75.0
900p-F 5'-aaaggatccatgcccggaggagacttgec 74.7
800p-F 5'-aaaggatccggggggtgattcggecg 74.2
700p-F 5'-aaaggatccaccccaaatcttattctcaa 66.2
600p-F 5'-aaaggatccaaatttcttagaaggggcecc 69.0
500p-F 5'-cccggatccatagcgagacttttttgatttcg 72.0
400p-F 5'-aaaggatccaatttcgttgattcccaccc 69.0
300p-F 5'-aaaggatcctccgaaaagatctgtgtagt 67.6
200p-F 5'-aaaggatcctcaccctgcctattgtagac 70.4
100p-F 5'-aaaggatccattcacaattcacctcacta 66.2
ADH3-R 5'-tticgaaagtaaataagataaaagctagtag 63.0
ADH3F -801 5'-aaaggatccaggggggtgattcggecg 74.4
ADH3R -823 5'-cggtgatactgatttgtctatgtggggtctctacag 75.5
ADH3F -724 5'-ctgtagagaccccacatagacaaatcagtatcaccg 75.5
ADH3R -746 5'-accaatgctaactgccatgcattgttcaccceccta 76.6
ADH3F -647 5'-taggggggtgaacaatgcatggcagttagcattggt 76.6
ADH3R -669 5'-ggaatttttcacccctcgatgagggaccgttgagaa 76.6
ADH3F -570 5'-ttctcaacggtccctcatcgaggggtgaaaaattce 76.6
ADH3R -592 5'-tgcgaaatcaaaaaagtcagaaatttgggtttaagg 69.8
ADH3F -493 5'-ccttaaacccaaatttctgacttttttgatttcgca 69.8
ADH3R -515 5'-ttagcagattcatgggcattaagcagcaacttacgg 74.4
ADH3F -416 5'-ccgtaagttgctgcttaatgcccatgaatctgctaa 74.4
ADH3R -438 5'-gacatgcagattctcccaggtgagaattgcaatcga 75.5
ADH3F -339 5'-tcgattgcaattctcacctgggagaatctgcatgtc 75.5
ADH3R -361 5'-gttttcaaacagcgggggtttgtggagttggaaagg 76.6
ADH3F -262 5'-cctttccaactccacaaacccccgcetgtttgaaaac 76.6
ADH3R -284 5'-gatgcgggttgacgtctacacagatcttticggaca 76.6
ADH3F -185 5'-tgtccgaaaagatctgtgtagacgtcaacccgcatc 76.6
ADH3R -207 5'-aattgtgaatattagagatgggcacgaattcgcacc 73.2
ADH3F -108 5'-ggtgcgaattcgtgeccatctctaatattcacaatt 73.2
ADH3R -130 5'-caggggtatttatagtgattggtgtgatcattgggg 74.4
ADH3F -86 5'-ccccaatgatcacaccaatcactataaatacccctg 74.4
ADH3R -700 5'-gtgggaatcaacgaaattgttaatcggtgatactga 72.1
ADH3F -400 5'-tcagtatcaccgattaacaatttcgttgattcccac 72.1
HIS4618F 5’- caatactacacagggctgatgt 60
HIS41146R 5’-gatggagtcgctttgaagac 58
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EK 8.2. Toplam Protein Miktarinin Hesaplanmasinda Kullanilan Standart Protein
(BSA) Kurvesi

BSA Standart Kurvesi
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EK 8.3. ADH3 Promotoru Sekansi

GARGCCRACG TTGCAGTCOGEC ACATAARAGCS CRGARATAGC ATTTCCAARA
AGTGGACAAT AATGGGRAGT TGGARATCTC TTCTATGGCA ARCARTACGC
CTCCRATTGG AGRACCGARG GCCRCACCTA CTOCDCGCAGT COTGGCAGCA
GTGATGAARART GTCTCCTATT GARGGCUCARAR CCATTGRART ATTTGGAARA
TARARCACTA GGAACCACAC TACCTACACA GGCAGCATAG TGAACACTAG
GTOCTTCCTT ACCARCARCTC AGTOCAGARGE CGATGACCAR GGETRACGTC
AATGATTTGA TGAARAGTGT AGCTTGATTG AGRAATGCCT TGAAARTCGAA
CCCACTRACA ATGATCTTGA TTTOOGATAT COUTGARRCCA GUTGCTETCT
TAGAGTAAGT CTTGACCAAG ATTGCACCRA TTGAGGCARA ARGTACACTC
CATOCARTGT AGAGCRGATA GCTTGCOTGGE CRAGGEGTTCC AGRATGGEGCA
GTCGTCATCT GAAAGTCCCA TACAARCAARAR CTCCCTATTC ARATACCACG
CAGTAGRGCA ATACCOGTTC TTGATAGAGS TCAGCCATTC COTAATGATA
TTTAGACACC CAGCGATAAT TCCAACCGAAA ACTCCGATTG ATGCTAAGCA
GAGOCAARTCG ATGATCCAGE ATGARARACG ATGCTEGTTG GACTTGAGTG
TCTCATTTAT CCAGTCAATA GTGTCARALT GATCAARCCG ACCAARTTGAT
CTGAGGTACC TGGAATTCTC AGAGTTTTTC CAGTACATCG CAGCGTTTTC
TGROGGTACT AGAGGACTCT TAGGGGRAGG TAGAATCAAT ARAGATCATA
TTAGGTAACGC AAATTTTGEA TGGARTAGGA GACTAGCGTGT GGATGCGCGA
TCTOGCCAAR TTGECACGACC AGRGTGEATS COGGATGOTG GTARRCCGTT
TCTTCCTTTT TACCA Ah GTGCGAGTGA AACACCCCAT GGCTGCTCTC
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CATOGGAGAT GTATTGACCG TAAGTTGCTG CTTARARARA ATCAGTTCAG
ATAGCGAGAC TTTTTTGATT TCGCAACGGE AGTGCCTGTT CCATTCGATT
GCRATTCTCA COCCTTCTEC CCAGTCCTGEE CAATTECCCA TGRATCTGET
AATTTCGTTG ATTCCCACCC CCCTTTCCAA CTCCACARART TCTCCARTCT
COTTTTCCAT TTGEGAGAAT CTGCATGTCS ACTACATARA GDGACCEETG
TCCGAARAGA TCTGTGTAGT TTTCAACATT TTGTECTCCC CCCECTETTT
GARAARCGGECEG GTGAGDGCTC TCOGGGEETCEE GRATTCOGTGC CCAATTCCTT
TCROCCTGCC TATTGTAGAC GTCAACCCGC ATCTGEETCGCG ARTATAGCEC
ACCOCCRATG ATCACACCAA CAATTGETCC ADCCCTCCCC ARTCTCTAAT
ATTCACRATT CACCTCACTA TARATACCCC TGTCCTGCOTC CCARATTCTT
TTTTCCTTCT TOCATCAGCT ACTAGCTTTT ATCTTATTTA CTTTACGAAA
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EK 8.4. Sentetik Promotorlarin DNA Dizileri

ADH3-SNT1

atgcccggagg
gatcgcagggt
tatgtaagaag
gctgtttgaaa
tgcccaattcc
tctggtgcgaa
ggtccacccct
ataaatacccc
atcagctacta

agacttgcccc
gagactgtaga

tctagatagtt

acgggggtgag
tttcaccctge
tatagcgcacc
ccccaatctcet
tgtcctgctcce
gcttttatctt

ADH3-SNT2

tagttttcaac
gtgagcgctct
cctgcctattg
gcacccccaat
aagctttagtt
acgggggtgag
tttcaccctgce
tatagcgcacc
ccccaatctct
tgtcctgctcecc
gcttttatctt

attttgtgctc
ccggggtgcega
tagacgtcaac
gatcacaccaa
ttcaacatttt
cgctctcecggg
ctattgtagac
cccaatgatca
aatattcacaa
caaattctttt
atttactttac

ADH3-SNT3

atgcccggagg
gatcgcagggt
tatgtaagaag
gctgtttgaaa
tgcccaattcc
tctggtgcgaa
ggtccacccct
cccccececgetgt
aattcgtgccc
cccgcatctgg
acaattggtcc
ctcactataaa
tcttccatcag

agacttgcccc
gagactgtaga
tctagatagtt
acgggggtgag
tttcaccctgce
tatagcgcacc

ccccaaaagct

ttgaaaacggg
aattcctttca
tgcgaatatag
acccctcccecca
tacccctgtcc
ctactagcttt

ctaatttcgcg
gaccccacata
ttcaacatttt
cgctctccggg
ctattgtagac
cccaatgatca
aatattcacaa
caaattctttt
atttactttac

cccccegcetgtt
attcgtgccca
ccgcatctggt
caattggtcca
gtgctcccceccece
gtgcgaattcg
gtcaacccgca
caccaacaatt
ttcacctcact
ttccttettee
gaaa

ctaatttcgcg
gaccccacata
ttcaacatttt
cgctctccggg
ctattgtagac
cccaatgatca
ttagttttcaa
ggtgagcgctc
ccctgcectatt
cgcacccccaa
atctctaatat
tgctcccaaat
tatcttattta

gcgtcgtecceecg
gtgacaatgat
gtgctcccceccece
gtgcgaattcg
gtcaacccgca
caccaacaatt
ttcacctcact
ttccttecttee
gaaa

tgaaaacgggg
attcctttcac

gcgaatatagc
cccctccccaa
gctgtttgaaa
tgcccaattcc
tctggtgcgaa
ggtccacccct
ataaatacccc
atcagctacta

gcgtcgtcecceccg
gtgacaatgat
gtgctcccccce
gtgcgaattcg
gtcaacccgca
caccaacaatt
cattttgtgct
tccggggtgeg
gtagacgtcaa
tgatcacacca
tcacaattcac
tcttttttect
ctttacgaaa
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EK 8.4. Sentetik Promotorlarin DNA Dizileri (Devami)

ADH3-SNT4

atgcccggagg
gatcgcagggt
tatgtaagaag
gctgtttgaaa
tgcccaattcc
tctggtgcgaa
ggtccacccct
cccecececgcetgt
aattcgtgccc
cccgcatctgg
acaattggtcc
tgtgctccccce
ggtgcgaattc
cgtcaacccgce
acaccaacaat
attcacctcac
tttccttcette
cgaaa

ADH3-SNT5

atgcccggagg
gatcgcagggt
tatgtaagaag
caactaggggg
gacaaatcagt
cggtccctcat
cattggtgcac
tagaaggggcc
tcggagatgta
tcagatagcga
ccattcgattg
tgcccatgaat
aactccacaaa
gctgtttgaaa
tgcccaattcce
tctggtgcgaa
ggtccacccct
cccececgetgt
aattcgtgccc
cccgecatctgg
acaattggtcc
ctcactataaa
tcttccatcag

agacttgcccc
gagactgtaga

tctagatagtt

acgggggtgag
tttcaccctgce
tatagcgcacc

ccccaagagct

ttgaaaacggg
aattcctttca
tgcgaatatag
acccctcccca
cgctgtttgaa
gtgcccaattc
atctggtgcga
tggtccacccc
tataaataccc
catcagctact

agacttgcccc
gagactgtaga
aggggggtgat
gtgaacaatgc
atcaccgatta
ccttgcacccc
tgactgactgc
catctagttag
ttgaccgtaag
gacttttttga
caattctcacc
ctgctaatttc

tctagatagtt

acgggggtgag
tttcaccctgce
tatagcgcacc

ccccaaaagct

ttgaaaacggg
aattcctttca
tgcgaatatag
acccctecccca
tacccctgtcce
ctactagcttt

ctaatttcgcg
gaccccacata
ttcaacatttt
cgctctccggg
ctattgtagac
cccaatgatca
ctagttttcaa
ggtgagcgctc
ccctgcectatt
cgcacccccaa
aaagctttagt
aacgggggtga
ctttcaccctg
atatagcgcac
tccccaatctce
ctgtcctgctce
agcttttatct

ctaatttcgcg
gaccccacata
tcggccggcta
ccagcagtcct
acaccccaaat
tctttggacaa
ccaaccttaaa
cgaggggtgaa
ttgctgcttaa
tttcgcaacgg
ccttctgccca
gttgattccca
ttcaacatttt
cgctctccggg
ctattgtagac
cccaatgatca
ttagttttcaa
ggtgagcgctc
ccctgcecctatt
cgcacccccaa
atctctaatat
tgctcccaaat
tatcttattta

gcgtcgtcceccg
gtgacaatgat
gtgctcccccce
gtgcgaattcg
gtcaacccgca
caccaacaatt
cattttgtgct
tccggggtgeg
gtagacgtcaa
tgatcacacca
tttcaacattt
gcgctctccgg
cctattgtaga
ccccaatgatc
taatattcaca
ccaaattcttt
tatttacttta

gcgtcgtcccg
gtgacaatgat
tcgaactctaa
ccccactcttt
cttattctcaa
atggcagttag
cccaaatttct
aaattcctcca
aaaaaatcagt
gagtgcctgtt
gtcctgccaat
ccccectttec
gtgctccccce
gtgcgaattcg
gtcaacccgca
caccaacaatt
cattttgtgct
tceggggtgeg
gtagacgtcaa
tgatcacacca
tcacaattcac
tcttttttect
ctttacgaaa
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EK 8.5. Sondan silme ve icten silme analizleri ile elde edilen aktivite sonu¢larinin
sematik gosterimle ozeti

Tata Ksilanaz Sug Relatif aktivite
008 box (Raportir) -
[ A - PADH3-1000p 1022622
800
—_ — \J - PADH3-800p 100.0£ 0.0 2
b
—_ 815,
- hJ - PADH3-800p 718452 .
{ PADH3-T Bt 3.
[ — Y - 3-700p 656£3.9 :
f Y ) P0H3-600p 688424
500
{ Y ) PADH3-500p 7599.60
-400
I - Y ) PA0H3-400p 090233
[ V) PADH3-300p 132242.4°
-200
— . LIRS 9442167
-100
I- PADH3-100p 61389
<801
Ay — b
PADH3-AA 68.5+ 8.0
823 124 Al a
[ —B v_- PADH3-AB 948517
=145 647
{ —C Y - PADH3-AC 1019£13.42
669 570 a
 — B PADH3-AD 101.027.5
pog Y ) .
[ \J - PADH3-AE 97.6£6.0
515 416
( —E—7 Y N PA0H3-AF 1043+66°
438 339 b
[ S Y 0H3-AG 80.9.£23
=361 -262
[ g B— LI 163.223.3°
[ g A Y - PADH3-AI 2884859
=207 =108
[ m PADH3-AJ 2054839
=130 86 b

[ ILJ_V—- PADH3-AK 71592
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EK 8.6. Sentetik promotorlarla elde edilen aktivite sonuclarinin sematik gosterimle
ozeti

TATA Ksilana“z Sus Relatif aktivite
box (Raportér)

ARA PADH3-900p 100
PADH3-SNT1p 164440
Hindlll
| V| PADH3-SNT2p 167 £4,1
] v PADH3-SNT3p 17340,2
[ ¥ ] PADH3-SNT4p 197439
Xbal Hindlll
ARA A | ¥ PADH3-SNTSp 201%3,7
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