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OZET

REKOMBINANT INSULIN HORMONUNUN Pichia pastoris’te URETIMI
Ayse TORUN

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
Agustos 2016, 48 sayfa

Insiilin pankreasin beta hiicrelerinden iiretilen ve viicutta glukoz dengesini
saglayan onemli bir peptit hormondur. Pankreasin yeterli miktarda insiilin iiretememesi
ya da hiicrelerin {iretilen insiiline cevap verememesi sonucu kan glukoz diizeyinin
yiikselmesiyle diyabet ad1 verilen metabolik bir hastalik meydana gelir. Giinlimiizde bu
hastaligin tedavisinde insiilin hormonu kullamlmaktadir. Insiilin hormonu genetik
miihendisligi teknikleri kullanilarak rekombinant olarak iiretilen ilk proteindir. Ilk
olarak Escherichia coli (E.coli) ve Saccharomyces cerevisia (S. cerevisiae)’da
tiretilmeye baglanmis, ancak son zamanlarda Pichia pastoris adi verilen mayanin
kullanildig1 ¢alismalarin sayist artmistir. Bu ¢alismada metilotrofik bir maya olan P.
pastoris ‘te insan insiilin hormonu onciilerini(IP) kodlayan genin indiiklenebilir AOX1
promotoru altinda tiretilmesi hedeflenmistir. Olusturulan klonlarla kii¢iik 6lgekte protein
tiretimi ¢aligmalar1 engelli erlenlerde 120 saat boyunca yapilmistir. Engelli erlenlerde
tiretim calismasi esnasinda belirli zaman araliklarinda alinan Orneklerden elde edilen
siipernatanlarda SDS-PAGE ve Western blot analizleri yapilarak protein iiretimi
dogrulanmaya calisilmistir. SDS-PAGE ve Western blot analizlerinden elde edilen
sonuclar proteinin engelli erlenlerde iiretildigini ancak iiretilen proteinin hiicre digina
salgilanmadigin1 gostermistir. Fermentorde tiretim yapildiginda ise iretilen proteinin
hiicre digina salgilandig1 yapilan analizlerle gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: AOX1 promotoru, insiilin hormonu, Pichia Pastoris,
rekombinant protein
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ABSTRACT

RECOMBINANT INSULIN HORMONE PRODUCTION in Pichia pastoris
Ayse TORUN

MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
August 2016, 48 pages

Insulin is a peptide hormone, produced by beta cells of the pancreas and
regulates the glucose homeostasis in the body Diabetes mellitus is a metabolic disease
in which a person has high blood sugar, either because the pancreas does not produce
enough insulin, or because cells do not respond to produced insulin. At the present time,
insulin is used to treatment of this disease. Insulin hormone is first protein produced
recombinantly by using genetic engineering techniques. Firstly, it was produced in E.
coli and Saccharomyces cerevisia, but recently the number of studies that used Pichia
pastoris in the production of recombinant insulin increase. This study was aimed that
the production of human insulin hormone precursor (IP) under the inducible AOX1
promotor of metilotrophic yeast P. pastoris. The small scale protein production studies
have been done with the clones in shake flasks for 120 hours. During the shake flask
production study, the samples was taken at specific time intervals and obtained
supernatants for SDS-PAGE and Western blot analysis to confirm protein production.
The results of SDS-PAGE and Western blot analysis showed that the protein was
produced in shake flask but was not secreted out of the cell. When the protein
production was done in fermentor, the analysis showed that produced protein was
secreted out of the cell.

KEYWORDS: AOX1 promoter, insulin hormone, Pichia Pastoris, recombinant protein
production
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ONSOZ

Rekombinant DNA teknolojisi ¢ok uzun bir zamandir kullanilmaktadir. Gida ve
saglik alanindaki sorunlarin giderek artmasi ile bu dala verilen 6nem artmaktadir. Hem
zaman hem de maddi acgidan tasarruf saglamasi bu daldaki calismalar1 giderek
cogaltmaktadir.

Bu yiizden bu tezdeki arastirma sonuglarinin yapilacak benzeri ¢aligsmalara 1s1k
tutacagi ve ilkemiz biyoteknoloji endiistrisine Oonemli katkilar saglayacagi iimit
edilmektedir.

Bu ¢alismanin ger¢eklesmesinde bana her tiirlii yardim ve destegini esirgemeyen
ve bu konuda calisma olanagi saglayan danismanim Prof. Dr. Muharrem CERTEL’e
(Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi), biyoteknoloji dali ile ilgili bilgi ve
tecriibeleriyle bana yardimci olan proje danismamimiz Prof. Dr. Mehmet INAN’a
(Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi), proje yiiriitiiciimiiz Uzman Dr. Aysun
OZCELIK e (Akdeniz Universitesi Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi),
projede beraber gorev aldigimiz Semiramis YILMAZ’a, laboratuvar g¢alismalarinda
bana yardimci olan Dr. Mert KARAOGLAN’a, Dr. Fidan ERDEN KARAOGLAN’a,
Ars. Gor. Fatma ERSOZ’e (Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi), Giirkan
YILMAZ’a, Lena AZER’e, Eroll BYTYQI’e, Uzman fhsan Burak CAM’ a (Akdeniz
Universitesi Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi) ¢ok tesekkiir ediyorum.
Tez c¢alismam boyunca en giizel anilarimi paylastigim sevgili dostum Fadime
DEMIREL e ne kadar tesekkiir etsem az kalir.

Projeye verdikleri destekten dolayr TUBITAK yetkililerine tesekkiir ederim.
Son olarak maddi ve manevi destekleriyle her zaman yanimda olan, bu noktalara

gelmemde en biiyikk pay sahibi olan sevgili annem Safiye TORUN’a ve sevgili babam
Ahmet TORUN’a ¢ok tesekkiir ederim.
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GIRIS Ayse TORUN

1. GIRIS

Insiilin, pankreasin beta hiicrelerinden iiretilen ve viicutta glukoz dengesini
saglayan 6nemli bir peptit hormondur. Pankreasin yeterli miktarda insiilin {iretememesi
ya da beta hiicrelerinin {retilen insiiline cevap verememesi sonucu kan glukoz
diizeyinin yiikselmesiyle diyabet adi verilen metabolik bir hastalik meydana gelir.
Gilinimiizde bu hastaligin tedavisinde disaridan insiilin hormonu kullanilmaktadir.
Insiilin hormonu genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak rekombinant olarak
tiretilen ilk proteindir (Ahmad 2004).

Endiistriyel anlamda gesitli konukgu mikroorganizmalar kullanilarak {iretilen
rekombinant proteinlerin, 6zellikle gida ve saglik alanlarinda kullanimi giderek artis
gostermektedir. Zaman gectikce, siirekli artis gosteren rekombinant protein ihtiyacini
karsilayabilmek icin cesitli heterolog ekspresyon sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemler
arasinda, mayalar, prokaryotik organizmalara gore, Okaryotik proteinlerin post-
translasyonal modifikasyonlarin1 gerceklestirebilmek gibi bazi1 avantajlar sunmaktadir

(Cregg vd 1993).

Stanley Cohen ve Herbert Boyer’in oncii galismalar1 ile DNA klonlama teknigi
icat edilmis ve genetik miihendisliginin dogusu ile genler arasinda farkli biyolojik
tiirlerin aktarimi kolaylastirilmistir (Porro vd 2011).

Insiilin ve biiyiime hormonu gibi terapétik uygulamalarla birgok rekombinant
protein iiretimi saglanmistir. Insiilin ve biiyiime hormonu genleri 1978 ve 1979
yilarinda E.coli’ye klonlanmistir. Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iiretilen
ilk lisansh ila¢ olan insiilin Genentech tarafindan gelistirilmis ve Eli Lilly tarafindan
1982 yilinda lisanslanip ticarilestirilmistir (Baeshen vd 2014).

Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi (EMA) tarafindan onaylanan
biyofarmasétikler 2004’den 2013’°e kadar ¢ogunlukla memeli hiicreleri(%56), E. Coli
(24%), S.Cerevisiae (13%), transgenik hayvan ve bitkiler (3%) ile bocek hiicrelerinden
(4%) elde edilmistir. Glinlimiizde ise insiilin tiretiminde diabetik hastalik tedavisi i¢in
cogunlukla E. coli ve S. cerevisiae kullanilmaktadir (Walsh 2005).

1920’lerin basindan beri diyabetik hastalarin tedavisinde kullanilan instilin, sigir
ve domuz pankreasindan saflastirilmistir. Genetik miihendisligi alanindaki gelismelerle
insiilin tretimindeki terap6tik uygulamalarda E. coli ve maya kullanilmasina FDA
tarafindan izin verilmistir (Ahmad vd 2014).

Giliniimiizde rekombinant insan insiilini tiretimi i¢in ¢ogunlukla kullanilan E.
coli veya Saccharomyces cerevisiae’dir (Nilsson vd 1996). Biiyiik olgekli insiilin
tretiminde c¢ogunlukla Saccharomyces cerevisiae kullanilmaktadir fakat alternatif
olarak farkli maya suslari ornegin Pichia pastoris denenmektedir (Hollenberg ve
Gellissen 1997, Porro vd 2005).

Prokaryotlar arasindan E.coli yiiksek verimi, basit kiiltiir ortami, kolay kullanim1
ve maliyeti ¢cok uygun oldugu icin tercih edilmektedir fakat bunun yaninda bazi
dezavantajlar1 vardir. Gen ekspressiyonu i¢in istenmeyen indiikleyiciler, hiicre igi
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bulasiklar, proteolitik sindirim, modifikasyon eksikligi bunlardan bazilaridir (Sahdev vd
2008).

Rekombinant protein iiretiminde S. cerevisiae giiniimiizde siklikla kullanilan bir
konak¢1 olmasina ragmen son yillarda Pichia pastoris (Gurramkonda vd 2010, Kjeldsen
vd 1999, Pais vd 2003) , Hansenula polymorpha (Gellissen ve Melber 1996,
Weydemann vd 1995) Pichia methanolica (Raymond vd 1998) gibi alternatif mayalar
kullanilmaya baslanmis ve rekombinant heterolog protein iiretiminde 6nemli bir yere
sahip olmuslardir. Gegtigimiz on yil i¢inde 6zellikle P. pastoris adi verilen metilotrofik
maya heterolog protein iiretiminde yaygin bir sekilde kullanilan ekspresyon sistemi
haline gelmistir. Bu sistemin yaygin hale gelmesindeki baslica faktorler;

e Genetik modifikasyon i¢in gereken tekniklerin kolayligi ve mayanin gelisimi
icin gerekli olan ortam ve kiiltiir kosullarinin basitligi,

e Memeli hiicreleriyle kiyaslandiginda daha ucuz ve basit biliylime ortamina
ihtiya¢ duymasi,

e Hiicre ici ve hiicre dis1 olarak yiiksek protein ekspresyon seviyelerine
ulasabilmesi,

e Metanol katabolizmasinda ilk enzim olan Alkol Oksidaz 1 (AOX1) gen
promotorunun kontrollii gen ekspresyonu i¢in uygun olmasi,

e Entegre edilen hedef genin kararli bir sekilde ekspresyonunun yapilmasi,

e Diger mikrobiyal organizmalarla karsilastirildiginda, fermentor sistemlerinde
yiiksek hiicre yogunluguna ulasabilmesi,

e Ekspresyon sistemine ticari olarak satilan kit seklinde ulasilabilir olmasi1 olarak
sayilabilir (Cereghino ve Cregg 2000, Cregg vd 1993).

Pichia pastoris, rekombinant protein iretiminde siklikla kullanilan konakgi
olarak gelistirilmis metilotrofik bir mayadir. P. pastoris’te bugiine kadar cok sayida
farkli proteinin tiretimi gergeklestirilmistir. Tek hiicreli maya olan P. pastoris, bakteriler
gibi ucuz lireme ortamlarinda hizli bir sekilde ¢ogalabilir. Bunun yaninda okaryotik
olan P. pastoris, bakterilerin yapamadiklari Okaryotik proteinler igin 6nemli olan
polipeptid katlanmasi, disiilfit bagi olusumu ve glikozilasyon gibi post-tranlasyonel
degisiklikleri yapabilirler (Hagenson, 1991). Bu da Pichia ekpresyon sistemini
Okaryotik proteinlerin rekombinant iiretimi i¢in bakterilere gére daha avantajli kilar.
Heterolog protein iretiminde P. pastoris konakgi sistemleri, kolay genetik
manipulasyon olanag1 ile birlikte Olceklendirilebilir hiicre yogunluklarina da
ulasilmasini saglar. S. cerevisiae ile karsilastirildiginda, P. pastoris sisteminde, daha iyi
bir sekresyon verimi yaninda daha yiiksek miktarlarda dogru katlanmis ve
glikozillenmis rekombinant protein iiretimi gerceklestirilir (Cereghino ve Cregg 2000;
Macauley-Patrick vd. 2005).

Bunun yaninda, ¢ok gii¢lii tetiklenebilir AOX1 ve yapisal GAP gibi promotorlara
sahip vektorlerin varligi, rekombinant protein iiretiminde konakg¢i-vektdr dizayni
yaparken ¢ok biiyiik esneklik ve kolayliklar saglamaktadir (Cregg vd 2000).

Bu calismada PZR islemi ile, pUC57-IP kalibindaki IP genine InsHIS (Not) ve
InsXhol primerleri kullanilarak histidin etiketi (6 adet histidin amino asidi) eklenmistir.
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PPICZa vektorii ile IPhis fragmentinin ligasyonu yapilmistir. pPICZa-IP-6XHis
ekspresyon vektorii olusturulmustur. Metilotrofik bir maya olan P. pastoris ‘te dizayn
edilmis olan insiilin hormonu vektorii pPICZa-1P-6XHis vektorii ile AOX1 promotoru
altinda tretilmistir. Ayrica genetik mithendisligi teknikleri kullanilarak gelistirilmis bir
maya susunun endiistriyel olarak degerlendirebilmesi i¢in temel veriler elde edilmeye
calisgtlmistir. Klonlarin, engelli erlenlerde protein ekspresyonu calismalart yapilmistir.
Engelli erlen sonucuna gore fermentor iiretimi yapilmistir. Yapilan iiretim g¢alismasi
esnasinda belirli zaman araliklarinda alinan Orneklerden santrifiij yardimiyla
siipernatanlar elde edilmis ve bu orneklerde SDS-PAGE, western blot analizleriyle
iiretilen  protein tayin edilmeye c¢alisilmistir. Insan  insiilin  hormonuna
dontstiiriilebilmesi i¢in gelecekteki calismalara 1g1k tutmasi amaglanmistir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. insiilin

Insiilin, pankreasmn beta hiicreleri tarafindan iiretilen ve viicutta karbonhidrat
kullanimini diizenleyen polipeptit yapili bir hormondur (Shivanand ve Noopur 2010).

Diyabet (seker hastalig1), popiilasyon iginde teshis edilmis, bir o kadar da teshis
edilememis olarak bulunan ve insanlar arasinda en yaygin olarak goriilen hastaliklardan
birisidir. Insiilin hormonunun yoklugu, yetersizligi veya etkisizligi nedeniyle
hiperglisemi (yiiksek kan seckeri) ile birlikte 6zel komplikasyonlara yol agan bir
hastaliktir. Tedavi edilmedigi durumlarda bu hastaligin uzun siireli etkisi gesitli organ
hasarlar1 ve yetmezlikleri ile sonuglanmaktadir (Brownlee 2001).

Diinya saghk orgiitii her yil yaklasik 2.9 milyon Oliimiin diyabetle iliskisi
oldugunu tahmin etmektedir. Insiilin, diyabet hastaliginin tedavisinde kullanilan ve kan
sekerini distiriicii etkiye sahip bir hormondur. Elli bir amino asitten (aa) olusan
polipeptit yapisindaki bu hormon viicutta glukoz dengesini saglamak i¢in hayati bir
oneme sahiptir (Ahmad 2004).

Normal bir insan viicudunda pankreas, beslenme sonucunda gidalarin enerjiye
dontisimiinii  saglayabilmek icin insiilin iiretimi gerceklestirir. Bu durum biitiin
insanlarin insiiline gereksinimi oldugunun bir gostergesidir. Diyabet hastalarinda ise
pankreas yeterli miktarda instilini iretemez ve insiilini hiicreler (karaciger, yag ve kas
hiicreler vb.) geregince kullanamazlar. Bu durum sonucunda seker hastaligi ortaya
cikmaktadir ve seker ihtiyacini disaridan alarak karsilamalari gerekmektedir (Anonim
2016).

2.2. insiilin Uretimi

Son yillarda seker hastaliginin gériilme sikliginin artmasi insiiline olan ihtiyaci da
arttirmistir. 1920’11 yillarin baglarindan itibaren diyabet, domuz ve sigir pankreasindan
elde edilen insiilinle tedavi edilmekteydi. Insiilinle tedavi géren bir hasta icin giinliik
ortalama doz yaklagik olarak 40-60 U yani 1.4-2.1 mg arasindadir. Diinyanin
endiistrilesmis kisminda yilda 130.000 mega U insiilin diyabet hastalarini tedavi etmek
icin kullanilmakta ve her yil insiiline olan ihtiya¢ %3-4 oraninda artis gostermektedir
(Kjeldsen 2000).

Domuz ve sigir insiilini aralarindaki farkliliklardan dolayr seker hastaliginin
tedavisinde bu insiilinlerin kullanim1 sonrasinda antikor gelisme olasiligi oldukga
fazladir. Son 10 y1l igerisinde hayvanlardan elde edilen insiilin biyolojik ve kimyasal
reaksiyonlarla insan insiilinine benzeyecek sekilde de§isime ugratilarak yar1 sentetik
olarak elde edilmeye baslanmistir. Ancak molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji
alanindaki gelismelerle birlikte insan viicudunun iirettigi insiilinin yapisi ile ayn1 olacak
sekilde genetik miihendisligi teknikleriyle biyosentetik insan insiilinleri bakteriler ve
mayalar kullanilarak rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilmeye ve seker hastalari
tarafindan yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Heinemann ve Richter 1993).



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI Ayse TORUN

2.3. Rekombinant insiilin Uretimi

Insiilin rekombinant olarak iiretilen ilk iiriindiir ve 1982 yilinda insanlar iizerinde
uygulanmasi Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (U.S.A Food and Drug Administration,
FDA) tarafindan onaylanmistir (Ferrer-Miralles vd 2009, Walsh 2005).

Insiilin {iretimi i¢in kullanilan ilk konakg1 sistemi iki farkli E. coli susunda A ve
B zincirlerinin ayr1 ayri1 liretilmesi ve tasiyici proteinlere kaynastirilmasina dayaniyordu
(Heinemann ve Richter 1993, Schmidt vd 1999). Son zamanlarda insan insiilini
rekombinant protein olarak farkli yollarla iiretilebiliyor (Schmidt vd 1999).

Rekombinant biyofarmasotik iiretiminde (Sekil 2.1) ¢ogunlukla memeli hayvan
hiicreleri kullanilmistir. Fakat gilinlimilizde ihtiyacin artmasi ile mayalar, bakteriler,
transgenik bitki ve hayvanlarinda kullaniminin arttig1 goriilmektedir. Insiilin {iretiminde
de Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae ve Pichia pastoris genellikle kullanilan
mikroorganizmalardandir (Baeshen vd 2014).

Ik olarak Escherichia coli (E. Coli) ve Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae)’da iretilmeye baslanmig, ancak son zamanlarda rekombinant insiilin

tiretiminde Pichia pastoris adi verilen mayanin kullanildig1 ¢calismalarin sayisi artmigtir
(Ahmad 2004).

Sekil 2.1. Farkli konakg1 sistemlerinde iiretilen biyofarmasétiklerin dagilimi Mavi renk:
E.coli, Kirmiz1 renk: Mayalar, Yesil renk: Bocek hiicre hatlari, Mor renk:
Memeli hiicre hatlari, Mavi renk: Transgenik bitki ve hayvanlar (Baeshen vd
2014)
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2.3.1. Escherichia coli

Escherichia coli en fazla calisilan mikroorganizmalardan birisidir. Genetik

yapist nedeniyle hizli g¢ogalabilmesi ve maliyetinin diisiik olmasi avantajlarindan
bazilaridir (Ahmad 2004).

E. coli’nin sitoplazmasinda ¢6ziinmeyen inkliizyon cisimcikleri seklinde
proinsiilin tretilir, ¢oziindiiriilerek ve yeniden katlanma islemleriyle insan insiilini elde
edilir. Yapilan bu islemin en biiylilk avantaji proinsiilinin yiiksek miktarlarda
iiretilebilmesidir, fakat saflastirma isleminin spesifikligi ve peptit katlanmas1 sirasinda
dogru disiilfit bagi olusumu kritik maliyet faktorleri olarak belirtilmektedir (Nilsson vd
1996, Sung vd 1986).

E. coli’de alternatif olarak proinsiilin {retilir ve rekombinant proteini
periplazmik bosluga yonlendirecek uygun sinyal dizileri kullanarak salgilanir. Ancak
hiicre i¢i proinsiilin iiretim verimi ile kiyaslandiginda dogru sekilde katlanmis
proinsiilin verimi bu metotta daha distiktiir (Chan vd 1981, Talmadge vd 1981).

2.3.2. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisia en yaygin kullanilan mayadir. Genom dizisi belirlenen ilk 6karyotik
canli olarak uzun yillardir kullanilmaktadir. Endiistriyel anlamda da en ¢ok kullanilan
mikroorganizmadir. Biiyiik 6lcekli kiiltiir ortamindaki genis deneyimlerden dolayr S.
cerevisia IP salgilanmasi i¢in de ilk maya bazli konakg1 sistemi olarak kullanilmistir
(Kjeldsen vd 1997, Thim vd 1986). S. cerevisiae’da o-faktor lider dizisi kaynastirilmis
proinsiilinin ekspresyonu kiiltiir siipernataninda etkili bir proinsiilin ya da insiilin
salgilanmasiyla sonuglanmamistir. Ancak, proinsiilin benzeri molekiilii kodlayan cDNA
ekspresyonu, o-faktor liderine kiiglik peptitler eklenerek tek zincirli proinsiilin benzeri
molekiillerin tiretilmesiyle sonuglanmistir (Thim vd 1986).

S. cerevisiae, basit kiiltiir kosullarinda gelisebilmek, genetik tekniklerin gelismis
ve kolay olmasi, endiistriyel iiretim ve biiylik 6l¢cekte sahip olunan ¢ok fazla deneyim,
hem de tipik 6karyotik protein modifikasyonlar1 gibi (translasyon sonrasi glikozilasyon
gibi) bircok 6nemli 6zellige sahiptir. Ayrica metilotrofik maya olan S. cerevisiae ile
iiretilen proteinler toksin DNA ihtiva etmezler. Bu 6zellikleri ile, 6zellikle gida ve ilag
endiistrisi i¢in liretilen proteinler agisindan ¢ok 6nemlidir (Baeshen vd 2014).

Rekombinant protein iiretiminde S. cerevisiae yaygm kullanilan bir konakgi
sistemi olmasina ragmen son yillarda Pichia pastoris (Kjeldsen vd 1999, Pais vd 2003,
Wang vd 2001) , Hansenula polymorpha (Gellissen ve Melber 1996) , Pichia
methanolica (Raymond vd 1998) gibi alternatif mayalar kullanilmaya baglanmis ve
rekombinant heterolog protein iiretiminde 6énemli bir yere sahip olmuslardir. Gegtigimiz
on yil iginde Ozellikle P. pastoris adi verilen metilotrofik maya heterolog protein
tiretiminde yaygin bir sekilde kullanilan ekspresyon sistemi haline gelmistir.

Insiilin {iretiminde konakg¢1 olarak kullanilan Pichia pastoris, S. cerevisiae ve
E.coli gibi mikroorganizmalarin ekpresyon sonucu verimleri asagida belirtilmistir
(Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Konak¢1 sistemlerin  insan insiillin  hormon iiretimi agisindan
karsilastirilmas1 (Baeshen vd 2014)

Kaynak E.coli E.coli S. cerevisiae  P. pastoris
Salgilama bolgesi H.ici H.dis1 H.dis1 H.dist
Biyokiitle hiicre kuru agirligi 80, kesikli 1.2, 5, shake flask 59,
g/l beslemeli shake biyoreaktor
flask
Tipik spec. biiyiime orani 0.08-0.12 - <0.33 <0.03
(1/h)
Tipik spec . liretim hiz1 ( mg / 14.2 3.4 0.21 0.375
gh)
Uriin konsantrasyonu ( g/ L) 4.34 0.009 0.075 3.075
1.085 4.01 1.04 17

Verimlilik (mg /| h)
(Shinvd  (Mergulh (Kjeldsen (Gurramko
Referans 1997) aovd 2000) nda vd
2004) 2010)

2.3.3. Pichia pastoris

P. pastoris, enerji ve karbon kaynagi olarak metanolii kullanir. Tek hiicreli bir
mayadir ve bakteriler gibi ucuz ilireme ortamlarinda hizli bir sekilde c¢ogalabilir.
Bununla birlikte okaryotik oldugu i¢in, bakterilerin yapamadiklar1 dkaryotik proteinler
icin elzem olan protein katlanmasi, disiilfit bag1 olusumu ve glikozilasyon gibi post-
tranlasyonel degisiklikleri yapabilirler (Hagenson 1991). Bu da Pichia konakg1 sistemini
okaryotik proteinlerin rekombinant iiretimi i¢in bakterilere gore daha avantajli kilar.
Heterolog protein iiretiminde P. pastoris konak¢i sistemleri, kolay genetik
manipulasyon olanagi ile birlikte Olgeklendirilebilir hiicre yogunluklarina da
ulagilmasini saglar. S. cerevisiae ile karsilastirildiginda, P. pastoris sisteminde, daha iyi
bir ekspresyon verimi yaninda daha yiiksek miktarlarda dogru katlanmig ve
glikozillenmis rekombinant protein tiretimi gergeklestirilir (Cereghino ve Cregg 2000,
Macauley-Patrick vd 2005).

Bunun yaninda, ¢ok giiclii tetiklenebilir AOX1 ve yapisal GAP gibi promotorlara
sahip vektorlerin varligi, rekombinant protein iiretiminde konakg¢i-vektér dizayni
yaparken ¢ok biiyiik esneklik ve kolayliklar saglamaktadir. P. pastoris sisteminde
heterolog proteinlerin ekspresyonu, genellikle AOX1 promotoru altinda gerceklestirilir.
AOX1 promotorunun g¢aligmalarda en sik kullanilan promotor olmasinin sebepleri
arasinda, ¢ok gliclii olmas1 ve karbon kaynaklar1 tarafindan ¢ok siki bir sekilde regiile
edilmesine ek olarak P. pastoris’te karakterize edilen ilk promotor olmasidir (Cereghino
ve Cregg 2000). AOX1 promotoru bu zamana kadar kullanilmis olan en gii¢lii ve en
kolay kontrol edilebilen promotorlardan birisidir. Bu 6zellik sayesinde metilotrofik
mayalar, metanol tarafindan tetiklenen promotorlarin altinda heterolog protein
tiretilmesinde ¢ekici birer konukgu organizma haline gelmislerdir (Cregg vd 2000).
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Diger 6zelliklerinin yaninda yapisal ve tetiklenebilir maya promotorlarida g6z
ontinde bulundurulmalidir. P. pastoris i¢in yapisal ve tetiklenebilir promotorlar Cizelge
2.2’de belirtilmistir (Celik ve Calik 2012).

Cizelge 2.2. Pichia pastoris yapisal ve tetiklenebilir promotorlar1 (Celik ve Calik 2012)

Promotor Tiir
AOX1 Tetiklenebilir (metanol)
AOX2 Tetiklenebilir (metanol)
FLDI Tetiklenebilir (metanol, metilamin)
GAP Yapisal
PEX8 Tetiklenebilir (metanol, oleat)
YPTI1 Yapisal

P. pastoris ekspresyon sisteminin S. cerevisiae ve diger benzer mayalara gore daha
avantajli olmasinin da iki sebebi vardir.

A) P. pastoris, S. cerevisiae’nin tersine fermentatif bir maya olmadigi igin
glukozun nerdeyse tamami substrat haline doniisiir. S. cerevisiae gibi glukoz, etanole ve
diger organik asitlere ¢evrilmez ve bu 6zellik de P. pastoris'in acrobik sartlarda yiliksek
hiicre konsantrasyonuna ¢ikmasini saglar.

B) P. pastoris’te gelisimi engellemeyen kosullarda her iki alkol oksidaz geni,
AOX1 ve AOX2, glukoz, etanol, gliserol, asetat gibi karbon kaynaklarinda
baskilanmakla birlikte, tek karbon kaynagi olarak metanol olan bir ortama transfer
edildiklerinde daha yiikksek miktarda indiiksiyonlar1 gerg¢eklesmektedir. AOX1
promotorunu baskilamayan sorbitol, mannitol ve alanin gibi baska karbon kaynaklari
bulunmaktadir. Fakat ekspresyon i¢in mutlaka metanole gereksinim duyulmaktadir
(Inan vd 2006).

P. pastoris'in gelismesi i¢in metanolii karbon ve enerji kaynagi olarak
kulllanilmaktadir. Metanoliin katabolik yolla parcalanmasinda rol alan alkol oksidaz
enzimi, metanolde gelisme esnasinda toplam hiicre proteinin %30'unu olusturacak
seviyeye ulasir (Cregg vd 1993). Bu kadar yiiksek miktarda alkol oksidazin
sentezlenmesinin sebebi ise, alkol oksidaz enziminin oksijene afinitesinin diisiik olmasi
ve bu dezavantaji ortadan kaldirmak i¢in fazla miktarda alkol oksidaz enziminin
tiretilmesidir. Dolayis1 ile AOX1 promotorunun yiiksek seviyede ekspresyon edilmesi,
bu mayay1 rekombinant protein iiretimi i¢in avantajli hale getirmektedir. Metanol AOX1
promotorunda indiiksiyona neden olurken glukoz ya da etanol gibi diger karbon
kaynaklar1 AOX1 promotorunun represyonuna sebep olmaktadir (Cereghino ve Cregg
2000, Cregg vd 2000, Cregg vd 1989). Yani AOX1 promotoru glukoz, etanol gibi genel
karbon kaynaklarinda aktif degildir bu 6zelligi de toksik proteinlerin {iretimi i¢in bir
avantajdir (Inan ve Meagher 2001).
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Yukarida anlatilan bilgiler heterolog protein iiretimi i¢in P. pastoris’in ne kadar
uygun bir ekspresyon sistemi oldugunu gostermektedir. Diyabet tedavisinde kullanilan
insiilin hormonunu iiretmek igin yine P. pastoris ekspresyon sistemi giiniimiizde sik¢a
kullanilmaktadir. Yapilan ¢calismalarda insiilin 6nciileri rekombinant olarak tiretilip daha
sonra aktif insiilin formuna doniistiiriilmektedir.

2.3.4. Transgenik Bitki ve Hayvanlar

Okaryotlardan transgenik bitkiler posttranslasyonel yapilari nedeniyle insiilin
iretiminde kullanilmiglardir. Maliyetleri, yiiksek oranda protein stabiliteleri, protein
yapilar1 ve patojen risklerinin az olmasi kullanilma sebeplerinden bazilaridir. Ornegin;
Arabidopsis thaliana, tiitiin ve marul bunlardan birkag¢idir (Baeshen vd 2014).

2.4, Insiilinin Kimyasal Yapisi

Pankreastaki langerhans adaciklarin beta hiicreleri tarafindan iiretilen instilin,
51 aminoasitten olusan ve 5808 dalton molekiil agirligina sahip bir hormondur.
Viicutttaki karbonhidrat ve yag metobolizmasindan sorumludur. Molekiil yapist iki
aminoasit zincirinden olusmaktadir ve zincirler birbirlerine iki distlfir koprisi ile
baglanmstir. Insiilin pre-pro diye bilinen tek bir polipeptit olarak sentezlenmektedir.
Insiilin, pankreasin beta hiicrelerinden ilk olarak pre-proinsiilin olarak iiretilir 84 aa’ten
Olusur ve daha sonra 33 aa’lik kismin kimyasal yollarla uzaklagtirtlir. Sinyal peptidi
polipeptit igerisinde yayilarak aktif insiiline doniistiiriliir (Vajo vd 2001).

Insiilin hormonu kiigiik bir proteindir. 21 tanesi A zinciri ve 30 tanesinin de B
zinciri lizerinde bulunan 51 amino asitten olusan polipeptit yapida proteindir. Bu iki
zincir bir disiilfit bagi (Sekil 2.2) ile baglanir (Vajo vd 2001).

Sekil 2.2. Insiilin proteinin ii¢ boyutlu yapisi

Insiilini kodlayan gen dizileri insan genomunun on birinci kromozomun kisa
kolunun iizerinde bulunmustur. Bu DNA, 63 i A zincirinde ve 90 tanesi de B zincirinde
olmak {izere 153 zincirden olusur. Heliksel yapidaki iki uzun DNA sarmali, her biri bir
seker deoksiribozu, bir fosfat ve azot kokiinden olusan bir niikleotidler zincirinden insa
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edilir. Dort farkli azot bazi vardir; adenin, timin, sitozin ve guanindir. Insiilin gibi 6zel
bir proteinin sentezi bu koklerin tekrar edildikleri bir zincir ile ortaya g¢ikmustir
(Shivanand ve Noopur 2010).

~#— insulin zinciri A

Sekil 2.3. Insiilin zinciri

Insiilin proteininin kimyasal yapisi tiirler arasinda farklilik gostermektedir.
Ayrica domuz ve sigirdan elde edilen insiilin ile insan viicudunun drettigi insiilin
arasinda yapisal farkliliklar vardir (Aytan 2011).

Sigir insiilinin, 3 aminoasidi insan insiilininden farklidir. Hem A hem de B
zincirinde farkliliklar gosterir. A zincirinde insan insiilinindeki 8. ve 10. amino asitler
ve B zincirindeki 30. amino asitler farklidir. Domuz insilini, insan insiilininden B
zincirindeki 30. aminoasitin farkli olmasiyla ayrilir. Insan insiilinine en yakimn olan
domugz insiilinidir (Heinemann ve Richter 1993).

2.5. Calismanin Temeli ve Kapsam

Insiilin  6nciilerini  kodlayan DNA fragmenti kimyasal yolla GenScript
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Uretilecek olan proteinin molekiiler agirlig1 7.8
kDa’dur.

SEQ insulin siparis: 212 bp;

Composition 57 A; 36 C; 50 G; €9 T; 0 OTHER

Percentage: 26.9% A; 17.0% C; 23.6% G; 32.5% T; 0.0%0THER
Molecular Weight (kDa): ssDNA: ©5.67 dsDNA: 130.68

COLOURS

sequence = 1

features = 0
CRIGIN
1 CTCGAGAAGA GAGRAGAAGC TGAAGCTGARA GCTGAACCAA AGTTTGTTAA CCAACATTTG
6l TGTGGTTCTC ATTTGGTTGA AGCTTTGTAC TTGGTTTGTG GTGAAAGAGG TTTCTTCTAC
121 ACTCCAAAGG CTGCTAAGGG TATTGTTGAA CAATGTTGTA CTTCTATTTG TTCTTTGTAC
181 CAATTCGAARA ACTACTGTARA CTAAGCGGCC GC

Sekil 2.4. Insiilin geni DNA dizilimi

10
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LEKR FVNQHLCGSHLVEALY LVCGERGFFYTPKAAKGIVEQCCTSICSLYQFENYCN
LEKREEAEAEAEPKFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKAAKGIVEQCCTSICSLYQFENYCNHHHHHH
EFFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKAAKGIVEQCCTSICSLYQFENYCN
LEKRFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKAAKGIVEQCCTSICSLYQFENYCN
B chain (29 aa) linker A chain (21 aa) Histag

51 aa ~ 5.8 kDa human insulin
63 aa~7kDa
69 aa ~ 7.8 kDa

Bir genin vektdre klonlanmasi i¢in vektoriin kesim bolgeleri ve promotor bolgesi
dikkate alinir. Vektor se¢imi konakg1 organizmaya gore belirlenir. Segilen organizmaya
uygun olan vektorler arasindan yapilacak olan ¢aligmaya uygun olan vektor segilir.
Pichia pastoris mayasi ile yapilacak bir ¢alisma i¢in pPICZaA, pGAPZ ve pPBGP1
vektorleri uygun goriilmistiir (Routledge vd 2016).

Bu tez kapsaminda rekombinant insiilin iiretiminde AOX1 promotoru altinda
pPICZoA vektorii kullanilmigtir. Salgilama sekansi olarak alfa sinyal sekansi
kullanilmistir.

Klonlama islemleri i¢in klonlama vektdrleri Fermentas(ABD) firmasindan ve
protein ekspresyonu i¢in pPICZaA Invitrogen(CA, ABD) firmasindan temin edilmistir
(Sekil 2.4). pUC57-IP pargasi kullanilmstir.

pPICZ A,B,C (3.3 kb)

=
b c-myc epitope 6xHis @l

Es s o

pPICZa A,B,C (3.6 kb)

c-myc epitope 6xHis @I

3

2 e AO. Ly
/.,J.‘ - 7 BamH |
//1/ V?D % */

Bglll/\ PUC ori o

* Frame-dependent variations

Sekil 2.5. pPICZaA ekspresyon vektoriiniin sematik gosterimi

PZR islemi ile, pUCS57-IP kalibindaki IP genine InsHIS (Not) ve InsXhol
primerleri kullanilarak histidin etiketi (6 adet histidin amino asidi) eklenmistir. pPICZa
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vektorii ile IPhis pargasinin ligasyonu yapilmistir. pPICZa-IP-6XHis ekspresyon
vektori olusturulmustur. Engelli erlen tiretimi yapilmistir. Gelecek ¢alismalara onciilitk
etmesi i¢in fermentor {iretimi yapilarak standart insiilin elde edilmeye c¢alisilmustir.

© pUCS7-1P
PPICZ0A

3600 be PZR
| INSXholF

Xhol i z Notl © INSHIS(NotI)R
Ligasyon _
s pUCS57IP-6XHIS

v

PPICZa-IPX6HIS
3742 bg

transformasyon

Go EEED
E.coli XL1-Blue CaCl;

_ 37°C 18-24 saat
LB Lennox Agar

25 pg/ml zeosin

y
37°C 18-24 saat
i i LB Lennox Broth

l E.coli’ye

E

25 png/ml zeosin

N Plazmid izolasyonu
Hindlll

Sekil 2.6. pPICZa-IP-6XHis ekspresyon vektoriiniin olusturulmasi
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasallar ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan tiim kimyasallar molekiiler biyoloji kalitesinde olup
Sigma-Aldrich Co. (MO, ABD), Difco (Fransa), Merck (Almanya) markalarindan temin
edilmiglerdir. Restriksiyon enzimleri Thermo Fisher Scientific (MA, ABD) firmasindan
temin edilmistir.

3.1.2. Tampon ve stok cozeltileri

Tiim tamponlar ve stok c¢ozeltileri saf su ile hazirlanmis, 121°C’de 20 dakika
otoklavlanarak ( Niive, Ingiltere) ya da 0,22 pm filtreden gegirilerek (Corning, MA,
ABD) sterilize edilmis, 4°C ya da oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir.

3.1.3. Mikroorganizmalar ve enzimler

Calismamizda kullanilan P. pastoris X33 ve PDI, E. coli XL1-Blue suslar
kullanilmistir. Genotip 6zellikleri ile birlikte Cizelge 3.1°de verilmistir.

Tiim mikroorganizmalar %25 gliserol iceren uygun besiyeri iginde -80°C’de
muhafaza edilmislerdir. Calismada kullanilacak olan suslar ana stoktan agar plakalara
tek koloni diisecek sekilde ¢izim yapilarak uygun sicaklik ve siire boyunca (P. pastoris
30°C’de 3 giin , E. coli 37°C’de 1 giin) inkiibatorlerde bekletilerek gelistirilmis ve
+4°C’de muhafaza edilmislerdir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Sus Genotip Kullanim yeri ve Kaynak
amaci
E. coli XL1-Blue recAl endAl Plazmidlerin Stratagene, CA,
gyrA96 thi-1 cogaltilmasi ve ABD
hsdR17 supE44 saklanmast

relAl lac [F’
proAB laclgZAM15
Tnl0 (Tetr)]

P. pastoris X-33 yabanil sus Kontrol ve konuk¢u Invitrogen, CA,
ABD
P. pastoris PDI yabanil sus Kontrol ve konuk¢u Nebraska
Universitesi
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3.1.4. Plazmidler

Insan insiilin hormonunu sentezleyen insiilin geni GenScript (ABD) firmasindan
pUCS57-IP plazmidi igerisinde liyofilize sekilde temin edilmistir. Protein ekspresyonu
i¢in, pPICZaA vektorii (Invitrogen CA, ABD) kullanilmistir (Sekil 3.1).

pPICZ A,B,C (3.3 kb)

—

‘;~:—:Q:c\,=:cc
ENSEEEE B st c.myc epitope 6xHis @]

pPICZa A,B,C (3.6 kb)

LL;:_§~—~= -
Im SESETTAEs sS4 c-myc epitope _6xHis ®I

. 2% BamH |
pPICZ ~ ®
and g

Bgl II) PUC ori o

* Frame-dependent variations

Sekil 3.1. pPICZoA ekspresyon vektoriinlin sematik gosterimi

3.1.5. Besiyerleri, gelisim ortamlar1 ve antibiyotikler

P. pastoris suglarinin gelistirilmesinde YPD (%1 maya 06ziitli, %2 pepton, %2
glukoz), E. coli i¢gin LB Miller (10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract ve 10 g/L NaCl) ya
da LB Lennox (10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract ve 5 g/L NaCI) ortamlar
kullanilmistir.

Kullanilan sivi ve kati besiyerlerine kullanilan plazmidin {izerindeki direng
genine gore uygun antibiyotik ilaveleri yapilmistir. Zeosin (InvivoGen, CA, ABD) ve
ampisilin  (Roche, Almanya) antibiyotiklerinin stok soliisyonlar1 100 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanmis ve 0.22 um filtreden (Corning, MA, AB) gecirilerek
sterilize edilmis ve 1’er ml alikotlanarak -20°C’de saklanmigslardir. Antibiyotikli
besiyeri hazirlamak icin, otoklav ile sterilize edilen besiyerleri 55°C’ye sogutulduktan
sonra, buz ilizerinde ¢ozdiiriilmiis olan antibiyotiklerden, E.coli suslari ig¢in 25 pg/ml
zeosin veya 100-150 ug/ml ampisilin, P. pastoris suslari i¢in ise 100 pug/ml zeosin
olacak sekilde ilaveler yapilmistir.

Insiilin ekspresyonunu gergeklestirmek icin rekombinant P. pastoris hiicreleri

Buffered Glycerol-Complex Medium (BMGY) (10 g/l maya ekstrakti, 20 g/l
pepton,13.4 g/l YNB, 4 x 10—5 g/1 biotin, 10 g/l gliserol ve 0.1 M potasyum fosfat
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tamponu, pH 7.0) ve Buffered Methanol-Complex Medium (BMMY) (10 g/l maya
ekstrakti, 20 g/l pepton,13.4 g/l YNB, 4 x 10-5 g/l biotin, %10 saf metanol ve 0.1 M
sodyum sitrat tamponu, pH 7.0) ortamlarinda gelistirilmistir.

3.1.6. Primerler
Insiilin geninin sonuna alt1 tane histidinden olusan bir etiket eklemek igin
Polimeraz zincir Reaksiyonunda (PZR) kullanilacak olan primerler Cizelge 3.2’de

verilen primerler kullanilmstir.

Cizelge 3.2. PZR’de kullanilacak olan primerler

Primer Sekans Kaynak

5°GCG GCC GCT TAA
TGATGATGA TGA
INSHIS(Notl)R TGATGG TTA CAG MetaBion
TAGTTT TCG AAT
TGG-3

5- GGG CTC GAG AAG

INSXhoF AGA GAA GAA GC- 3

MetaBion

3.2. Metot

Calismada  kullanilan  molekiiler teknikler kit  protokollerine  gore
gerceklestirilmistir. Analizlerde kullanilan diger bir metot kaynagi “Molecular cloning
a laboratory manual” dir. E.coli hiicrelerinin yetenekli hale getirilmesinde kullanilmistir
(Sambrook ve Russel 2001). Gen ve protein taramalarinda ise Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi Ag Servisi (Bethesda, MD, ABD; http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
yararlanilmistir.

3.2.1. Liyofilize gelen plazmid DNA’nin agilmasi

Liyofilize gelen plazmid DNA GenScript (ABD), iiretici firmanin talimatlarina
uygun olarak kapagi kapali sekilde -20°C’de muhafaza edilmistir. Tiip 4°C, 6000xg’de
1 dakika santrifiij edilmistir. DNA’nin ¢6ziilmesi i¢in 40 ul TE tamponu eklendikten
sonra 1 dakika vortekslenmistir.

3.2.2. Mayadan genomik DNA izolasyonu

P. pastoris suslarindan genomik DNA izolasyonu laboratuvarimizda kullanilan
metoda gore yapilmistir. YPD plakada gelistirilen tek kolonilerden YPD si1v1 besiyerine
ekim yapilmis ve 28-30°C calkalamali inkiibatorde geceboyu gelismeye birakilmistir. 2
ml santrifiij tiipline alman gelismis kiiltiirden hiicreler masaiistii Centrifuge 5424
(Eppendorf, Almanya) ile maximum g’de 1 dakika santriijlenip ve siipernatani
atilmigtir. Pelet kism1 200 pl lysis buffer igerisinde ¢6ziiliip ve -80°C’de tamamen
donana kadar inkiibasyona birakilmistir (Lysis Buffer: %2 Triton X-100, %1 SDS, 0.1
M NACI, 10 Mm Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8). Daha sonra 95°°de 2 dakika
bekletilip ve sonra tekrar -80°C’ye tamamen donana kadar inkiibasyona birakilmistir.
Bu islem 2 kez tekrar edilmistir. 30 saniye giiglii vorteks islemi uygulanmistir. 200 pl
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kloroform eklenilmis ve 2 dakika giiclii vorteks yapilmistir. Daha sonra 20000xg’de 3
dakika santrifiij yapilmistir. Steril 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere 400 pl soguk %100
ethanol konmustur ve bir 6nceki asamada santrifiij sonu olusan en tistteki faz tiiplere
konulmustur. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
20000xg’de 5 dakika santrifiij yapilmis ve siipernatani1 dokiilmiistiir. Tiiplerin tizerlerine
500 pl %70 soguk ethanol eklenmistir ve 20000xg’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.
Bundan sonra tiiplerdeki ethanol dokiilmiis ve kapaklar1 agik sekilde Concentrator Plus
(Eppendorf, Almanya) cihazinda 60°C’de 5 dakika kurutulmustur. Vakum altinda
kurutulan DNA peleti 20 ul TE buffer i¢inde ¢oziilmiis, 1 ul RNase enzimi ilavesi ile
37°C’de 3-5 saat inkiibe edilerek igerdigi RNA’larin par¢alanmasi saglanmistir. Elde
edilen genomik DNA +4°C’de saklanmustir.

3.2.3. Plazmid izolasyonu

E. coli’den plazmid izolasyonu Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak kit protokoliine gore gergeklestirilmistir. Plazmidin tasidig1 direng genine
uygun antibiyotikli LB Miller ya da LB Lennox sivi besiyerinde 37°C ¢alkalamali
inkiibatorde 18 saat gelistirilen kiiltiirlerden hasat edilen hiicreler RNase A igeren Tris-
CI-EDTA tamponunda resiispanse edilmistir. NaOH/SDS tamponunda hiicreler
parcalanmis, asidik potasyum asetat eklenmesi ile lizat noétralize edilmistir. Lizatin
santrifiijlenmesi ile denatiire olmus proteinler, kromozomal DNA ve hiicre artiklari
coktliriilmig, siipernatantta ¢oziinmiis halde kalan plazmid DNA’nin  miniprep
kolonundan gecirilerek kolona tutunmasi saglanmistir. Etanol igeren yikama ¢ozeltisinin
kolondan gegirilmesi ile tuzlar uzaklastirilmis ve eliisyon tamponu (10 mM Tris-Cl, pH
8.5) ile plazmid kolondan alinmustir.

3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

PZR firtinlerinin, genomik DNA’larin ve plazmidlerin dogrulamasi agaroz jel
elektroforezi ile yapilmistir. Agaroz’un (SeaChem, Lonza, ME, ABD) 1 gr tartilarak 10
ml 1X TAE tamponunda (Tris/asetat/EDTA, 40 mM Tris asetat, 1 mM EDTA)
mikrodalgada 1sitilarak ¢oziindiiriilmesi ile hazirlanan jele, 60°C’ye kadar sogutulduktan
sonra 2 pl etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/ml, Invitrogen, CA, ABD) eklenmistir.
Heniiz katilasmadan jel kasetine dokiilen ve taraklar yerlestirilen jel katilagtiktan sonra
6X yiikleme boyasi ile karistirilan 6rnekler kuyucuklara yiiklenmis, 1X TAE tamponu
igerisinde 120 V akimda 45 dakika yiiriitilmiistiir. Jelde boyutlarma gore farkli hizda
ilerleyen DNA parcalart boylelikle birbirlerinden ayrilmis ve DNA’ya baglanan
etidyum bromiiriin UV 1simnlart altinda 151ma yapmasi sayesinde UV jel goriintiileme
kutusunda (Vilber Lourmat EBox-VX2, Fransa) goriintiilenmislerdir.

DNA standardi olarak GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, MA, ABD) kullanilmistir. DNA standardi, 6X jel yiikleme boyas1 ve steril
ultra saf su ile 1:10 seyreltilerek kullanima hazir hale getirilmis ve kuyucuklara 5 pl
olarak yiiklenmistir.
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3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, KOD Hot Start DNA Polymerase (EMD Biosciences, San Diego, CA,
ABD; oOnceden Novagen) kullanilarak ve kit protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilmek istenen DNA pargasinin biiyiikliigiine ve kullanilan
primerlerin ¢oziilme sicakliklarina (Tm°C) goére uyarlama yapilarak uygulanan standart
protokol asagidaki gibidir.

0.5 ul PZR tiiplerinde oda sicakliginda ya da buz iizerinde aerosol filtreli pipet
uclar ile hazirlanan 50 pl reaksiyon karisimi igin:

Cizelge 3.3 PZR Dongli Parametresi Karisim Oranlari

Miktar Malzeme Son konsantrasyon
30 pl Steril ultra saf su
5ul 10X KOD Buffer 1x
Sul dNTP karisimi (10 mM) 0.2 mM herbiri
4 ul MgSO4 (25 mM) 2.0mM
3ul 5” ileri primer (10 pM) 0.3 uM
3ul 3’ Geri primer (10 uM) 0.3 uM
1l KOD DNA Polimeraz (1 U/pul) 0.02 U/pl
1l Kalip (genomik DNA/plazmid) 10 ng genomik DNA/1 ng
plazmid
50 pl Toplam

Reaksiyonun gerceklesecegi 1s1 dongli cihazinda (Biometra Biomedizinische
Analytik GmbH, Almanya) uygulanan programda polimeraz enziminin 2 dak boyunca
95°C’de tutularak aktive olmasini takiben asagidaki basamaklar uygulanmistir:

Denatiirasyon 95°C’de 20s
Baglanma 95°C’de 20s
Uzama 70°C’de 15s

Program 35 dongili boyunca tekrarlanmis ve 72°C’de 2 dakika siiren son uzama
basamagi ile bitirilmistir. Reaksiyonun kontrolii, karigimin 5 pl’sinin 1 pl 6X jel
yiikleme boyasi ile karistirilarak 0.5 pg/ml etidyum bromiir igeren %1 agaroz jelde
yiriitilmesi ve UV jel gorintileme kutusunda hedef par¢anin goriintiilenmesi ile
yapilmistir.

3.2.6. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

PZR sonucu elde edilen iiriiniin saflastiriimast MinElute PCR Purification Kit
(Qiagen, Almanya) ile yapilmistir. Temel olarak, reaksiyon karigtminda bulunan PZR
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iirtinli DNA parcasi spin-kolondan gegirilirken yiiksek tuz varliginda silika membrana
tutunur, diger PZR bilesenleri (primerler, tuzlar, enzimler, fazla niikleotitler vb.) yikanir
ve saf DNA kolondan Tris tamponu ya da su ile alinir.

PZR sonucu elde edilen iirline 5 kat1 hacimde baglama tamponu eklenmistir. pH
indikatoriiniin renk degistirmesi durumunda 10 pl 3 M sodyum asetat (pH 5.0) eklemesi
yapilan karisim spin kolona yiiklenmis ve santrifiijlenmistir. Kolondan 750 pl yikama
tamponu santrifiij islemi uygulanarak gecirilmis, siizlintii atildiktan sonra kolon bos
olarak tekrar santrifijjlenerek yilkama tamponunda bulunan etanoliin tamamen
uzaklastirilmasi saglanmistir. Kolon temiz bir santrifiij tlipline aktarilmig, membranin
ortasina 10 pl elisyon tamponu (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) eklenmis, 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra santrifiijlenerek DNA parcasi kolondan alinmustir.
Santrifiij islemleri 17900xg hizinda 1 dakika siiresince Centrifuge 5424 (Eppendorf,
Almanya) cihazi ile oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

3.2.7. DNA’nin jelden geri alinmasi

Agaroz jelde ylriitildiikkten sonra jelden kesilerek alinan DNA parcalarinin
saflagtirllmas1 MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Almanya) ile iiretici talimatlar
dogrultusunda yapilmistir. Jelin baglama tamponunda ¢6zdiiriilmesi ve spin kolona
yiiklenip santrifiijlenmesi ile silika membrana baglanmasi saglanmistir. Daha sonra
membrana 10 pl eliisyon tamponu (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) eklenmis, 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra santrifiijlenerek DNA parcasinin eliisyonu
yapilmustir. Santriflij islemleri 17900xg hizinda 1 dakika siiresince Centrifuge 5424
(Eppendorf, Almanya) cihazi ile oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

3.2.8. DNA ve plazmid konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Genomik DNA, plazmid DNA ve PZR iriini DNA parcalarinin
konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesi Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, CA, ABD) ile
iiretici talimatlarina uygun olarak gergeklestirilmistir. Protokolde belirtilen oranlarda
toplam 200 pl i¢inde hazirlanan Qubit tamponu/boya/drnek karigiminin okumalar1 ve
konsantrasyon hesaplamalart Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, CA, ABD) cihazinda
yapilmustir.

3.2.9. Hiicre yogunlugunun odl¢iilmesi

Sivi  besiyerinde gelistirilen kiiltlirlerin  hiicre yogunluklarinin  6l¢lilmesi
spektrofotometrik olarak yapilmistir. Kiiltiirlerin uygun besiyeri ile seyreltildikten sonra
Libra S50 (Biochrom, Ingiltere) spektrofotometre cihazinda 600 nm dalgaboyunda
absorbansi Olciilerek hiicre yogunluklar: belirlenmistir.

3.2.10. Kompetent E. coli ve P. pastoris hiicrelerinin hazirlanmasi

Kompetent E. coli hiicreleri CaClz yontemi ile hazirlanmistir. LB Miller plakada
tek koloni diisecek sekilde gelistirilen E. coli susunun 3 ml LB Miller siv1 besiyerine tek
koloniden ekimi yapilarak gece boyu 37°C 225 rpm’de calkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakilmigtir. Ertesi giin gelisen kiiltiirlin optik yogunlugu dl¢iilerek 50 ml
LB Miller siv1 besiyerine baslangic OD degeri 0.01 olacak sekilde ekilerek OD degeri
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0.3 olana kadar (yaklasik 3 saat) 37°C g¢alkalamali inkiibatorde gelistirilmistir. Kiiltiir
beklenen OD degerine ulastiginda 3000xg’de 4°C’de 5 dakika siire ile santrifiijlenerek
hiicreler hasat edilmistir. Islemler bu asamadan sonra buz iizerinde gerceklestirilmistir.
Elde edilen hiicre peleti 5 ml 0.1 M CaCl, ¢ozeltisi i¢inde siispanse edilmis ve 30
dakika buz lizerinde bekletilmistir. Bir onceki sartlarda santrifiijlenerek tekrar hasat
edilen hiicre peleti 1.5 ml %15 gliserol iceren 0.1 M CaCl; ¢dzeltisi i¢inde resiispanse
edilmis ve 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere 100 pul olacak sekilde alikotlanmistir. -80°C’ye
kaldirtlmistir.

Kompetent P. pastoris hiicreleri Lityum Asetat Yontemine (Wu ve Letchworth
2004) gore hazirlanmustir. P. pastoris susu, donmus kiiltiirden ya da +4°C’de saklanan
agar plakasindaki tek kolonilerden test tiipii i¢erisinde 3 ml YPD besiyerine ekilmis,
250 d/dak 28-30°C calkalamali inkiibatorde geceboyu gelistirilmistir. Ertesi giin,
geceboyu gelisen kiiltiirden baslangi¢ ODeoo degeri 0.1 olacak seklide 250 ml hacimli
engelli erlen igerisinde 80 ml YPD besiyerine ekim yapilmistir. ODgoo degeri 1.2-1.5
olana kadar 250 d/dak 28-30°C c¢alkalamali inkiibatorde gelistirilen hiicreler, +4°C’de
3000 g hizinda 5 dakika siire ile santrifiijlenerek hasat edilmislerdir. Hiicre peleti, 8 ml
lityum asetat karisimi (100 mM LiAc, 10 mM DTT, 0.6 M Sorbitol, 10 mM Tris-HCI
pH 7.4) icinde siispanse edilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. 4°C’de 3000xg hizinda 5 dakika santrifiijlenerek tekrar hasat edilen
hiicreler 1.5 ml buz soguklugundaki 1 M sorbitol i¢inde siispanse edilmis ve 2 ml
hacimli santrifiij tiiptine aktarilmistir. 4°C’de 3000xg hizinda 5 dakika santrifiijlenerek
hasat edilen hiicreler 3 kez 1.5 ml soguk 1 M sorbitol ile yikanmis, daha sonra son
konsantrasyon 1010 hiicre/ml olacak sekilde buz soguklugundaki maya resiispansiyon
tamponu (1 M sorbitol, %20 gliserol) iginde siispanse edilmis, 1.5 ml’lik eppendorf
tiiplere 80 pl olacak sekilde alikotlanmstir. -80°C’de saklanmustir.

3.2.11. DNA parcalarinin plazmide ligasyonu

Kiit ve yapiskan uclu DNA parcalarinin vektorlere ligasyon islemleri Thermo
Fisher Scientific T4 DNA Ligase (Almanya) kiti kullanilarak, iiretici talimatlarina uygun
olarak gerceklestirilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 1:3 vektor: insert orani (molar:
molar) kullanilmistir.

Ligasyon islemi icin toplam 10 pl igerisinde 50 ng vektor DNA, 150 ng insert
DNA karistirilmis, 1X T4 DNA ligasyon tamponu varliginda 5 U T4 DNA ligaz
eklenmistir. Oda sicakliginda (22°C) 15 dakika inkiibasyon sonrasi ligasyon karigiminin
1/10’u ile yetenekli maya ya da bakteri hiicrelerine transformasyon islemine devam
edilmis, karigimin kalan miktar1 -20°C’de saklanmustir.

3.2.12. Kompetent E. coli ve P. pastoris hiicrelerine transformasyon

Buz tizerinde ¢ozdiiriilen 100 ul kompetent E. coli (XL1-Blue) hiicresine 5 pl
ligasyon karigimi eklenmis ve 30 dakika buz {izerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra
42°C’de 60 saniye siire ile 1s1 sokuna maruz birakilan hiicreler 5 dakika buz iizerinde
bekletilerek sogutulmus, 200 ul LB sivi besiyeri eklenerek 37°C calkalamali
inkiibatorde 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Transfer edilen plazmide uygun
antibiyotik iceren (100 pg/ml ampisilin ya da 25 pg/ml zeosin) LB plakalara ekimi
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yapilan transformant hiicreler 37°C’de geceboyu inkiibasyona birakilmislardir.
Inkiibasyon sonrasit plakalarda olusan kolonilerin kontrolii plazmid izolasyonu,
restriksiyon analizi yontemleri ile yapilmistir.

Yetenekli P. pastoris hiicrelerine gen transferleri elektroporasyon yontemi ile
yapilmistir. Buz tizerinde bekletilerek ¢ozdiiriilen 80 pl yetenekli P. pastoris hiicresine
3-5 ug lineer DNA eklenmis, pipetlenerek karistirilmis ve buz soguklugundaki 2 mm
elektroporasyon kiivetine aktarilmistir. Kiivetler 5 dakika buz iizerinde bekletilerek
elektroporasyon cihazinda 5 ms siire ile 1500 V akima tabi tutulmustur. Hemen
ardindan ¢ok soguk 1 M sorbitol eklenmis ve 1.5 ml’lik santrifiij tiiptine alinmistir. 28-
30°C’de 1-2 saat inkiibe edilen hiicreler uygun antibiyotik ve besiyeri iceren plakalara
50, 100, 500 pl olacak sekilde yayilmistir. Plakalar, koloniler olusana kadar 28-30°C
inkiibatorde 2-3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi plakalarda olusan
kolonilerin kontrolii genomik DNA izolasyonu ve PZR analizleri araciligi ile
yapilmistir.

3.2.13. Restriksiyon analizi

Plazmidlerin izolasyonlar1 yapildiktan sonra dogrulamasi restriksiyon analizi ile
gercgeklestirilmistir. Oncelikle, plazmid ve ligasyonu yapilan genlerin haritalarina
bakilarak bir tane genin i¢inden, bir tane de plazmidden olmak iizere 2 noktadan kesen
enzim ya da enzimler belirlenmistir. Plazmidlerin konsantrasyonlar1 dl¢iildiikten sonra 1
ug plazmide 1 U enzim olacak sekilde, 10X enzim tamponu ve su eklenerek toplam 20
ul icinde reaksiyon karisimi hazirlanmistir. 37°C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra
kesilmis plazmidlerin degerlendirilmesi, kontrol olarak kesilmemis plazmidle birlikte
%]1 agaroz jele yiiklenerek agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir.

3.2.14. Engelli erlende insiilin proteini iiretilmesi

Plakalardan secilen klonlar engelli erlen kosullarinda gelistirilerek insiilin
ekspresyonu arastirilmigtir. Insiilin genini tastyan ekspresyon vektoriiniin aktarildigi P.
pastoris hiicreleri ile ekspresyon vektoriinii tasimayan P. pastoris hiicreleri (negatif
kontrol) 3 ml’lik YPD siv1 besi yerlerine inokule edilmistir. YPD siv1 besi yerinde
gelisen hiicreler, besiyerinin son OD 0.1 olacak sekilde BMGY (sodium sitrat tamponu
pH 7.0)’ye inokiile edilmistir. 18-20 saat boyunca ¢alkalamali inkiibatorde, 28-30°C’de
BMGY besiyerinde ¢ogalan hiicreler yaklagik 10 OD iken 4°C, 3000 g’de 5 dakika
santrifuj edilerek hasat edilmis ve supernatanlar atilmistir. Aym1 hacimde BMMY
(sodium sitrat tamponu pH 7.0) eklenip, hiicreler siispanse edildikten sonra protein
ekspresyonu i¢in 28°C’de 225 rpm’de c¢alkalamali inkiibatére koyulmustur. Protein
ekspresyonu 72-120 saat boyunca siirdiiriilmistiir. Metiltrofik bir maya olan P.
pastoris’in protein ekspresyonu igin besiyerinin son konsantrasyonu %1 olacak sekilde
12 saatte bir saf metanol eklenmistir. 24 saatte bir 6rnek alinmistir ve analizlerde
kullanmak tizere Ornekler filtreden ge¢irilmis ve hazirlanmigtir. 120 saat sonunda
hiicreler hasat edilmis ve siipernatan devam edecek analizler i¢in 4°C’ye kaldirilmistir.
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3.2.15. Rekombinant P. pastoris suslar1 kullamlarak fermentor kosullarinda insiilin
proteini iiretimi

pPICZa-IP-6XHis plazmidini tasiyan P. pastoris susu fermentér ortaminda
cogaltilarak insiilin Onciilerinin tiretimi gergeklestirilmistir. Bu amagla, pPICZa- IP-
6XHis plazmidini igeren PDI susu 0.1 OD olacak sekilde 100 mL BMGY besiyeri
iceren engelli erlenlere ekilmistir. Fermentdr (5L hazneli, Sartorius B plus) ortaminda
inokulum olarak kullanilacak kiiltiir, 8-10 OD oluncaya kadar c¢alkalamal1 inkiibatorde
250 rpm 30°C’de 12-16 saat gelistirilmistir.

Ferment6r ortaminda insiilin {iretimi 2L hacimde gergeklestirilmis ve temel tuz
besiyeri (Cizelge 3.3) kullanilmistir. Besiyerinin igine 4.35 mL/ L PTM1 tuzu (Cizelge
3.4) eklenmistir. Fermentasyonlar 800-1000 rpm karistirma hizinda, 30°C’de ve pH
5.0’de gergeklestirilmis, pH kontrolii %26’lik (w/v) amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile
yapilmistir.

Cizelge 3.4. Fermentorde kullanilan tuz bilesimi

Temel Tuz Besiyeri

%85 H3aPO4 26.7 mL/L
CaSOq 0.93¢g/L
K2SO4 18.2 g/L

MgS04.7H,0 14.9 g/L
KOH 413 ¢
Gliserol 40 g/L
%S5’lik kopiik kiric 2 mL/L

Cizelge 3.5. PTMI tuzlarinin bilesimi

PTM1 tuzlarinin bilesimi

CuS04.5H0 2g/L

ZnCly 79/L
Nal 0.08 g/L
FeS04.7H20 22.0 g/L
MnSO4.H20 30g L
Biotin 0.2 g/L
Na:Mo004.2H20 0.2 g/L
Borik asit 0.02 g/L
CoCl; 0.5¢g/L

H2SO4 2 mL

Fermentasyonun ilk asamasi olan gliserol kesikli faz (batch) %4 gliserol iceren
2L temel tuz besiyerinde (Cizelge 3.3) gergeklestirilmistir ve yaklasik 20 saat
sirdirilmiistiir. Ortamda gliseroliin varligi, ¢oziinmiis oksijen diizeyi takip edilerek
izlenmistir. Gliseroliin tliikenmesi sonucu, ¢Oziinmiis oksijen miktarinda ani artig
gozlendiginde kesikli faz sona erdirilmistir. Bu asamadan sonra fermentasyonun ikinci
asamasi olan gliserol besleme fazi (fed-batch) baslatilmistir. Bu fazda, 2 saat boyunca
%40 gliserol kullanilarak 16.5 mL/L.sa olacak sekilde gliserol beslemesi yapilmistir. Bu
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siirenin sonunda, ortama AOX1 promotoru i¢in 2 mL/L metanol ilave edilmis ve gliserol
besleme hizi 0 mL/L.sa diizeyine 3 saatlik siire i¢inde lineer olarak diistiriilmiistiir.
Ortamdaki karbon kaynaklarinin tiikenmesi ile ¢oziinmiis oksijen miktarinda ani artis
gozlenmis ve fermentasyonun 3. agsamasi olan indiiksiyon fazina gegilmistir. Bu fazda
120 saat boyunca %100 metanol (9 mL/L PTMI1 tuzu igeren) ile besleme yapilmustir.
Islem boyunca; sicaklik 30°C, pH degeri 5.5, karigtirma hizi 1000 rpm ve hava
beslemesi 2.0 vvm olacak sekilde sabit tutulmustur. Coziinmiis oksijen miktar1 ise,
gerektiginde saf oksijen eklenerek, %20 olacak sekilde kontrol edilmistir. Fermentasyon
siiresi boyunca insiilin proteini varligini tespit etmek icin 6rnek alinmistir. 120.saatte
alian Ornekten HisPur Ni-NTA resin (Thermo Scientific) kullanilarak IP purifikasyonu
yapilmistir. Diger saatlerde alinan orneklerin siipernatantlar1 ve histag saflastirilmasi
yapilan 120.saat 6rneklerinin SDS-PAGE ve Western Blot analizleri yapilmistir.

Cizelge 3.6. Fermentor kesikli faz parametresi

Kesikli faz
Saat Siire Hiz (pm)  Akig(m.L/L.h) DO(%)
9: 00 0 - - -
5:00 20 800 33
6: 00 21 800 25.2
7:00 22 850 25.5
7:30 225 900 25.5
8:00 23 950 23.3
8:15 - -

Cizelge 3.7. Fermentor kesikli beslemeli faz parametresi

Kesikli beslemeli faz

Saat Siire Hiz (rpm)  Akig(m.L/L.h) DO(%)
8:00 0 1.1 16.5 22
10: 30 12 1.1 16.5 23
11: 00 30 0.9 13.5 17.1
11: 30 60 0.7 10.5 23
12: 00 90 0.6 9 21
12: 30 120 0.4 6 40
13: 00 150 0.2 3 27
13: 15 165 0.1 15 35
13: 30 180 0 0 30
14: 00 55
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Cizelge 3.8. Fermentor metanol besleme parametresi

Metanol besleme fazi

Saat Siire Hiz (rpm) Akig(m.L/L.h) DO(%)
15: 00 0 0.1 3 85
01: 00 10 0.2 3 20
10: 30 19.5 0.3 4.5 20
23: 00 32 0.4 6 20
09: 00 42 0.5 7.5 20
10: 00 43 0.5 7.5 20
21: 00 54 0.6 9 9-10
23: 00 56 0.5 7.5
09: 00 66 0.5 7.5
11:00 68 0.5 9
13: 20 0.6
23: 00 80 0.5 7.5
09: 00 90 0.6 9
10:00 115 0.6

3.2.16. SDS-PAGE analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), OWL P8D8 (Thermo
Scientific, IL, ABD) cihazinda Gel Buffer (3M Tris-Cl, %0.3 SDS, pH 8.45)
hazirlanarak uygulanmistir. Protein dretimi igin gelistirilen hiicrelerden ayrilan
siipernatantlar, toplam 100 pl olacak sekilde 2:1 oraninda 2X SDS jel yiikleme tamponu
(200 mM Tris-Cl, pH 6.8, %8 SDS, %40 gliserol, 100 mM DTT) ile karistirilarak 70
°C’de 10 dakika bekletilmistir. 10’er pl’leri hazirlanan jellere yiliklenmistir.
Elektroforez islemi jelin, 1x Cathode Buffer (0.1 M Tris, 0.1 M Tricine, %0.1 SDS) ve
5x Anode Buffer (0.2 M Tris-Cl, pH 8.9) kullanilmistir. 5X Anode Buffer 1x Anode
Buffer’a seyreltilmistir. Baglangicta 100 V akimda 10 dakika, daha sonra 200 V akimda
30 dakika yiiriitiilmesi ile tamamlanmustir. Jel alindiktan sonra 15 dakika saf su ile
yikanmigtir. Daha sonra Boyama (%0.1 Coomassie Blue R250, %10 asetik asit, %20
metanol, %70 saf su) iceren soliisyonda 1 saat c¢alkalayicida c¢alkalanmistir. Bu
islemden sonra jel Sabitleme (%10 asetik asit, %20 metanol, %70 saf su) soliisyonunda
1 saat yikanmistir, en sonunda saf su igerisine alinmis ve goriintiilenmistir. Protein
standard1 olarak SeeBlue Plus2 prestained protein ladder kullanilmistir.mPozitif kontrol
olarak daha once laboratuvarimizda iiretilen ve sonunda 6XHis etiketi olan Ksilanaz
enzimi (29.8 kDa) kullanilmistir.

3.2.17. Western blot analizi

Western blot analizi i¢in ornekler SDS-PAGE analizinde oldugu sekilde
hazirlanmig, 10’er pl’leri hazirlanan jellere yiiklenmistir. 1x Cathode Buffer (0.1 M
Tris, 0.1 M Tricine, %0.1 SDS) ve 5x Anode Buffer (0.2 M Tris-Cl, pH 8.9)
kullanilmistir. 5x Anode Buffer 1x Anode Buffer’a seyreltilmistir. Baslangicta 100 V
akimda 10 dakika, daha sonra 200 V akimda 30 dakika yiiriitiildiikten sonra jel 1X
TGM tamponu (0.192 M glisin, 25 mM tris bazi, %2 metanol) ile 15 dakika yikanmistir.
Jelde ayrimlanan proteinler, jelden PVDF membrana (Millipore, MA, ABD) Owl HEP-
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1 Electroblotter (Thermo Scientific, IL, ABD) cihaz1 kullanilarak (20 V, 60 dakika)
aktarilmigtir. Daha sonra membran protein aktarilan yiizii yukariya bakacak sekilde
kapakli kutuya aktarilmis ve 1X PBS tamponu (140 mM NacCl, 2.7 mM KCI, § mM
NaxHPOj4, 1.4 mM KH2POy) ile 2 kez 10’ar dakika yikandiktan sonra kapatma tamponu
I-Block (1X PBS+%0.5 g I-Block) igeren kapatma tamponunda 1 saat ¢alkalamaya
birakilmigtir. Histidin etiketli proteine ait band1 tespit edebilmek i¢in birincil antikor
olarak Purified Anti-His Taq (Cat:652502) 1:2500 seyreltilerek 1 saat galkalayicida
muamele edilmistir. Daha sonra 3 sefer 5’er dakika I-Block soliisyonu ile ara yikama
yapilmistir. ikincil antikor olarak ise Goat Anti-Mouse lgG (H+L), Horseradish
Peroxidase (HRP) Conjugate (USA) 1:2000 seyreltilerek 1 saat galkalayicida muamele
edilmistir. Daha sonra 3 sefer 5’er dakika I-Block, 1 sefer 5 dakika 1X PBS ile
yikanmigtir. Antikorlarla hibridizasyonu tamamlanan membranin 2.5 ml enhancer
luminol- 2.5 ml peroxide (SuperSignal®WestPico Chemiluminescent Substrate)
sollisyonu ile 5 dakika ¢alkalanmistir. Membran seffaf dosya i¢ine alinmistir ve pegete
yardimiyla hava kalmayacak sekilde silinmistir. X- Ray film kasedinde
goriintiilenmistir. Protein standardi olarak SeeBlue Plus2 prestained protein ladder
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak daha once laboratuvarimizda tretilen ve sonunda
6XHis etiketi olan Ksilanaz enzimi (29.8 kDa) kullanilmustir.

3.2.18. His-Tag piirifikasyonu

Hiicreigi insiilin iireten P. pastoris klonlart 3 ml YPD besiyerine ekilerek bir
gece 28°C 225 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde gelistirilmis ve inokulum olarak
kullanilmistir. inokulumdan baslangic OD’si 0.1 olacak sekilde BMGY besiyerine ekim
yapilmig ve 28°C c¢alkalamali inkiibatérde 18-24 saat gelismeye birakilmistir. Daha
sontra BMMY mediasina aktarilmis ve protein tiretimi 250 ml engelli erlenlerde 30 ml
BMMY besiyerinde gerg¢eklesmistir. Kiiltiirden 120. saatte 50 ml falkon tiipiine 25 ml
alinmis ve 3000xg hizinda 4°C’de 5 dakika santrifiijlenmis ve filtreden gecirilmistir.

Saflastirma islemi HisPur Ni-NTA Resin protokoliine gore yapilmistir. Falkonda
bulunan siipernatana ayni miktarda equlibration buffer eklenilmistir ve son pH, 1M
Tris-HCI pH 9.5 ile 7’nin iizerine ¢ikarilmistir. Rezine santrifiij islemi yapildiktan sonra
falkon tiiplindeki siipernata ilave edilmistir. 30 dakika rotater mixerde karigtirilmistir.
Dispozipol kolonundan gecirilmis ve flow through olmus hali elde edilmistir. Yikama
islemleri 2M imidozale, 1XPBS ve distile saf su igeren buffer ile, ve eliisyonlar1 da yine
ayn1 sekilde yapilmistir.

3.2.19. Hiicrelerin SDS-PAGE ve Western Blot analizi i¢in kirilmasi

Hiicre peletlerinden bir miktar (200 mg) tartilarak 2 ml’lik eppendorf tiiplere
konulmustur. Uzerlerine 1 ml Hiicre lizisi (%25 gliserol, 1.5Mm MgCl, 415mM NacCl,
0.5mM PMSF, 0.5mM DTT, 20mM HEPES, 0.2mM EDTA, saf su) buffer eklenmistir.
Vortekslendikten sonra peletlerin parcalanmasi saglanmistir. Pargalanan peletler Qiagen
kirma tiipline aktarilmistir. Tiipiin icerisine yarim kapak dolusu zirkonya boncuklardan
konulmustur. Doku pargalayict (Almanya) cihazinda 4 sefer 1.5 dakika (her arada 2
dakika -20°C de bekletilerek) olmak iizere pelet kirma islemi yapilmistir. 4°C’de
20000xg’de 10 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Daha sonra faz ayrimi sonucu
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siipernatanlar 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alinarak ¢oziinen pelet fraksiyonu SDS-
PAGE ve Western blot analizi i¢in hazir hale getirilmistir.

Coziinen pelet fraksiyonu sonucu siipernatan alindiktan sonra dipteki kisma 2X
SDS jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8, %8 SDS, %40 gliserol, 100 mM
DTT) eklenerek 70°C’de 10 dakika bekletildikten sonra siipernatan kismi1 direk olarak
SDS-PAGE ve Western blot analizi i¢in kullanilmustir.

3.2.20. Toplam protein tayini

AOX enzim aktivite tayini i¢in maya hiicreleri kirilarak elde edilen hiicre oziitiiniin
icerdigi protein miktar1 Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo Scientific, IL, ABD) kiti
kullanilarak tayin edilmistir. Protein konsantrasyonu, drneklerle birlikte okutulan bir
seri BSA standart ¢ozeltilerinin (125 pg/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml, 750 pg/ml, 1000
ug/ml, 1500 pg/ml, 2000 pg/ml) absorbans degerleri referans alinarak belirlenmistir.
Protein miktarlar1 Olgiilecek olan hiicre oziitleri, reaksiyon ayiraci ile 1:15 oraninda
kanistirilmig, 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra UV spektrofotometre
cihazinda (Biochrom Libra S50, ingiltere) 660 nm dalga boyunda absorbans degerleri
Olciilmiistiir. Paralel olarak oSlgiilen standart serisinden elde edilen absorbans degerleri
ile ¢izilen standart grafiginden, bilinmeyen Ornegin protein miktari hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Insiilin genine histidin etiketi eklenmesi ve insiilin genini tasiyan ekspresyon
vektoriiniin olusturulmasi

Insiilin genini tasiyan pUCS57-IP plazmidi GenScript (Almanya) tarafindan
kimyasal yolla elde edilerek liyofilize sekilde laboratuvarimiza getirilmis ve liretici
firmanin talimatlaria gore 6n islemleri yapilmistir. 4°C’de 6000xg’de 1 dakika santrifiij
islemi yapilarak, konsantrasyonu 100 ng/ul olacak sekilde 40 pl buffer TE tamponu
eklenmistir.

PZR ile IP genine alt1 adet histidin aminoasidinden olusan bir etiket eklenmistir.
Bu etiket hem western blot analizinde anti-his antikoru kullanilarak analiz yapilmasina
hem de saflagtirma igleminde biiyiik kolaylik saglamistir.

PZR sonucunda elde edilen {iriin agaroz jelde yiiriitiilmiis beklenen baz ¢ifti (250
be) elde edilerek dogrulanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. pUC 57-1P genine 6XHIS etiketi eklenmesi ve dogrulanmas1 M: GeneRuler
™ Ultra Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD);
1: PZR sonrasi elde edilen IPHIS geni; 2: PZR sonrasi elde edilen IPHIS geni
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Daha sonra pPICZaA plazmidinin Xhol/Notl enzimleri ile restriksiyon analizi yapilmus,
beklenen baz ¢ifti (2824 bg) elde edilerek dogrulanmistir (Sekil 4.2). PZR
purifikasyonlar1 yapilmis ve konsantrasyonlar1 6l¢tilmiistiir.

Sekil 4.2. pPICZaA plazmidinin Xhol/Notl enzimleri ile restriksiyon analizi kontrolii
M: GeneRuler ™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA,
ABD); 1: Xhol/Notl ile kesilmis pPICZaA plazmidi; 2: pPICZaA plazmidi

Bu ¢alismanin ardindan pPICZo. vektdriine IP-6XHIS fragmenti birlestirilmistir.
Bu sekilde pPICZa-IP-6XHis ekspresyon vektorii olusturulmustur (Sekil 4.3). Daha
sonra E. coli 'ye transformasyonu yapilmis ve dogrulanmistir.

(1) Bglil Alel (76)
Brrl (170)
PIBAT (190)
EeaS3kl (20£)

(3429) AlwNI
) A Banll - Sacl (208)

(3321} PupFl
{3317 Bsa¥l

Drral - Pmel (413)

(3184) BasSal
BipI (582)

rasll (£77)
(3013) Pdil BStXI (706)
(2F2a) Miul
{2917y BarGl
Miel (B64)
pPICZalpha.IP.HIS
(27507 EcoRV $742 b
e one BStAPI {495)
(27oa) KAl
{2665) Dralll

(=8l Fsel Peil (1136)
BerDl {1155}
PaaR 71 - THI - Xhal {1104)

Hpal {(1231)
BpulOl (1317)
Mokl {1407}

{2482) Banl
(2475) SewAl
{242 Sgral

2 § Smal
(2400) Taphl - Kmal

235 Aatll
Tt rut xbal (1420)
(2348) BssHII - MauBI Sall (1463)

ALl (1464)
ExFi

i
(2315) Mucl Promater

{(2210) MNcol - Styl 2060
Agel (1545)

BsiWwl (1677)
Pyull (1711}

{188%) BLgZl BamHI (1826)

Sekil 4.3. pPICZalpha-1P-6XHIS ekspresyon vektdriiniin haritasi
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4.2. pPICZalpha-1P-6XHIS Ekspresyon vektoriiniin E. coli’ye Transformasyonu

Ligasyon islemi sonunda kompetent E. coli XL1-Blue hiicrelerine
transformasyonu gerceklestirilmis, 50 pg/mL zeosin iceren LB Lennox agar plakalara
ekim yapilmistir. 37°C’de bir gece inkiibasyon sonucunda plakalarda olusan
kolonilerden 5 tanesi plazmid izolasyon igin segilmistir. 3 mL LB Lennox sivi
besiyerine ekilmis ve 37°C’de gece boyu gelistirilmistir. Ertesi gilin kiiltiirlerden
plazmid izolasyonlar1 yapilmis ve Hindlll enzimi ile restriksiyon analizleri
gerceklestirilmistir. Olusturulan ekspresyon vektorli igin restriksiyon analizi sonrasi
beklenen b¢ uzunluklar1 pPICZa-IP-6XHis i¢in 391 bg ve 3351 b dir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. pPICZalpha-IP-6XHIS plazmidinin Hindll kesimi sonras1 goriintiisii M:
GeneRuler ™1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD); 1:
pPICZa-IP-6XHis 1.klon; 2: pPICZa-1P-6XHis 2.klon; 3: pPICZa-IP-6XHis
3.klon; 4: pPICZa-IP-6XHis 4.klon; 5: pPICZa-IP-6XHis 5.klon

1 ve 4 numarali hiicrelerin igerdigi pPICZalpha-IP-6XHIS plazmidi dogru kesimi
vermistir. Bu nedenle segilen bu klonlarin donmus kiltlirleri hazirlanmistir.
Transformasyon islemine 4 numarali klon ile devam edilmistir.

4.3. Ekspresyon vektoriiniin Pichia pastoris’e transformasyonu

Dogrulanan 4 numarali klonun 3-5 pg plazmit icerecek kadari Mssl enzimi ile
lineer hale getirilerek (Sekil 4.5), PZR pirifikasyonu yapilmistir ve yetenekli Pichia
pastoris X-33 susuna transformasyonu gergeklestirilmistir. Transformant hiicreler 100
pg/mL ve 500 pg/mL zeosin igeren YPD agar plakalara ekilmistir. Plakalar 3 giin
boyunca 30 °C’de gelismeye birakilmistir.
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1500 be

Sekil 4.5. pPICZalpha-IP-6XHIS 4 numarali plazmidin Mssl enzimi ile kesilerek
dogrulanmas1 M: GeneRuler ™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, MA, ABD); 1: pPICZa-1P-6XHis vektorii; 2: pPICZa-
IP-6XHis vektoriiniin Mssl enzimi ile lineer hale gelmis hali

100 pg/mL zeosin ve 500 ug/mL zeosin igeren plakalardan 3’er koloni olmak
tizere toplamda 6 koloni se¢ilmistir ve YPD s1v1 besiyerinde inokulum olarak gece boyu
gelistirilmistir. Daha sonra klonlarin donmus kiiltiirii hazirlanmis ve genomik DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. PZR ile insiilin geninin varlig1 kontrol edilmistir (Sekil 4.6).
Beklenen fragment uzunluklari 2000 ve 800 b¢’dir. 1,2 ve 3 numaral klonlarda PZR
calismamis olabilir. 4,5 ve 6 numarali klonlar dogrulanmistir.
5’AOXF(GACTGGTTCCAATTGACAAGC) ve
3’AOXR (GCAAATGGCATTCTGACATCC ) primerleri kullanilmistir.

Sekil 4.6. pPICZa-IP-6XHis klonlarinin PZR kontrolii M: GeneRuler ™ 1 kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD); 1: pPICZa-IP-6XHis
1.klon; 2: pPICZa-1P-6XHis 2.klon; 3: pPICZa-IP-6XHis 3.klon; 4: pPICZa-
IP-6XHis 4.klon; 5: pPICZa-1P-6XHis 5.klon; 6: pPICZa-1P-6XHis 6.klon
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Ayni zamanda dogrulanan 4 numarali klonun 3-5 pg kadart Mssl enzimi ile lineer hale
getirilerek (Sekil 4.7), PZR piirifikasyonu yapilmistir ve yetenekli Pichia pastoris PDI
susuna transformasyonu gergeklestirilmistir.

Sekil 4.7. pPICZalpha-IP-6XHIS 4 numarali plazmidin Mssl enzimi ile kesilerek
dogrulanmas1 M: GeneRuler ™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,
MA, ABD); 1: pPICZa-IP-6XHis vektorii; 2: pPICZa-1P-6XHis
vektoriiniin Mssl enzimi ile lineer hale gelmis hali

500 pg/mL zeosin iceren plakalarda koloni olusmamustir, 100 pg/mL zeosin igeren
plakalardan 10 koloni se¢ilmistir. YPD siv1 besiyerinde inokulum olarak gece boyu
gelistirilmistir. Daha sonra klonlarin donmus kiiltiirii hazirlanmis ve genomik DNA
izolasyonlari yapilmistir. Genomik DNA izolasyonu sonucu genin girip girmedigini
kontrol etmek i¢in klonlarin PZR ile kontrolii yapilmistir (Sekil 4.8). Beklenen fragment
uzunluklar1 2000 ve 800 bg’dir. 1-2-3-4-5-6-7-8-9 numarali klonlar dogrulanmustir.
5’AOXF(GACTGGTTCCAATTGACAAGC) ve 3’ AOXR
(GCAAATGGCATTCTGACATCC)) primerleri kullanilmigtir.
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Sekil 4.8. pPICZa-IP-6XHis klonlarinin PZR kontrolii M: GeneRuler ™ 1 kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientificc MA, ABD); 1: X-33 kontrol; 2: PDI
kontrol; 3: pPICZa-IP-6XHis 1.klon; 4: pPICZa-IP-6XHis 2.klon; 5:
pPICZa-IP-6XHis 3.klon; 6: pPICZa-1P-6XHis 4.klon; 7: pPICZa-IP-6XHis
5klon; 8: pPICZa-IP-6XHis 6.klon, 9: pPICZa-IP-6XHis 7.klon, 10:
pPICZa-IP-6XHis 8.klon, 11: pPICZa-IP-6XHis 9.klon, 12: pPICZa-IP-
6XHis 10.klon

4.4. Engelli erlende insiilinin iiretimi western blot analizi ile gosterilmesi

72 saat siiren engelli erlen lretiminde 24, 48 ve 72. saatlerinde ornekler
alinmistir ve drneklerin peletleri kirilarak Westen blot analizi yapilmistir. Uretimde PDI
susunun klonu kullanilmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. PDI 1 numarali klonun engelli erlen iiretimi sonucu Western blot goriintiisii
M: Color Prestained Protein Standard, Broad Range; 1: Negatif kontrol
stipernatan (PDI) 72. saat ; 2: Negatif kontrol pelet soluble (PDI) 72. saat ; 3:
24. saat siipernatan; 4: 24. saat pelet soluble; 5: 48. saat siipernatan; 6: 48.
saat pelet soluble; 7: 72. Saat slipernatan; 8: 72. saat pelet soluble; 9: pozitif
kontrol ksilanaz; 10: pozitif kontrol humilin; 11: pozitif kontrol bovine
insiilin; 12: pozitif kontrol human insiilin; 13: pozitif kontrol ksilanaz
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Western blot analizi sonucunda pPICZa-IP-6XHis PDI 1 numarali klonunda
siipernatan ve pelet soluble kisminda insiilin band1 tespit edilmistir. Uretilecek olan
proteinin molekiiler agirlig1 7.8 kDa’ dir. Insiilin proteinin molekiil yapis1 nedeniyle
siipernatan kisminda ortam kosullarindan kaynaklanan dimer-trimer yap1 olusturdugu
distiniilmistiir.

pPICZa-IP-6XHis klonlarinin 2 tane (PDI ) ve 2 tane (X33) toplamda 4 farkli
klon olmak tiizere duplike (parelel) tiretimi sonucu Western blot analizi yapilmistir
(Sekil. 4.10).

Sekil 4.10. pPICZo-IP-6XHis klonunun engelli erlen iiretimi sonunda elde edilen
siipernatan Orneklerinin western blot goriintiisii M: SeeBlue® Plus2 Pre-
stained Protein Standard; 1: X33 negatif kontrol; 2: X33 pPICZa-IP-6XHis
lL.klon; 2’: X33 pPICZa-IP-6XHis 1.klon; 3: X33 pPICZa-IP-6XHis
2.klon, 3’: X33 pPICZa-IP-6XHis 2.klon; 4:PDI negatif kontrol; 5: PDI
pPICZa-IP-6XHis 1.klon; 5’: PDI pPICZa-IP-6XHis 1.klon; 6: PDI
pPICZo-1P-6XHis 2.klon; 6’: PDI pPICZa-IP-6XHis 2.klon; 7: Pozitif
kontrol ksilanaz; M: SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard

Yapilan iiretim sonucunda X33 1 numarali klonun parelel iiretiminde de bant
goriildiigl, X33 2 numarali klonda parelel tiretiminde bant goriilmedigi, PDI 1 numarali
klonun parelel iiretiminde de bant gorildiigi, PDI 2 numarali klonda bant
olusturmadigi, negatif kontrol X33 ve PDI susunda bant gézlenmedigi goriilmiistiir.
Pozitif kontrol ksilanazin ¢alistig1 gézlenmistir. 6-14 arasindaki bantlarin insiilin oldugu
tespit edilmistir (bizim bekledigimiz 7.8 kDa).
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Sekil 4.11. pPICZa-1P-6XHis klonunun engelli erlen iiretimi sonunda elde edilen pelet
soluble 6rneklerinin western blot goriintiisii M: SeeBlue® Plus2 Pre-stained
Protein Standard; 1: X33 negatif kontrol; 2: X33 pPICZa-IP-6XHis 1.klon;
2’: X33 pPICZo-IP-6XHis 1.klon; 3: X33 pPICZa-IP-6XHis 2.klon, 3’:
X33 pPICZa-IP-6XHis 2.klon; 4:PDI negatif kontrol; 5: PDI pPICZa-IP-
6XHis 1.klon; 5°: PDI pPICZa-1P-6XHis 1.klon; 6: PDI pPICZa-IP-6XHis
2.klon; 6’: PDI pPICZa-IP-6XHis 2.klon; 7: Pozitif kontrol ksilanaz; M:
SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard

Sekil 4.12. pPICZa-1P-6XHis klonunun engelli erlen iiretimi sonunda elde edilen pelet
insoluble orneklerinin western blot goriintiisi M: SeeBlue® Plus2 Pre-
stained Protein Standard; 1: X33 negatif kontrol; 2: X33 pPICZa-IP-6XHis
1.klon; 2°: X33 pPICZa-IP-6XHis 1.klon; 3: X33 pPICZa-IP-6XHis 2.klon,
3’: X33 pPICZa-IP-6XHis 2.klon; 4:PDI negatif kontrol; 5: PDI pPICZa-
IP-6XHis 1.klon; 5°: PDI pPICZa-IP-6XHis 1.klon; 6: PDI pPICZa-IP-
6XHis 2.klon; 6’: PDI pPICZa-IP-6XHis 2.klon; 7: Pozitif kontrol ksilanaz;
M: SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard
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Yapilan analizler sonucunda pelet soluble ve pelet insoluble drneklerinde X33 1
numarali klonun net bant vermedigi, negatif kontrol X33 ve PDI suslarinin bant
vermedigi, diger klonlarin bant verdigi gdzlenmistir. Bu deney sonucunda insiilin
proteinin {liretildigi fakat engelli erlen iiretiminde hiicre disina ¢ikisinda sorun oldugu
gbzlenmistir. Literatiirde yapilan bazi ¢aligmalarda fermentor iiretimine gegilerek hiicre
disina ¢ikisin oldugu goriilmiistiir (Gurramkonda vd 2010, Vanz vd 2014). Bu nedenle
fermentor tiretimine gegilmeye karar verilmistir.

4.5. Fermentor iiretimi SDS-PAGE ve Western blot sonuglar:

Fermentor {iretimi boyunca belirli saatlerde alinan Orneklerin ve 120. saat
orneklerine His-tag piirifikasyonu yapilarak elde edilen orneklerin SDS-PAGE ve
western-blot analizleri yapilmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. PDI pPICZa-IP-6XHis klonunun fermentor tretimi SDS-PAGE jel
goriintlisit M: SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard; 1: 0.saat; 2:
42.saat; 3: 52.saat; 4: 68 saat; 5: 90.saat; 6: 115.saat; 7: 120.saat; 8: Flow
through; 9: Yikama 1; 10: Yikama 2; 11: Eliisyon 1; 12: Eliisyon 2; 13:
Pozitif kontrol ksilanaz; M: SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein
Standard

Yapilan SDS-PAGE analizinde insiilin bantlarinin saat ilerledik¢e koyulastigini,
His-tag piirifikasyonu sonucu insiilin bandinin daha net gozlendigi bulunmustur. 6-14
arasindaki bantlarin insiilin oldugu tespit edilmistir (bizim bekledigimiz 7.8 kDa).
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Sekil 4.14. Fermentorde tiretilen 120.saat dérneklerinin His-tag purifikasyonu sonrasinda
yapilan SDS-PAGE jel goriintiisii M: SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein
Standard; 1: 120.saat slipernatan; 2: Flow through; 3: Yikama 1; 4: Yikama
2; 5: Eliisyonl; 6: Eliisyon 2

6-14 kDa arasindaki bantlarin insiilin bandi oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. PDI pPICZa-1P-6XHis klonunun fermentor iiretimi Western blot goriintiisii
1: 0.saat; 2: 42.saat; 3: 52saat; 4: 68.saat; 5: 90.saat; 6: 115.saat; 7: 120.saat,
8: Flow through; 9: Yikamal; 10: Yikama 2; 11: Eliisyon 1; 12: Eliisyon 2;
13: Pozitif kontrol ksilanaz
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SDS-PAGE analizinde zamanla artis gosteren ve 6-14 kDa seviyesine denk
gelen bandin insiilin oldugu tespit edilmistir. Pozitif kontrol ksilanazin ¢alistig
goriilmistiir (bizim bekledigimiz 7.8 kDa).

4.6. Fermentor iiretimi toplam protein tayini sonuclari

Cizelge 4.1. Toplam protein tayini sonuglari

BSA ug/ml A660
BlankSaline

25 0,005
125 0,033
250 0,101
500 0,211
750 0,378
1000 0,594
1500 0,813

2000 -
0 0,028
42 0,139
52 0,149
68 0,227
90 0,316
115 0,596
120 0,659
Eliisyon 1(E1) 0,32

1
0,8 4 y= 0,0006x- 0,0358

R? =0,9895

0,6
0,4 /
0,2
0 r'/ . . . .
0,2 500 1000 1500 2000

Sekil 4.16. Toplam protein tayini i¢in farkli konsantrasyonlardaki BSA standardinin 660
nm absorbans degerleri ile ¢izilmis standart grafigi
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada insan insiilin geni P. pastoris ‘e aktarilarak hiicre kiiltiir siipernatanina
insiilin salgilanmas1 amaglanmis ve endiistriyel olarak insiilin iireten bir sus elde
edilmeye ¢alisilmistir.

Insiilinin hiicre dis1 ekspresyonu icin alfa sinyal sekansi kullanilmistir ve iiretim
AOX1 promotoru altinda P. pastoris PDI ve X33 suslar1 ile ger¢eklestirilmistir. Protein
disiilfit izomeraz (PDI)’in heterolog protein sekresyonunu arttirict etkisinden dolayi
yapilan g¢alismalarda PDI susuna aktarilan pPICZa-IP-6XHis vektorii daha iyi sonug
vermistir. Engelli erlen liretiminde pH 7°de (sodyum sitrat buffer) iiretim gozlenmistir.
Yapilan Western blot ve SDS-PAGE analizlerinde iiretilen insiilinin 6-14 kDa arasinda
(7.8 kDa) bant verdigi goriilmiistiir.

Engelli erlende yapilan tiretim ¢alismalar1 sonucunda iiretilen proteinin hiicre i¢inde
kaldig1 goriilmiis bunun {izerine dlgek biiyiitiilerek 5 L’lik fermentérde PDI (pPICZa-
IP-6XHis) 1 numarali klon ile 120 saat boyunca protein iiretimi denemesi yapilmistir.
Fermentorden elde edilen orneklerle yapilan Western blot (Sekil 4.15) ve SDS-PAGE
(Sekil 4.13) analizlerinde insiilin proteininin iiretildigi ve hiicre disina salgilandigi
goriilmiistiir.

PDI susunu fermentdre koyma nedenimiz; PDI (protein distilfit izomeraz) 57 kDa
biiyiikliigiinde, endoplazmik retikulumda bulunan bir saperon proteinidir. Izomeraz
aktivitesi sayesinde yanlis siralanan disiilfit ciftlerinin diizeltilmesinde gorev alir. P.
pastoris pPIC3.5K-PDI susunda PDI proteinin asir1 iiretilmesinin distilfit baglar1 igeren
proteinlerin  sekresyonunu iyilestirdigi  gosterilmistir. Endoplazmik retikulum
proteinlerin disiilfit siralanmasinin dogru yapilmasma yardimecr olan ve ‘folding
assistant’ adi verilen bir takim proteinler igerir. Disiilfit bag1 olusumu, proteinlerin
endoplazmik retikulumda katlanmasinda kritik bir rol oynar. Izomeraz aktivitesi
sayesinde yanlis siralanan disiilfit ciftlerinin diizeltilmesinde gorev alir. Chinese
Hamster Ovary (CHO) hiicrelerinde ve E. coli hiicrelerinde asir1 {iretici (over-
expressing) PDI sayesinde rekombinant protein ekspresyonunda iyilesme goriilmiistiir.
Yine endoplazmik retikulum proteini olan ve bir takim benzer 6zellikler gosteren baska
saperon proteinlerinin ise rekombinant protein ekspresyonuna herhangi bir iyilestirici
etkide bulunmadigr da tespit edilmistir. Yapilan diger bir calismada PDI’in P.
pastoris’te de asiri lretici oldugu ve disiilfit bagi iceren rekombinant proteinlerin
sekresyonu i¢in PDI’da bulunan tekrar katlama aktivitesinin dnemi ispatlanmistir (Inan
vd 2006).

Endoplazmik retikulum (ER) c¢alisma kapasitesini asan fizyolojik veya patolojik
durumlarda katlanmamis ya da yanlis katlanmig protein birikimi meydana gelir ve bu
durumu ER’da stres olarak isimlendirilmektedir. ER stresi olustuktan sonra, hiicrede
homeostazi tekrar saglamak ve stresten en az zararla kurtulmak i¢in hiicre katlanmamais
protein cevabi (UPR, unfolded protein response) olusturabilmektedir. UPR bir takim
hiicre i¢i sinyaller olusturarak hiicrenin dogru bir sekilde katlanmasini saglamaktadir
(Diizgiin vd 2012).
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P. pastoris 'te IP iiretimi i¢in engelli erlen ve fermentor ¢alismalarinda UPR’nin
etkisi arastirilmistir. Maya hiicresinde UPR’nin olusmasi hiicrenin besinsel durumu ile
ilgili olmaktadir. Engelli erlen iiretimi esnasinda hiicre kendini iyi bir sekilde
gelistirebilmekte ancak IP tiretimi diisiik konsantrasyonlarda kalmaktadir. Kontrollii
kesikli beslemeli fermentasyon kosullarinda olusan UPR miktar1 engelli erlen
kosullarindakine gore ¢ok daha fazla olusmaktadir. Dolayisiyla tanimlanmis gelisme
kosullar1 altinda UPR miktarinin artmasiyla IP tiretimi de artmaktadir (Vanz vd 2014).

Insiilin iretimi ile ilgili yapilan ¢alismalarda IP, yiiksek kopya numarasina sahip
transformantlardan, baslica tuz ve metanolden olusan basit kiiltiir ortam1 kullanilarak
yiiksek yogunluklu fermentasyonla 1.5 g/L ekspresyon seviyesinde elde edilmistir
(Wang vd 2001).

Yapilan diger bir caligmada P.pastoris’in Mut® (methanol utilization slow)
susunda mini-proinsiilin (MPI) iiretmeye ¢aligmis ve MPI salgilanmasinin indiiksiyon
faz1 boyunca populasyonun gelisimiyle olan ilgisini incelemislerdir. Elde ettikleri MPI
miktart 1.5 g/L’yi gegememistir (Pais vd 2003). Buna ek olarak MPI’in toplam miktar1
ile toplam biyomas iligkilendirildiginde, ilgilenilen {iriniin metanol fazinda biiyimeyle
ilgisi oldugu goriilmiistiir.

Ayni ekibin yaptigi baska bir ¢alismada sicaklik, pH ve farkli nitrojen
kaynaklarmin yine ayni susda MPI iiretimine olan etkisine bakilmistir. Kiiltivasyon
pH’s1 5.1°den 6.3’e yiikseltilmis, sicaklik 28°C’den 22°C’ye diisiiriilmiis ve periyodik
olarak amonyum stilfat ve EDTA kiiltiir ortamina eklenerek 160 saatlik gelisme
sonrasinda MPI salgilanmasi 0.3 g/L seviyesine ulastigi goriilmistiir (Pais-Chanfrau vd
2004).

P. pastoris’te IP iiretimi i¢in yine Ala-Ala-Lys baglayict peptiti ve a-faktorii
sinyal dizisi kullanilarak ekspresyon plazmidi pPIC9’da 16 litrelik fermentérde 3.6g/L
IP iiretilmis ve iretilen IP aktif insiiline doniistiiriildigiinde verimin %70 seviyesinde
oldugu belirtilmistir (Xie vd 2008).

Yine yapilan bagka bir ¢alismada ise a-faktor sinyal dizisi liderliginde AAK
baglayici peptidi ve EEAEAEAEPK ara peptidi kullanilarak ekspresyon vektorii dizayn
edilmis ve daha sonrasinda kesikli gliserol ve sabit miktarda metanolden olusan yari
kesikli beslemeli iki fazl kiiltivasyon igslemi uygulanmistir. Bu yaklagim IP tiretimini 2
kat arttirmis ve saflastirilan IP insan insiilinine doniistiiriildiikten sonra 1 litre sivi

kiiltiirde yaklasik 1.5 g ve %99 saflikta rekombinant insan insiilini elde edilmistir
(Gurramkonda vd 2010).

P. pastoris’te rekombinant insan insiilini 6nciilerinin AOX1 promotoru altinda
tiretimiyle ilgili yapilan bir baska calismada ise fermentasyon sonrasinda 200-400 mg/L
IP elde edildigi rapor edilmistir (Annibali 2006). Ayni1 grubun bagka bir ¢alismasinda
ise bir insiilin analogu olan aspart insiilin P. Pastoris’te AOX1 promotoru altinda

iretilmis ve sonugta 400mg/L aspart insiilin Onciisii elde edildigi ifade edilmistir
(Annibali vd 2011).
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E.coli ile ilgili yapilan bir ¢alismada XL1-Blue susunda, pDsbA3-PI ekspresyon
vektorii altinda, 25°C’de 10 g/L glukoz igeren engelli erlen iiretiminde proinsiilin
miktar1 0.009 g/L olarak ifade edildigi goriilmiistiir (Mergulhao vd 2004).

S. cerevisiae’da rekombinant insiilin tretimi ile ilgili bir ¢alismada TPI
promotoru altinda pAK721 ekSpresyon vektorii kullanilarak engelli erlen iiretiminde
verimi 0.075 g/L oldugu sdylenmistir (Kjeldsen 2000).

P. pastoris AOX1 promotoru altinda 1.5 litre fermentérde pPIH-01 plazmidi ile
18.6 mg/L, pPIH-M4 plazmidi ile 120 mg/L, pPIH-M6Z 246 mg/L miniproinsiilin
verimi elde edildigi goriilmistiir (Mansur vd 2005).

Yapilan diger bir ¢alismada domuz insiilin geni P. pastoris’e transfer edilerek

AOX1 promotoru altinda GS115 (his4) susu kullanilarak fermantasyonu sonucu 181
mg/L oldugu goriilmiistiir (Zhu vd 2009).
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6. SONUC

Bu tez kapsaminda insiilin genini tagiyan ekspresyon vektorii olusturulmus, P.
Pastoris te AOX1 promotoru altinda hiicre dis1 ekspresyonu gergeklestirilmistir.

Konakg1 olarak P. pastoris’in X-33 ve PDI suslar1 kullanilmigtir. Ekspresyon
vektorii pPICZa-1P-6XHis olarak adlandirilmistir. Protein ekspresyonu sonrasi alinan
sonuclara gore PDI susunun iiretim i¢in daha verimli olduguna karar verilmistir.
Yapilan SDS-PAGE ve Western blot analizlerinde insiilin genine ait protein band1 7.8
kDa biiyiikliigiinde beklenen biiyiikliikte tespit edilmistir (Sekil 4.10).

Engelli erlen iiretiminde hiicre kolay bir sekilde gelismekte fakat iiretim sinirl
kalmaktadir. Fermentor kosullarinin kontrol edilebilmesi ile UPR miktar1 artmaktadir.
Boylece engelli erlen iiretiminde hiicre disinda protein tespit edilmezken, fermentor
calismalarinda proteinin hiicre disina salgilandigi yapilan analizlerle dogrulanmustir.
Dolayisiyla bu susun endiistriyel boyutta insiilin liretimi i¢in kullanilabilirligini tespit
etmek amaciyla fermentdr sartlarinin  optimize edilerek maksimum {iretimin
yapilabilecegi kosullarin belirlenmesi gerekmektedir.
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8. EKLER

Ek-1: pPICZalP-His #4 plazmidi sekans sonucu
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Ek-2: Caligmada kullanilan DNA ve protein standartlari

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bp ng/0.5 g %

20000 200 4.0
/ 10000 200 40
7 7000 200 40
~ 5000 750 150
~ 4000 200 4.0
< 3000 200 40
— 2000 200 40

1500 80.0 16.0
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1% TopVisior™ LE GQ Agarcse (3R0491)

0.5 pglanz, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/em, 45 min

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA standardi: O’GeneRuler™ 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)

GeneRuler™ Ulira Low Range DNA Ladder
0’GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder,
ready-to-use

bp ng/0.5 pg % bp

— 300 300 6.0
— 200 325 6.5

— 150  35.0 7.0 — 300
— 100 375 75
s = = — 200
— 75 375 7.5 150
L 50 1050 21.0 — 100
g — 35 75 75 — 75
= — 25 375 75
Py — 20 40.0 2.0 — 50
2 — 15 475 95
= — 35
— 10 60.0 120
=]
= |
— 25
t
=2 — 20
=
=
F3 — 15
0.5 pafane, 8 em length gel,
1XTBE, 5Viem, 1 h _ 10

10% polyacrylamide

0.5 palane, 20¢ m length o,
1XTBE, 8V/em, 3 h

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA standardi: GeneRuler™ Ultra Low Range
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
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Ek 2°nin devami Calismada kullanilan DNA ve protein standartlari

kDa

245 — 10-20% Tris-glycine
190 — SDS-PAGE Gel
135 —

100 —

80

58—

Suggested Load:

5yl
46 — 2

32:==

25 —

22

Western blot analizinde kullanilan protein standardi: Color Prestained Protein Standard,
Broad Range (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)

kDa

198
98

Western blot ve SDS-PAGE analizinde kullanilan protein standardi: SeeBlue® Plus2
Pre-stained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
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