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Kalp ve damar hastaliklar1 %30 ile tiim 6liim sebepleri arasinda ilk sirada yer
almaktadir. Kalp krizinin teshis edilmesi, miidahale imk&nin1 ve hastanin hayatta
kalma sansin1 ¢ok biiyiik oranda artirmaktadir. Immiinoloji temelli hizl1 teshis test
kitleri bu noktada 6nemli bir role sahiptir. Bu test kitleri akut miyokardiyal
enfarktiisiin tanis1 i¢in kardiyak biyomarkoérlerin antikorlarindan faydalanir.
Kardiyak troponin I molekiiliiniin kandaki varliginin tespit edilmesi i¢in
yararlanilan anti-cTnl antikoru agirlikla Cin Hemstir Yumurtasi (Chinese Hamster
Ovary — CHO) hiicrelerinde rekombinant olarak ve/veya kismen fare ve tavsan gibi
konukgu hayvanlarda in vivo tiretilmektedir. Ancak bu yontemle iiretilen antikorlar
arasinda goriilen heterojenite, tani testi kitlerinin olusturulmasinda sorunlar
cikarmaktadir. Iyi tammlanmis bir genetik yapiya sahip olmasi, giiclii ve tesvik
edilebilir bir promotor ile rekombinant protein ifadesi ilizerinde yliksek seviyede
kontrol saglamasi, Okaryotik sistem olarak posttranslasyonel modifikasyonlar
yapabilmesi gibi 6nemli avantajlara sahip Pichia pastoris ekspresyon sistemini

ekonomik ve etkin bir rekombinant protein tiretim arac1 kilmaktadir.

Bu tez kapsaminda anti-cTnl antikorunun hafif zincir degisken bolgesi Pichia
pastoris ekspresyon sisteminde bir fragment olarak 12,3 mg/l konsantrasyonda
biyoreaktorde iiretilmis ve immobilize metal afinitesi kromatografisi yontemi ile
saflagtirtlmistir. Troponin I proteini kullanilarak yapilan tespit ¢alismasinda pozitif

sonug alinmistir. Altin nanopartikiil ile konjuge ve konjuge olmayan rekombinant
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antikor fragmentlerinin troponin I proteinini tespit etme yetenekleri arasinda

belirgin bir fark gézlenmemistir.

Yapilan bu caligma ile hizli tami kitlerinde kullanilmaya aday bir anti-cTnl
antikor fragmentinin iretimi gergeklestirilmistir. Ulasilan literatiire gore Pichia
pastoris konukgu organizmasi kullanilarak rekombinant anti-kardiyak troponin I
antikor fragmentinin ScFv formunda iiretimi ve saflagtirllmast ilk defa
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler bu iiretim sisteminin diger tanmi kitlerinde
kullanilan antikorlarin da bu yontemle iiretilip kullanilabilmesine iliskin bilgi

kaynagi olusturmustur.

Anahtar Kelimeler: Pichia pastoris, Anti-kardiyak Troponin | Antikoru,

Rekombinant protein liretimi, Tani kiti.
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RECOMBINANT EXPRESSION AND PARTIAL
CHARACHTERICATION OF ANTI CARDIAC TROPONIN ScFv IN

Pichia pastoris

AKKALE, Cengiz

Ph.D. in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Gaye ONGEN

February 2016, 78 pages

Heart and vascular diseases are one of the major cause of all deaths around
the world with 30% incidence. Therefore, detection of myocardial infarction has a
great importance in responding to emergence cases for increasing the survival rate.
Immune dependent quick diagnostic Kits have a key role in this point. Anti-cTnl
antibody is mostly produced in recombinant Chinese Hamster Ovary (CHO) cell
lines and partly in host animals such as mouse and rabbit. However, heterogeneity
of antibodies produced with these seras exhibit some disadvantageous difficulties

for development of diagnostic test kits.

In this study anti-cardiac troponin | (anti-cTnl) antibody, which is one of the
best diagnostic antibodies used in myocardial infract diagnosis overall the world,
was recombinantly expressed as an antibody fragment (hypervariable region) in
Pichia pastoris at a concentration of 12.3 mg/l. Recombinant ScFv was purified
using immobilized metal ion affinity chromatography. Its aplicability in these
diagnostic Kkits before and after conjugation to gold nanoparticles was evaluated by
enzyme linked immunosorbent assay. By utilization of Pichia expression system, it

is intended to reduce variations (antibody heterogeneity) among whole antibodies.



According to the literature, this is the first study where a recombinant anti-
troponin | antibody fragment has been expressed to use in diagnostic kit
development. The data obtained serve a guideway for a technology aiming to

produce similar antibody fragments for diagnostic purposes.

Keywords: Pichia pastoris, Anti-cardiac Troponin | Antibody, Recombinant

protein production, Diagnostic Kit.
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1 GIRIS

Kronik hastaliklarin etkisinin gelismekte olan ve gelismis iilkelerde yildan yila
giderek artmasiyla birlikte kronik hastaliklarin insan sagligina etkilerinin
Ongoriilmesi, anlasilmasi ve gerekli oldugu durumlarda hizla miidahale edilmesi
hayati bir 6nem tagimaktadir. Kalp ve damar hastaliklar1 %30 ile tim 6lim
sebepleri arasinda ilk sirada yer almaktadir (Diinya Saglik Orgiitii, 2006). Her yil
7,6 milyon kisi koroner kalp hastaliklarindan, 5,71 milyon kisi inme ve diger
kardiyovaskiiler hastaliklardan dolayr hayatini kaybetmektedir (Diinya Saglik
Orgiitii, 2008). Bu hastaliklarin iginde kalp krizi énemli bir paya sahiptir. Kalp
krizinin teshisi miidahale imkanin1 dolayisi ile hastanin hayatta kalma sansini ¢ok

biiyiik oranda artirmaktadir.

Gliniimiizde kalp krizi teshisi kardiyak biyomarkorlere dayali olarak
yapilmaktadir (McLean and Huang, 2012). Kardiyak biyomarkorlerin kandaki
diizeylerinin tespit edilmesi giiniimiize kadar farkli yontemlerle gergeklestirilmistir.
(Korff, 2006; Lewandrowski et al., 2002; Skeik and Patel, 2007). Kalp krizi
strasinda kalp kaslarinin zarar gérmesi ile kan dolasimina katilan kreatin kinaz MB
enzimi (creatin kinase muscle brain type - CKMB) bu alanda kullanilan ilk
biyomarkorlerdendir (McLean and Huang, 2012) CKMB 6nceleri enzim aktivitesi
tayini yoOntemiyle tespit edilse de daha sonra monoklonal antikorlarin
gelistirilmesiyle immiinolojik testlerle cok daha hizli ve hassas bir sekilde tespit
edilmistir (Dolci and Panteghini, 2006). Ancak daha sonra yapilan ¢aligmalar
CKMB’nin iskelet kasi dokusunda meydana gelen hasarlanmalar sonucu kanda
yapilan analizlerde tespit edildigini, dolayisiyla yeterince 6zgiil olmadigini ve
yanlis pozitif sonuglar verebildigini ortaya koymustur (Dolci and Panteghini, 2006;
Ladenson, 2007; Ruzich, 1992). 2000 yilinda akut miyokardial enfarktiis (AMI)
teshisi amaciyla kardiyak troponin 1 (cTn)’nin tercih edilmesinin daha uygun
olacag bildirilmistir (Alpert et al., 2000). Bu 6zellikleri ile iyi bir kardiyak markor
aday1 oldugunu gosteren cTn “Miyokardial Enfarktiisiin Yeniden Tanimlanmasi
icin Diinya Kalp Federasyonu Gorev Giicli” tarafindan 2007 yilinda tekrar
kullanima konulmustur (Thygesen et al., 2007).

Kardiyak enfarktiis durumunda kandaki troponin I seviyesi birinci giiniin
sonunda hizla yiikselerek tepe noktasina ulasir. Bu asamadan itibaren normal

kosullarda troponin I seviyesi kademeli olarak azalir ve yaklasik 10-14 giin



boyunca kanda tespit edilebilir seviyede kalir (Sekil 1). Bu 6zelliginden dolay1 ilk

semptomdan giinler sonra dahi yapilan testlerde kardiyak enfarktiis bulgusuna

raslanabilmekte ve farkinda olmadan kalp krizi geg¢irilmesi durumunda teshis ve

tedavi sans1 artmaktadir (Kupari et al., 2005; Nunes, 2010).
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Sekil 1. 1 Hastanin kanindaki troponin ve CK-MB seviyelerinin miyoardial enfarktiisii takip
eden giinlerde degisimleri (Bonow et al., 2006).

Kardiyak markor olarak yaygin bir sekilde kabul goren cTnl’nin kanda
tespit edilmesi immiinolojik yontemlerle yapilmaktadir. Bu yontemlerde anti-cTnl

antikoru kullanilarak kan numunesindeki troponin molekiillerine baglanmasi ve

hizli testlerin hemen hemen tamaminda oldugu gibi antikorlara altin

nanopartikiillerin konjuge edilmesi ile goriiniir hale gelmesi saglanmaktadir. Bu
yontem WO2007085411 Al patent numaras: ile Hallermayer et al. (2007)
tarafindan patentlenmistir. Anti-cTnl antikorunun kardiyak enfarktiis tan1 kitlerinde
bu kadar yaygin bir sekilde kullanilmasi iiretilebilecek alternatif bir proteinin ticari
degerini gostermektedir. Pichia pastoris kullanilarak rekombinant anti-cTnl

antikorunun  fragment formunda {iretilmesinin avantajlarinin  gdsterilmesi

gerekmektedir.
Tek zincir antikor fragmentleri (scFv), kisa esnek bir baglayici yoluyla tek

polipeptid zincirinin igerisine birlikte kaynasan antikorun agir (VH) ve hafif (VL)

zincirlerinin degisken bolgelerini igermektedir. Bunlar, minimum boyutta (-30

kDa) tek bir polipeptid zinciri i¢inde, tam bir antijen-baglanma bolgesini tasirlar.



Buna ek olarak, diisiik konsantrasyon ve fizyolojik sicakliklarda bile kararli

kalabilen monomerik bir yapiya sahiptirler (Devaux et al., 2001).

Kardiak enfarktiis teshis testlerinde kullanilan antikorlarin {iretimi
konvansiyonel olarak hibridoma hiicrelerinde yapilmaktadir (Tyagi et al., 2011,
Zola, 2001). Cin hamster yumurtasi (Chinese hamster’s ovary - CHO) hiicre hatlar
da son yillarda rekombinant monoklonal antikor iiretiminde yogunlukla
kullanilmaktadir (Li et al., 2010). Ancak her iki yontemin de bir takim
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Hibridoma hiicrelerinin antikor {iretimi i¢in en uygun
sistemlerden biri olmasina karsin bu yontemin maliyetli olmasi, fare ve tavsan gibi
konukgu hayvanlarin kullanilmasi ve iretilen antikor konsantrasyonunun diigiik
olmasi bu dezavantajlardan bazilaridir (Lonberg, 2008). Ayrica bu iretim
sistemlerinde iiretilen antikorlarin biitiin olarak elde edilmesi, antikor molekiiliiniin
biyiikliigii ve karmagikliindan dolayr {irtin  kararliligini  6nemli Olglide
azaltmaktadir (Chames et al., 2009; Ghosh and Ansar, 2013). Bunlara ek olarak
hiicre kiiltiiriinde en iyi kosullarin saglandigi proseslerde dahi in vivo iretilen
antikor konsantrasyonuna (1-5 mg/ml) oranla ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (1-20
ng/ml) kalmakta ve ayirma saflastirma islemlerini giiclestirerek ek maliyet yiikii
getirmektedir (Ghosh and Ansar, 2013, Zola, 2001). Diger yandan in vivo {iretimin
ascites s1visinin i¢inde gergeklestirilmesi hayvansal proteinlerin, olasi viriislerin ve
diger mikroorganizmalarin iiretim ortamina karigmasina sebep olmaktadir
(Aghebati Maleki et al., 2013; Leenaars and Hendriksen, 2005). CHO hiicre hatlari
kullanilarak tretilen antikorlarda ise, farkli tUretimler arasinda iiretim
konsantrasyonu ve antikor glikozilasyonu bakimindan heterojenite goriilmektedir.
Bu durum rekombinant CHO hiicre hatlarinda iiretilen antikorlarin antijen afinitesi
ve Ozgiilliigi bakimindan farkliliklar gostermesine sebep olmaktadir. Uretilen
monoklonal antikorlar arasindaki bu heterojenite, kullanilacaklar1 tani testlerinin
tespit limiti, tekrarlanabilirlik, dogruluk gibi o6zellikler bakimindan gerekli
standartlara ulasilmasinda zorluklara sebep olmaktadir (Chames et al., 2009; Chan
and Carter, 2010; Ghosh and Ansar, 2013).

In vivo iiretimlerde karsilasilan bu problemler monoklonal antikorlarin in
vitro iretimlerinin iyilestirilerek daha yiiksek konsantrasyonlarda monoklonal

antikor elde edilmesine 6ncii olmustur.



Mayalar genel olarak wucuz {retim ortamlarinda yiiksek hiicre
konsantrasyonlarina ulasabilmeleri, hizli biiyiime ile genetik manipiilasyon
kolayligin1 kombine etmeleri ve karmasik posttranslasyonel modifikasyon
kapasitesine sahip olmalarindan dolay:r (Faber et al., 1995; Romanos, 1995)
Okaryotik heterolog proteinlerin iiretimi i¢in uygun konukc¢u organizmalardir.
Ayrica Tlrettikleri rekombinant iirlinlerin endotoksin, onkogenik ve viral DNA
icermemeleri de 6nemli bir avantajdir. Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris,
Hansenula polymorpha ve Kluyveromyces lactis gibi maya tiirleri rekombinant
tiretimler amaciyla en yaygin kullanilan maya tiirlerindendir (Lin-Cereghino et al.,
2000). Maya ekspresyon sistemleri yaklasik olarak 25 yildan fazladir temel
aragtirmalar ve biyoteknoloji endiistrisinde insan, hayvan, bitki, mantar, bakteri ve
viral kokenli rekombinant proteinlerin iiretimi ve saliniminda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Bir ¢ok durumda mayalar konvansiyonel yontemlerle iiretimi
miimkiin olmayan, dogal kaynaklardan yeterli oranlarda izole edilemeyen ve/veya
dogada bulunmayan heterolog proteinlerin iiretiminde kullanilmislardir. Bu durum
ayni zamanda tibbi ve farmakolojik benzer proteinlerin yapisal ve fonksiyonel

caligmalarinin yapilmasini da saglamistir (Damasceno et al., 2009, 2007).

Smirli sayida maya tiirli enerji ve karbon kaynagi olarak metanoli
kullanabilmektedir. Bunlar H. polymorpha (Pichia angusta), P. pastoris, Candida
boidinii, ve Pichia methanolica (Gellissen, 2000) tiirleridir. Bunlar igerisinden en
onemli olan1 Pichia pastoris’tir. 1960’larin sonlarinda dogal metandan metanol
sentezinin ucuz olmasindan dolayi, ilk olarak Pichia pastoris metanol igeren
ortamda verimli biiylime 6zelliginden tek hiicre proteinleri (Single Cell Protein-
SCP) {iretimi i¢in secilmistir (Higgins and Cregg, 1998). Bu durum Phillips
Petroleum Sirketi’nin Pichia pastoris’in yiiksek hiicre yogunluklarinda kiiltiire
alinmasi i¢in gelismis ortam ve protokol gelistirmesine 6n ayak olmustur. 1980’ler
de Phillips Petroleum Sirketi ve Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates,
Inc. (SIBIA, La Jolla, CA) rekombinant proteinlerin ekspresyonu igin Pichia
pastoris temelli sistem gelistirmeye baslamislardir. Gelistirilen yeni ekspresyon
sistemi, ekspresyonu indiikleyen alkol oksidaz promotorunun giiclii ve sik1 bir
sekilde kontrol edilebilmesinden dolay1 yiiksek seviyede heterolog protein
tiretimini miimkiin kilmistir (Sreekrishna et al., 1988; Tschopp et al., 1987). Bu

sistem kullanilarak 500°den fazla protein klonlanmis ve ekspresyonu saglanmistir.



Iyi tanimlanmis bir genetik yapiya sahip olmasi, giiclii ve tesvik edilebilir bir
promotor ile rekombinant protein ifadesi lizerinde maksimum kontrol saglamasi,
Okaryotik sistem olarak posttranslasyonel —modifikasyonlar1  yapabilmesi
(Cereghino et al., 2002; Lin-Cereghino et al., 2000) gibi 6nemli avantajlara sahip
Pichia pastoris ekspresyon sistemi ekonomik ve etkin bir rekombinant protein
tiretim aracidir (Li et al., 2007; Rabert et al., 2013).
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Sekil 1. 2 Pichia pastoris’te rekombinant protein iiretimi i¢in géz oniinde bulundurulmasi

gereken genel dzellikler. {lgili geni igeren ifade plazmitleri transformasyondan énce linearize edilir.
E. coli’de plasmit ¢ogaltimi i¢in secici markirlara ve replikasyon baglangici bolgesine gerek duyulur.
flgili genin ifade edilme seviyesi, genin kromozomda yerlestigi lokusa ve gen kopya sayisina
baglhdir. Sekilde promotor (P) ve transkripsiyon sonlandiricist (TT) gosterilmistir. Uygun sinyal
peptitleri, proteinin hiicre i¢i, hiicre dis1 veya membran proteini olarak tiretilmesini saglar (Ahmad

etal., 2014).

Pichia pastoris’'te rekombinant proteinlerin iretiminin basarisi, metanol
kullanim yolizinin ilk enzimini, alkol oksidaz I (AOXI), kodlayan genin
promotorunun giiglii ve siki bir sekilde kontrol edilmesiyle dogrudan iliskilidir
(Sekil 1.2). Bu enzim metanol kullanim yolizinin diger bilesenleri ile birlikte
transkripsiyon seviyesinde kontrol edilmektedir (Cregg et al., 1989; Ellis et al.,
1985). Metanol kullanim yolizinin bir bolimiiniin peroksizomlarda meydana
gelmesinden dolay1 bu organeller, hiicreler metanolii karbon kaynagi olarak
kullandiklarinda sayilarini arttirmakta ve sitoplazmik boslugun %80’den fazlasina
karsilik gelmektedirler (Gleeson and Sudbery, 1988). Pichia pastoris’te metanol

kullanim yolizi Sekil 1.3’te gosterilmektedir. Pichia pastoris’te metanol yolizi



genlerinin ekspresyonu, 0zellikle AOX1 ve AOX2 genleri i¢in, glukoz, gliserol ve

etanol tarafindan baskilanirken, metanol tarafindan giiglii bir sekilde tesvik

edilmektedir.
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Sekil 1. 3 Pichia pastoris’te metanol yolizi (De Schutter et al., 2009).

Rekombinant protein iretiminde kullanilan biitin Pichia pastoris suslar
NRRL-Y-11430 (Northern Regional Research Laboratories, IL) (Cregg et al.,
2000) susundan gelistirilmistir. Baslangicta bagimsiz ¢ok kopyali epizomal
vektorleri kullanilmistir (Cregg et al., 1985). Genom igerisine entegrasyonun en
kolay yolu, vektorii lineerlestirmek ve sonrasinda lineerize plazmidi uygun mutant
susa aktarmaktir (Sekil 1.4). Sekil 1.4’te lineerlestirilmis olan plazmidin 3° ucuna
eklenen AOX1 geninin 3’ ucu ile transkripsiyon terminasyon bolgesinin 5° ucu
arasina homolog rekombinasyon sonucu entegrasyonu sematize edilmistir

(Romanos et al., 1998).
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Pichia Genome (his4)

5" AOX1 or aox1::ARG4 TT Gene of Interest TT

Expression Cassette

Sekil 1. 4 Pichia pastoris genomu igerisine ekspresyon vektoriiniin entegrasyonu (Invitrogen,
2010).

Genellikle, Pichia pastoris’te ekspresyon ve entegrasyon vektorleri,

prokaryotik ve maya DNA elementlerinden olusmaktadir. Bu vektorler ¢oklu
klonlama bdlgesi tarafindan ayrilan transkripsiyon sonlandirma sekansiyla AOX1

fragmenti ve Paoxi1’den olusan bir ekspresyon kaseti igermektedir (Sekil 1.5).

Xho It

Sekil 1. 5 pPICZa A ekpresyon vektor haritas1 (Invitrogen, 2010).

Sonug olarak prokaryotlar gibi, mayalar da ucuz ve hizli bir sekilde

uiretilebilirler ve yiiksek hiicre yogunluklarinda iretimleri



gerceklestirilebilmektedir (>400g/L) (Damasceno et al., 2004b). Karmasik
posttranslasyonel modifikasyon yapma kapasitesine sahip olmalarinin yanisira,
pirojenik ve patojenik olmamalar1 ve verimli iiretim saglamalari avantaj
saglamaktadir. Saccharomyces cerevisiae nin genetik olarak en iyi karakterize
edilen maya olmasi ve farmasoétik liretim proseslerinde yaygin olarak kullanilan
maya tiiri olmasma ragmen, Pichia pastoris heterolog protein iiretiminde

glinlimiizde en sik kullanilan maya tiirtidiir.

Bu tez kapsaminda kalp krizi tanisinda kullanilan en belirleyici
antikorlardan, anti-cTnl antikorunun degisken bolgesi Pichia pastoris’te
rekombinant olarak tiretilmis ve tani kitinde kullanilabilirligini belirleyen antijen
afinitesi ve Ozgillik (benzer molekiilleri ayirt etme) Ozellikleri altin
nanopartikiillerle konjugasyon oOncesi ve sonrasinda tespit edilerek sonuglar
karsilastirilmistir. Bu calisma kapsaminda ilk olarak ilgili antikor fragmentini
kodlayan DNA dizisini igeren vektér temin edilmis, Pichia pastoris’e
aktarilarilarak antikorun degisken bdlgesinin analitik diizeyde ifade edilmesi

saglanmistir.



2 LITERATUR OZETi

2.1 Monoklonal antikor iiretim sistemlerinin gelisimi

Antikor molekiiliiniin kesfedilmesi ve aktivitesinin ortaya konmasi saglik
alaninda 6nemli bir kilometre tasidir. Kitasato, von Behring ve Calmette 1890
yilinda, difteri ve tetanoz toksinlerine kars1 antikor aktivitesini tanimladiklarindan
bu yana antikor dretimi ve kullanimi alaninda c¢ok sayida c¢alisma
gerceklestirilmistir. Onceleri hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilan antikorlar
ilerleyen yillarda teshis alaninda da yer bulmustur. Giderek kullanim alaninin
artmasi ile daha fazla ihtiya¢ duyulan antikorlarin iiretim yontemleri {izerine de ¢ok
sayida calisma yapilmistir. Bunlardan en Onemlisi miyeloma hiicresi ve B-
lenfositlerinin fiizyonu ile hibridoma hiicrelerinin elde edilmesi olmustur (Koéhler
and Milstein, 1975). Bu sayede tek tip epitopa sahip “monoklonal antikor” {iretilmis
ve antikor temelli araclarin 6zgiilligi artirilmistir. Miirin kokenli hiicrelerle elde
edilen hibridomalarda iiretilen miirin monoklonal antikorlar1 1980°lerde klinik ilag
gelistirme ¢alismalarina konu olmus ancak bu alanda 6nemli sorunlar yaganmistir.
Miirin monoklonal antikorlar1 genellikle alerjik reaksiyonlara ve anti-ilag
antikorlarinin tesvikine yol agar. Insan Fc reseptdrlerine daha zayif baglanmalari
ise kisa yar1 omre sahip olmalarina neden olur (Ober et al., 2001). Miirin antikorlari,
antikora dayali hiicresel sitotoksisite ve komplemente dayali sitotoksisite
gorevlerini yeteri kadar yerine getirmediginden, 6zellikle onkolojik vakalarda,
efektor fonksiyonu etkisinin ¢ok diisiik seviyede kaldigr bildirilmistir (Stern and
Herrmann, 2005).

Tam antikorlarin proteolitik papain enzimi ile antikor baglayict kisim
(Fragment antigen binding — Fab) ve sabit kisim (Fragment crystalyzable — Fc)
olarak alt birimlerine ayrilabildigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Inbar et al.,
1972). Gen aktarimi teknikleri ile bu alt birimlerde bulunan degisken bolgelerinin
birlestirilmesi ve Fab (Better et al., 1988) ve ikinci nesil tek zincir varyabl fragment
(scFv) (Bird et al., 1988) gibi rekombinant antijen baglayici fragmentlerin elde
edilmesi saglanmistir. Antikorlarin bu fragmentli dogasi, alerjik reaksiyon ve diigiik
efektor fonksiyonu sorunlarinin giderilmesi amaciyla kimerik fare-insan antikorlari
gelistirilmesinde arastirmacilara kolaylik saglamistir. Bu islem fare antikorlarinin

antijene 6zgii degisken bolgesinin insan antikorlarina rekombinant DNA teknikleri
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ile baglanmasi ve yaklasik %65 insansilastirilmig antikorlarin elde edilmesi ile
gerceklestirilmistir (Morrison et al., 1984). Elde edilen kimerik antikorlar daha
uzun yar1 0mre sahip olmus ve daha diisiik immiinite gostermistir ancak immiin
yanit olusturma problemi tamamen ortadan kaldirilamamustir (Presta, 2006).
Morrison et al. (1984)’nin kaydettigi bu gelismeyi bir adim ileriye tasimak igin fare
B1-8 antikorunun sadece agir zincir tamamlayicilifini belirleyici bolgesi
(complementarity determining region — CDR) insan miyeloma proteinindeki
esdeger CDR bolgesi ile degistirilmis ve yaklasik %95 insansilastirilmis olan
antikorlar1 rekombinant tekniklerle elde edilmistir (Jones et al., 1986).

Bu gelismelerin ardindan monoklonal antikorlar tani, tedavi ve bilimsel
arastirma amacli kullanim alanlar1 bulmuslardir. Giderek daha fazla alanda
kullanilmaya baslayan monoklonal antikorlarin hizli ve pratik iiretimleri igin
yontem ve konukgu organizma gelistirme ¢alismalart devam etmistir. Bu siiregte
monoklonal antikor ve antikor fragmentlerinin {iretilmesi i¢in rekombinant memeli
hiicre Kkiiltiirleri ve rekombinant mikroorganizmalara yapilan ¢alismalari

hizlandirmstir.

2.2 Rekombinat hiicre Kkiiltiirleri ile giincel monoklonal antikor iiretim

sistemleri

Monoklonal antikor iiretimi alaninda yapilan calismalar ve elde edilen
sonuclar aragtirmacilarin  CHO hiicre kiiltiirleri {izerinde yogunlagmasina sebep
olmustur. Baskin monoklonal antikor tiretim platformu olan CHO hiicrelerinin bu
gelismelerle birlikte ¢ok biiyiik ilgi ¢eken bir alan haline geldigi bildirilmistir (De
Jesus and Wurm, 2011). 2006-2010 yillar1 arasinda onaylanan, yaris1t monoklonal
antikor olan 25 farmasoétik {iriiniin iiretiminde esas ara¢ memeli (¢cogunlukla CHO)
hiicre kiiltiirleri olmustur (Walsh, 2010) Giiniimiizde ise 47 adet monoklonal
antikor Avrupa Birligi ve Amerika Birlesik Devletleri’nde terapdtik olarak
kullanimi onaylanmigtir ve her yil ortalama dort monoklonal antikorun
onaylanmasi ile bu sayinin 2020 yilinda 70’1 bulmasi beklenmektedir (Ecker et al.,
2015).

Rekombinant CHO hiicreleri yonetmeliklerce giivenli olarak kabul edilirler

(Mader et al., 2013), serumsuz siispansiyon Kkiiltiirlerde biliyliik 0Olgek
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biyoreaktorlerde tretilebilirler ve etkin posttranslasyonel modifikasyon yapma
kapasitesine sahiptirler. Ancak genellikle diisiik olan spesifik verimlerini (1-20
ug/ml) (Ghosh and Ansar, 2013) iyilestimek i¢in aktarilan gen kopyasi sayisinin
artirtlmasi yoluna gidilmistir (Kim et al., 2012). Buna ragmen yiiksek gen kopya
sayilart her zaman ayni oranda yiiksek verimde rekombinant protein iiretimi
saglanamamistir (Lattenmayer et al., 2007; Reisinger et al., 2008). Gen kopya
sayisinin artirilmasinda kullanilan metotreksat bilesigi ile muamele edilmis CHO
hiicelerinde gen kopya sayisi, transkript seviyesi ve spesifik protein iiretim hizi
bakimindan kararsizlik ortaya ¢ikmistir (Chusainow et al., 2009). Diisiik verim ve
kararsizlik gibi olumsuzluklar hayvan hiicre hatlarmin ile yapilan c¢alismalar

zorlastirmistir (Wilson et al., 1990).

2.3 Rekombinant mikroorganizmalarin kullanimi ile monoklonal antikor ve

antikor fragmenti iiretimi

CHO hiicrelerinde iiretilen monoklonal antikorlar arasindaki heterojenitenin
klonlar arasinda cok yiiksek seviyede olabilecegi ve iiretim modu ile kiiltiir
kosullarina bagli oldugu bildirilmistir (Jefferis, 2005). Belirli bir monoklonal
antikor tUretiminde ayni hiicre hattinin kullanilmasina ragmen iriinlerde
heterojenite goriilmesi iiretimde standardizasyonu son derece zorlastirmaktadir.
Memeli hiicre kiiltiirlerinde karsilasilan bu sorunun 6niine gecilmesi amaciyla stabil
ve homojen rekombinant protein ifadesi sistemleri olan mikroorganizmalarda

monoklonal antikor {iretimi ¢aligmalar1 yapilmistir.

Rekombinant protein iretiminde siklikla kullanilan Escherichia coli
prokaryotik mikroorganizma olarak antikor ya da antikor fragmenti gibi
proteinlerin iiretilmesinde, postranlasyonel modifikasyonlarinin eksikliginden
dolay1 yetersiz kalmistir. Bununla birlikte Valderrama-Rincon et al., (2012) E.
coli’de iiretilen okarydtik proteinlerin dogru bir sekilde glikozillenmesi amaciyla
glikozilasyon metabolik yol izini gelistirmis ve bakteri periplazminda proteinlerin
Okaryotik desene uygun olarak glikozillenmesini saglamistir. Diger taraftan
mayalarin okaryotik hiicre olmalart nedeni ile hiicre digina etkin protein salimi,
proteinlerin dogru katlanmasi1 ve 0karyotik glikozilasyon yolagina sahip olmalari
gibi 6nemli avantajlara sahip oldugu bilinmektedir. Rekombinasyon ¢alismalarinda

mayalardan Pichia pastoris, Candida boidinii, Hansenula polymorpha (Pichia
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angusta) ve Pichia methanolica gibi metilotrofik mayalar kullanilmislardir
(Gellissen, 2000; Houard et al., 2002). Mikroorganizmalarin dayanikli olmasi,
minimal besi ortaminda hizli biiyiimesi ve endotoksin veya viral DNA iiretmemesi

gibi 6zellikleri de tercih edilme sebeplerindendir (Damasceno et al., 2012).
2.4 Pichia pastoris’te rekombinant protein iiretimi

Pichia pastoris, biyoteknolojide, 6zellikle heterolog proteinlerin tiretiminde
en ¢ok kullanilan mikroorganizmalardan biri haline gelmistir (Kurtzman, 2009).
Cok vyiiksek biyokiitle konsantrasyonlarina (400 g/l) kadar iireyebilmesi
(Damasceno et al., 2007) ve heterolog proteinleri yiiksek konsantrasyonlarda (1-10
g/l) ifade edebilmesi diger mayalar arasinda 6n plana ¢ikmasini saglamistir (Lin-
Cereghino et al., 2000). Yaklasik 40 yi1l once, hayvan yemi katkisi amaci ile tek
hiicre proteini tiretiminde Phillips Petroleum tarafindan degerlendirilien Pichia
pastoris diisiik maliyetli olan metanolii kullanabilmesinden dolay1 tercih edilmis
fakat 1973 teki petrol krizinden dolay1 artan metanol maliyeti ile karlilig1 ortadan
kalkmistir (Ahmad et al., 2014). 1980’lerde, gen ifadesinin iyi bir kontroliinii
saglayan, giicli AOX1 promotoru kullanilarak heterolog proteinlerin {iretiminde
faydalanilmistir (Cregg et al., 1985). Halihazirda gelistirilmis tek hiicre {iretim
stirecleri sayesinde son derece yiiksek konsantrasyonlarda protein {iretimi
gerceklestirilmistir. Endiistriyel 6lgekte yapilan ilk tliretimlerden biri 1990°lardaki
bitki kaynakli enzim hidroksinitril liyazin 1 litre kiiltiir ortaminda 20 gramdan fazla
protein elde edildigi calisma olmustur (Hasslacher et al., 1997). Pichia pastoris ile
ilgili en dnemli gelismelerden bazilari; ilk heterolog protein iiretimi suslar1 GS115
(De Schutter et al., 2009) ve DSMZ 70382’nin (Gasser and Mattanovich, 2007;
Mattanovich et al., 2009) gelistirilmesi, bu sistemde {iretilen hayvan yemi katkis1
fosfolipaz C enziminin FDA tarafindan GRAS (genel olarak giivenli) olarak kabul
edilmesi (Ciofalo et al., 2006) ve rekombinant biyofarmasotik iiriin Kalbitor®’un

FDA tarafindan onaylanmasi (Thompson, 2010) seklinde siralanabilir.

Rekombinant proteinlerin  iiretiminde promotor  gelistirilmesi  ve
promotorlarin iiretilecek rekombinant proteine gore secimi 6nemli bir konudur.
AOX1 gibi siki kontrol edilen bir promotorun kullanimi ile asir1 gen ifadesinde
avantaj saglanabilir. Biyokiitle olusumu siirecinin protein iiretimi siirecinden

ayrilmasi ile gen ifadesi 6ncesinde yiiksek miktarda biyokiitle birikimi saglanmig
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olur ve hiicrelerin, iiretilen yabanci proteinden dolay: strese girmeleri 6nlenmis olur
(Ahmad et al., 2014). Diger yandan, GAP1 gibi siirekli bir promotorun kullanimi
ile slire¢ uygulamasi kolaylastirilabilir. Siirekli promotorlar ayrica seleksiyon
markirlarinin da ifadesinde siklikla kullanilirlar (Ahmad et al., 2014). Genellikle
tercih edilen ve yeni gelistirilen promotorlardan bazilar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2. 1 Pichia pastoris rekombinant protein iiretim sisteminde, gen ifadesi igin

kullanilan promotorlarin en ¢ok kullanilanlar1 ve son yillarda gelistirilenlerinden 6rnekler.

Tesvik Tlgili gen Kontrol Kaynak
edilebilir
nramotor
AOX1 Alkol oksidaz | Metanol ile tegvik (Tschopp et al., 1987)
DAS Dihidroksiaseton Metanol ile tegvik (Ellis et al., 1985; Tschopp
sentaz etal., 1987)
FLD1 Formaldehid Metanol veya metilamin ile tegvik (Shen et al., 1998)
dehidrogenaz 1
ICL1 Izositrat liyaz Glikoz ile baskilama, glikozun yoklugu| (Menéndez et al., 2013)
veya etanol ile tegvik
PHO89 Na*/fosfat simporteri | Fosfat yoksunlugu ile tesvik (Ahn et al., 2009)
TH111 Tiamin biyosentez Tiamin ile baskilama (Stadlmayr et al., 2010)
geni
ADH1 Alkol dehidrogenaz | Glikoz ve metanol ile baskilama, (Cregg and Tolstorukov,
gliserol ve etanol ile tesvik 2012)
ENO1 Enolaz Glikoz, metanol ve etanol ile (Cregg and Tolstorukov,
baskilama, gliserol ile tegvik 2012)
GUT1 Gliserol kinaz Metanol ile baskilama, glikoz, gliserol | (Cregg and Tolstorukov,
ve etanol ile tesvik 2012)
Siirekli Tigili gen Kontrol Kaynak
promotor
GAP Gliseraldehit-3-P Glikozda siirekli ifade, gliserol ve (Waterham et al., 1997)
dehidrogenaz metanolde daha diigiik
TEF1 Translasyon uzama | Gliserol ve glikoz ile siirekli ifade (Ahn et al., 2007)
faktorii 1
PGK1 3-fosfogliserat kinaz | Glikozda siirekli ifade, gliserol ve (de Almeida et al., 2005)
metanolde daha diisiik
GCwW14 Potansiyel glikosil Gliserol, glikoz ve metanol ile siirekli | (Liang et al., 2013)
fosfaditil inositol ifade
bagli proteini
Gl Yiiksek afinite glikoz | Gliserol ile baskilama, glikoz (Prielhofer et al., 2013)
tastyici kisitlamasi ile tesvik
G6 Aldehit dehidrogenaz | Gliserol ile baskilama, glikoz (Prielhofer et al., 2013)
kisitlamasi ile tegvik

Pichia pastoris’in diger bir énemli 6zelligi hiicre disina, dogru katlanmus,
posttranslasyonel olarak islenmis ve aktif rekombinant protein salimi
yapabilmesidir (Ahmad et al., 2014; Jiang et al., 2011). Temel olarak bir proteinin
dogal hali hiicre disina salgilaniyorsa Pichia pastoris’te de hiicre disina

salgilanmasi beklenmektedir. Buna ek olarak hiicre i¢i olan GFP (Eiden-Plach et
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al., 2004) ya da insan katalazi1 (Shi et al., 2007) gibi proteinler basarili bir sekilde
hiicre dis1 olarak tiretilebilmislerdir. Pichia pastoris’te en ¢ok kullanilan salinim
sinyalleri S. cerevisiae a-MF (alfa eslesme faktorii), S. cereviciae invertaz (SUC2)
ve Pichia pastoris endojen asit fosfatazdan tiiretilmistir (Daly and Hearn, 2005). a-
MF sinyal sekansi pre- ve pro- bolgelerden olugsmustur ve rekombinant proteinlerin
Pichia pastoris salinim sisteminde en iyi sekilde tasinmasimi sagladigi
kamtlanmistir (Ahmad et al., 2014). Pre- bolge yeni ifade edilmis proteinin
endoplazmik retikuluma iletilmesinden sorumludur ve bu olayin hemen ardindan
sinyal peptidaz tarafindan kesilir (Waters et al., 1988). Pro- bolgenin ise proteinin
endoplazmik retikulumdan golgi cisimcigine tasinmasindan sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Bu kisim son olarak dibazik KR (lizin-arginin) bolgesinden endo
proteaz Kex2p ile kesilir (Julius et al., 1984). KR bdlgesinin hemen ardindan iki
adet EA (Glutamik asit-alanin) aminoasit tekrarlart gelir ve bu kisim da STE13 gen
iriinii olan enzim ile kesilir (Lopez-Marzo et al., 2013; Waters et al., 1988). a-MF
kullanimindaki bir problem, STE13 islemesinin tam olarak gerceklesmemesidir. Bu
sorunun asilmasi icin AE tekrarlar1 icermeyen konstriiktlerin tasarlanmasi
onerilmistir (Ahmad et al., 2014). Iyilestirilmis STE13 ko-ekspresyonu iizerine bir
calismaya raslanmamakla beraber, katlanmamis protein yolizindeki bir
transkripsiyon faktorii olan HACI ile birlikte hiicre zar1 proteini adenozin A2
reseptoriiniin eszamanli asir1 ekspresyonunun o-MF sinyal sekansinin islenmesinde
olumlu etkisinin oldugu belirlenmistir (Guerfal et al., 2010). Bunlarin diginda Kex2
P1 bolgesindeki aminoasitlerin optimize edilmesinin, hiicre dis1 protein iiretimini
iyilestirdigi gosterilmistir (Yang et al., 2013). Bu girisimleri takiben a-MF sinyal
peptidinin potansiyelinin artirilmasi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir; kodon
optimizasyonu (Kjeldsen et al., 1998), yonlendirilmis evrim (Rakestraw et al.,

2009), ekleme/silme mutagenezi (Lin-Cereghino et al., 2013) bu girisimlerdendir.

Genel olarak bu 6zellikleri goz 6niinde bulunduruldugunda, Pichia pastoris
genis bir kullanim alan1 bulmustur. Enzim alaninda, hayvan yemi endiistrisinde
fosfor alimmi iyilestiren fitaz (Chen et al.,, 2004) gida endiistrisinde st
koagiilasyon ajani olan aspartik proteinaz (Yegin and Fernandez-Lahore, 2013),
immiinolojik tani sistemlerinde antikorlarin konjugasyonunda sik kullanilan at
turbu peroksidazi C1A (Capone et al., 2015) basaril bir sekilde iiretilmistir. Pichia
pastoris en fazla biyomedikal alanda gergeklestirilen ¢alismalar ile giindeme
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gelmigtir. Sentetik gen kullanilarak elastin benzeri protein (Sallach et al., 2009),
rejeneratif 6zelliklere sahip kolajen (Silva et al., 2011), koloni uyaric1 faktor-1
(CSF1) (Mashkani et al., 2013), antibakteriyel ve antikanser etkisi gésteren REG3a
(Regenerating islet-derived 3-alpha) proteini (Fan et al., 2015) iiretimleri
yapilmigtir. Tome-Amat et al. (2014) kanser asis1 olarak kullanilma potansiyeline
sahip Noroviriis virlis benzeri partikiilii (Norovirus virlis-like particle) 1,5 litrelik
havalandirmali-karistirmali biyoreaktdrde 0,6 g/l konsantrasyonda liretmislerdir.
Parker et al. (2016) bu ¢alismay bir adim ileriye tasiyarak NY-ESO-1 kanser testis
antijeni tagtyan NoV-VLP fiizyon proteinini yine 1,5 1 biyoreaktrérde 0,85 g/l
konsantrasyonda tiretmislerdir. Pichia pastoris’te liretilen bazi proteinler ticari
iriine dontstlriilmiistiir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2. 2 2014 yili itibar1 ile Pichia pastoris kullanilarak iiretilmis ve ticarilestirilmis/

ticarilestirme siirecinde olan bazi rekombinant protein iiriinleri, ticari iiriin hakkina sahip firma ve

kullanim alanlar1 (Research Corporation Technologies, 2014).

Uriin

Firma

Kullanimi

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

Dyax (Cambridge, MA)

Kalitimsal angiodema tedavisi

Insugen® (rekombinant insan
insiilini)

Biocon (Hindistan)

Diyabet tedavisi

Medway (rekombinant insan

Mitsubishi Tanabe

Kan hacmi artirilmasi

(rekombinant anti-RSV tek
kisim antikor fragmenti)

serum albiimin,) Pharma (Japonya)

Shanvac ™ (rekombinant Shantha/Sanofi Hepatit B'nin 6nlenmesi

hepatit B asisi) (Hindistan)

Shanferon™ (rekombinant Shantha/Sanofi Hepatitis C & Kanser tedavisi
interferon-alpfa 2b) (Hindistan)

Ocriplasmin (rekombinant ThromboGenics Vitreomakular adhezyon (VMA)
mikroplasmin) (Belgika) tedavisi

Nanobody® ALX-0061 Ablynx (Belgika) Romatoid artrit tedavisi
(rekombinant anti-IL6 reseptor

tek kisum antikor fragmenti)

Nanobody® ALX00171 Ablynx (Belgika) Solunum yolu sinsitiyal viriisii (RSV)

enfeksiyonu tedavisi

Heparin-baglayict EGF-benzeri
biiyiime faktorii (HB-EGF)

Trillium (Kanada)

Treatment of doku igi sistit/mesane
agris1 sendromu (IC/BPS) tedevisi

Purifine (rekombinant fosfolipaz
)

Verenium/DSM (San
Diego, CA/Hollanda)

Yiiksek fosfor igerikli yaglarin
zamklanmasi

Rekombinant tripsin

Roche Applied Science
(Almanya)

Proteinlerin sindirimi

Rekombinant kolajen

Fibrogen (San
Francisco, CA)

Medikal aragtirma
kimyasallari/dermal dolgu

AQUAVAC IPN (rekombinant

Merck/Schering Plough

Somon baliginda enfeksiy6z

enfeksiy6z pankreatik nekroz Animal Health pankreatik nekroza kars1 asilar
viriisii kapsid proteinleri) (Summit, NJ)
Rekombinant fitaz Phytex, LLC (Sheridan, | Hayvan yemi katkist

IN)

Superior Stock rekombinant
nitrat rediiktaz

The Nitrate Elimination
Co. (Lake Linden, MI)

Su analizi ve su aritimi igin enzim-
temelli Girlinler

Rekombinant insan sistatin C

Scipac (Birlesik
Krallik)

Arastirma kimyasali
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Pichia pastoris kullanilarak yapilan rekombinant protein iiretim ¢alismalart
sonucunda bir kism1 gelistirme asamasinin sonlarinda olan 70’in {izerinde iiriin elde

edilmistir .
2.4.1 Pichia pastoris’te monoklonal antikor ve antikor fragmenti iiretimi

1988 (Better et al., 1988) yilinda yapilan bir ¢alismada ilk kez Saccharomyces
cerevisiae mayasinda anti-tiimor antikoru ve antikor fragmentinin hiicre dis1 olarak
iiretildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada 10 litrelik karistirmali biyoreaktdrde {iretim
yapilmis ve yaklastk 100 ng/ml konsantrasyonda monoklonal antikor elde
edilmistir. Monoklonal antikorlarin Pichia pastoris’te fragment olarak {iiretilmesi
ise 1990’larda yapilan ¢alismalarla baglamistir (Cregg et al., 2000). Pichia pastoris,
tek zincir antikor fragmentleri (scFv) ile iki antijenik determinanta baglanan
bispesifik “diabody” gibi daha uzun proteinlerin iiretiminde de kullanilmigtir (Eldin
et al., 1997; FitzGerald et al., 1997; Luo et al., 1997, 1995; Ridder et al., 1995).
Takip eden yillarda Pichia pastoris, protein ifadesi sisteminin daha iyi anlagilmasi,
karakterize edilmesi ve modifiye edilmesi ile CHO hiicre kiiltiirlerinin yerine
onemli bir alternatif olmustur (Li et al., 2007). Genetik modifikasyon ile Pichia
pastoris 'in glikozilasyon yol izi degistirilmis GFI5.0 susunda, tamamen islevsel ve
insansilastirilmis glikozilasyon desenine sahip anti-HER2 monoklonal antikorlar:
elde edilmis ve CHO hiicrelerinde iiretilen ticari esdegeri Trastuzumab ile benzer
farmakokinetik o6zelliklere sahip oldugu ifade edilmistir (Jiang et al., 2011).
Insansilastirilmis Pichia pastoris’te iiretilen anti-CD20 (anti-tiimor) antikoru CHO
hiicrelerinde {iiretilen kimerik ritixumab monoklonal antikoru ile Fc reseptorlerine
baglanma 6zellikleri bakimindan benzer in vitro aktivite gosterdigi bildirilmigtir (Li
et al., 2006a). Glikozilasyon mihendisligi ile elde edilmis glikoform
kiitliphanelerinin kullanimu ile {iretilen monoklonal antikorlarin ¢oziiniirliik, in vivo
yart Omiir doku dagilimi ve tamamlayict proteinlerle etkilesimlerinin
gelistirilebilecegi belirtilmistir (Li et al., 2006b). Uniform glikozilasyon desenine
sahip islevsel bir tam monoklonal antikor, dayanikli ve oOl¢eklendirilebilir bir
biyoproseste 1 g/l konsantrasyonunda iiretilirken (Potgieter et al., 2009) sus
gelistirme ve proses optimizasyonunun kombinasyonu ile monoklonal antikor
fragmentinin iretiminde 8g/l1 gibi yliksek {iriin konsantrasyonuna ulagilmigtir

(Damasceno et al., 2007). Yapilan baska bir karsilastirmali ¢alismada Pichia



17

pastoris ve CHO hiicreleri kullanilarak 3D6scFv-Fc antikor fragment ve insan
serum alblimini (HSA) tiretilmis ve Pichia pastoris’in daha az kompleks proteinleri
(HSA) daha yiiksek verimlilikle tirettigi ortaya konmustur (Maccani et al., 2014).

Farkli konfigiirasyonlardaki monoklonal antikor fragmentlerinin Pichia
pastoris’te liretilmesi alaninda bugiine kadar kaydedilmis gelismeler halihazirda iKi
antikor fragmentinin, Nanobody ALX0061 (patent no: W02012056000 Al) ve
Nanobody ALX00171 (patent no: W02012056000 Al)(Brige et al., 2012), ticari
olarak iiretilmesini saglamistir. Sirasiyla romatoid artrit ve respiratory syncytial
viris (RSV) enfeksiyonu tedavilerinde kullanilan bu terapotik antikor
fragmentlerinin yaninda teshis amacli antikor fragmenti calismalar1 da

stirdiiriilmektedir (Spadiut et al., 2014).
2.4 Kodon optimizasyonu ile protein ifadesinin artirilmasi

Protein sentezi sirasinda ayni aminoasitlerin farkli mRNA kodonlar ile
eslesmesi ayni protein i¢in farkli gen dizilerinin kullanilabilmesini saglamistir.
Organizmalar arasinda kodon kullanimi farklilik gosterebilmektedir (de Marco,
2015). Rekombinant protein iiretiminde, konukgu organizmanin genomunda sik
goriilmeyen kodonlari igeren bir genin ifadesi sirasinda durma, terminasyon, amino
asit degisimi ve gen cergevesi kaymasi gibi sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir (Fan
etal., 2015; Kane, 1995). Pichia ekspresyon sisteminde de yiiksek seviyede protein
ifadesi icin aktarilan gende kodon optimizasyonu yapilmasi kritik bir dneme
sahiptir. Bu islemde aktarilacak genin en 1yi sekilde ifade edilebilmesi ig¢in
bilgisayar programi araciligiyla gendeki kodon kullanimi aminoasit dizisini
degistirmeyecek sekilde konukg¢u organizmaya gore yeniden diizenlenir. Bu
uygulamaya Ornek olarak Tian vd. (2012) kodon optimizasyonu ile Pichia
pastoris’te alkalin asetil ksilan esteraz enziminin ifadesini tespit edilemeyecek
kadar diisiik seviyelerden ticari olarak rekabet¢i olabilecek kadar yiiksek

konsatrasyonlara (100 kata kadar) ¢ikarmay1 basarmiglardir.

Rekombinant protein iiretiminde, aktarilan gen dozajinin artirilmasi da
protein ifadesini 6nemli derecede artirmada yardimci olmaktadir. Norden vd.

(2011) dogal kosullarda hiicrede cok diisiik seviyelerde iiretilen akuaporinleri
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Pichia pastoris’te gen dozajini artirarak ayni genin her hiicrede ¢ok daha fazla

tekrarda ifade edilmesini saglayarak yiiksek seviyelerde liretmeyi basarmislardir.

Kodon optimizasyonu ve gen dozajmin artirilmasi yontemleri Pichia
pastoris’te monoklonal antikor iiretiminde de kullanilmistir. Parker vd. (2013)
yaptiklar1 ¢caligmada, prostat spesifik membran antijeni (PSMA)’ne baglanan J591
SCFv (tek zincir degisken kistm) monoklonal antikor fragmentini Pichia
pastoris’te kodon optimizasyonundan yararlanarak rekombinant olarak
tretmislerdir. Yaptiklar1 fonksiyonellik analizlerinde antikor fragmentinin PSMA
bulunduran hiicrelere baglanma afinitesi gosterdigini belirlemislerdir. Baska bir
calismada glikozilleme yol izlerine miidahale edilmis ve dogal tip Pichia
pastoris’te rekombinant monoklonal antikor tiretilmis ve CHO hiicrelerinden elde
edilmig ticari monoklonal antikor ile karsilastirma yapilmistir. Karsilagtirma
sonuglarindaki benzerlikler Pichia pastoris’in klinik olarak kullanilabilecek
monoklonal antikor tiretimine uygun bir sistem oldugunu ortaya koymustur (Liu et
al., 2011).

2.5 Altin nanopartikiilleri ile konjuge monoklonal antikorlarin teshis

testlerinde kullanim

Temel anlamda nanopartikiiller, birkag yiiz nanometreye kadar olan odlgiileri
ile enzim, reseptdr, antikor gibi proteinlere yakin biiyiikliiklere sahip altin veya
diger soy metallerden elde edilen partikiillerdir (Cai et al., 2008) Bunlardan altin
nanopartikiiller iizerinde en c¢ok calisilan ve teshis alaninda en c¢ok tercih
edilenlerdir (Huang et al., 2007). Altin nanopartikiiller 1950’lerden itibaren in vivo
goriintiileme icin radyoaktif isaretlemede, 1980’lerden itibaren elektron
mikroskopisinde biyolojik boyamada kullanilmistir (Boisselier and Astruc, 2009).
Altin nanopartikiillerin diisiik toksisite, gorlintileme i¢in yiiksek kontrast
olusturabilme, yiizey gelistirme ve optik kirilma endeksine bagl spektroskopik
ozellikleri gibi Oonemli avantajlar1 quantum dot ve organik boyalarin Oniine
gecmelerini saglamistir (Boisselier and Astruc, 2009). Immiin deneyleri igeren
klinik teshis yontemlerinden ELISA temelli immiinokromatografik test
cubuklarinda, sinyal giiclendirmesi amaciyla altin nanopartikiillerin kullanilmasi
onemli gelismeler saglamigtir (Tanaka et al., 2006). Bu yontemle gonadotropin

hormonu 1 pg/ml gibi diisiik konsantrasyonlardaki proteinler dahi tespit
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edilebilmektedir (Boisselier and Astruc, 2009). Bu testlerin kan serumu ve tam
kanda mililitrede bir nanogramdan daha az miktarlardaki analitleri tespit edebilmesi

ve uygulama kolaylig1 geleneksel ELISA testlerinin 6niline gegmesini saglamistir
(Hirsch et al., 2003).

2.6 Anti-¢TnlI antikoru iiretimi

Haider ve Stimson (1995) sigir kardiyak troponin I proteinini izole etmis ve
yiiksek 6zgiilliikte anti-cTnl antikoru tireten fare hibridoma hatlar1 elde etmislerdir.
Elde ettkileri monoklonal antikorun ozgilliigiini ELISA ve Western blot ile
dogrulayan arastirmacilar bu molekiillerin miyokardiyal enfarktiisiin in vivo

goriintiilemesinde kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Kardiyak anti-troponin I antikoru giiniimiizde Millipore (kat no: MAB3150),
Abcam (kat no: ab47003), HyTest (kat no: 4T21), GeneTex (kat no: GTX112770),
Abbiotech (kat no: 251112), Fitzgerald (kat no: 10-T79G) gibi diinya ¢apindaki
firmalar tarafindan konuk¢u hayvanlarda (fare, tavsan) veya memeli hiicre
hatlarinda (hibridoma, CHO) IgG formunda {iretilmektedir. Bu antikorlar
saflastirilmis formda veya asites sivisi igerisinde temin edilerek kardiyak troponin
ile ilgili ¢alismalarda ELISA, Western blotting, radioimmunassay gibi
uygulamalarda aragtirma amaclh olarak kullanilabilmektedir. Hedef kitleleri
aragtirma hastaneleri ve medikal alanda arastirma yapan {iniversite ve enstitli gibi
kurumlar olan bu monoklonal antikor iiriinlerinin saklanma sicakliklari -20°C veya

-80°C olarak belirtilmektedir.

Bunlarin yaninda yukarida da agiklandigi gibi anti-cTnl antikoru hizli tam
test kitlerinde de yer almaktadir ve bu kitlerin hedef kitlesi kalp krizi riski yiiksek
olan kisiler ve hastanelerin acil servisleridir. Bu test kitleri Novamed (R-6505), bi-
1-st of FINLAND (2TRO,) NOVAtest (cTnl 721), CTK Biotech, Inc. (R3001C),
HOMEMED (Myoglobin/CK-M8/Troponin | Test kit) gibi firmalardan temin
edilebilmektedir ve oda sicakliginda saklanabilmektedirler. Goriildiigii gibi anti-
troponin I monoklonal antikoru hem dogrudan son kullanic1 hem de arastirma
amacl kullanicilar alaninda biiyiik bir pazar payina sahiptir. Bu testlerdeki anti-
cTnl antirkolar1 biiylik oranda hayvanlarin (tavsan, keci, sigan) asites sivilarinda ve

nadir olarak CHO hiicre hatlarinda iiretilmektedirler (Ezzatifar et al., 2015).


http://www.millipore.com/catalogue/item/MAB3150?cid=BIOS-A-BIOC-1231-1205-RC
http://www.abcam.com/cardiac-troponin-i-antibody-ab47003.html
https://shop.hytest.fi/product/troponin-i-cardiac-antibody
http://www.genetex.com/Troponin-I-cardiac-antibody-N1C3-2-GTX112770.html
http://www.abbiotec.com/antibodies/troponin-i-cardiac-antibody
http://www.fitzgerald-fii.com/troponin-i-antibody-cardiac-10-t79g.html

20

Anti-cTnl antikoru konukgu hayvanlarda tiretimi devam eden diger pek ¢ok
antikordan sadece bir tanesidir. Endiistriyel oOl¢ekte iiretim i¢in konukgu
hayvanlarin kullanilmas1 onemli bir etik kaygiyr da giindeme getirmektedir.
Konukgu hayvan kullanimiin azaltilmasi yoniinde rekabet¢i olma potansiyeline

sahip monoklonal antikor iiretim sistemlerinin gelistirilmesi biiyiikk Gneme sahiptir.

Gecmisten glinlimiize bu alanda yapilan calismalar incelendiginde anti-
troponin | antikor fragmentinin Pichia pastoris’te tretilmesinin ve teshis testi
kitinde kullanilmasinin miimkiin oldugu ve iiretilecek molekiiliin test basarisi ve
maliyet anlaminda pazarda bulunan diger irilinlerle rekabet edebilecegi

ongortilebilir.
3 MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizmalar

NEB 5-o kompetan Escherichia coli (genotip: fhud2 A(argF-lacZ)U169
phod ginV44 ©804 (lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17) sentetik

gen dizisini ifade vektoriine klonlamak amaciyla kullanilmagtir.

Gen ifadesi igin Pichia pastoris GS115, (Pichia Expression Kit, Version M,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), susu kullanilmstir.
3.1.2 Kullanilan besiyerleri, ¢ozeltiler ve kimyasallar

Diisiik tuzlu Luria-Bertani (LS-LB) Ortami: Asagidakilerin deiyonize suda

¢oziilerek 121°C’ta 20 dk otoklavlanmasi ile hazirlanmustir.
- %1 Tripton
- %0,5 Maya Ekstrakti
- %0,5 NaCl
- pH: 7,5 (NaOH ile)

LS-LB agar: LS-LB ortam karisimina %1,5 oraninda agar eklenerek ayni

kosullarda otoklavlanmasi ile hazirlanmistir.

%13,4 Yeast Nitrogen Base (10X YNB):
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- Amonyum siilfat i¢eren, aminoasit icermeyen maya igin azotlu besi yeri
taban1 deiyonize su igerisinde agirlik¢ca %13,4 oraninda ¢ozlilmiistiir. 0,22

um filtre ile sterilize edilerek 4°C’ta saklanmustir.
500X B

20 mg biyotin 100 ml deiyonize suda ¢oziilerek filtre ile sterilize edilmistir.

4°C’ta saklanmustir.
100X H

400 mg L-histidin 100 ml deiyonize suda c¢oziilerek filtre ile sterilize

edilmistir. 4°C’ta saklanmustir.
10X D

200 g D-glukoz 1000 ml deiyonize suda c¢ozilerek 121°C’ta 15 dk

otoklavlanmustir.
10X M
%35’lik metanol ¢ozeltisi filtre ile sterilize edilerek 4°C’ta saklanmustir.
10X GY
%10’luk gliserol-su karisimi 121°C’ta 15 dk otoklavlanarak hazirlanmistir.
1 M potasyum fosfat tamponu, pH 6.0

132 ml 1 M K2HPOq ile 868 ml 1 M KH2POg karistirilarak pH fosforik asit
ile 6,0’a ayarlanmigtir. 121°C’ta 20 dk otoklavlanarak oda sicakliginda

saklanmustir.
YPD besi ortami ve YPD agar

%1 maya ekstraktl, %2 g pepton igeren sulu ¢ozelti 121°C’ta 20 dk
otoklavlandiktan sonra 10X D ile 9:1 oraninda karistirilarak 4C’ta saklanmustir.

YPD agar i¢in otoklavlamadan 6nce %2 oraninda agar eklenmistir.
BMGY ve BMMY besi ortamlart

1000 ml BMGY i¢in; 10 g maya ekstrakti ve 20 g pepton 700 ml deiyonize
suda ¢oziilerek 121°C’ta 20 dk otoklavlanarak oda sicakligina sogutulmustur. 100
ml 1 M potasyum fosfat ¢ozeltisi, 100 ml 10X YNB, 2 ml 500X B ve 100 ml 10X
GY eklenerek 4C’ta saklanmistir. BMMY i¢in 10X GY yerine 100 ml 10X M
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kullantlmistir.

PBS

Fosfat tamponlu tuzlu ¢ozelti, 2,55 g NaoHPO4 ve 0.63 g NaH2POg bir litre

ultra saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmstir.

Bazal tuzlar ortami (tiim kimyasallar mikrobiyolojik kiiltiir safliginda

kullanilmigtir)
26.7 ml HsPOa, 85%
0.93 g CaSO4
18.2 g K2SO4
14.9 g MgS04-7H,0
4.13 g KOH
40.0 g Gliserol

1 1 su igerisinde ¢oziilerek biyoreaktore aktarilmistir. 750 pl kopiik kirict
(Antifoam 204, Sigma, kat. no: A6426) dogrudan biyoreaktdriin i¢ine eklenerek
bekletilmeden 121°C’da 25 dk otoklavlanmustir.

PTM1

5,0 mL H2S04 (95-98 %)
65,0 g FeSO4*7H;0
20,00 g ZnCl;

6,00 g CuSO4*5H20
3,36 g MnSO4*H20

0,82 g CoCl,*6H20

0,20 g Na2M00O4*2H,0
0,08 g Nal

0,02 g H3BO3

0,2 g Biyotin
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1 1 saf su i¢inde ¢oziilerek 0,2 um por capl filtre ile sterilize edilmistir.

4°C’da saklanmazistir.
3.1.3 Kullamilan cihazlar

3.1.3.1 Hassas terazi

Mettler Toledo marka AE 163 model hassas terazi, kullanilan besiyeri ve

diger ¢ozetilerin hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.2 pH metre

Mettler Toledo Seven Easy pH metre, hazirlanan besiyeri ve diger

karisimlarin pH degerlerinin kontrol edilerek ayarlanmasi amaci ile kullanilmistir.

3.1.3.3 Isitmali manvyetik karistirici

Heidolph MR Hei-Standard 1sitmali manyetik karistirici, kullanilan besiyeri
ve diger karisgimlarin istenilen kosullarda ve istenilen 6zelliklerde olmasi i¢in

homojenizasyonun saglanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.4 Otoklav

Hirayama Hiclave HV-110L marka ve model numarali otoklav, gerekli
ortamlarin hazirlanmasinda sterilizasyonun saglanmasi amaci ile ayrica iglemler
sonucunda ortaya ¢ikan mikrobiyolojik olarak bulasik haldeki materyalin tekrar
kullanilabilir hale getirilmesi, tiim mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi amaci ile

kullanilmastir.

3.1.3.5 linkiibator

Sanyo MIR-153 marka ve model numarali sogutmali inkiibator kullanilmistir.

3.1.3.6 _Mikroskop

Nikon marka, dijital fotograf makinasi takilabilen tri-okiiler mikroskop,

mikroskobik incelemelerde kullanilmistir.

3.1.3.7 Elektroporator

BioRad marka Gene Pulser Pulse Generator model elektroporator, Pichia

pastoris’in transformasyonu islemlerinde kullanilmstir.
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3.1.3.8 _Su banyosu

Memmert marka su banyosu, DG-18 agarli besi ortamlarinin uygun

sicakliklarda tutulmasinda kullanilmistir.

3.1.3.9 Bivoreaktor iinitesi

New Brunswick marka Bioflo3000 model biyoreaktor {initesi {initesi ve bu

tiniteye ait 2 1 toplam hacme sahip cam biyoreaktor kullanilmistir.

3.1.3.10 Protein saflastirma iinitesi

AKTA Explorer 100 (Amersham Biosciences, Pittsburgh, PA, USA) cihazi

protein protein saflagtirma islemlerinde kolon a tamponlarin ve protein
numunesinin beslenmesi ile kolon c¢ikis1 iletkenlik, UV absorbans, pH gibi

degerlerin 6l¢timiinde kullanilmastir.

3.1.3.11 ELISA pleyt okuyucusu

BIOTEK marka ELx800 model ELISA pleyt okuyucu ELISA calismalarinin

sonuclarint degerlendirmede kullanilmistir.

3.1.3.12 Metanol sensori

Raven Biotech marka metanol sensoril iiretim sirasinda metanol seviyesinin

Olclimii ve metanol beslenmesi i¢in kullanilmistir.

3.1.3.13 Peristaltik pompa

Masterflex marka I/P serisi peristaltik pompalar teget akim filtrasyonu ve

kiiltiir siipernatantinin kaba filtrasyonu gibi islemlerde kullanilmisgtir.

3.1.3.14 Vorteks

Fisher Scientific marka Vortex Genie 2 model vorteks kiiciik olcekteki
cozeltilerin  hazirlanmasinda ve reaksiyon tiiplerinin  karistirilmasinda

kullanilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Konstriikt Tasarim ve Eldesi

Konstriikt tasarimi i¢in 6ncelikle ifade edilecek gen bolgesi US8663933 dizisi
numaral1 patentten alinmustir. Oncelikle dizide KR (lisin-arginin) amino asitlerini
ardisik olarak kodalyan bdlgeler tespit edilmis ve bu bolgeler Kex2 proteazi
tarafindan kesimin Onlenmesi i¢in KH (lisin-histidin) olarak degistirilmistir.
Yeniden diizenlenen bu dizi Integrated DNA Technologies sitesindeki kodon
optimizasyonu aracinda (http://eu.idtdna.com/CodonOpt) Pichia pastoris segilerek
optimize edilmistir. Elde edilen optimize gen dizisinin 5’ ucuna ECORI, 3’ ucuna
Sall restriksiyon bolgesi manuel olarak eklenmistir. Buna ek olarak klonlama
islemleri sirasinda genin stabilitesini ve restriksiyon enzimlerinin dogru ¢alismasini
saglamak amaciyla restriksiyon bolgelerinin disina 5°-TAACTAAC-3’ dizisi
eklenmistir. Konstriikt tasariminin dogrulugu SnapGeneViewer (Siirim 2.8.2)
programi kullanilarak kontrol edilmistir. Sekil 3.1°de bu program kullanilarak elde
edilen konstriikt haritas1 verilmistir. Sekilde goriildiigi gibi “anti TNNI scfv” olarak
isaretlenen gen bolgesi AOX1 promotor bolgesinden hemen sonra gelen alfa
sekresyon sinyali dizisi ile ayn1 ¢erceveye yerlestirilmistir (Alfa sekresyon sinyali
peptit dizisi, rekombinant proteinin hiicre disina salinimi sirasinda kesilir.)
Rekombinant protein gen dizisi IDT firmasi tarafindan sentezlenmistir. Sentezlenen

genin restriksiyon bolgelerini de igeren hali Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3. 1 Rekombinant antikor fragmenti DNA dizisi.

XhoI

Kex2Site++

EcoRI

TAACTAAC
CTCGAG
AAAAGA

GAATTC

GAC GTC GTC TTG ACT CAG TCC CCT CTT ACC TTA TCC GTT ACG
ATA GGA CAA CCA GCC TCT ATA TCT TGT AAA TCA TCT CAG TCA CTG
TTA GAC TCC GAT GGA AAA ACA TAC CTT AAT TGG TTG TTG CAA AGA
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CCC GGT CAG TCC CCC AAA CAT TTG ATT TAC CTT GTT TCT AAA CTG
GAC AGT GGG GTT CCA GAT AGA TTT ACC GGT TCC GGT TCT GGA ACG
GAC TTT ACT CTA AAA ATT TCT CGT GTG GAA GCA GAA GAC CTT GGC
GTC TAC TAC TGC TGG CAG GGA ACA CAC TTT CCC TTG ACG TTT GGA
GCC GGA ACG AAA TTG GAA ATC AAG CAT GGT GGA GGA GGC AGT GGT
GGT GGA GGC TCT GGA GGT GGT GGT AGT CAA CTA CAA CTG CAG CAA
TCC GGT GCT GAA TTA GTT AGA TCC GGC GCT AGT GTA AAG TTG TCT
TGT ACT GCA TCA GGT TTC AAC ATA AAG GAT TAC TAC ATG AAT TGG
GTT AAG CAG AGG CCT GAA CAA GGA CTG GAA TGG ATT GGT TGG ATT
GAC CCC GCA AAT GGT GAC ACC GCA TAC GCT CCA AGA TTC CAG GTA
AAG GCT GAT ATG ACC GCC GAT AAG GAT TCA GAT ACT GCA TAC CTG
CAA CTA AGT TCA CTT ACG TCC GAA GAC ACA GCT GTA TAT TAC TGT
AAC GCT GAC TTA CCA ATG GAT CAA TGG GGA CAG GGA ACT TCA GTT
ACG GTC TCT TCA GCT GCA GCT CTT GAA

GTCGAC
CATCATCATCACCACCAC
TAA

GCGGCCGC

TAACTAAC

6X HIS
Stop codon

NotI

Dizinin bu agik halinde goriildiigii gibi restriksiyon enzimi kesim bolgeleri
antikor fragmentini kodlayan dizinin 5° ve 3’ uglarina yerlestirilmistir. Yukarida
belirtilen enzimlere ek olarak bu dizinin farkli plazmitlerde farkli stratejilerle
klonlanmasini saglamak amaciyla farkli restriksiyon bolgeleri ve 6 XHistidin dizisi
eklenmistir. Bu sayede pPICZoA plazmidinde protein iiretiminin basaril

olamamasi halinde farkli plazmitlerle calisma imkan1 6nceden saglanmistir.

Temin edilen gen iiretici talimatlar1 dogrultusunda suda ¢ozdiiriilmiistiir. 10
ng gen ve 50 ng pPICZaA plazmidi belirtilen restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.
Plazmitte kendine ligasyon olmasinin 6nlenmesi amaci ile Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase (CIAP, Thermo Fisher Scientific, kat no: 18009-019) enzimi ile
muamele edilmis ve DNA’nin 5’ uglarindaki fosfat gruplari alinmistir. Elde edilen
lineer plazmit ve gen ayni tiipe alinarak Quick Ligation Kit (New England Biolabs
Inc., Ipswich, Massatchussets, ABD., kat. no M2200S) kullanilarak birlestirilmistir.
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Sacl (208)

EcoRI (1208)

6xHis SalI (1958)

Sekil 3. 1 Pichia pastoris’te gen ifadesi i¢in tasarlanan konstriiktiin genel gériiniimii (Cizim:
SnapGene Viewer). AOX1: Pichia’da metanol ile tesvik edilen promotor bolge. a-factor: proteinin
hiicre digina etkin salimmini saglar. 6xHis: protein saflagtirmada ve spesifik tanima deneylerinde
yararlanilan alti adet Histidin aminoasidi kodlayan bolge. AOX1 Terminator: Transkripsiyon
sonlama ve poliadenilasyon bolgesi. TEF1: Transkripsiyon uzama faktorii 1 geni promotoru,
Pichia’da Zeocin ®’e dayaniklilikla iligkili Sh ble geninin ifadesini saglar. EM7 Sh bl geninin E.
coli’de siirekli ifadesini saglar. BleoR: Zeocin ® antibiyotigine dayaniklilik geni. CYCI terminator:
Saccharomyces cerevisiae CYC1 geni, Sh bl geninin uygun sekilde islenmesini ve stabilize olmasini
saglar. Ori: E. coli’de plazmit replikasyonu ve devamliligini saglar. Sacl: konstriikktin AOX1
bolgesinde linearizasyonunu saglayan restriksiyon bolgesi. EcoRI ve Sall: Sentezlenen genin

strastyla 5° ve 3” bolgelerindeki kesim bdlgesi ve plazmit lizerindeki klonlama bdlgesi.

3.2.2 On ¢cahsma kapsaminda denenen diger konstriiktler

Calisma kapsaminda is akisi siiresince, elde edilen ara sonuglar
degerlendirilerek konstriikk tasariminda degisikliklere gidilmistir. Bu baglamda
PPICZaA plazmidinin yanmi sira pPIC9 ve pPIC9K plazmitleri ile konstriiktler
olusturulmustur. Bu plazmitler kullanildiginda Pichia pastoris’te transformasyon
secimi i¢in segici besiyeri olarak antibiyotikli ortam yerine Histidin icermeyen
bazal ortam kullanilmistir. Bunlarin yaninda antikor fragmentini kodlayan gen
olarak farkli kombinasyonlar denenmistir. Oncelikle hafif ve agir zincirin &ncelik

sirast degistirilmis ardindan NCBI veri tabanindan temin edilen dizi yerine
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US8663933 numarali patentte belirtilen DNA dizisi iki farkli versiyonda
kullanilmistir. Bu 6n ¢alismalar sonucunda elde edilen bulgular Bolim 4.1°de

verilmistir.

3.2.3 Konstriikt Cogaltin ve Pichia pastoris Suslarinin Transformasyonu

Ligasyon iirlinii iiretici talimatlar1 dogrultusunda kompetan NEB 10 beta E.
coli’ye (New England Biolabs Inc., Ipswich, Massatchussets, ABD., kat. no:
C3019H) aktarilmistir. 25 ug/ml Zeocin ig¢eren diisiik tuzlu Laury Bertani (LB) agar
petrilerinde 37°C’ta 16 saat inkiibe edilmistir. Olusan kolonilerden 8 adet segilerek
koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR islembasamaklar1 su sekildedir:

- Koloniden igne ucu kadar bir 6rnek aseptik kosullarda steril kiirdan yardimi
ile alinarak PCR tiipiiniin en alt kismina yaydirilmistir.

- Her 6rnek i¢in toplam 25’er pl reaksiyon karigimi (12,5 pl BioMix™
(Bioline, kat no: BIO-25012), 10 uM AOX1 Forward Primer, 10 pM AOX1
reverse primer igerecek sekilde 12,5 pL steril saf su) hazirlanarak her bir
PCR tiipiine dagitilmistir.

- Thermal Cycler (MJ Research) cihazinda PCR su sicaklik dongiileri
uygulanmistir: 95°C’de 5 dk, 32 defa 95°C’de 30 sn — 51°C’de 30 sn —
72°C’de 45 sn dongiisii, 72°C’de 5 dk.

- PCR iriinleri %1’lik agaroz jelde yliriitiilerek beklenen biiyiikliikteki

fragmentin varlig1 kontrol edilmistir.

Transfer edilen geni igerdigi tespit edilen koloniler 5 ml dlgekte 25 ug/ml
Zeocin igeren diisiik tuzlu LB s1v1 kiiltiirde 37°C’ta 16 saat inkiibe edilmistir. Elde
edilen s1v1 kiiltiirde Zymo Research Zippy Plasmid Mini kiti kullanilarak plazmit
izolasyonu yapilmis ve elde edilen plazmitler daha 6nce belirtilen enzimlerle
kesilerek ikinci bir dogrulama yapilmistir. Bunlardan geni icerdigi dogrulanan 4

adet plazmitte dizi analizi yapilmistir.

Dogrulanan plazmidi iceren koloni ayni siv1 kiiltiirde 100 ml 6lgekte 37°C’ta
16 saat inkiibe edilmistir. Qiagen Plasmid Midi kiti kullanilarak {iretici talimatlarina
gore plazmit izolasyonu yapilmistir. Her bir transformasyon islemi i¢in 10 pg (~9
ul) baslangi¢ plazmit miktar1 kullanilmistir. Plazmit Sacl restriksiyon enzimi ile
lineerize edilmistir iiretici talimatlarina gore (2,5 pl 10x reaksiyon tamponu

icerecek sekilde toplam 25 pul igerisinde 37°C de 2 saat) kesilerek lineerize
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edilmistir. Lineer plazmit elektroporasyon yontemi ile Pichia pastoris’in GS115

susUna aktarilmistir.

3.2.4 Pichia pastoris’in elektroporasyonu

Hiicrelerin hazirlanmasi ve transformasyonu asamalarindan olusan bu islem
tiim suglara ayni sekilde uygulanmustir.
Hiicrelerin hazirlanmasi.

- YPD besi ortaminda 5 ml’lik maya kiiltiirleri 30°C’da bir gece inkiibe
edilmistir.

- Bukiiltiirler kullanilarak 100 ml taze YPD besi ortamina baslangic OD600=
0,1-0,2 olacak sekilde as1 yapilmistir. Kiiltiiriin biiylimesi takip edilerek
OD600= 1,5’e ulastiginda kiiltiir 4°C’ta 1500Xg’de santrifiij edilerek hasat
edilmistir.

- Hiicre peleti buz soguklugundaki 100 ml buz soguklugundaki steril saf su
icerisinde siispanse edilmis ve bir 6nceki basamaktaki gibi tekrar santrifiij
edilmistir.

- Hiicre peleti 50 ml buz soguklugundaki 1 M sorbitol ¢bzeltisi igerisinde
stispanse edilmis ve bir 6nceki basamaktaki gibi santrifiij edilmistir.

- Hiicre peleti 5 ml buz soguklugundaki 1M sorbitol ¢ozeltisi igerisinde
siispanse edilmis ve bir onceki basamaktaki gibi santrifiij edilmistir.

- Hiicre peleti 0,5 ml buz soguklugundaki 1 M sorbitol ¢ozeltisi icerisinde
siispanse edilmistir.

- Busiispansiyondan 80 ul’lik alikotlar hazirlanarak transformasyon islemine
gecilmistir. Aynm1 giin transformasyon yapilmayacak alikotlar daha sonra
kullanilmak tizere -80°C’ta derin dondurucuda saklanmustir.
Transformasyon

- 80 ul’lik hiicre siispansiyonuna 10 ug lineer plazmit eklenmis ve yavasca
karistirildiktan sonra 2 mm genisligindeki elektroporasyon kiivetine
aktarilmigtir. Negatif kontrol kiiltlirii elde etmek amaciyla ilgili geni
icermeyen lineerize edilmis “bos plazmit” kullanilarak ayni transformasyon
islemi gercgeklestirilmistir.

- Buziizerinde 5 dk sogutulduktan sonra elektroporasyon cihazinda 5 ms’lik

2000 V gerilim ile elektrosok uygulanmistir.
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- Hig bekletilmeden buz soguklugundaki 1 ml 1 M steril sorbitol ¢ozeltisi
eklenmis ve kiiltiir tiipiine aktarilmistir.

- Transforme edilen hiicreler 100 ug/ml Zeocin igceren YPDS petrilerine
yayilarak 30°C’ta karanlikta inkiibasyona birakilmistir.

- Antibiyotik seleksiyonunun calistiginin dogrulanmasi amaciyla plazmit
eklenmeden elektrosok uygulanan bir kiiltiir olugturulmustur.

- 3-4 giin boyunca inkiibe edilen petrilerde beliren koloniler steril tahta

cubuklarla 100 ug/ml Zeocin iceren YPDS petrilerine aktarilmistir.

3.25 Transforme Kolonilerin Dogrulanmasi ve Gen ifadesinin Belirlenmesi

Secilen koloniler kullanilarak koloni PCR yapilmis ve aktarilan geni icerdigi
tespit edilen kolonilerden 4’er adet segilerek gen ifadesinin belirlenmesi ¢aligmasi
yapilmistir. Gen ifadesinin belirlenmesi i¢in 250ml’lik sasirticili erlenlerde 30
ml’lik BMGY (pH: 6,0) besi ortamina her bir koloniden asilama yapilmistir.
Kiiltiirler ¢alkalamali inkiibatorde 250 rpm calkalama hizinda 28°C’da 24 saat
inkiibe edilmistir. Kiiltiirler 4°C’ta 1500Xg hizinda santrifiij edilerek %0,5 metanol
iceren 30 ml taze BMMY (pH6,0) ortamda siispanse edilmistir. Ayn1 kosullarda
inkiibasyona devam edilmistir. Kiiltlirlere dort giin boyunca 12 saatte bir son
konsantrasyon %0,5 olacak sekilde metanol eklemesi yapilmis ve her kiiltiirden 1ml
ornek almmustir. Ornekler 3000Xg’de 2dk santrifiij edilmistir. Hiicre peleti ve

kiiltiir sipernatant1 ayrilarak analiz edilene kadar -20°C’ta saklanmuistir.

3.2.6 Mikroskopik Inceleme

Pichia pastoris kiiltiirlerinin tamamindan en az birer defa 6rnek alinarak 1s1k
mikroskobunda incelemesi yapilmistir. 100x biiylitmede immersiyon yag1 yardimi
ile goriintiilenerek genel hiicre goriiniimii incelenmis ve farkli mikroorganizma

kontaminasyonu olup olmadigi kontrol edilmistir.

3.2.7 “Yeastern” Yontemi ile Protein ifadesinin Taranmasi

Cok sayida koloninin hizli bir sekilde protein ifadesinin taranmasini saglayan
bu ydntem hem segici transformasyon segici besiyerlerinde uygulanmstir. Islem

basamaklari su sekildedir:
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Transformasyon iglemi sonrasinda elde edilen ¢ok sayida koloniden 48 adet
secilerek steril kiirdan yardimi ile Sekil 3.2°de gosterilen sablona uygun
sekilde taze segici besiyerine aktarilmistir.

24 saat 30°C’ta inkiibasyon yapildiktan sonra tam olarak petrinin i¢ini
kaplayacak biiylikliikte kesilmis ve steril Whatman No:1 kagidi yardimai ile
koloniler %0.5 metanol igeren ve iizerinde steril nitroseliiléz membran
bulunan tesvik edici besiyeri petrisine aktarilmistir (Sekil 3.3)

Parafilm ile petrilerin etrafi sarilarak metanoliin buharlasma ile
kaybedilmesi 6nlenmistir.

72 saat siire ile 30°C’ta inkiibasyon sonrasinda kolonilerin {izerinde
bulundugu Whatman kagid1 taze bir segici besiyerine aktarilmigtir.
Nitrdseliiloz membran su ile yikandiktan sonra bloklama tamponunda (%4
BSA iceren PBS) oca sicakliginda 2 saat calkalamali olarak inkiibe
edilmistir.

Ardindan 1/1000 seyreltmede alkalaen fosfataz ile konjuge anti-polihistidin
antikoru ve %0.01 Tween 20 iceren bloklama tamponuna aktarilmistir.
4°C’ta bir gece calkalamali olarak inkiibe edildikten sonra membran %0.25
Tween 20 iceren PBS igerisinde yikanmustir.

Saf su ile durulanan membran alkalen fosfataz substrati olan BCIP-NBT
sollisyonu icine aktarilmistir. Alkalen fosfataz enziminin substrat ile
reaksiyonu sonrasinda membran iizerinde koyu renkli benek olusumu
gozlenmistir.

Kolonilerin membrandaki izdiisiimlerinde olusan renklenme takip edilerek

protein ifadesi yapan koloniler tespit edilmistir.

Sekil 3. 2 Yeastern yonteminde kolonilerin yerlesimini gésteren sablon.
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Protein ifadesini gerceklestirdigi belirlenen kolonilerden en giiclii renk
degisimi saglayanlar segilerek sivi kiiltire aktarilmig ve protein ifadesinin
dogrulanmasi igin kiigiik 6lgekte (250 ml’lik erlen igerisinde 30 ml tesvik edici

ortam (BMMY) rekombinant protein tiretimi yapilmuistir.

E B 4 Petri kapagi

Transforme koloniler

<4— Whatman No:1 filtre

@ <— Nitroseliléz membran

Sekil 3. 3 Yeastern yonteminin uygulanmasi sirasinda kullanilan agar, membran, filtre kagid1

ve koloni diizeni. Nitroseliiloz membranin hidrofilik olmasi besin ortamindaki niitrientlerin ve suyun

mikroorganizmaya ulagtirtlmasinda 6nemli bir rolii vardir.

3.2.8 Kiiltiir Siipernatantlarinda Rekombinant Protein Aranmasi

Calkalamal1 erlen kiiltiirlerinden alman orneklerde dncelikle SDS-PAGE yontemi
ile proteinler denatiire edici kosullarda ayrilmstir. Poliakrilamit jel Coomasie mavisi ile 10
dk boyanmistir. Boya giderici ¢ozeltide (%30 MeOH, %15 asetik asit) 2 saat ¢alkalandiktan
sonra jeller goriniir 1s1ikta forograflanmistir. Beklenen biiyiikliikteki (~30 kDa) proteini
ifade eden kiiltiirler belirlenmistir.

Bu proteinin spesifik olarak beklenen protein olup olmadiginin belirlenmesi i¢in
Western Blot analizi yapilmistir. Bu teknikte birincil antikor olarak rekombinant proteinin
alt1 adet histidin aminoasit uzantisini taniyan, Alkalin fosfataz ile konjuge edilmis
monoklonal anti-polihistidin antikoru (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, ABD, kat.
no: A5588-.5ML) kullanilmistir. Western blot membraninda renk degisimi substrati olarak
BCIP-NBT (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Teksas, ABD, kat no: sc-358798)

kullanilmagtir.
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3.29 Kiicik Olcek (20 ml) Smv1 Kiiltirde Rekombinant Protein

Saflastirilmasi

Saflastirma isleminden Once Kkiiltiir siipernatantinda diyaliz yontemi ile
tampon degisimi yapilmistir. Diyalizde 12-14 kDa cut-off por ¢apli membran
(Spectra/Por 4 Dialysis Tubing, kat no: 132703) kullanilmis ve saflastirmada
kullanilacak baglama tamponu (50 mM sodyum fosfat, pH=7,5, 0,3 M NaCl) ile
diyaliz gergeklestirilmistir. Protein saflastirilmasinda immobilize metal afinitesi
kromotografisi (IMAC) (HisTrap HP 1 ml, GE Healthcare Life Sciences, PA, USA,
kat no: 17-5247-01) kullanilmistir. Saflastirma isleminde AKTA Explorer 100 (GE
Healthcare Life Sciences, PA, USA) cihazindan yararlanilmustir.

Uretici talimatlarindan yeniden diizenlenerek belirlenen saflastirma iglem
basamaklar1 asagidaki gibidir.

- Tiim basamaklarda 1ml/dk akis hiz1 kullanilmistir.

- Kolon 10 kolon hacmi (10 ml) baglama tamponu ile sartlandirilmistir.

- Baglama tamponu ile degistirilmig kiiltiir siipernatant1 kolona yiliklenmistir.

- Kolon 10 mM imidazol i¢eren baglama tamponu ile yikanmaistir.

- UV280 absorbanst ~0,100 degerinde sabitlendikten sonra lineer gradient
yontem ile imidazol konsantrasyonu 10 kolon hacmine (10 ml) yayilacak
sekilde 500 mM’a kadar yiikseltilmistir.

- Tim asamalarda kolon ¢ikislar1 toplanarak isaretlenmis ve analiz edilmek
tizere 4°C’ta saklanmistir.

- Toplanan Ornekler protein saflastirmanin 6n degerlendirmesi i¢in SDS-
PAGE’de ayrilmistir. Elde edilen sonuglara gore sonraki saflastirma

islemlerinin stratejileri optimize edilmistir.

3.2.10 Rekombinant protein miktarinin farkh fraksiyonlarda belirlenmesi

Farkli saflagtirma basamaklarinda kolon ¢ikisindan alinan 6rneklerde protein
konsantrasyonu belirlenmistir. Ayrica bu o6rnekler SDS-PAGE yontemi ile
ayrimlanarak protein saflastirmanin basarisi belirlenmistir. Buna ek olarak histidin
hedefli Western calismas1 yapilarak farkli fraksiyonlarda kalan, saflastirma
isleminde kaybedilen ve eliisyon basamaginda elde edilen rekombinant proteinler

tespit edilmistir. Yine histidin hedefli olarak ELISA ¢alismasi yapilarak elde edilen
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protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir. ELISA ¢alismasi su basamaklardan
olusmaktadir:

- Uretilen rekombinant antikor fragmentinin seri seyreltmeleri (1/10, 1/20,
1/40, 1/80, 1/160) bikarbonat tamponu (NaCOs, pH: 9.,4) igerisinde
hazirlanarak her bir kuyuya 200 pl olacak sekilde ELISA pleytine
dagitilmistir.

- Pleyt parafilm ile sarilarak 4°C’ta bir gece sabit olarak inkiibe edilmistir.

- Yikama tamponu (%0,25 Tween 20 igeren PBS) ile ii¢ defa yikandiktan
sonra bloklama tamponu ile kuyular doldurulmus ve 37°C’ta 1 saat inkiibe
edilmisgtir.

- Yikama islemi ayni sekilde tekrarlandiktan sonra bloklama tamponu
icerisinde 1/1000 seyreltilmis alkalen fosfataz ile konjuge anti poli histidin
antikoru eklenmistir.

- Yine 37°C’ta 1 saat inkiibasyon yapilmustir.

- Yikama islemi tekrarlandiktan sonra renk degisimi i¢cin PNPP soliisyonu
eklenmistir.

- Pleyt okuyucuda 405 nm’de plate okumasi yapilmistir.

3.2.11 Saflastirllan Rekombinant ScFv ile Kardiyak Troponin | Proteininin
Tespit Edilmesi

Uretilen ve saflastirilan rekombinant anti kardiyak troponin | antikor
fragmentinin (ScFv) kardiyak troponin I proteinini tespit etme yetenegi ELISA
teknigi ile belirlenmistir (Sekil 3.4). Ozet olarak 96’lik ELISA pleyti oncelikle
troponin | proteini ile kaplanmistir. Ardindan sirasi ile anti troponin I ScFv ve
alkalin fosfataz ile konjuge monoklonal anti polihistidin antikoru baglanmstir.
Renk degisimi reaksiyonu igin PNPP (p-nitrophenyl phosphate disodium salt)
substrati  kullanilmistir.  Renk  degisimi ELISA  pleyt okuyucusunda
degerlendirilmistir. Detayl1 olarak ELISA islem basamaklar1 asagidaki gibidir:

- Rekombinant olarak temin edilen Troponin I proteininin seri seyreltmeleri
bicarbonat tamponu (NaCOs, pH: 9,4) igerisinde hazirlanarak her bir
kuyuya 200 pul olacak sekilde ELISA pleytine dagitilmistir.

- Pleyt parafilm ile sarilarak 4°C’ta bir gece sabit olarak inkiibe edilmistir.
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Yikama tamponu (%0,25 Tween 20 iceren PBS) ile ii¢ defa yikandiktan
sonra bloklama tamponu ile kuyular doldurulmus ve 37°C’ta 1 saat inkiibe
edilmistir.

Yikama islemi ayni sekilde tekrarlandiktan sonra iiretilen antikor
fragmentinin seri seyreltmeleri hazirlanarak 3’1 tekrarlar halinde kuyulara
100°er pl eklenmistir. 37°C’ta 1 saat inkiibe edilmistir.

Yikama islemi aynmi sekilde tekrarlandiktan sonra bloklama tamponu
igcerisinde 1/1000 seyreltilmis alkalen fosfataz ile konjuge anti poli histidin
antikoru eklenmistir.

Yine 37°C’ta 1 saat inkiibasyon yapilmustir.

Yikama islemi tekrarlandiktan sonra renk degisimi i¢in PNPP soliisyonu
eklenmistir.

Pleyt okuyucuda 405 nm’de plate okumasi1 yapilmistir.
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Sekil 3. 4 Kardiyak Troponin I proteininin tespiti i¢in yapilan ELISA ¢alismasinin
basamaklar1. 1) ELISA kuyucugunun Kardiyak Troponin I proteini ile kaplanmasi; 2) Rekombinant
antikor fragmentinin cTnl proteinine baglanmasi; 3) Alkalen fosfataz isaretli anti-polihistidin
antikorunun rekombinant protein tizerindeki 6x Histidin isaretine baglanmasi; 4) Renk reaksiyonu

substratinin eklenmesi ile kuyucuk icerisinde sar1 renk olugumu reaksiyonunun gerceklesmesi.

ELISA pleytinde farkli seyreltmelerin yerlesim plan1t Tablo 3.2°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3. 2 Troponin I tespitinde uygulanan ELISA ydntemi i¢in kullanilan pleyt yerlesimi sablonu..

35.3 pg/ml konsatrasyonundaki troponin I proteininin seyreltme oranlari

Konjuge edilmemis antikor fragmenti

E Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin

= 1/1000 1/1000 1/1000 1/2000 1/2000
S

R

= *= | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin BSA

% 1/2000 1/4000 1/4000 1/4000 1/8000 1/8000 1/8000

Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin
1/1000 1/1000 1/1000 1/2000 1/2000

Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin

1/2000 1/4000 1/4000 1/4000 1/8000 1/8000 1/8000 BSA

1/10 seyreltilmis antikor
fratmenti

Altin nanopartiikiil ile konjuge edilmis antikor

fragmenti

g . . . . .
~ Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin
El = 1/1000 1/1000 1/1000 1/2000 1/2000
wn &

EE

= *= | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin BSA
% 1/2000 1/4000 1/4000 1/4000 1/8000 1/8000 1/8000

Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin
1/1000 1/1000 1/1000 1/2000 1/2000

Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin | Troponin

1/2000 1/4000 1/4000 1/4000 1/8000 1/8000 1/8000 BSA

1/10 seyreltilmis antikor
fratmenti

3.2.12 Antikor fragmentinin altin nanopartikiillerle konjugasyonu

Kolloid ¢ozelti olarak temin edilen altin nanopartikiiller (15 nm, 3nM
hesaplanmis konsantrasyon) 15000XG’de 25 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir.
PBS (5 mM, pH: 7,2) i¢cinde ayn1 hacimde tekrar ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 1 ml
altin nanopartikiil ¢ozeltisine 200 pl rekombinan antikor fragmenti eklenerek
kanigtinlmistir.  Oda sicaklifinda 24 saat inkiibe edildikten sonra altin
nanopartiikiillere baglanmayan antikor fragmentlerinin uzaklastirilmasi ig¢in
8000XG’de 20 dk santrifiij yapilmistir. Antikor bagli altin nanopartikiiller tekrar
PBS (5§ mM, pH: 7,2) icinde ¢ozdiiriilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti bir onceki
boliimde belirtilen sekilde kullanilarak altin nanopartikiil konjugasyonunun etkisi

incelenmistir.
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3.2.13 Biyoreaktéorde 1,5 L Olcekte Uretim

YPD agar petrisinden alinan tek koloni 5 ml YPD ortam icine ekilerek 250

rpm calkalamali inkiibatorde 30°C’ta bir 16 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen
kiiltiir baslangic ODesoo 0,01 ile 0,1 arasinda olacak sekilde 100 ml’lik BMGY

ortami agilamak i¢in kullanilmistir. Bu kiiltiir ODeoo=20 oluncaya kadar ayni

kosullarda sasirticili erlen igerisinde inkiibe edilmistir. Yeterli hiicre yogunluguna

ulasan kiiltiir calisma Sekil 3.5°te goriilen 2 1 toplam hacimli biyoreaktor (BioFlo

3000, New Brunswick Sceintific, NJ, USA) igerisindeki 1 litre bazal ortami

asilamak ic¢in kullanilmistir.

Biyoreaktor isletme kosullar1 su sekildedir:

Sicaklik: 25°C (iiretilen proteinin biyoreaktor kosullarinda korunmasi igin
sicaklik diisiirtilmiistiir)

(Coziinmiis oksijen konsantrasyonu: %40

Havalandirma hizi 2 vvim

Karigtirma stratejisi: Coziinmiis oksijen konsantrasyonuna bagli olarak
minimum 300 rpm, maksimum 1000 rpm.

Saf oksijen besleme stratejisi: Karigtirma hizi 1000 rpm’e ulagtiginda ve
cozlinmiis oksijen konsantrasyonunu %40’ta tutmak i¢in yeterli
olmadiginda devreye girecek sekilde kaskat sistemi ayarlanmistir.

pH stat: Uretim sirasinda pH’1n 3,0°da sabit tutulmast i¢in %30 amonyum
hidroksit beslemesi biyoreaktdr tinitesi kontroliinde yapilmustir.

Metanol besleme stratejisi: baslangicta ortamda bulunan gliseroliin
bitmesinin ardindan goriilen ani ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu artisi ile
birlikte metanol sensorii kontroliinde 12 ml/l oraninda PTM; i¢ceren metanol
beslemesi baslatilmis ve iiretim siliresince devam ettirilmistir.

12 saatte bir yaklasik 1 ml 6rnek darasi alinmis 1,5 ml’lik ependorf tiipe
alinarak oda sicakliginda, 6000Xg’de 3 dk santrifiij edilmistir. Yas hiicre
agirligr hesaplamasi igin briit agirliktan dara agirligi ¢ikarilarak net agirlik
bulunmustur. Kiiltiir siipernatanti hiicre peletinden ayrilarak hiicre peletinin
ayrica agirligi dl¢liilmiistiir.

Alnan kiiltiir siipernatanti ornekleri -20°C’da analiz edilinceye kadar

saklanmustir.
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- 72 saatlik metanol tesviki sonrasinda tiretim durdurularak santrifiij ile hiicre
hasad1 yapilmistir. Kiiltiir siipernatantina SmM EDTA eklenerek protein
saflastirilmasi islemine gecilmistir.

- 1,1 1 ile baslayan kiiltiir hacmi metanol beslemesi ile 1,5 I’ye ulastiginda
biyoreaktorden 400 ml’lik oOrnekler alinarak biyoreaktoriin tagmasi

Onlenmistir.

%100 Metanol+ __==
12ml/L PTM, S

Sekil 3. 5 Calismada kullanilan biyoreaktor ve kontrol {initesi.

3.2.14 Orta Ol¢ek (1,5 L) Siv1 Kiiltiirde Rekombinant Protein Saflastiriimasi

Oncelikle iiretim sonunda elde edilen kiiltiir 4°C’ta 5000Xg’de 45 dk
boyunca santrifiijlenerek biyokiitle ile siipernatant ayrilmistir. Siipernatantin hiicre
kalintilarindan tamamen armdirilmas: i¢in 0,5 pm nominal capl filtre ile
filtrasyonu yapilmistir. Tampon degisimi i¢in kiiclik dlcekten farkli olarak teget
akight filtrasyon (Omega Centramat, kat no: OS010T12, Life Technologies
CA/USA) uygulanmis ve 1 litre olan kiiltiir siipernatanti konsantre edilerek 350
ml’ye indirilmistir. Konsantre siipernatantin 10 kat1 (3.5 1) hacimde baglama
tamponu sistemden gecirilerek tampon degisimi tamamlanmistir. Protein

saflagtirma isleminde kiigiik olcekte oldugu gibi AKTA Explorer 100 cihazi
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kullanilmistir. Kolon hacmi artirilarak 100 ml paketlenmis kolon ile ¢alisilmistir.

Farkli agamalarda kolon yiikleme stratejisi Sekil 3.6’daki grafikte goriilmektedir.
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Sekil 3. 6 100 ml hacme sahip Nikel afinite kolonu kullanilarak yapilan protein saflastirma
isleminde kolona beslenen ¢ozeltilerin grafiksel gosterimi (Grafik: Unicorn programi). Sekil
iizerinde gdsterilmememekle birlikte “Ornek” yiiklemesi &ncesinde kolon, 4 kolon hacmi baglanma

tamponu ile sartlandirilmistir.

3.2.15 Saflastirilan Rekombinant ScFv ile Troponin I Proteininin Tespit
Edilmesi

1,5 1 ¢alisma hacminde biyoreaktorde iiretilen ve IMAC yontemi ile
saflastirilan rekombinant anti kardiyak troponin 1 antikor fragmentinin (ScFv)
kardiyak troponin I proteinini tespit etme yetenegi Boliim 3.2.9°da anlatilan sekilde

ELISA teknigi ile belirlenmistir.
4  BULGULAR ve TARTISMA

4.1 pPICZaA-antiTNNI3 Konstriiktii Kullanmilarak Elde Edilen

Bulgular

4.1.1 Konstriikt eldesi

Boliim 3.2.1°de belirtilen konstriikt 6ncelikle Escherichia coli’ye (NEB 10 B)

aktarilmistir. Transforme kolonilerden izole edilen plazmitlerin klonlama sirasinda
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kullanilan restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucunda elde edilmis agaroz jel
bant profili Sekil 4.1°de goriilmektedir. 1 numarali kolonide tespit edilen yaklasik
800 bp biiyiikliigiindeki bant genin plazmite aktarilabildigini gostermistir. Diger
kolonilere aktarilan plazmilerin antikor fragmenti genini igermedigi tespit
edilmistir. Aktarilan geni tasidigi belirlenen 1 numarali koloniden elde edilen

plazmit sekanslama ile dogrulanmustir.

M1234567 8

Sekil 4. 1 Transforme E. coli’den izole edilen pPICZA-anti TNNI3 konstriiktiiniin. EcoRI-
Sall enzimleri ile ¢ift restriksiyonu (1-4) ve ayni plazmitlerin siiper sarmal durumlarinin (5-8) agaroz

jeldeki goriiniimleri.

Tespit edilen 1 numarali koloni yiiksek miktarda plazmit elde edilebilmesi
icin Boliim 3.2.3’te agiklandigi gibi inkiibe edilmis ve toplam 500 ul steril saf su
icerisinde 400 pg plazmit elde edilmistir. Bu plazmit iiretici (Life Technologies)
talimatlar1 dogrultusunda Pichia pastoris’e transformasyonun yapilabilmesi i¢in
Sacl enzimi ile lineerize edildiginde, agaroz jelde yaklasik 4,5 kb uzunlugunda tek
bir bant olarak goriilmistiir (Sekil 4.2). Bu bant beklendigi gibi rekombinant genin
ve pPICZoA toplam biiytikliiglinii saglamistir.
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5000 bp
4000 bp

Sekil 4. 2 1 numarali koloniden elde edilen plazmidin Sacl enzimi ile lineerizasyonu

sonucunda elde edilen yaklasik 4500 bp biiytikliigiindeki DNA’nin %1 °lik agaroz jeldeki goriiniimii.

4.1.2 Pichia pastoris’in transformasyonu

Bolim 3.2.4’te belirtigildigi gibi yapilan transformasyodan sonra YPD-S
petrilerine ekim yapilmis ve 3 giin i¢inde koloni olusumu gézlenmistir. Petri
iizerinde komsu kolonilerine uzakta olan kolonilerden segilerek koloni PCR
yapilmustir. Sekil 4.3’te koloni PCR f{irlinlerinin agaroz jeldeki goriiniimleri
verilmigtir. Gen transferi ger¢eklesmis olan koloniler yaklasik 1000 bp
biiyiikliigiinde bir PCR iirlinii ortaya ¢ikarmistir. Burada kullanilan primerler, alfa
faktorii dizisinin ve AOX terminator bdlgenin bir kismini da kapsayacak sekilde
tasarlandigindan dolay1 770 bp biiyiikligiindeki genden daha biiyiik (944 bp) bir
PCR iirilinii ortaya ¢ikmustir.

2000 bp
1650 bp ' =
1000 bp

850 bp

- - — —— D — .

-
S Leu Rand 1.« f-o]

M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Sekil 4. 3 Pichia pastoris GS115 susunun pPICZaA-antiTNNI3 konstriiktii ile
transformasyonu sonucu elde edilen kolonilerde yapilan PCR ile elde edilen {iriinlerin agaroz jeldeki

goriiniimleri. 1-18: Farkli kolonilerden elde edilen sonuglar. 19-20: Dogrudan konstriiktiin PCR’da
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kalip DNA olarak kullanilmasi ile elde edilen sonuglar. 21: Kalip DNA kullanilmadan

gerceklestirilen negatif kontrol sonucu. 22: Linnerize edilmis konstriiktiin jeldeki goriiniim{i.

4.1.3 Mikroskopik inceleme

Transforme Pichia pastoris kolonileri ile yapilan sivi kiiltiirlerden alinan
orneklerde mikroskobik inceleme sonucunda goriiniir bir kontaminasyona
raslanmamstir. Literatiirdeki (Damasceno et al., 2007) goriintiiler referans alinarak

hiicrelerin biiyiikliik ve sekillerinin normal oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4 Siv1 kiiltirden alinan Pichia pastoris drneginin mikroskopta, 100X objektif ile

AR
L)

gorintimil.
4.1.4 Kiigciik olcekte rekombinant protein iiretimi

Genotip olarak pozitif oldugu belirlenen kolonilerden 24 adet segilerek
protein ifadesi taramasi yapilmigtir. Yapilan kiiltiirlerden 0, 24, 48, 72, 96. saatlerde
ornek alarak Kkiiltlir slipernatanti hiicrelerden santriflij ile ayrilmistir. Kiiltiir
biyokiitlesinde beklenen sekilde artis (96. saatte ortalama ~100 g yas hiicre/litre
kiiltiir) tespit edilmis fakat SDS-PAGE analizlerinde dogru biiytikliikte protein
iiretimine rastlanmamistir. Sekil 4.5’te 24°lii kiiltiirden alinan 1-4 numarali
orneklerin kiiltiir siipernatantlarindaki protein profili gosterilmistir. 24°lii kiiltiir
kaplarinda bekelenen biiylikliikkte bir protein tespit edilmemistir. Sekil 4.6’da 1
numarali koloni ile yapilan biyoreaktor liretimi sirasinda 12 saatte bir alinan
orneklerin protein profilleri goriilmektedir. 5x ile belirtilen serit 72. saatte alinan
ornegin 5 kat konsantre edilmesi sonucunda elde edilen goriintiidiir. Burada
yaklagik 25 kDa biiyiikligiinde diisiik miktarda bir bant goriilse de 6X Histidin

hedefli western blot denemesinde bir bant goriilmemesi (veri gosterilmemistir)
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kiiltiir siipernatantlarinda rekombinant protein bulunmadigt sonucunu ortaya
cikarmistir. Bunun iizerine bir sonraki alternatif olarak pPIC9 plazmitlerinin

kullanildig: konstriiktler ile deneme yapilmaistir.

1-0 1-24 M 2-0 2-24 3-0 3-24 4-0 4-24

30 kDa ——

20kDa .

Sekil 4. 5 Kiigiik 6lgekte protein ifadesi denemelerinde 4 kolonide methanol beslemesinin 0
(1-0 — 4-0) ve 24. (1-24 — 4-24) saatlerinde alinan 6rneklerin kiiltiir siipernatantlarindaki protein

profilleri. Yaklagik 30 kDa biiyliklignde goriilmesi gereken bant goriilmemektedir.

M 012 24 36 48 60 72 5x

[ i & e e e e

Sekil 4. 6 Kiiltiir siipernatantindaki protein profilinin zamanla degisimini gosteren SDS-

PAGE goriintiisii. Ornekler her bir seridin basinda belirtilen saatlerde almmustir.
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4.2 pPICI9K ve pPIC9 Plazmitleri Kullanilarak Elde Edilen Bulgular

4.2.1 Konstriikt eldesi

pPICZaA plazmidinin kullanim1 ile protein liretiminin
gerceklestirilememesinden dolayr pPIC9 ve pPIC9k plazmitleri ile ikinci deneme
yapilmistir. Konstriiktler su sekilde tasarlanmistir:

1- pPIC9antiTNNI3a: antikor fragmenti geninin EcoRI ve NotI klonlama boélgesine
aktarilmas1 sonucu elde edilen konstriikt

2- pPIC9antiTNNI3b: antikor fragmenti geninin Xhol ve NotI klonlama bdlgesine
aktarilmas1 sonucu elde edilen konstriikt

3- pPIC9kantiTNNI: antikor fragmenti geninin plasmidin pPI1C9k versiyonunda Xhol

ve Notl klonlama bolgesine aktarilmasi sonucu elde edilen konstriikt

Onceki denemede oldugu gibi &ncelikle Escherichia coli’ye (NEB 10 B)
yukarida belirtilen konstriikler aktarilmistir. Elde edilen transforme kolonilerden
izole edilen plazmitlerin klonlama enzimleri ile restriksiyonu sonucu elde edilen
DNA fragmentlerinin agaroz jelde ayrimlanmis goriintimleri Sekil 4.7°de
verilmistir. Ayrimlanan DNA fragmentlerinin bos plazmit ve klonlanan gen (777
bp) olmak tizere beklenen biiyiikliikte olduklari tespit edilmistir. Aktarilan geni
tasidig1 belirlenen numarali kolonilerden elde edilen plazmit sekanslama ile

dogrulanmustir.

M1 23456

10000 bp
8000 DP| | | ‘et et

Slper__»'-
sarmal

«—@Gen

Sekil 4. 7 Transforme E. coli’den izole edilen pPIC9-anti TNNI3a, pPIC9-anti TNNI3b ve
konstriiktiiniin ilgili enzim giftleri ile restriksiyonu (1-3) ve aymt plazmitlerin asir1 sargil

durumlarinin (4-6) agaroz jeldeki goriiniimleri.

Pozitif olduklar1 tespit edilen koloniler yiiksek miktarda plazmit elde

edilebilmesi i¢in antibiyotik iceren 50 ml sivi ortamda 50 ml’lik engelli erlende
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37°C’ta 16 saat ¢alkalamali olarak inkiibe edilmistir. Midi kit kullanilarak 500 pl
steril saf su igerisinde ortalama 650 pg plazmit izole edilmistir. Bu plazmitler
“Pichia  expression kit” talimatlar1 dogrultusunda Pichia pastoris’e
transformasyonun yapilabilmesi i¢in Sacl enzimi ile lineerize edilmistir (Sekil 4.8).
Lineerizasyon isleminden sonra agaroz jelde goriilen bantlarin beklendigi gibi
plazmit biiylikliigi ile aktarilan gen biyiikligliniin toplami kadar biiyiikliikte

oldugu belirlenmistir.

M1 273

10000 bp, 1 R

P
—

e

Sekil 4. 8 Transforme kolonilerden elde edilen plazmitlerin Sacl enzimi ile lineerizasyonu
sonucunda elde edilen yaklagik 8800 bp biiyiikliigiindeki pPIC9antiTNNI3a ve pPIC9antiTNNI3b
konstriiktleri (1-2) ve yaklagik 10000 bp biiytikliigiindeki pPIC9k-antiTNNI3 konstriiktiiniin %11ik

agaroz jeldeki goriiniimii.

4.2.2 Pichia pastoris’in transformasyonu

Pichia pastoris GS115 susunun transformasyonu yaklasik 10 pg
lineerlestirilmis konstriikt kullanilarak yapilmistir. Seri seyreltmeler ile Histidin
icermeyen minimal dekstroz secici petrilerine ekim yapilmis ve 2-3 giin 30°C’ta
inkiibasyon sonrasinda koloni olusumu gozlenmistir. Petri {izerinde komsu
kolonilerine uzakta olan kolonilerden segilerek Bolim 3.2.3’te anlatildigi gibi
koloni PCR yapilmigtir. Sekil 4.9’da koloni PCR fiiriinlerinin agaroz jeldeki
goriiniimleri verilmistir. Gen transferi ger¢eklesmis olan koloniler yaklagik 1200 bp
biiyiikliigiinde bir PCR iiriinii ortaya c¢ikarmistir. Burada kullanilan primerler
onceki denemede oldugu gibi, AOX1 geninin bir kismini, alfa faktérii dizisinin
tamamint ve AOX terminator bolgenin bir kismin1 da kapsayacak sekilde
tasarlandigindan dolay1 770 bp biiytikliiglindeki genden daha biiyiik, bir PCR {iriinii
agaroz jelde goriilmiistiir. Elde edilen bu goriintii elektroporasyon islemi ile transfer

edilen genin basari ile mayaya aktarildigini dogrulamigtir. Koloni PCR testinde,
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secici ortamda biiyliyen koloniler test edildigi i¢in aktarilan konstriiktiin genoma
entegre olmus olmasi beklenmektedir. HIS4 geni ile aynt DNA parcasi iizerinde
bulunan antikor fragmenti geni, tiim koloni PCR testlerinde pozitif sonug vererek
gen transformasyonunun gerceklestigi dogrulanmistir. Ote yandan GS115 (his4)
susunun genetik Ozellikleri (Cregg et al., 1985) hem antibiyotik hem de besin
elementi eksikligine (oksotrofi) dayali olarak seleksiyon yapilmasini
saglamaktadir. Ayrica transformasyon sonucunda aktarilan plazmidin genomda
AOX gen bolgesini¢in i¢ine ya da Oncesine entegre olmasina bagli olarak hizli
metanol kullanimi yapabilen Mut® veya yavas metanol kullanimi yapan Mut®

fenotipinde elde edilebilmektedir.

M1234567389 10

s

‘
T - -

1000 bp
850 bp

Sekil 4. 9 Pichia pastoris GS115 susunun pPIC9K-antiTNNI3 konstriikti ile
transformasyonu sonucu elde edilen kolonilerde yapilan PCR ile elde edilen iiriinlerin agaroz jeldeki

goriiniimleri (diger konstriiktlerin PCR sonuglari gosterilmemistir).

4.2.3 “Yeastern” Yontemi ile Protein ifadesinin Taranmasi

Bolim 3.2.7°de anlatildig1 gibi Yeastern yontemi ile 48 adet kolonide protein
ifadesi taranmistir. Daha Once belirtildigi gibi ¢ok sayida kolonide protein
ifadesinin hizli bir sekilde taranmasini saglayan bu yontem ile protein ifadesi yapan
koloniler belirlenmistir. Deneme sonucunda Whatman kagidi iizerindeki
kolonilerin ve bu kolonilerin ifade ettigi rekombinant proteinlerin membran
tizerinde Western renk reaksiyonu sonucunda beliren koyu renkli leke goriiniimleri
Sekil 4.10°da  verilmistir. Kolonilerin membran iizerindeki izdistimleri
incelendiginde bazi kolonilerde hig¢ leke olusumu goriilmezken digerlerinde farkl
koyulukta leke olusumu saptanmistir. Bu yontemde sadece pPIC9K-antiTNNI3
konstriiktii ile pozitif sonu¢ alinabilmistir. Nitroseliiléz membran iizerinde en

belirgin sekilde goriilen lekeler ve bunlari olusturan koloniler Sekil 4.10°da kirmiz1
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oklar ile gosterilmistir. Kirmizi ¢erceve ise ileriki bdliimlerde goriilecegi gibi
protein liretimi ve saflastirilmasi islemlerinde kullanilmasina karar verilen koloniyi
gostermektedir. Bu tarama sonucunda membran {izerinde en koyu lekeleri olusturan
bes adet koloni secilerek protein ifadesinin dogrulanmasi sivi kiiltiir ile yapilmigtir

(Boliim 4.2.4).

Sekil 4. 10 Yeastern yonteminde kolonilerin petri {izerinde goriiniimii (A) ve kolonilerin
izdlistimlerinde nitroseliill6z membran tizerinde koyu renkli lekeler (B) olarak goriilen rekombinant

proteinler.

4.2.4 Kiiciik Olgekte Rekombinant Protein Uretimi

Hem genotip olarak koloni PCR yontemi ile hem de yeastern yontemi ile
pozitif oldugu belirlenen kolonilerden bes adet en koyu renkli lekeyi olusturan
koloni secilerek protein ifadesi taramasi sivi kiiltiir ile dogrulanmistir. Yapilan
kiiltiirlerden 0, 24, 48, 72, 96. saatlerde Ornek alinarak kiiltlir siipernatanti
hiicrelerden santrifiij ile ayrilmistir. Kiiltiir biyokiitlesinde beklenen sekilde artig
(96. saatte ortalama ~150 g yas hiicre / litre kiiltiir) belirlenmistir. Yalnizca pPIC9k-
antiTNNI3 konstriiktiiniin aktarildigi kolonilerden bazilarinda yaklasik 30 kDa
bliyiikliiglinde proteinin hiicre disina diger hiicre dis1 proteinlerle birlikte
salgilandig1 goriilmustiir. Sekil 4.11°de bu kiiltiirlerin sonlandirildiklart 96.
saatlerindeki orneklerin SDS-PAGE’deki protein profilleri goriilmektedir. Benzer
sekilde Damasceno et al. (2004) yaptiklar1 caligmada rekombinant antikor
fragmenti ifadesinin taranmasi i¢in sectikleri kolonilerin tamami aktarilan geni
igermelerine ragmen sadece az sayida koloninin protein ifadesini gerceklestirdigini
tespit etmis ve SDS-PAGE goriintiilerini temel alarak en yiiksek protein ifadesi

yapan koloniyi se¢mislerdir.



49

Sekil 4. 11 Calkalamali erlende 96 saatlik inkiibasyon sonrasinda kiiltiir siipernatantlarindaki protein
profilinin SDS-PAGE jelindeki goriniimii. 1-5 numaralart denemede kullanilan kolonilerin
numaralarini, “M” protein markiri1 gostermektedir. Jel tizerindeki ok rekombinant antikor
fragmentini gostermektedir. Cerceve iginde gosterilen 1 numarali koloni ise biyoreaktdrde iiretim
icin secilen kolonidir ve bu noktadan itibaren ¢aligmaya bu koloni kullanilarak devam edilmistir.

4.25 1.51O0Icekte Biyoreaktorde Rekombinant Protein Uretimi

Boliim 4.3.4°te belirtilen koloni ile yapilan iiretim sirasinda yas hiicre agirlig
sahip Pichia pastoris ile yapilan tipik bir biyoreaktor iiretiminden (Damasceno et
al., 2004, 2012) beklendigi gibi metanol tesvikinin baslangicindan itibaren 72 saatte
yaklagik 600 g/I’ye ulagsmistir ve biiyliime egrisindeki duragan faza gegmistir (Sekil
4.12).
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Sekil 4. 12 Metanol tesvikine kars1 yas hiicre agirlig1 grafigi.

Uretim sirasinda 0., 12., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde alinan orneklerdeki
protein profilleri Sekil 4.13’de gosterilmistir. Sekilde gortildiigii gibi yaklasik 30
kDa biiyiikliigiindeki bir protein ilk olarak 24. saatte goriilmiis ve 72. Saate kadar
bantin belirginligi artmistir. Ancak 96. saatte hiicre yogunlugunun artmasi ve hiicre
dis1 proteaz aktivitesinden dolay1 (Kobayashi et al., 2000; Sinha et al., 2003, 2005;
Zhou and Zhang, 2002) hem 30 kDa biiyiikliigiindeki proteinin hem de diger hiicre

dis1 proteinlerin miktarinda azalma saptanmustir.
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M 0 12 24 48 72 96h

50 kDa

30 kDa

Sekil 4. 13 Secilen bir kolonide yapilan 1,5 litre tiretim siiresince farkli zamanlarda alinan
orneklerdeki protein igeriginin %15°lik poliakrilamit jelde 20 V/cm gerilim altinda 45 dk boyunca
ayrimlanmasi1 ve Coomassie mavisi ile boyanmasi sonucu elde edilmis jel goriintiisii. 1-6 numarali
seritler sirasi ile 0., 12., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde alinan 6rnekler. Bu 6rneklerdeki yas hiicre

agirliklart sirasi ile 93, 120, 168, 462, 578, 545 gram yas hiicre/ litre kiiltiir olarak belirlenmistir.

Uretim sirasinda biyoreaktdr kontrol iinitesinde kaydedilen isletme kosullar
ile olusturulmus grafik Sekil 4.14’te gosterilmistir. Grafikte belirgin olarak

metanol tesvikinin bagladigi zaman “4” numarali ok ile goriilebilmektedir.



52

850 L 230
70 0
660 | 660
2
5.0 550
40 440
330 330
é 220 L 220
=
% 1o "o
@
i
e
5 00 J ko
[06:04:00 [ 62:14:19 | 70:43:26
% 4 [ > |RPM

[ 1

Sekil 4. 14 Biyoreaktorde iiretim sirasinda kaydedilen oksijen konsantrasyonu ve karistirma hizi
verileri ile elde edilen grafik. 1: biyoreaktore as1 kiiltiiriin eklenmesi, 2: ¢6ziinmiis oksijen
konsantrasyonunun isletme kosulu olan %40’seviyesine inmesi ve kaskat sisteminin devreye girerek
karigtirma hizinin kademeli olarak artmasi, 3: biyokiitle iiretimi fazinda gliseroliin bitmesine bagh
olarak oksijen talebinin hizla azalmasi, 4: hiicrelerin adapte olmasi ve metanol tesvikinin baglamasi,
5: karistirma hizinin en yiiksek seviyeye ulagmasi ve saf oksijen takviyesinin baslamasi, 6: tiretimin
sonlandirilmasi.

4.3 Protein Saflasgtirmasi

Protein saflagtirmasi sonucunda Sekil 4.13’te gosterilen yaklasik 30 kDa
biiytikliigiindeki protein beklendigi gibi saflagtirma isleminin eliisyon basamaginda
elde edilmistir. Fakat iiretici talimatlarina gore yapilan saflastirma isleminin farkli
basamaklarinda rekombinant protein kaybi oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.15-16).
Bunun 6nlenmesi i¢in saflastirmanin kolon yikama ve eliisyon basamaklarindaki

imidazol konsantrasyonu ve basamak uzunluklart degistirilmistir.

CurrertBatch \ Agt 1
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Sekil 4. 15 Protein saflagtirmanin farkli asamalarindan alinan 6rneklerin protein icerikleri. 1:
Kolona yiikleme asamasinda kolona baglanmayan proteinler. Az miktarda rekombinant protein
goriilmektedir. 2-5: Yikama basamagi ile kolondan 20 mM imidazole ile uzaklastirilan proteinler.
Rekombinant proteinin bu basamakta da bir miktar kaybedildigi goriilmektedir. 6: Eliisyon
basamaginin ilk kisminda elde edile protein igerigi. Bu noktada recombinant protein yiiksek
miktarda elde edilmesine karsin yiiksek saflikta elde edilmedigi goriilmektedir. 7: Eliisyonun ikinci
kisminda rekombinant proteinin yiiksek saflikta elde edildigi goriilmektedir. 8: Kolona yiiklenen
ornekteki toplam protein icerigi. 9: Western blot i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan, 6XHistidin
ile isaretli J591 proteini.

Sekil 4. 16 Sekil 4.12°de belirtilen 6rneklerin ayn1 diizende gergeklestirilmis Western blot
caligsmasi. Gortildiigii gibi tiim basamaklarda rekombinant protein anti polihistidin antikoru ile tespit

edilmis ve alkalen fosfataz enzim reaksiyonu ile boyanmistir.

Protein saflagtirma basamaklar1 rekombinant protein kaybini azaltmaya ve
protein safligin1 artirmaya yonelik olarak yeniden diizenlenmistir. Bu amagla daha
diisiik imidazol konsantrasyonu ile kolon yikama islemi baslatilmis ve kademeli
olarak imidazol konsantrasyonu artirilarak rekombinant protein eliisyonu sirasinda

rekombinant olmayan protein safsizliklart dnlenmistir. Sekil 4.17°de saflastirma
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stirasinda kullanilan UNICORN programinin ara yiizii gosterilmistir. Sekil 4.18’de
ise bu basamaklardan alinan 6rneklerdeki protein igeriklerini gosteren SDS-PAGE

gOriintlisli verilmistir.
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Sekil 4. 17 Immobilize metal afinitesi kromotografisi kolon ¢ikis1t UV absorbans profili ve
diger parametreler. Grafik ilizerinde numaralar ile gosterilen asamalarda 6rnek alinmig ve SDS-

PAGE ile goriintiilenmistir (Grafik: Unicorn Software).

Sekil 4. 18 Diizenleme sonrasi yapilan protein saflastirma isleminin farkli basamaklarindaki
protein igerikleri. 1: Kolona yiikleme sonrasinda kolona baglanmayan protein igerigi. Bir miktar
rekombinant protein kaybinin gergeklestigi goriilmektedir. 2-4: 50 mM imidazole ile yikanan kolon
¢ikigindaki protein igerikleri. Rekombinant protein kaybi biiyilkk oranda 6nlenmistir. 5-7: Ortalama
300 mM imidazol ile eliisyonu yapilan rekombinant protein. 8-9: 500 mM imidazol ile devam eden
eliisyon sonrasinda herhangi bir proteinn band1 goriilmemistir. Bu uygulamada safsizliklarin biiyiik

oranda azaltildig1 gériilmektedir.
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4.4 Protein Analiz Sonuc¢lar1 ve Altin  Nanopartikiillerle

Konjugasyonun Etkisi

Rekombinant proteinin SDS-PAGE ve Western blot ile tespiti (bkz. Bolim
4.3) proteinin tretildigini gostermistir. Bu asamadan sonra yapilan ELISA
caligmalar1 protein konsantrasyonunun ve fonksiyonelliginin belirlenmesi amaci ile
yapilmistir. 6xHistidin hedefli ELISA c¢alismas1 ile rekombinant protein
konsantrasyonunun belirlenmesinde standart protein olarak rekombinant J591
antikor fragmenti kullanilmistir. Bu proteinin stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu 3,06
mg/ml’dir. Standart olarak kullanilan kuyucuklarda seri seyreltmeler ile elde edilen
protein konsantrasyonlari ile absorbansa karsi elde edilen dogru orantidan
faydalanilmistir. J591 antikor fragmentinin 1/800 seyreltmesindeki abzorbansina
en yakin olan, rekombinant antikor fragmentinin 1/10 seyreltmesi arasindaki dogru
orantidan rekombinant anti kardiyak troponin | antikor fragmentinin (Sekil
4.16’daki jel goriintiisiinde 6 numaral seritte bant profili goriilen fraksiyon) 1/10
seyreltmedeki konsantrasyonunun 8 mg/l oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.19).
Buna gore protein saflastirmasi sonucu elde edilen 100 ml’lik fraksiyonun

konsantrasyonu:
8*10=80 mg/I’dir
Toplam rekombinant protein miktari: 80 mg/I*0,1l = 8 mg

Bradford yontemi ile elde edilen sonuglara gére 5. ve 6. fraksiyonlardaki
protein konsantrasyonu esit, 7. fraksiyondaki toplam protein konsantrasyonu
bunlardan %70 daha diisiiktiir. Bu oranlar ve fraksiyonlarin hacimleri
degerlendirildiginde saflastirma islemi sonucunda elde edilen toplam rekombinant

protein miktart:
8 mg (5. fraksiyon)+8mg (6. fraksiyon)+(8*0,3)mg (7. fraksiyon) = 18,4 mg
Toplam 1,5 litrelik {iretim hacmi g6z 6nilinde bulunduruldugunda:

18,4/1,5=12,3 mg/l rekombinant protein tiretimi yapildig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4. 19 6XHistidin hedefli ELISA ¢alismasinda rekombinant antikor fragmenti ile daha
once iretilmis J591 antikor fragmentinin protein konsantrasyonu (405 nm’de absorbans)

bakimindan karsilagtiriimasi.

Rekombinant antikor fragmentinin troponin I proteinini tespit etme yetenegi
yine ELISA yontemi ile belirlenmisti. Aynm1 ELISA pleytinde altin
nanopartikiillerle konjuge edilmis rekombinant antikor fragmenti ile paralel bir
caligma yapilmistir (Boliim 3.2.3). Bu sayede bu islemin rekombinant antikorun
fonksiyonelligine etkisi olup olmadigt belirlenmistir. ELISA  sonuglari
incelendiginde troponin I proteininin tespit edilebildigi goriilmektedir. Konjuge ve
konjuge olmayan rekombinant antikor fragmentlerinin troponin | proteinini tespit
etme yetenekleri arasinda belirgin bir fark gozlemlenmemistir. Sekil 4.20°de
karsilagtirmali sonucglar gorsel olarak sunulmustur. Elde edilen bilgiler, bu
caligmanin nihai amaci olan hizli tam test kitinde iiretilen antikor fragmentinin

kullanilabilirligi a¢isindan 6nemli bilgi vermistir.
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Sekil 4. 20 Rekombinant antikor fragmentinin kardiyak Troponin I tespit yetenegi ve altin
nanopartikiillerle konjugasyonun etkisi. A: Seyreltilmemis, konjuge edilmemis antikor fragmenti.
B: Seyreltilmemis, altin nanopartikiil ile konjuge edilmis antikor fragmenti, C: 1/10 seyreltilmis,
konjuge edilmemis antikor fragmenti, D: 1/10 seyreltilmis, altin nanopartikiil ile konjuge antikor

fragmenti. 1/500-1/8000: Kardiyak troponin I (35mg/ml) protein seyreltme faktorii.

4.5 Genel Degerlendirme

Biyoteknoloji alaninda rekombinant monoklonal antikor tiretimi giin gectikce
onem kazanmaktadir (Elena et al., 2014). Bu tiretimlerde monoklonal antikorlarin
gerek  biitin  halde gerekse c¢esitli varyasyonlardaki  fragmentlerinin
mikroorganizmalarda yiiksek miktarlarda iiretilmesi saglanmaktadir (Parker et al.,
2013). Ayrica gen sentezi teknolojisinin giderek daha ulasilabilir olmasi belirli
amaglarla hali hazirda kullanilan proteinlerin kolayca modifiye edilebilmesi (kodon
optimizasyonu veya aminoasit sekans modifikasyonu) veya diger proteinlerle ayni
cercevede flizyon proteini olarak iiretilebilmesini saglamaktadir (Elena et al.,

2014).

Pichia pastoris kullanilarak yapilan iiretimlerde, amino asit dizisinde KR
bolgesinin ardindan AEAE (Alanin-Glutamin-Alanin-Glutamin) tekrarlarinin yer
almas1 Kex2 proteazinin rekombinant proteini bu bdlgelerde kesmesini
gerceklestirmektedir (Sekil 4.19). Bu calismada kullanilan plazmitlerde alfa
salimim faktorli ve hemen sonrasinda yer alan Kex2 tanima bolgesi rekombinant
olarak ifade edilen proteinin hiicre disina etkin salinimini saglamaktadir (Laroche

et al., 1994). Alfa sekresyon faktorii ve rekombinant protein arasindaki Kex2
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tanima bogesi, hiicre icinde alfa faktorii ile fiizyon halinde tiretilen rekombinant
proteinin hiicre disina tasinmasi sirasinda, alfa faktoriiniin etkin bir sekilde
kesilmesini gergeklestirir (Contreras et al., 1991). Buna karsin rekombinant protein
aminoasit dizisi i¢erisinde bu tanima bolgesinin yer almasi proteinin istenmeyen
sekilde kesilmesine ve fonksiyonelliginin kaybedilmesine sebep olabilmektedir.
Calismamizda, ilk etapta tasarlanan ve antikorun hipervaryabl (asir1 degisken)
asitlerinin degisiklik yapilmasindan, antikor afinitesi ve 6zgilliigiinii korumak
amaci ile kagmilmistir. Ancak ilk protein ifadesi girisimlerinde pozitif sonug
alinamamistir. Aminoasit dizisinin ileri sekilde incelenmesi i¢in Pichia pastoris’te
rekombinant protein tiretimi alaninda pek ¢ok ¢alismasi bulunan ve Pichia pastoris
KM?71 susunu gelistiren Prof. Dr. Knut Madden ile iletisime gecilmistir. Inceleme
sonucunda aminoasit dizisinde 50-51 ve 112-113 (Sekil 4.21) konumlarinda
bulunan KR (lisin-arginin) ikililerinin Kex2 proteazi tarafindan taninip proteinlerin
kesilmesine sebep olabilecegi vurgulanmis ve bu bolgelerin degistirilmesi
Onerilmistir. Yapilan arastirma sonucunda protein yapisini en az etkileyecek sekilde
KR amino asitlerinin KH (Lisin-Histidin) olarak degistirilmesine karar verilmistir
(Sekil 4.22-23). Bu noktada Arginin aminoasiti ile ayn1 aminoasit grubunda yer
alan histidin amino asidi segilerek bu degisikligin etkisinin en aza indirilmistir. Bu
degisikligin antikor fragmentinde konformasyonel degisiklige sebep olup
olmayaca@ Phyre? servisi (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0)
kullanilarak degerlendirilmistir. Bu servis ile elde edilen 3 boyutlu molekiil

modellerinin karsilagtirmas1 Sekil 4.24’de gosterilmistir.
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a-factor secretion signal Kex2 Kesim bolgesi

Sekil 4. 21 pPICZaA, pPIC9 ve pPIC9k plazmitlerinde yer alan Kex2 kesim bolgesi kirmizi
dikdortgen ile belirtilmistir (Sekil: SnapGene Viewer 2.8.3).
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Sekil 4. 22 Antikor fragmenti DNA ve amino asit dizisinden bir kesit. Kex2 tanima bolgeleri

kirmizi dikdortgen ile gosterilmistir (Sekil: SnapGene Viewer 2.8.3).
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Sekil 4. 23 Antikor fragmenti DNA ve amino asit dizisinden bir kesit. Degistirilen Kex2
tanima bolgelerinin giincellenmis hali kirmizi dikdortgen ile gosterilmistir (Sekil: SnapGene Viewer

2.8.3).



Sekil 4. 24 Anti cTnl antikor fragmentinin hafif zincirindeki iki adet KR bolgesinin KH ile
degistirilmesi sonrasinda (A, C) ve degistirilmesden dnceki (B, D) aminoasit dizileri ile Phyre?
servisi kullanilarak elde edilmis molekiiler modelleri. Sag ve sol taraftaki molekiil modelleri gorsel

olarak karsilastirildiginda aralarinda belirgin bir fark goriilememektedir.

Phyre? servisi ile elde edilen modeller protein katlanmasi ile ilgili detayl bir
bilgi verirken aminoasit dizisi modifiye edilen antikor fragmentinin antijen
afinitesinde ve 6zgiilliigiinde bir degisiklik olup olmayacag: ile ilgili kesin bir bilgi

vermemektedir.

Rekombinant protein iiretiminde diger bir Oonemli faktdr olan protein
ifadesinin miktarin1 etkileyen faktorlerden biri de plazmit se¢imidir. Calisilan
proteinin biiytlikliigiine ve aminoasit icerigi ve dizisi gibi 6zelliklerine bagl olarak
farkli plazmitler farkli seviyelerde protein ifadesi saglamaktadir. Caligmamizda
pPIC9 serisi plazmitlerin kullanimi ile daha yiiksek basari elde edilmistir. Bu
plazmit ile histidin sentezini saglayan geni (HIS4) susturulmus (his4) Pichia
pastoris suslar1 (GS115, KM71) kullanilabilmektedir. Calismamizda kullandigimiz
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GS115 susuna pPIC9k plazmiti hazirladigimiz konstriiktii aktardigimizda
transformasyon bagina elde ettigimiz koloni sayist ¢ok daha yiiksek olmustur
(pPICYk i¢in 1 pg konstriikt bagina ~600 koloni, pPICZaA i¢in 1 pg konstriikt
basina ~40 koloni). Daha fazla sayida koloni elde edilmesi bir yandan ¢oklu gen
entegrasyonu olasiligmi artirirken taranmasi gereken transformant sayist
bakimindan ¢ok fazla is ylikii getirmektedir. Bu noktada “Yeastern” yontemi ile
¢ok sayida koloni taranabilmistir. Bu yontemin avantajlarindan biri de hemen
transformasyon sonrasinda dogrudan protein ifadesi siirecine gecilebilmesi ve
kiiltiir stipernatantin1 ayrilmasi, SDS-PAGE uygulanmasi gibi basamaklarin
atlanarak dogrudan spesifik sonu¢ veren Western ¢alismasinin yapilmasina imkan

vermesidir.

5 SONUC ve ONERILER

Ulagilan literatiire gore Pichia pastoris konuk¢u organizmasi kullanilarak
rekombinant anti troponnin I antikor fragmentinin ScFv formunda {retimi ve
saflagtirilmas1  ilk defa 1,5 | olgekte 12,3 mg/l diizeyinde {iretimi
gerceklestirilmistir. Troponin I proteini kullanilarak yapilan ¢alismada pozitif
sonu¢ almmustir. Altin nanopartikiil ile konjuge ve konjuge olmayan rekombinant
antikor fragmentlerinin troponin I proteinini tespit etme yetenekleri arasinda
belirgin bir fark tespit edilememistir. Bu sonug¢ altin nanopartikiilerin antikor
fragmentinin  fonksiyonelligi iizerinde Onemli bir etkisinin olmadigini

gostermektedir.

Troponin I proteinini tespit yetenegini artirmak i¢in bu ¢alismada elde edilen
bulgular g6z Oniinde bulundurularak protein konsantrasyonunun artirilmasi
yoniinde diizenlemeler ve yeni denemeler ileriki siirecte yapilmasi planlanan
calismalar arasindadir. Teshis kitinde kullanilabilirligini ortaya koymak ic¢in daha
yiiksek konsatrasyonda protein iiretimine yonelik, besin ortami kompozisyonunun
degistirilmesi, metanol konsatrasyonunun proses sirasinda hiicre yogunluguna
oranla degistirilmesi, karigik besleme seceneklerinin denenmesi gibi biyoproses
optimizasyonu c¢alismalarinin yapilmast Onerilmektedir. Bu baglamda Pichia
pastoris’e transfer edilen gen kopya sayisinin in vitro veya in vivo yontemlerle
artirtlmas1 Oneriler arasindadir. Ayrica en yiiksek seviyede rekombinant protein

ifadesi yapan koloninin tespit edilmesi i¢in protein ifadesi taramasi asamasi
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iizerinde daha fazla galisilabilir. Pek ¢ok endiistriyel enzim ve farmasoétik proteinin
bagar1 ile {iretilmesi Pichia pastoris’i en giiglii ve uygun protein iretim
sistemlerinden biri oldugunu gostermistir. Farkli vektor sistemleri ve modifiye
suslar gibi 6nemli konularda geliskin olmasina ragmen bu alanda hala yapilabilecek
optimizasyonlar bulunmaktadir. Endiistriyel 6l¢ekte liretim odakli olarak metanole
alternatif, toksik olmayan, daha ekonomik tesvik substratlarinin gelistirilmesi bu
alan i¢in iyi bir 6rnektir (Delic et al., 2013; Prielhofer et al., 2013; Stadlmayr et al.,
2010).
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