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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Pectobacterium chrysanthemi PEKTIN METILESTERAZ
ENZIMININ Pichia pastoris ile REKOMBINANT URETIiMI

Melek ACAR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Gen Miihendisligi Bilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Yagmur UNVER

Bitkilerin hiicre duvariin en énemli bileseni olan, tiim canli bitkilerin hiicre duvarinda
ve hiicreleri arasinda bulunan pektini degrade eden pektinazlar, gida enzimlerinin kiiresel
satiginda %25'lik bir paya sahiptirler. Bu enzimlerden biri olan pektin metilesteraz (PME)
enzimi, yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunur ve metil ester gruplarini hidroliz ederek
pektini deesterifiye eder. Bu tez c¢alismasinda Pichia pastoris ekspresyon sistemi
kullanilarak GAP (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) promotériiniin kontrolii altinda
PME enziminin ekstraselliiler iiretimi gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda, oncelikle
ekstraselliiler tiretim i¢cin pGKB ekspresyon vektoriine o-faktdr sinyal sekansi
yerlestirilerek pGKBa vektorii elde edilmistir. Daha sonra Pectobacterium chrysanthemi
PME gen dizisi, ticari olarak temin edilen sentetik DNA’dan amplifiye edilerek pGKBa
vektoriine yerlestirilmisgtir. E. coli JM109 hiicrelerinde klonlanarak elde edilen
rekombinant vektér (pGKBa-PME), lineer hale getirilerek LiCl metodu ile P. pastoris
hiicrelerine  transfer edilmistir. Genomlarinda PME genini tasiyan maya
transformantlarinin belirlenebilmesi i¢in segilen kolonilerden saflastirilan genomik
DNA’lar kullanilarak PCR yapilmistir. PME genini tasiyan pozitif kolonilerin {iretim
besiyerinde 72 saatlik inkiibasyonu ile protein iiretimi gerceklestirilmistir. Konsantre
edilen kiiltiir sivilar1 agaroz plak kuyularina yiiklenerek aktivite zonu olusumuna
bakilmistir. En biiyiikk zon olusumuna sahip koloniye ait kiiltiir sivisinda SDS-PAGE
analizi ile proteinin varlig1 belirlenmistir.

2020, 98 sayfa

Anahtar Kelimeler: Pektin metilesteraz, pGKBa, genetisin, ekspresyon, Pichia pastoris



ABSTRACT

Master's Thesis

RECOMBINANT PRODUCTION OF PECTIN METHYLESTERASE
FROM Pectobacterium chrysanthemi BY Pichia pastoris

Melek ACAR

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Discipline of Gene Engineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Yagmur UNVER

Pectinases which degrade pectin, the most important component of the cell wall of plants
and exist in between cells of all living plants, account for 25% of the global food enzymes.
One of these enzymes, pectin methylesterase (PME) exists widely in higher plants and
de-esterifies pectin by hydrolyzing methyl ester groups. In this thesis study, PME enzyme
was produced extracellularly under the control of GAP (Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) promoter using Pichia pastoris expression system. Accordingly, the
pGKBa vector was obtained by inserting the a-factor signal sequence into the pGKB
expression vector for extracellular production. Then, Pectobacterium chrysanthemi PME
gene sequence was amplified from synthetic DNA and inserted into the pGKBa vector.
The recombinant vector (pGKBa-PME) obtained by cloning in E. coli JIM109 cells was
linearized and transferred into P. pastoris cells by LiCl method. PCR was performed
using genomic DNA purified from selected colonies to identify the yeast transformants
carrying the PME gene in their genomes. Positive colonies carrying the PME gene were
used to produce protein in the production medium for 72 hours. Concentrated culture
solutions were filled in the wells of agarose plate to determine activity haloes. The
presence of protein was determined by SDS-PAGE analysis in the culture solution of the
colony with the largest halo.

2020, 98 pages

Keywords: Pectin methylesterase, pPGKBa, geneticin, expression, Pichia pastoris
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Simgeler

% Yiizde

°C Santigrat Derece
ug Mikrogram
aa Aminoasit
His Histidin

kb Kilobaz
kDa Kilodalton
M Molar

mg Miligram
mL Mililitre
mM Milimolar
ng Nanogram
nm Nanometre
pg Pikogram
sn Saniye

\Y Volt

ulL Mikrolitre
um Mikrometre



Kisaltmalar

AOX Alkol oksidaz

GAP Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz

be Baz cifti

CIAP Sigir Bagirsak Alkalin Fosfataz (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)
DNA Deoksiriboniikleik asit

dNTP Deoksiriboniikleotid trifosfat

ddH.O  Ultra saf su

gDNA  Genomik Deoksiriboniikleik Asit

LB Luria Bertani

LiCl Lityum Kloriir

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
PEG Polietilen glikol

rpm Dakikadaki devir sayis1 (Revolutions per minute)

SOC Super Optimal Broth with Catabolite repressor

TCA Trikloroasetik asit

TE Tris EDTA

TAE Tris Asetik asit EDTA

uv Ultraviyole 151

YPD Maya ekstrakti pepton dekstroz (Yeast Extract Peptone Dextrose)
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1. GIRIS

1.1. Pektin

Bitkilerin hiicre duvarinin en 6nemli bilesenlerinden olan pektin, tiim yiiksek yapili
bitkilerin orta lamelinde birincil hiicre duvari1 ve hiicreleraras1 bolgeler i¢inde yer alir.
Kompleks yapili bu heteropolisakkarit, ilk kez Fransiz kimyager Louis Nicolas Vauquelin
tarafindan 1790 yilinda elma suyunda tespit edilmistir. 1825 yilinda ise Fransiz kimyager
Henri Braconnot izole ederek pektikos (Yunanca’da katilastirici ve sertlestirici anlamina

gelir) kelimesini tiireterek “pektin” olarak adlandirmistir (Atalay vd 2018).

Pektik maddelerde, D-galakturonik asit birimleri, a-1,4 glikozidik baglar ile birbirine
baglanarak ana zinciri olusturur (Giizel ve Akpinar 2017). Karbonil yan gruplari ise
metanol ile %60-90 esterlenmektedir. Ramnoz birimleri ana zincirine baglanabilirken,
arabinan, galaktan veya arabinogalaktanin yan zincirleri ise ramnoza baglanir. Bu, bitki
hiicrelerinde c¢esitli pektik madde formlarinin bulundugunu ve bu nedenle de gesitli
formlarda pektinazlarin varligini gosterir. Pektin, protopektin ve pektik asitler gibi pektik
maddeler bitki dokularina sikilik ve yap1 kazandirir (Gummadi and Panda 2003). Pektin

molekiiliiniin yapis1 Sekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1. Pektin molekiiliiniin yapisi



Pektin, kozmetik, gida, biyomedikal ve ila¢ endiistrisinde yaygin bir sekilde
kullanilmasinin yaninda; gidalarda jellestirici ajan ve kivam arttirici olarak da kullanilir.
Ayni zamanda lipaz aktivitesini azaltici, yara iyilestirici, hiicre apoptozunu uyarici,
kanser hiicrelerinin gelismesini ve metastazini inhibe edici, kolesterol seviyesini azaltici,
anti-iillser aktivite ve bagisikligi uyarici gibi biyolojik aktivitelere de sahiptir (Thakur et
al. 1997; Giizel ve Akpinar 2017).

Ticari pektin iiretimi i¢in yaygin olarak portakal kabugu ve elma posasi kullanilir.
Bununla birlikte farkli bitki tiirlerinin de pektin igerikleri incelenmistir. Aygigegi, muz,
pomelo, domates, nar, karpuz, kavun, enginar, havug ve balkabaginin da pektin igerdigi
bildirilmekle birlikte, portakal, greyfurt, limon, misket limonu, seker pancar1 posasinin
icerdikleri pektin ytizdeleri sirasiyla %11-25, %22-28, %21-31, %9-34, %25’tir (Atalay
vd 2018).

Pektinler, yiiksek oranda metilesterlesmis formlar olarak hiicre duvarina salinir. Daha
sonra, asidik  pektinler ve  metanol salgilayan = homogalakturonanlarin
demetilesterifikasyonunu katalize eden pektin metilesterazlar (PME) gibi pektinazlar ile
modifiye  edilebilir. ~ Pektinin,  pektin  metilesterazlar (PME) tarafindan
demetilesterifikasyonu Sekil 1.2°de verilmistir (Micheli 2001).
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Sekil 1.2. Pektinin pektin metilesterazlar (PME) tarafindan demetilesterifikasyonu

1.2. Pektik Enzimler

Pektik maddeler, seliiloz, hemiseliiloz, nisasta ve lignin gibi polimerler, proteinler,

polifenoller, tanenler, metaller ve arabanlar gibi maddeler meyve suyunda bulanikliga yol



actigindan berrak bir meyve suyu icin polisakkaritlerin kiigiik molekiillerine kadar
parcalanmasi gerekmektedir. Pektin, meyve suyunda bulunan pektin ve diger
polisakkaritleri uzaklagtirmak i¢in uygulanan Onemli bir adim olan durultmanin
depektinizasyon asamasinda parcalanmaktadir. Meyve suyunun durultulmasiin amaci,
pektinin varliginda filtrasyon zorlastigindan filtrasyonun daha ekonomik, hizli ve kolay
olmasini saglamak, bulanmay1 6nlemek ve bu arada pektini parcalayarak konsantrede jel
olusumunu engellemektir. Daha berrak bir meyve suyu iiretimi igin pektinin dall
bolgelerine etki etmek gerektiginden oOzellikle enzimler bu amaca ulasmada cok
onemlidir. Bu enzimlerin basinda ise pektinazlar yani pektin pargalayan enzimler
gelmektedir. Bu amagla kullanilan pektik enzimler; poligalakturonazlar, pektin esterazlar,
pektin liyazlar ve pektat liyazlardir. Bu enzimlere ilaveten seliilazlar, hemiseliilazlar,
arabanazlar ve amilazlar gibi diger enzimler de kullaniimaktadir. Boylece meyve suyu ve
durultma verimi artarken filtrasyon kolaylasir ve bu sayede daha berrak bir iiriin elde
edilir (Ugan ve Akyildiz 2012; Domingues et al. 2012).

Pektinazlar, bitki patogenezinden sorumludur (Gummadi and Panda 2003). Pektinazlarin
bakteri, mantar, bocek, nematod ve protozoa gibi ¢ok sayida organizma ve bitki tarafindan
tiretildigi bildirilmistir (Ugan ve Akyildiz 2012). 1940'lardan bu yana pek ¢ok endiistriyel
uygulama igin pektinazlar kullanilmistir. Novozymes (Danimarka), Novartis (Isvigre),
Roche (Almanya) ve Biocon (Hindistan) gibi firmalar bazi1 6nemli pektinaz tireticileridir
(Gummadi and Panda 2003).

Pektik enzimler etki mekanizmalarina gore dort sinifa ayrilmaktadirlar:

(@) Poligalakturonaz (PG): a-1,4-glikozidik baglarin1  hidrolitik  olarak
par¢alamaktadir. Endo ve ekzo olmak fiizere iki tipi olan bu enzimin ekzo-PG tipi,
substrata indirgen olmayan ugtan, endo-PG ise rastgele etki etmektedir. Bu
depolimerizasyon sonunda meyve suyunun viskozitesi diismektedir (Ugan ve Akyildiz
2012). Poligalakturonazlar, tiim pektinolitik enzimler arasinda en bol bulunanlari olup
poligalakturonik asit zincirini su ilavesiyle hidrolize etme yetenegine sahiptir (Jayani et
al. 2005).



(b) Pektin metilesteraz (PME) (Pektin pektinhidrolaz, pektin esteraz): Metil ester
gruplarin1 hidrolize ederek pektini deesterifiye eder (Ucan ve Akyildiz 2012). PME,
pektin zincirindeki esterlesmis karboksil gruplarindaki metoksil gruplarini ayirarak,
pektinin esterlesme derecesini diisiirmektedir. Boylece pektin omurgasinin metil ester
baglantilarinin deesterlestirilmesiyle metanol ag1ga ¢ikmaktadir (Ozler 2009; Karagoz ve
Demirdoven 2016).

(©) Pektat liyaz (PEL): B-eliminasyonla esterlesmemis galakturonat birimlerinin
kirilmasii katalizlemektedir. Hem ekzo-PEL ve hem de endo-PEL tiirleri vardir. Bu
enzimler i¢in tercih edilen substratlar pektat ve diisitk metoksilli pektinlerdir (Payasi et
al. 2006; Ugan ve Akyildiz 2012).

(d)  Pektin liyaz (PNL): pB-eliminasyonla esterlesmis galakturonat birimlerinin
kirtlmasini katalizlemektedir (Jacob and Prema 2006; Ugan ve Akyildiz 2012).

Bu pektinazlarin pektik maddeler tizerindeki etki sekilleri Sekil 1.3’te gosterilmistir
(Gummadi and Panda 2003).



Sekil 1.3. Farkli pektinaz tipleri ve pektik maddeler iizerindeki etki sekilleri. (a) PG i¢in R=H, PMG ve
(b) PE i¢in CHs, (c) PGL i¢in R=H ve PL i¢in CHs. Ok, pektinazlarin, pektik maddelerle reaksiyona
girdigi yeri gosterir. PMG: polimetil galakturonaz, PG: poligalakturonaz (EC 3.2.1.15), PE: pektin esteraz
(EC 3.1.1.11), PL: pektin liyaz (4.2.2.10) (Gummadi and Panda 2003).

Pektinazlar ayrica sarap yapiminda ve meyve suyu endiistrilerinde kullanilan asidik
pektinazlar ve kagit tiretiminde, kahve ve ¢ay fermantasyonunda, yag ekstraksiyonunda,
ve meyve suyu endiistrisindeki pektik atik sularin 6n muamelesinde kullanilan bazik
pektinazlar dikkate alinarak asidik ve bazik 6zelliklerine gére de siniflandirilabilir (Ozler
2009).

1.2.1. Pektin metilesteraz

Pektin metilesteraz (PME), bircok bitki, bakteri ve patojen kiif ile turunggiller, elma,
iziim, muz, domates, armut, fasulye, havug, salatalik, pirasa, sogan, patates ve bezelyede
bulunan, bitki hiicrelerinden elde edilen veya bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalarin

sentezledigi pektik bir enzimdir (Karag6z ve Demirdéven 2016).



Pektin metilesteraz hiicre gelisimi sirasinda hiicre duvariin biiylimesinde ve meyvelerin
olgunlagsmasinda rol oynar. Olgunlagsmadaki ve hiicre duvarmin biiyiimesindeki rolleri
sirasiyla metilasyon derecesi diisiik pektin olusturmak ve otoliz ve bliyiimede rol oynayan
enzimleri aktive eden lokal pH diismesine neden olmaktir. PME aktivitesinin kontrolii
meyve suyu iretimi ile ilgili biyoteknolojik siirecler bakimindan ¢ok énemlidir (Ozler
2009).

Pektin metilesterazlar (PME) diger bir enzimin faaliyetine bagli olmaksizin, pektindeki
metil ester gruplarini parcalar. Pektin zincirindeki metoksil gruplarini hidrolizleyerek
pektini poligalakturonik aside doniistiirmekte ve boylece metanol olustururken pektinin
esterlesme derecesini %10’un altina kadar diistirebilmektedir (Sekil 1.4) (Arpag 2006).
Dogada yaygin olarak bulunan pektin metilesterazlar (PME; EC.3.1.1.11), metillenmis
galakturonat polimerlerini hidroliz ederek yiiksek metoksilli pektinin diisiik metoksilli
pektin haline ¢evrilmesini saglar. Reaksiyonun ilerlemesi durumunda tim metoksil
gruplar1 hidrolizlendiginde poligalakturonik asit ve metanol agiga ¢ikar (Ozler 2009).
Pektin polimerinin pektin metilesteraz enzimi ile katalizlenmesi ve PME enziminin etki

ettigi bolgeler Sekil 1.4 ve Sekil 1.5°te verilmistir.

PME, galakturonik asitlerdeki metil gruplarim deesterifiye edip, Ca?* ile kompleks
olusturacaklar1 bdlgeye atak yaparak meyve suyunu berrak hale getirir (Ozler 2009).
Esterlesen pektin ise kalsiyum iyonlari ile birleserek ¢oziinmeyen pektat bilesiklerini
olusturur ve bunlar da meyve ve sebze sularinda pulp partikiilleri ile birleserek

bulanikligin ortadan kalkmasini saglar (Karagéz ve Demirddven 2016).
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Sekil 1.4. Pektin polimerinin pektin metilesteraz enzimi ile katalizlenmesi
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Sekil 1.5. PME enziminin pektin zincirinde etki ettigi bolgeler

1.3. Pectobacterium chrysanthemi

Pectobacterium chrysanthemi (Erwinia chrysanthemi), kokler, yumru kokler ve kalin
yapraklar gibi etli bitki organlarini pargalayan, aynt zamanda ksilemi kolonize eden ve
bitki icerisinde sistemik hale gelen, vaskiiler solgunluk patojenidir. P. chrysanthemi
hareketli, Gram-negatif, spor olusturmayan, yuvarlatilmis uglu diiz bir ¢ubuktur ve tek
basina ya da giftler halinde olusur. Boyutlar1 0.8-3.2 X 0.5-0.8 um (ortalama 1.8 X 0.6 um)
arasinda degisir (EPPO 1990).

P. chrysanthemi tarafindan iiretilen pektin metilesteraz enzimi (PME) (EC 3.1.1.11), bitki
dokularmin bakteriyel istilasindaki 6nemli ilk basamak olan, bitki hiicre duvarinin pektik
polisakaritlerinde  metilesterlenmis  D-galakturonat (GalA) kalintilarinin  de-
esterlestirilmesini katalize eder. PME'nin aktivitesi, daha sonra pektat liyaz ve
poligalakturonaz enzimleriyle depolimerize edilebilen kompleks pektin polimeri i¢inde
poligalakturonik asit bolgelerini meydana getirir. Bitki hiicre duvarmm bu sekilde
bozulmasi, bakteriyel patojenin bitki dokusunu istila etmesini ve hastaligin daha fazla
yayilmasina neden olur (Fries et al. 2007). Bu bakteri tarafindan tiretilen PME enziminin

yapist Sekil 1.6’da verilmistir (Kumar et al. 2018).

PME, sadece bakteriyel patojenler tarafindan kullanilmaz, ayni zamanda hiicreden
hiicreye hareket i¢in bir arag¢ olarak endojen bitki PME’sini kullanan tiitiin mozaik viriisii

gibi bitki viriislerinin yayilmasi i¢in de Onemlidir. Bakteriyel istilada onemli P.



chrysanthemi tarafindan salgilanan PME'in aksine, endojen bitki PME'leri, bilylime ve
gelisme sirasinda bitki hiicre duvariin yeniden yapilandirilmasi igin gereklidir (Fries et

al. 2007).

Sekil 1.6. Pectobacterium chrysanthemi pektin metilesterazin protein sekonder yapisi

1.4. Rekombinant Protein Uretimi

Rekombinant DNA (rDNA) teknolojileri (genetik, protein ve metabolik miihendislik),
hiicrelerin  dogal olarak {iiretemedikleri ¢ok ¢esitli peptitleri, proteinleri ve
biyokimyasallar1 iiretebilmesine izin verir. 1970'lerin ortalarinda molekiiler klonlamanin
ortaya ¢ikmasiyla, yeni konaklarda yabanci proteinler iiretmek miimkiin hale gelmis olup,
farmasotik tiriinler (instilin, interferonlar, eritropoietin, hepatit B asis1 vb) ve endiistriyel
enzimler (gida, yem, deterjan, kagit hamuru, saglik bakimi igin kullanilan) diinya

pazarinda rDNA ile yapilan ilk biyoteknoloji tiriinleridir (Porro et al. 2005).

Genetigi degistirilen organizmalardan yiliksek seviyede protein {iretimi, dogal
kaynaklardan protein ekstraksiyonuna onemli bir alternatif saglar. Dogal protein
kaynaklart genellikle sinirlidir, ayrica istenilen {iriniin konsantrasyonu da genellikle
diisliktiir. Bu da trliniin ekstraksiyonunu ¢ok pahali ve hatta imkansiz kilar. Ek olarak,
ekstraksiyon, proteinin dogal orjinine bagli olarak toksik veya kontamine olma tehlikesi

tastyabilir (Porro et al. 2005).



Gliniimiizde, yiiksek organizmalardan (6rnegin memeli, bdcek veya bitki gibi)
kiiltiirlenmis hiicreler kadar, mikroorganizmalar da homolog proteinlerin yani sira
heterolog protein iiretimi i¢in en sik kullanilan konaklar arasindadir. Mikroorganizmalar
(prokaryotik ve Okaryotik), yiiksek biiylime oranlarina sahip olmalar1 ve genetik
manipiilasyonlarinin kolaylig1 sebebiyle avantajli konaklardir. Bu bakimdan, genetigi,
molekiiler biyolojisi, biyokimyasal, fizyolojik ve fermentasyon teknolojileri hakkindaki
mevcut bilgilerinin fazla olmasi heterolog proteinlerin iiretimi i¢in E. coli’yi 6nemli bir
konak¢1 haline getirmistir. Ancak, bakteri konakgilarinin dogru protein isleme
kabiliyetine sahip olmadig1 ve ¢ogu durumda heterolog proteinlerin bakteri hiicrelerinde
inklizyon cisimciklerinde biriktirildigi ve c¢ogunlukla proteinlerin enzimatik
aktivitelerini veya ii¢ boyutlu yapilarini yitirmelerine neden oldugu belirtilmektedir. In
vitro olarak dogru bir sekilde katlanamadiklar1 siirece insanlarda hatali yapiya sahip bu

tiir proteinlerin kullanimi1 kabul edilmez (Porro et al. 2005).

Mikrobiyal okaryotik konak sistemleri arasinda, mayalar, tek hiicreli organizmalarin
avantajlarini (genetik manipiilasyon ve biiylime kolaylig1) ve 6karyotik organizmalar i¢in
Ozgiin protein isleme kapasitesini (protein katlanmasi, birlesmesi ve translasyon sonrasi
modifikasyonlar) birlestirir. 1980'lerin basindan itibaren, mayalarda iiretilen rekombinant
proteinlerin ¢ogu ABD Gida ve llag Idaresi (Food and Drug Administration (FDA))
tarafindan genellikle giivenli olarak kabul edilen (Generally Recognized as Safe (GRAS))

bir organizma olan Saccharomyces cerevisiae’da ifade edilmistir (Porro et al. 2005).

Bununla birlikte, bazen, bu mayanin yiiksek derecede gelismis ekipman gerektiren
fermantasyon ihtiyaclari nedeniyle, yabanci proteinlerin biiyiik Olgekli iiretimi igin
optimal bir konak¢1 olmadigi sdylenebilir. EK olarak, S. cerevisiae tarafindan iiretilen
proteinler genellikle hiperglikozile edilir ve tirinlerin periplazmik bosluk iginde tutulmasi
ile siklikla kismi bir bozulma gozlenir. Bu bozunan iiriinlerin genellikle istenen iiriinden
uzaklastirilmasi ¢ok zordur. Bu gibi dezavantajlar, 1980'lerin ortalarindan bu yana,
mayalar arasinda var olan biiylik biyogesitliligi kullanmaya ve "geleneksel olmayan"
mayalar1 kullanarak ekspresyon sistemlerinin gelistirilmesine katki saglayacak alternatif

konakg1 arayiglarimi tesvik etmistir. Geleneksel olmayan mayalarin en 6ne ¢ikanlari;
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Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis,
Pichia stipitis, Pichia methanolica, Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces
bailii, Schwanniomyces (Debaryomyces) occidentalis ve Candida boidinii’dir. Maya
konukg¢usunun se¢imi, tiim siirecin basarisi i¢in biiyliik 6nem tasimaktadir (Porro et al.

2005).

Heterolog protein {iretim sistemlerinin son zamanlardaki gelismeleri goz Oniine
alindiginda mayalar, metilotrofik ve metilotrofik olmayan mayalar olmak {izere iki

kategoride gruplandirilmaktadir:

Metilotrofik Mayalar; bir karbon bilesigini, karbon ve enerji kaynagi olarak (6rnegin
metanol) metabolize etmek i¢in temel bir yolu paylasan bir grup maya tiiriidiir (Porro et

al. 2005; Wittmann 2017).

Metilotrofik Olmayan Mayalar; Cizelge 1.1’de yer alan vahsi tip (wild-type) mayalarin
bir¢ogu, etanol, icecekler, tat vericiler, enzimler, vitaminler, organik asitler ve tek hiicreli

proteinlerin (biyokiitle) tiretimi i¢in belirli uygulamalariyla bilinmektedir.

Metilotrofik mayalara biyoteknolojik agidan gosterilen ilgi, 1970'lerin basinda,
metanoliin ucuz bir sekilde elde edilebildigi fosil kaynaklarina dayandigindan neredeyse
siirsiz olarak kabul edildigi ve metanolden tek hiicreli protein iiretimi (metan
oksidasyonundan sonra) isleminin gelistirilmesine yol ac¢tigi zaman ortaya ¢ikmuistir.
Ancak, 1970'lerin ortalarindaki petrol krizi, tek hiicreli protein projelerinin sona ermesine
neden olmus, bununla birlikte, metilotrofik mayalarin genetik karakterizasyonu, onlarin

protein iiretim platformlari olarak “ikincil” kullanimlarina yol agmistir (Wittmann 2017).
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Cizelge 1.1. Rekombinant protein iiretiminde kullanilan metilotrofik ve metilotrofik
olmayan mayalar

Metilotrofik Metilotrofik Olmayan

Hansenula polymorpha Saccharomyces cerevisiae

Pichia pastoris Kluyveromyces lactis

Pichia methanolica Yarrowia lipolytica

Pichia minuta Zygosaccharomyces rouxii

Candida boidinii Zygosaccharomyces bailii
Pichia stipitis

Arxula adeninivorans

Kluyveromyces marxianus

Metilotrofik mayalardan iki tiir, temel olarak heterolog protein ekspresyonu igin
kullanilir. Bunlardan biri Pichia pastoris (Komagataella pastoris), digeri ise Hansenula
polymorpha (Pichia angusta)’dir. Ek olarak, Pichia methanolica ve Candida boidinii de
maya ekspresyon sistemleri olarak kullanilmaktadir (Porro et al. 2005).

1.4.1. Pichia pastoris ekspresyon sistemi

1.4.1.1. Genel bilgi

Metilotrofik bir maya olan P. pastoris (K. phaffii), 1-5 pm ¢apinda, 5-30 um uzunlugunda,
oval sekilli, tek hiicreli, karbon ve enerji kaynagi olarak metanolii kullanabilen bir
organizmadir (Cregg 1999; Unver 2014). Heterolog protein iiretimi igin en yaygimn
kullanilan &karyotik ekspresyon sistemlerinden biridir (Vogl et al. 2018). Ozellikle
biyofarmasdétiklerin ve endiistriyel enzimlerin tiretimi igin kurulmus bir sistemdir (Looser
et al. 2015). P. pastoris, genellikle giivenilir olarak taninan (GRAS) bir organizma olarak
tanimlanmistir ve 2009'dan beri 500'den fazla farmasdtik protein ve 1000'den fazla
rekombinant protein {iretimi i¢in kullanilmistir (Yang and Zhang 2018). Bu maya, ¢cok

yiiksek hiicre yogunluklarina kadar biiyiitiilebilir ve hiicre i¢i olarak eksprese edilebilen
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veya kiiltiir ortamimna salgilanabilen yiiksek rekombinant protein iretimini

gerceklestirebilir (Spohner et al. 2015).

P. pastoris, 1980'lerde rekombinant proteinler ig¢in bir iiretim sistemi olarak
gelistirilmistir. Glikoz ve diger karbon kaynaklarinin yani sira metanolde de biiyiime
kabiliyetine sahip olmasmin biyoteknolojik uygulamalar i¢in onemli etkileri vardir.
Metanol kullanimi, heterolog genlerin ekspresyonu ic¢in kullanilan giiclii, siki
diizenlenmis promotorlerin gelisimine yol agmustir. Sinirhi glikoz alimi ve etkili
respirasyon, yiiksek biyomas verimine ve dolayisiyla rekombinant proteinler gibi

biyomas ile ilgili tiriinlerin yiiksek verimine izin verir (Wittmann 2017).

P. pastoris'in, E. coli‘den sonra, tek protein ekspresyonu i¢in en sik kullanilan ikinci ifade
sistemi oldugu ortaya koyulmustur (Vogl et al. 2018). Bu sistemin bazi avantaj ve
dezavantajlar1 asagida dzetlenmistir (Unver 2014; Vogl et al. 2018; Yang and Zhang
2018).

Avantajlari;

> Okaryotik post-translasyonal modifikasyonlari gergeklestirebilir.

> Yiiksek tiretim kapasitesine sahiptir.

> Metanolii kullanabilir.

> Heterolog genlerin ekspresyonu i¢in kullanilan giiglii, siki diizenlenmis

promotdrlere sahiptir.

Yiiksek biyokiitle verimi saglar.

Yiiksek hiicre yogunluklu biyoreaktdr iiretimi igin uygundur.
Biiylik miktarlarda heterolog proteinlerin salgilanmasini saglar.
Genetik modifikasyonlara miisaittir.

Bir ekspresyon kasetinin ¢oklu kopyalarini tastyabilir.

Patojen degildir.

V V.V V V V VY

Proteinleri hiicre i¢i veya hiicre dis1 olarak yiliksek miktarlarda eksprese edebilir.
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Dezavantajlari;
> Memeli proteinlerinin hipermannozilasyonuna sebep olabilir.
> AOX1 promotoriinii indiiklemek i¢in islem boyunca metanolii izlemek zordur.

> Metanol, yanicidir ve petrokimyasal bir madde oldugundan gida endiistrisinde

kullanim1 uygun degildir.

P. pastoris'te eksprese edilen yabanci proteinler, hiicre i¢i (intraselliiler) veya hiicre dis1
(ekstraselliiler) olarak iiretilebilir. Bu maya yalnizca diisiik seviyelerde endojen protein
salgiladigindan, salgilanan heterolog protein, ortamdaki total proteinin biiyiik
cogunlugunu olusturur. Ayrica saflagtirma igsleminde hiicre lizisi ve hiicre kalintilart
istenmediginden heterolog bir proteinin kiiltiir ortamina salgilanmasi istenen bir
durumdur (Cereghino and Cregg 2000). Proteinler, bir konakg¢1 organizmadan N-terminali
salgilama sinyalleri yardimiyla salgilanabilir. Bu amag i¢in kullanilan salgi sinyalleri
Cizelge 1.2°de verilmistir (Ahmad et al. 2014). P. pastoris i¢in en yaygin kullanilan
salgilama sinyali ise S. cerevisiae a-eslesme faktorii (a-MF) sinyalidir (Unver 2014; Duan
et al. 2019).

Cizelge 1.2. Proteini hiicre disina salgilamak i¢in kullanilan sinyal dizileri

Salgilama sinyali Kaynak Hedef protein
a-MF S. cerevisiae a-eslesme P. pastoris’te en yaygin
faktorii

(S. cerevisiae a-mating kullanilan salgilama sinyali

factor)
PHO1 P. pastoris asit fosfataz Fare 5-HT5A, domuz pepsinojen
SUC2 S. cerevisiae invertaz Insan interferon, a-amilaz, o-1-
antitripsin
PHA-E Phytohemagglutinin GNA, GFP ve native protein
KILM1 KI toksin CM seliilaz

pGKL pGKL killer protein Fare a-amilaz
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Cizelge 1.2. devamiu...

CLY ve CLY-L8 C-lizozim ve 16sin-zengin Insan lizozim

peptide
K28 pre-pro-toxin K28 viriis toksin Green fluorescent protein (GFP)
Scw, Dse ve Exg P. pastoris endojen sinyal CALB ve EGFP

peptidleri
Pp Pirl P. pastoris Pirlp EGFP ve insan al-antitripsin
HBFI ve HBFII Trichoderma reesei EGFP

hidrofobinleri

1.4.1.2. P. pastoris'in fizyolojisi

Yaygin olarak P. pastoris olarak bilinen maya, Fransiz mikolog ve sitolog Alexandre
Guilliermond tarafindan ilk olarak Zygosaccharomyces pastori olarak tanimlanmistir
(Pena et al. 2018). Diinyadaki ilk izolat, Fransa'daki bir kestane agacinin eksiidasindan
izole edilmistir (Wittmann 2017). 1950'lerde Herman Phaff, Kaliforniya'daki mese
agaclarindan ilgili birka¢ susu izole etmis ve tiirii Pichia pastoris olarak yeniden
adlandirmistir (Pefia et al. 2018). 1980'lerde yagsanan yogun ¢abalarin bir sonucu olarak,
P. pastoris, temel ve uygulamali aragtirmalar igin en gelismis molekiiler ve hiicresel bir
biyolojik sistem olarak 6ne ¢ikmistir. P. pastoris {izerindeki biyoteknolojik ¢alisma,
1970’1erde Phillips Petrol Sirketi’ndeki (Phillips Petroleum Company) arastirmacilarin
Kuzey Bolgesel Arastirma Laboratuvari’nda (Northern Regional Research Laboratory)
metilotrofik bir sus ve karbon kaynagi olarak metanolii kullanarak yiiksek yogunluklu
maya fermantasyonunu test etmek ve gelistirmek igin diger koleksiyonlar1 elde

etmeleriyle baslamistir (Cregg et al. 2010).

1.4.1.3. Promotorler

P. pastoris'te rekombinant protein ekspresyonu igin, plazmit, promotor, segim markiri,
salgilama sinyal sekans1 ve konak¢1 susu igeren uygun rekombinant sistemi tasarlamak
cok 6nemlidir. Rekombinant protein ekspresyonu icin kullanilan promotorler, kontrol

edilen gen ekspresyonunun bigimine bagl olarak farkli tiplerdedir (Juturu and Chuan
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2018). P. pastoris’te heterolog protein tiretimi i¢in kullanilan yapisal ve indiiklenebilir
promotorler, bu promotorlerle ilgili genler ve diizenlenme sekilleri Cizelge 1.3 ve Cizelge
1.4°te verilmistir (Ahmad et al. 2014; Juturu and Chuan 2018).

Cizelge 1.3. P. pastoris’te heterolog protein iiretiminde siklikla kullanilan yapisal

promotorler

Promotor ada

GAP

TEF1

PGK1

GCW14

Gl

G6

Tigili Gen

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
(Glyceraldehyde-3-P dehydrogenase)

Translasyon uzama faktorii 1

(Translation elongation factor 1)

3-Fosfogliserat kinaz
(3-Phosphoglycerate kinase)

Potansiyel glikozil fosfatidil inozitol
(GPI) bagli protein

(Potential  glycosyl  phosphatidyl
inositol (GPI)-anchored protein)

Yiiksek afiniteli glikoz tastyici
(High affinity glucose transporter)

Muhtemel aldehit dehidrogenaz
(Putative aldehyde dehydrogenase)

Diizenlenme

Glikozda yapisal
ekspresyon, gliserol ve
metanolde daha az
ekspresyon

Gliserol ve glikozda
yapisal ekspresyon

Glikozda yapisal
ekspresyon, gliserol ve
metanolde daha az
ekspresyon

Gliserol, glikoz ve
metanolde yapisal
ekspresyon

Gliserolde baskilanir,
glikoz siirinin lizerinde
indiiklenebilir.

Gliserolde baskilanir,
glikoz smirinin iizerinde
indiiklenebilir.
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Cizelge 1.4. P. pastoris’te heterolog protein iiretiminde siklikla kullanilan indiiklenebilir

promotorler

Promotor ada

AOX1

DAS

FLD1

ICL1

THI11

ADH1

ENO1

GUT1

flgili gen
Alkol oksidaz 1
(Alcohol oxidase 1)

Dihidroksiaseton sentaz

(Dihydroxyacetone synthase)

Formaldehit dehidrogenaz 1

(Formaldehyde dehydrogenase 1)

Izositrat liyaz

(Isocitrate lyase)

Tiamin biyosentezis geni

(Tiamin biosynthesis gene)

Alkol dehidrogenaz
(Alcohol dehydrogenase)

Enolaz

(Enolase)

Gliserol kinaz

(Glycerol kinase)

Diizenlenme

Metanol ile indiiklenebilir,
glikoz ve gliserol ile
baskilanir.

Metanol ile indiiklenebilir.

Metanol veya metilamin
ile indiiklenebilir.

Glikoz ile baskilanir,
Glikoz yoklugunda veya
etanol ile indiiklenebilir.

Tiamin ile baskilanir.

Glikoz ve metanol ile
baskilanir, Gliserol ve
etanol ile indiiklenebilir.

Glikoz, metanol ve etanol
ile baskilanir, Gliserol ile
induklenebilir.

Metanol ile baskilanir,
gliserol, glikoz ve etanol
ile indiiklenebilir.
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Alkol oksidaz (AOX) promotorii

P. pastoris'in genomu, iki alkoloksidaz enzimini kodlayan iki AOX genini (AOX1 ve
AOX2) igerir. AOX1, tek karbon kaynagi olarak metanol iizerinde biiyliyen maya
ekstraktindaki toplam ¢dziiniir proteinlerin %30'unu olusturan ana enzimi tireten giiclii
bir promotordiir. AOX2 ise zayif bir promotdr tarafindan kontrol edilir ve hiicre igindeki
toplam AOX aktivitesinin %15'ine katkida bulunur (Juturu and Chuan 2018).

AOX1 gen irini, metanol kullanim yolaginin (Methanol utilization-MUT)
baglatilmasinda en énemli proteindir. P. pastoris MUT yoluna gore enerji tiretimi i¢in
metanolli bir karbon kaynagi olarak metabolize eder. Maya hiicresindeki metanoliin
metabolizmast hem peroksizom hem de sitozolde gergeklesir. AOX1 promotoriinii
kullanmanin avantajlar1 su sekildedir; bu promotoriin kontrolii altindaki yabanci
proteinlerin transkripsiyonu siki bir sekilde diizenlenir ve baskilanma / geri-baskilanma
mekanizmasi tarafindan kontrol edilir, yliksek seviyelerde heterolog protein ekspresyonu
saglanabilir, AOX1 geninin metanol disindaki g¢ogu karbon kaynagi tarafindan
baskilanmasi, gen ekspresyonundan oOnce yiiksek hiicre biiylimesini saglar ve
transkripsiyonun indiiklenmesi, bir indiikleyici olarak basit metanol ilavesiyle kolayca

elde edilir (Juturu and Chuan 2018).

Bu promotor sistemini kullanmanin dezavantajlar1 arasinda; fermantasyon sirasinda
metanol kullaniminin izlenmesinin zor olmasi, metanoliin olduk¢a yanici olmasi, bu
nedenle metanoliin biiylik 6lgekli depolanmasinin istenmemesi, metanoliin petrokimyasal
bir iriin olmasi nedeniyle, terapotik ve gida uygulamalari igin protein iiretiminde
kullaniminin istenmeyen bir durum olmas: ve iki karbon kaynaginin kullanimindan dolay1
(glikozun biiyiime fazinda, metanoliin indiiksiyon fazinda kullanimi) kesin bir zamanda

birinden digerine gegis zorlugunun varligi yer alir (Juturu and Chuan 2018).
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Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAP) promotorii

GAP promotorii, glikoz, gliserol, etanol ve oleik asit dahil olmak iizere tim karbon
kaynaklarinda proteinleri siirekli olarak eksprese eden yapisal bir promotordiir. GAP
promotorii, P. pastoris'te heterolog protein iretimi igin AOX1 promotorii yerine
kullanilabilir. GAP promotoriinii kullanmanin avantajlari; metanol icermeyen protein
ekspresyonu gerceklestirilmesi ve indiiksiyon i¢in kiiltiirlin bir karbon kaynagindan
digerine gegme zorunlulugunun olmamasidir. Bununla birlikte, heterolog toksik
proteinlerin stirekli tiretimi, maya hiicreleri i¢in toksik olabilir ve 6liimlerine yol agabilir.
Bu ylizden bu tip proteinlerin iiretimi indiiklenebilir promotdrler ile kontrol edilebilir

(Juturu and Chuan 2018).

1.4.1.4. Segilebilir markirlar

P. pastoris, molekiiler genetik manipiilasyon i¢in birkag secilebilir marker gene sahiptir.
Rekombinant protein ekspresyonu igin kullanilan plazmitler, zeosin, blastisidin ve
kanamisine direng saglayan Shble, bsr ve nptll veya nptlll gibi antibiyotik direng
markerler: igerir. P. pastoris’te kullanilan dominant ve resesif se¢im markirlar1 Cizelge

1.5 ve Cizelge 1.6’da verilmistir (Wittmann 2017; Juturu and Chuan 2018).

Cizelge 1.5. P. pastoris’te kullanilan dominant se¢im markirlar

Direng Gen Secici kKimyasal
KanR Neomisin fosfotransferaz G418/genetisin
(Neomycin phosphotransferase)

ZeoR ShBle geni Zeosin (E.coli ve maya)

BsdR Blastisidin S deaminaz Blastisidin (E.coli ve maya)

(Blasticidin S deaminase)




Cizelge 1.5. devama...
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HygMX Higromisin fosfotransferaz Higromisin (E.coli ve maya)

(Hygromycin phosphotransferase)

KanMX Neomisin fosfotransferaz Kanamisin (E.coli), G418
(Neomycin phosphotransferase) (maya)

ARS S. cerevisiae ARR3 Arsenik

NatMX satl-nurseotrisin asetil transferaz Nurseotrisin (E. coli ve
satl-nourseothricin acetyltransferase maya)

Cizelge 1.6. P. pastoris’te kullanilan resesif se¢im markirlar

Biyosentetik markar

HIS4

ARG4

ADE1

URA3

URA5

ADE?2

Gen
Histinidol dehidrogenaz
(Histinidol dehydrogenase)

PR-amid imidazol siiksinik karboksamid sentaz
(PR-amidoimidazolesuccinocarboxamide synthase)

Argininosiiksinat liyaz
(Argininosuccinate lyase)

Orotidin 5'-fosfat dekarboksilaz
(Orotidine 5'-phosphate decarboxylase)

Orotat fosforibosil transferaz
(Orotate phosphoribosyl transferase)

Fosforibosilaminoimidazol karboksilaz
(Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase)




Cizelge 1.6. devamiu...
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HIS1, HIS2, HIS5, HIS6

ARG1, ARG2, ARG3

MET?2

FLD1

Histidin biyosentezi genleri
(Histidine biosynthesis genes)

Arginin biyosentezi genleri
(Arginine biosynthesis genes)

Homoserin O-transasetilaz
(Homoserine O-transacetylase)

Formaldehit dehidrogenaz
(Formaldehyde dehydrogenase)
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2. KAYNAK OZETLERI

Lin-Cereghino et al. (2008), modifiye bir Tn903kanr geni kullanarak G418 (genetisin)
direnci ile P. pastoris transformantlarinin direkt segilimi i¢in kullanilabilecek yeni bir
ekpresyon vektorii elde etmislerdir. Calismada, zeosin ve G418 direncine sahip pAC1l
vektoriinii olusturmak i¢in pPIC3K plazmitindeki kanamisin diren¢ genini uygun
primerlerle cogaltarak pGAPZ B vektoriine klonlamislardir. Elde edilen pAClI
vektoriinden GAP promotor sekansini, kanamisin direng genini kodlayan sekansi ve
AOXI transkripsiyonel sonlanma sekansini igeren bolgeyi pPICZ B ve pPICZa B
vektoriine klonlayarak pKAN B ve pKANa B vektorlerini elde etmislerdir. Daha sonra
pACI, pKAN B ve pKANa B vektorlerini AOXI promotor bolgesinden Xmadl veya Sacl
restriksiyon enzimleri ile lineer hale getirerek P. pastoris’e gonderip, bir saatlik YPD
besiyerinde inkiibasyona birakilan hiicreleri daha sonra segici plaklara almiglardir. G418
direncine sahip koloniler 96 saat boyunca YPD plaklarda biiyiitiiliip daha sonra YPD-
G418 plaklara alinarak 48 saatlik inkiibasyon sonrasi her bir plakta gézlenen koloni sayisi

belirlenmistir.

Jiang et al. (2013), yaptiklar1 ¢alismada Aspergillus niger pektin metilesteraz (PME)
genini pGAPZaA vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesine yerlestirmis ve P. pastoris
GS115 susuna elektroporasyon ile transfer etmislerdir. GAP promotorii altinda
ekspresyonu gerceklestirilen rekombinant PME’nin maksimum ekspresyon seviyesi ve
aktivitesi 96. saatte gozlenmistir. Bu nedenle saflastirma i¢in 30 °C’de 96 saat boyunca
PME ekspresyonu gerceklestirmislerdir. Agaroz plak aktivite yontemi ic¢in kiiltir
stipernatantlarint ~ kullanmiglardir ve pGAPZaA-PME igeren hiicrelerin  kiiltiir
slipernatantlarinda  aktivite gozlenirken pGAPZaA igeren hiicrelerin  kiiltiir
slipernatantlarinda aktivite zonu gézlenmemistir. Ayrica yapmis olduklar1 aktif boyama
sonucunda pGAPZaA-PME igeren hiicrelerin kiiltiir siipernatantlarinda 50 kDa’luk
protein bandi gézlenirken pGAPZaA igeren hiicrelerin kiiltlir siipernatantlarinda bant
gozlenmemistir. Anyon degisimi kromatografisi ve katyon degisimi kromatografisi ile
yapilan PME saflastiriimast HPLC’de tek bant goriilmesi ile de dogrulanmigtir. Son

kromatografi agamasindan sonra elde edilen saf PME'nin spesifik aktivitesi ve genel geri
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kazanimi sirasiyla 342 U/mg ve %28,0 olarak belirlenmistir. Ayrica rekombinant
PME’nin pH 4,7 ve 50 °C’de optimum aktiviteye sahip oldugu goézlenmistir.

Liu et al. (2014), yapmis olduklar1 ¢alismada maya ekspresyon vektorii pPICZoA’ya
yerlestirdikleri EGFP (Enhanced green fluorescent protein) geniyle elde ettikleri pPICZa-
EGFP rekombinant plazmitini Sacl niikleaz1 ile lineer hale getirerek kompetent P.
pastoris X33 hiicrelerine transforme etmislerdir. 100 pg/mL zeosin igeren plaklarda
secilen koloniler PCR ile dogrulandiktan sonra ikinci bir transformasyon i¢in kompetent
hale getirilmis ve ¢ok kopya transformantlar elde etmek igin 1,000 ve 2,000 ug/mL zeosin
iceren YPD plaklarda secilim yapip PCR ile dogrulamislardir. Elde ettikleri
transformantlarda kopya sayist belirlemek amaciyla yaptiklari Real Time PCR’da
referans gen olarak P. pastoris’te tek kopya olarak bulunan homoserin O-transasetilaz
geni (MET2) kullanip 1°den 6’ya kadar kopya sayisina sahip kolonileri belirlemislerdir.
GFP ekspresyonuna bakildiginda 3 kopyaya kadar, kopya sayisi ve salgilanan protein
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriiliirken, 4 ve 5 kopyaya sahip olanlarda
GFP’nin hiicre i¢inde birikiminin gézlendigi, 6 kopyaya sahip olan kolonide ise negatif
bir korelasyon goriildiigii  bildirilmistir. Dolayisiyla, ¢alismada gen dozunun
arttirilmasimin  belirgin etkisinin bir kopyadan dort kopyaya kadar, GFP geninin
transkripsiyon seviyesinde artis oldugunu ve daha fazla gen dozajinin artmasinin,

transkripsiyonun azalmasina yol actigini belirlemislerdir.

Lu et al. (2016), P. pastoris’te ksilanaz ekspresyon seviyesini arttirmak i¢in bu proteini
kodlayan gende toplam 139 niikleotidi P. pastoris kodon egilimine goére optimize
etmislerdir. Kodon optimizasyonu sonrasi GC igerigi %42,41°den %39,60’¢ degismistir.
Optimize geni E. coli DH5a’ya transfer ederek ampisilin iceren LB plaklarda segilim
yaptiktan sonra elde edilen rekombinant plazmiti Sall enzimi ile lineer hale getirmis ve
P. pastoris GS115’e elektroporasyon ile transfer etmislerdir. Histidin icermeyen MD
plaklarda transformant se¢ilimi yaptiktan sonra pozitif transformantlar1, %0,5 Remazol
Brilliant Blue (RBB)-xylan igeren BMMY plaklarda tanimlamislardir. RBB-Xxylan
plaklarda secilim yapilarak en biiyiik zona sahip koloninin (Y16) en yiiksek kopya
sayisina, en kiigiik zona sahip koloninin (P81) ise tek kopya gene sahip oldugunu

varsayarak fermantasyona tabi tutmuslardir. Y16 ve P81 kiiltiir sipernatantlarinin SDS-
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PAGE analizi sonucunda yaklasik 29,6 kDa ve 32,2 kDa molekiiler agirlikta iki protein
band1 gérmiiglerdir. Y16 susunun protein verimi, P81’ inkinden 10 kat daha fazlayken,
P81 kiiltiir sivisindaki ksilanaz aktivitesinin 907 U/ml, Y16 kiiltiir sivisindaki ksilanaz
aktivitesinin ise 6,403 U/ml oldugunu bildirmislerdir. Ayrica genomdaki kopya sayisini
belirlemek amaciyla Real Time PCR yapmislardir. En kii¢iik zona sahip olan koloni (P81)
kalibrator sus olarak kullanilirken GAP geni referans gen olarak kullanmiglar ve Y16
susunun kopya sayisin1 9,15 olarak belirlemislerdir. Sonug olarak Y16 susuna ait ham
enzim ¢Ozeltisinin, saflastirilmaksizin dogrudan agartma isleminde kullanilmak igin

uygun oldugunu belirlemislerdir.

Wahyuni et al. (2016), termostabilitesini ve katalitik etkinligini arttirmak amaciyla
Candida antarctica lipase B kodlayan wild-type CALB (CALB-wt) geninde farkli
pozisyonlarda ii¢ amino asitte degisim yapmuslardir. Elde ettikleri CalBsyn sentetik
genini Xhol restriksiyon enzimi ile keserek E. coli TOP10F’ hiicrelerine transfer edip
pGAPZa-CalBsyn rekombinant vektoriinii elde etmislerdir. Plazmit DNA’nin
transformasyon etkinligini ise 4,11 x 10° cfu/pg olarak belirlemislerdir. Transformant E.
coli hiicrelerini dogrulamak i¢in koloni PCR yapmuslardir. Daha sonra dogrulanan
rekombinant vektorii, BspHI (Pagl) restriksiyon enzimi ile lineer hale getirerek
elektroporasyon metodu ile P. pastoris SMD1168H hiicrelerine 1,01 x 102 cfu/ug DNA
transformasyon etkinligiyle géndermislerdir. Transformantlar1 100, 200, 500, ve 1000
ng/mL konsantrasyonlarindaki zeosin plaklarda taramiglardir. 100 pg/mL zeosin plakta
kolonilerin %90’ ninin biiyiime gosterdigini goriirken; bu oranin 200 ve 500 pg/mL zeosin
plaklarda %40 oldugunu belirlemislerdir. 1000 pg/mL zeosin plakta ise koloni
gozlenmemistir. Lipaz aktivitesi i¢in substrat olarak p-nitrofenil biitirat (PNPB), pozitif
kontrol olarak Candida rugosa lipazi (CRL) kullanmislardir. Maksimum lipaz aktivitesini
48 saat sonunda 6,35 U/mL olarak belirlemislerdir. Ayrica kiiltiir stipernatantiyla yapmis
olduklar1 SDS-PAGE analizi sonucunda yaklasik 45 kDa molekiiler kiitleye sahip olan

CALB proteinini goriintiilemislerdir.

Yang et al. (2016), P. pastoris GS115 susunda proteinase K’y1 yliksek seviyede iiretmeyi

amaglamiglardir. Bunun i¢in, P. pastoris’in kodon kullanimina gore optimize ettikleri
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proteinaz K genini E. coli XL10-Gold hiicrelerinde klonladiktan sonra pHBM905BDM-
MPKZ1 rekombinant plazmitini elde etmislerdir. Hedef genin ¢oklu kopyalarini tasiyan
rekombinant ekspresyon vektorlerini olusturmak i¢in, farkli yapiskan uglara sahip iki
ekspresyon kaseti veren EcoRI/Spel veya Xbal/BamHI kullanilarak hedef genin bir
kopyasini tasiyan rekombinant pHBM905BDM plazmitinden, promotdr, dncii sinyal
sekansi, hedef ORF ve terminator iceren ekspresyon kaseti elde edilip ekspresyon
kasetleri ve vektor ligasyon yapilarak 2, 3, 4 ve 5 kopyasi olan ve sirasiyla
pHBM905BDM-MPK2, pHBM905BDM-MPKS3, pHBM905BDM-MPK4  ve
pHBM905BDM-MPKS olarak adlandirilan vektorleri elde edilmistir. Elde edilen bu bes
vektorii (MPKS1, MPKS2, MPKS3, MPKS4 ve MPKS5) Sall restriksiyon enzimi ile
lineer hale getirerek P. pastoris GS115 susuna elektroporasyon ile transfer etmislerdir.
Transformantlari histidin igermeyen MD plaklarda segmislerdir. Segilen kolonilerden esit
miktarda BMGY kiiltiiriine inokiile edilip gece boyu inkiibe edildikten sonra BMMY
kiiltiriine alinarak her 24 saatte bir metanol indiiksiyonu ile Proteinaz K proteini
tiretilmistir. Yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda 30 kDa molekiiler agirliga sahip tek
bant goézlenmistir. MPKS2, MPKS3, MPKS4 ve MPKSS5 suslarinin esit miktarda hiicre
tarafindan tiretilen enzim aktivitelerinin, tek kopya sahip MPKS1’den sirasiyla 1,68, 1,95,
2,23 ve 2,30 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kopya sayisi belirlemek i¢in yapilan
gPCR sonucuna gore; mpk-P gen kopya sayisinin, MPKS1, MPKS2, MPKS3, MPKS4
ve MPKSS5 suslarinda GAP gen kopya sayisina kiyasla sirasiyla 0,82, 1,80, 2,65, 4,05 ve
4,75 kat oldugu goriilmiistir. MPKS2, MPKS3 ve MPKS4 suslarindaki mRNA
seviyelerinin gen kopya numarasi ile anlamli sekilde iliskili oldugu ve sirasiyla her bir
susun gen kopya sayisinin MPKS1 susunun yaklasik 1,4, 2,9 ve 4,3 kat1 oldugu
gorilmiistiir. MPKSS5 susunun fermantasyonu sonucu, sirastyla yaklagik 8,069 mg/mL ve
108,295 U/mL olan en yiiksek protein verimine ve enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak; bu ¢alisma ile Proteinaz K, P. pastoris'te ilk kez tiretilmis
ve tiretimde ¢oklu kopya ekspresyon stratejisi kullanilmistir. 108,295 U/mL'nin {izerinde
gozlenen verim, bu ekspresyon sisteminin proteinazlarin yiiksek seviyede ekspresyonu

i¢in giiclii bir ara¢ oldugunu da gostermistir.
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Unver vd (2018), bir telomeraz inhibitdrii olan insan PinX1 genini (hPinX1) P. pastoris’e
gondererek over-ekspresyonunu saglamiglardir. Bu amacla hPinX1’i pPICZaA vektoriine
yerlestirildikten sonra E. coli One Shot TOP10 hiicrelerinde klonlayarak pPICZaA-
hPinX1 rekombinant vektoriinii elde etmislerdir. Elde edilen rekombinant vektoriin P.
pastoris’e transformasyonu igin LiCl metodunu kullanmiglardir. 100 pg/mL zeosin i¢eren
YPD plaklara yayarak 2-3 giin sonra elde ettikleri transformantlari koloni PCR ile
dogrulayarak segilen koloninin iiretimine ge¢mislerdir. 48 saatlik iiretim sonunda hiicre
peleti ve kiiltiir siipernatantindan yaptiklari western blot analizinde sadece hiicre
ekstraktinda bant gézlemlemislerdir. Bu proteinin {iretimi igin yaptiklar1 optimizasyon
calismalarinda ise iiretimin en fazla oldugu siire 48 saat olarak belirlenirken; indiikleme
icin gerekli metanol konsantrasyonu ve baslangi¢ kiiltiir pH’1 ise sirasiyla %3 ve 5,0

olarak belirlenmistir.

Wang et al. (2019), yaptiklar1 ¢caligmada, a-L-ramnosidaz iireten bir tiir olan A. niger
CCTCC M 20182401 ¢iiriimiis portakal kabuklarindan izole etmis, bu mikroorganizmaya
ait a-L-ramnosidaz kodlayan geninin (rha) P. pastoris GS115 susunda basariyla ifade
edilmesini saglamiglardir. E. coli IM109’a transfer islemi i¢in hem geni hem de pPIC9K
vektoriinii ECORI and Avrll restriksiyon enzimleriyle kesmislerdir. Elde ettikleri pPIC9K-
rha rekombinant vektoriinii Sall enzimi ile lineer hale getirerek P. pastoris’e
elektroporasyon ile gondermislerdir. MD plaklarda elde edilen rekombinantlarin
genetisin (G418) (0,5-4,0 mg/mL) igeren YPD plaklarda ¢ok kopyalari taranmistir. 4,0
mg/mL G418-YPD plaklarda biiyiiyen 4, 9, 10 ve 14. koloniler alinipp BMGY besiyerinde
on kiiltiire edilerek ODgoo degeri 2-4’e ulasinca BMMY {iretim kiiltlirtine alinmustir. a-L-
rha {iretimini saglamak i¢in her 24 saatte bir kiiltiir ortamina %0,5 oraninda metanol ilave
edilmistir. Enzim aktivitesi i¢in p-Nitrofenil-a-L-ramnopiranosid (pNPR)’i substrat
olarak kullanarak aktivite tayini yapmislardir. GS115/pPIC9K-rha-14"{in 0,47 U/mL Rha
aktivitesine ve 0,57 U/mg spesifik aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Ayrica rha
aktivitesinin dogal sus olan A. niger CCTCC M 2018240°den 3,13 kat daha fazla
oldugunu bildirmiglerdir. Daha sonra maksimum enzim aktivitesinin 3 litrelik
fermentorde 46,87 U/mL’ye ulastigini ve bu enzimin calkalamali flaskta tiretilenden

99,72 kat daha aktif oldugunu gormiislerdir.
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Tiirkanoglu Ozgelik vd (2019), Streptomyces mobaraensis mikrobiyal pro-
transglutaminaz (pro-MTGase) enziminin P. pastoris’te yapisal GAP promotorii
kontroliinde rekombinant iiretimini gergeklestirmislerdir. Bunun i¢in pGAPZoA
vektoriinii ve pro-MTGase genini Xhol ve Xbal restriksiyon enzimleriyle keserek
ligasyon tiriinlerini kompetent E. coli XL1Blue hiicrelerine transfer etmiglerdir. Elde
ettikleri pGAPZa-pro-MTGase plazmitini  Avrll enzimi ile lineer hale getirip
elektroporasyon ile P. pastoris X33 susuna gondermislerdir. 100 mg/L ve 500 mg/L
zeosin plaklarda segtikleri 7 koloni i¢in Southern Blot analizi yaparak tek kopyaya sahip
transformanti belirlemislerdir. Belirlenen tek-kopya transformant pro-MTGase enzimin
ekspresyonu i¢in optimum sartlar1 belirlemede kullanilmis; optimum sicaklik ve pH

strastyla 20 °C ve 7,5 olarak belirlenmistir.

Tang et al. (2019), p-mannanaz’in P. pastoris’te GAP promotdrii kontrolii altinda yiiksek
seviyede ekspresyonunu gergeklestirmislerdir. Bu amagla A. niger -mannanaz genini
pGAPZaA vektoriine klonlayarak elde ettikleri pPGAPZaA-man rekombinant plazmitini
P. pastoris X33 susuna gondermislerdir. Farkli sayida gen kopyasma sahip
transformantlart 100, 200, 500, 1000 ve 2000 ug/mL zeosin igeren YPD plaklarda
taramiglardir. Kopya sayisini belirlemek i¢in izole ettikleri genomik DNA’lar1 kalip
olarak kullanarak gRT-PCR yapmislardir. GAP geni P. pastoris genomunda tek kopya
olarak bulundugundan man/GAP oranin1 genoma entegre olan gen kopya sayisini
hesaplamak i¢in kullanmislardir. Sonug olarak 1, 3, 4, 5 ve 7 kopyaya sahip kolonileri
iiretim sartlarin1 karsilastirmak iizere kiiltiir ortamma almislardir. Uretim sonunda farkli
kopyaya sahip transformantlarin hiicre yogunluguna bakildiginda 1 kopyaya sahip olan
koloninin (M1) hiicre yogunlugunun 7 kopyaninkinden (M7) daha fazla oldugunu
gormiislerdir. Bu da kopya sayis1 yiiksek olan eksojen genin hiicre biiylimesi iizerinde
onemli bir olumsuz etkiye sahip oldugunu gostermistir. -mannanaz aktivitesine
baktiklarinda ise aktivitenin 50 U/mL’den (M1 susuna ait), 202 U/mL’a (M4 susuna ait)
dogru arttigin1 belirlemislerdir. M5 ve M7 suslarindan elde edilen enzim aktivitelerinde
iIse M4’den 6nemli bir artis1 olmadigini gérmiislerdir. Yapilan kiiltiir ortami i¢in sicaklik
denemelerinde (22 °C, 26 °C, 30 °C) ise diisiik sicakligin, yiiksek gen kopya sayisina

sahip suslarda B-mannanaz ekspresyonunu arttirmada diisiik gen kopya sayisina sahip
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suslara gore daha etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, 5 L’lik fermentasyon kiiltiiriinde
en yliksek rekombinant f-mananaz aktivite seviyesini 2124 U/mL olarak belirlemislerdir.

Sensoy Giin (2019), P. pastoris ekspresyon sistemini kullanarak AOX (alkol oksidaz)
promotoriiniin kontrolii altinda azurin proteininin iiretimini amaglamistir. Bu amagla,
Pseudomonas aeruginosa gDNA’sindan elde ettigi azurin genini pPICZaA vektdriine
yerlestirip E. coli One Shot TOP10 hiicrelerinde klonlamistir. Daha sonra elde ettigi
rekombinant plazmiti (pPICZaA-Azu), Pmel enzimi ile lineer hale getirerek P. pastoris
X33 hiicrelerine LiCl metodunu kullanarak transfer etmistir. Cok sayida kopya tasiyan
kolonileri belirlemek igin, YPD-zeosin plaklarda gelisen kolonilerden 6 tanesini segerek
farkli konsantrasyonlarda zeosin (0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL ve 2 mg/mL) igeren
plaklarda secilim yapmustir. Segilen dort farkli koloninin protein iiretim kapasitelerini
karsilastirmak igin, transformantlar gliserol igeren 6n kiiltiir besiyerlerinde gece boyu
inkiibe edildikten sonra %0,5 metanol ve %1 sorbitol igeren liretim besiyerlerine
aktarilarak 48 saat boyunca calkalamali inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi
elde edilen kiiltiir siipernatantlar1 ve hiicre lizatlar1 ile yapilan Western blot analizi ile
transformantlarin tiimiiniin rekombinant proteini hem ekstraselliiler hem de intraselliiler
irettigi gozlenmistir. Ayrica 1. koloniyi olusturan hiicrelerin protein {iretim kapasitesinin
diger kolonileri olusturan hiicrelerin iiretim kapasitesinden daha yiliksek oldugu
gozlenmistir. Rekombinant P. pastoris hiicreleri tarafindan iiretilen ekstraselliiler azurin

proteininin molekiil kiitlesinin yaklagik 20 kDa oldugu tespit edilmistir.

2.1. Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci; Pichia pastoris ile rekombinant protein iiretimini ekstraselliiler
olarak gerceklestirebilmek icin S. cerevisiae a-faktor sinyal sekansini pGKB’ye
yerlestirerek pGKBo vektoriinii elde etmek ve pGKBa vektoriinii  kullanarak
Pectobacterium chrysanthemi PME enzimini GAP promotdrii kontroliinde ekstraselliiler

olarak tiretmektir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calkalayici inkiibator (IKA KS 3000 i ve JSR), Gradiyent PCR cihaz1 (SensoQuest),
Hassas terazi (Shimadzu-ATX224), Isitictli manyetik karistiric1 (Heidolph), Inkiibator
(Memmert), Mikroplate okuyucu (BioTek Epoch), Mikroskop (ZEISS), Mini santrifiij
(IKA mini G), Otoklav (HMC HIRAYAMA), PCR cihazi1 (Applied Biosystems ProFlex),
pH metre (Mettler Toledo), Saf su cihazi (MILLIPORE Direct-Q 8 UV), Santrifiij
(Beckman Coulter-Allegra X30R), Sogutmali sirkiilatorlii su banyosu (Vivo iTherm
Polyscience), Steril kabin (ESCO), SDS-PAGE sistemi (BIO-RAD), Su banyosu
(Memmert), UV gériintiileme cihazi (BIO-RAD Gel Doc™ XR+), UV spektrofotometre
(SHIMADZU UV 1800), Vorteks (Heidolph), - 80 °C dondurucu (NUAIRE).

3.1.2. Kimyasallar ve besiyerler

Calismada kullanilan besiyerler, kitler, DNA ve protein markirlar1 ile diger tiim
kimyasallar, ThermoFisher Scientific, Sigma, Invitrogen, Merck, Fluka, ChemCruz,

Gibco, Intron ve Oxoid firmalarindan tedarik edildi.

3.1.3. Kullanilan mikroorganizmalar

Calismada kullanilan P. pastoris X33 mayas1 Invitrogen, E. coli JM109 bakterisi ise

Promega firmasindan temin edildi.
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3.1.4. Tasarlanan primerler

a-faktor sinyal sekansina ve PME genine ait restriksiyon kesim enzimlerinin tanima
dizilerini iceren forward ve reverse primerler www.thermofisher.com (Tm calculator)

adresinden uygun Tm sicakliklar1 hesaplanarak tasarlandi (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. a-faktor sinyal sekansinin amplifikasyonu i¢in dizayn edilen primerler

Primer Adi Sekansi Taq Pol. HF Pol. %GC Uzunluk
Tm(C)  Tm(°C) (b¢)

Asull-Alpha-F 5’-CGCTTCGAAATGAGATTTCCTTCAA-3’ 54.0 58.6 40.0 25

EcoRI-Alpha-R 5’-TTGGAATTCAGCTTCAGCCTCTCTT-3’ 56.0 61.1 44.0 25

*alt1 ¢izili sekanslar enzim tanima bolgelerini igerir.

Cizelge 3.2. PME sekansinin amplifikasyonu i¢in dizayn edilen primerler

Primer Adi Sekansi Tagq Pol. HF Pol. %GC  Uzunluk
Tm(C) Tm (°C) (bg)

EcoRI-PME-F 5’-CGCGAATTCGCGACAACCTACAACG-3’ 61.0 65.0 56.0 25

Kpnl-PME-R 5’-ATAGGTACCGGGTAATGTCGGCGTC-3’ 61.0 64.4 56.0 25

*alt1 ¢izili sekanslar enzim tanima bolgelerini igerir.

3.1.5. Calismada kullanilan pGKB vektor DNA’s1

Caligmada kullanilan pGKB vektort, Addgene’den (USA,
https://www.addgene.org/85077/) temin edildi. Vektor DNA’nin sekli ve gen haritasi,
Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de verildi.
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Sekil 3.1. pGKB vektorii (Addgene)

Vektorde yer alan bolgeler ve islevleri;

GAP promotorii: Yapisal bir promotdrdiir ve rekombinant genin ekspresyonunu

saglar.
Myc ve 6xHis: Rekombinant gen tiriiniiniin kiiltiir ortamindan kolay bir sekilde

saflastirilmasi i¢in gereklidir.

AOX1 terminator bolgesi: Transkripsiyonun etkili terminasyonu igin gereklidir.
Kanamisin direng geni (KanR): E. coli’de transformantlarin se¢imini saglar.
Coklu klonlama bolgesi: Restriksiyon enzimlerinin tanima sekansini igerir.

pUC orjini (ori): E.coli’de yiiksek kopya replikasyonu saglar (Invitrogen 2010a).

o & o o
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Sekil 3.2. pGKB vektoriinde bulunan ¢oklu klonlama bélgesine ait niikleotid sekansi
(Addgene)

3.1.6. Calismada kullanilan restriksiyon enzimleri

Mlgili genleri vektdr DNA’ya yerlestirmek ve rekombinant vektdrii maya genomuna
entegre etmek i¢cin www.restrictionmapper.org adresinden vektore aktarilacak gen
bolgesini kesmedigi tespit edilen EcoRI, Hindlll, Kpnl, Asull (BstBl), Avrll (XmaJl) ve

Pagl (BspHI) enzimleri, ThermoFisher Scientific firmasindan temin edildi (Cizelge 3.3).



32

Cizelge 3.3. Kesim enzimlerinin tanima sekanslar1 ve kesim noktalari

Enzim Hedef bolge

EcoRlI 5'-GMAATTC-3'
HindlI1l 5'-AMAGCTT-3’
Kpnl 5'-GGTAC"C-3’
Asull (BstBI) 5'-TTACGAA-3’
Avrll (XmaJl) 5'-CrCTAGG-3'
Pagl (BspHI) 5-TACATGA-3'

3.1.7. pGKB vektor DNA’sina ait primerler

PCR reaksiyonu ile pGKBa ve pGKBoa-PME plazmitlerini tagiyan dogru bakteri
transformantlarini tespit etmek ve bu vektorlere klonlanan genlerin niikleotid dizisini

belirlemek amaciyla Cizelge 3.4’teki primerler kullanildi.

Cizelge 3.4. pGKB vektor DNA’sina ait primerler ve Tm sicakliklar

Primer Adi Sekansi Tm (°C) %GC  Uzunluk (bg)
pGAP-F 5’-GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-3’ 47.0 32.0 22
3’AOX-R 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’ 59.0 47.6 21

3.1.8. Calismada kullanilan besiyerleri

Muhtemel rekombinant vektoriin, bakteri hiicrelerine transfer edilmesinin ardindan dogru
transformantlarin belirlenmesi ve gelistirilmesi i¢in kanamisin antibiyotigi igeren LB
(Luria Bertani) agar ve LB siv1 besiyerleri, rekombinant E. coli transformantlarindan
saflastirilan pGKBa-PME vektorii ile P. pastoris hiicrelerinin transformasyonunun
ardindan hiicrelerin gelismesi i¢in genetisin antibiyotigi iceren YPD (Yeast Pepton
Dextrose) agar ve siv1 besiyerleri, PME enziminin ekspresyonu i¢in 6n kiiltiir ve liretim

besiyerlerinin hazirlanis1 EK 1°de verildi.
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3.1.9. Calismada kullanilan tampon ve stok c¢ozeltiler

Calismada kullanilan tampon ve stok ¢ozeltilerin hazirlanigi EK 2°de verildi.

3.2. Yontem

3.2.1. pGKB vektéor DNA’sinin dogrulanmasi

Kati besiyerinde (bakteriyel stab) E. coli hiicreleri (Sekil 3.3) igerisinde gonderilen pGKB
vektorii bakterilerden izole edildi. Saf olarak elde edilen plazmit, hem vektore ait
primerlerle PCR reaksiyonu, hem de vektore ait tiim niikleotid dizisinden yola ¢ikilarak
belirlenen restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim reaksiyonu gergeklestirilerek

dogrulandi.

Bakteriyel
biiylime

Sekil 3.3. Bakteri stab1

3.2.1.1. E. coli hiicrelerinden plazmit izolasyonu

pGKB plazmitlerini tasiyan E. coli hiicreleri stab kiiltiirden alinarak antibiyotik
(kanamisin) i¢eren LB agara transfer edildi. 37 °C’de gece boyu inkiibe edildikten sonra
cogalan bakteri hiicreleri 6ze ile toplanarak plazmit izolasyonu i¢in 300 mL LB sivi
besiyerine inokiile edildi. 37 °C’de gece boyu calkalamali inkiibatorde gergeklestirilen
inkiibasyonun ardindan ‘PureLink™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit’ protokoliine
gore izolasyon yapildi. izolasyon igin, oncelikle kolona 30 mL dengeleme tamponu

(EQ1) eklenerek kolon hazirlandi. Gece boyu LB sivi besiyerinde biiyiitiilen hiicreler
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steril falkon tiipe alindi, 4000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak
RNase iceren 10 mL resiispansiyon tamponu (R3) pelet iizerine eklendi. Hiicre
stispansiyonu homojen oluncaya kadar hafifce alt {ist edilerek vortekslendi. 10 mL lizis
tamponu (P2) eklenerek karistm homojen oluncaya kadar hafifge alt iist edildi. Oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra {izerine 10 mL ¢oktiirme tamponu (N3)
eklendi. Karisim homojen oluncaya kadar hizlica alt iist edildi ve elde edilen lizat kolona
transfer edildi. Lizat kolondan gegtikten sonra 10 mL yikama tamponu (W8) eklendi.
Yikama tamponu aktiktan sonra kolonun st kismi atildi ve kolona 50 mL yikama
tamponu (W8) eklendi. Yikama tamponu aktiktan sonra kolonun altina steril falkon tiip
yerlestirilerek kolona 15 mL eliisyon tamponu (E4) eklendi. Soliisyon kolondan tamamen
aktiktan sonra kolon uzaklastirildi. Tiipteki eliiata 10,5 mL izopropanol eklendi. Iyice
karistirildi. >12000 x g’de 4 ° C’de 30 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pelet,
5 mL %70’lik etanol ile yikandi. >12000 x g’de 4 ° C’de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant atildi1 ve pelet oda sicakliginda 10 dakika kurumaya birakildi. 100 uL TE
tamponunda siispanse edilen DNA’nin  konsantrasyonu ve safligi, nanodrop

spektrofotometrede belirlendi.

3.2.1.2. izole edilen plazmitin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiillmesi

Bu basamakta %1°’lik agaroz jel hazirlamak i¢in toplam hacime gore %1 oraninda olacak
sekilde tartilan agaroz, gerekli miktardaki 1XxTAE igerisine alindi, mikrodalga firinda
kaynatildiktan ve 35-40 °C’ye sogutulduktan sonra bu karisima son konsantrasyon 0,5
ng/mL olacak sekilde RedSafe™ niikleik asit boyama soliisyonu (iNtRON) eklenip jel
katilasmaya birakildi. Jel katilastiktan sonra plazmit DNA yiikleme boyasi ile karistirildi
ve kuyucuga yiiklenerek 60 V’de markirla birlikte 90 dakika yiiriitiildii. Yiiriitme islemi
tamamlandiginda bantlar, jel gérintiileme cihazi ile goriintiilendi (Sambrook and Russell
2001).
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3.2.1.3. Vektor DNA’nin PCR reaksiyonu ile dogrulanmasi

pGKB vektor DNA’sinin dogrulanmasi igin vektore ait primerler ile Cizelge 3.5°teki gibi
PCR reaksiyonu gerceklestirildi. Primer baglanma sicakliklar1 arasinda fark oldugundan
ayni zamanda uygun primer baglanma sicakligini belirleyebilmek amaciyla gradiyent
PCR vyapild1 (Cizelge 3.6). Reaksiyon sonrasi elde edilen PCR firiinleri agaroz jelde

yiiriitiilerek bantlar jel goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

Cizelge 3.5. pGKB vektor DNA’sinin gradiyent PCR ile amplifikasyonu

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar

Kalip DNA (vektor DNA) 1 uL (~180 ng)
dNTP mix (10 mM) 0,5 uL

MgCl; (50 mM) luL

PGAP-F primer (10 pmol/uL) 1 uL

3’ AOX-R primer (10 pmol/uL) 1 uL

10xPCR tamponu 2 uL

ddH:0 7,9 nL

Tag DNA polimeraz 0,6 uL
Toplam hacim 15 pLL

Cizelge 3.6. Gradiyent PCR sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 4
94 1
35 48-52-56 1
72 1
1 72 5
4 00
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3.2.1.4. pGKB vektoriiniin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi

pGKB vektoriinii dogrulayabilmek i¢in vektor DNA, EcoRI ve Hindlll enzimleri ile
kesildi. Cizelge 3.7’deki gibi hazirlanan kesim reaksiyon karigimi, 37 °C’de 15 dakika
inkiibe edilip, 80 °C’de 10 dakika bekletilerek enzim inaktivasyonu ger¢eklestirildi.

Cizelge 3.7. Vektor DNA kesim reaksiyonu karigim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
ddH.0 12,6 uL
10xFast Digest Tamponu 2ulL
Vektor DNA (pGKB) 3,84 uL (=500 nQ)
Fast Digest EcoRl 1uL

Fast Digest HindI11 1uL
Toplam hacim 20 uL

3.2.1.5. Kesim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi

Agaroz jel hazirlanarak kesim {irlinleri 60 V’de 80 dakika yiiriitiildi. Yiriitme iglemi

tamamlandiginda bantlar, jel goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

3.2.2. pGKBua ekspresyon vektoriiniin elde edilmesi

PME enziminin ekstraselliiler iiretimini gerceklestirebilmek amaciyla S. cerevisiae o-
eslesme faktorii (a-MF) sinyali, pPICZaA vektoriinden elde edilerek pGKB vektoriine
yerlestirildi ve pGKBa ekpresyon vektorii elde edildi.

3.2.2.1. a-faktor sinyal sekansinin PCR ile amplifikasyonu

a-faktor sinyal sekansinin amplifikasyonu i¢in dizayn edilen F ve R primerler (Cizelge

3.1) ile uygun PCR protokolii (Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9) ve kalip DNA olarak pPICZaoA
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plazmiti (Invitrogen) kullanildi. Phusion High-Fidelity (HF) DNA polimeraz enzimi ile

amplifikasyon sirasinda ayn1 zamanda dogru primer baglanma sicakligini belirleyebilmek

amaciyla gradiyent PCR yapildi.

Cizelge 3.8. a-faktor sinyal sekansinin gradiyent PCR ile amplifikasyonu

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
Kalip DNA (pPICZa plazmiti) 1 uL (4 ng)
dNTP mix (40 mM) 1,6 uL
MgCl2 (50 mM) 0,3 uL
Asull-Alpha-F primer (10 pmol/uL) 1puL
EcoRI-Alpha-R primer (10 pmol/uL) 1puL
5X Phusion HF tamponu 4 uL
ddHz20 10,9 uL
Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polimeraz 0,2 uL
Toplam hacim 20 pLL
Cizelge 3.9. Gradiyent PCR sartlari
Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (sn)
1 98 30
98 10
35 59-60-61 30
72 15
1 72 300
4 0

Reaksiyon sonucu elde edilen iiriinler hazirlanan agaroz jele yiiklendi ve 60 V’de markirla

birlikte 90 dakika yiiriitiildi. Yiiriitme islemi tamamlandiginda bantlar, jel goriintiileme

cihaz ile goriintiilendi.
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3.2.2.1.a. PCR iiriinlerinin saflagtirilmasi

Jelde yiiriitiilerek dogrulugu teyit edilen PCR firiinleri, kesim reaksiyonuna hazir hale
getirilmek i¢in ‘MEGAquick-spin™ Total Fragment DNA Purification Kit” kullanilarak
saflagtirildi. Saflastirma islemi kisaca su sekilde yapildi; PCR iiriinlerinin iizerine toplam
hacminin 5 kati kadar BNL tamponu eklenerek vortekslendi. Karisim, MEGAqQuick-
spin™ kolonuna transfer edildi. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, kolondan inen
stvi uzaklastirildi. Kolona 700 pL yikama tamponu eklendi ve 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Kolondan inen s1v1 uzaklastirildi ve kurutmak i¢in kolon bos olarak 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon, steril mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Kolonun
merkezine 30 pL eliisyon tamponu eklenerek 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten
sonra kolon wuzaklastirildi. Eliisyon tiiptindeki DNA konsantrasyonu nanodrop

spektrofotometrede oSlgiildii.

3.2.2.1.b. PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi

Kesim enzimlerinin tanima sekanslarini igeren a-faktor sinyal sekansina ait PCR firiinleri
saflastirildiktan sonra diziyi kesmedigi tespit edilen EcoRI ve Asull (BstBI) enzimleri ile
kesildi. Cizelge 3.10°daki gibi hazirlanan karigim, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilip, 80
°C’de 5 dakika bekletilerek enzim inaktivasyonu gergeklestirildi.

Cizelge 3.10. PCR iiriinii kesim reaksiyonu karigim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
ddH.0 16 uL
10xFast Digest Tamponu 2 ulL
DNA (PCR iiriinii) 10 pL (~100 ng)
Fast Digest EcoRI 1uL

Fast Digest Asull (BstBlI) 1uL

Toplam hacim 30 pL




39

3.2.2.1.c. PCR iiriinlerinin fenol-kloroform ekstraksiyonu

Her iki enzim ile kesilen DNA soliisyonu, steril saf su ile 100 pL’ye tamamlandi. Uzerine
toplam hacmin yaris1 kadar fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1) ilave edilerek 20
saniye vortekslendi. 14500 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edilmesinin
ardindan {ist faz, temiz bir tiipe alindi. Alinan fazin 1/10 hacmi kadar 3 M sodyum asetat
ve 2,5 hacim saf etanol ilave edildi. Vorteksleme isleminin ardindan 14500 rpm’de 5
dakika santrifiij sonrasi slipernatant uzaklastirilarak oda sucakliginda kurutulan pelet, 20

uL TE tamponunda ¢oziildii.

3.2.2.2. Vektor DNA (pGKB)’min kesimi

PCR iiriinlerinin kesimi ve saflagtirilmasinin ardindan vektor DNA da ayni enzimlerle
(EcoRI ve Asull) kesilerek 5’ ucundaki fosfat gruplarini uzaklastirmak i¢in CIAP (Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase) enzimi ile muamele edildi. Cizelge 3.11’deki gibi
hazirlanan karigimlar, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilip, 80 °C’de 5 dakika enzim
inaktivasyonu yapildi. Ardindan 1 pL CIAP ilave edilerek 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Reaksiyon sonucunda kesim igleminin gerceklesip ger¢eklesmedigini teyit etmek
ve kesilen plazmiti jelden ekstraksiyonla saf olarak elde etmek icin agaroz jelde

yiiriitiildi.

Cizelge 3.11. Vektor DNA nin kesim reaksiyonu karigim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
ddH20 20 uL
10xFast Digest Green Tampon 3uL
Vektor DNA (pGKB) 4 uL (~1,5 pg)
Fast Digest EcoRI 1,5ulL
Fast Digest Asull (BstBlI) 1,5ulL

Toplam hacim 30 pL
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3.2.2.2.a. Vektor DNA’min jelden ekstraksiyonu

Kesim reaksiyonu sonrasi %]1’lik agaroz jele yiiklenip yiiriitiillen Ornekler, jelden
ekstrakte edildi. Boylece hem CIAP uzaklastirilmis hem de kesilen vektor DNA
saflagtirilmis oldu. Vektor DNA’nin jelden ekstraksiyonu PureLink® Quick Gel
Extraction Kit kullanilarak yapildi. Ozetle jelde vyiiriitilen DNA, UV altinda kesilerek
jelden alind1 ve bant agirlig1 belirlendi. 3 hacim jel ¢6zme tamponu (L3) eklendi. 50 °C’de
10 dakika su banyosunda inkiibe edildi, her 3 dakikada bir karistirmak ve ¢6ziindiigiinden
emin olmak i¢in tliplere hafifce vuruldu. Jel ¢6ziindiikten sonra 5 dakika daha 50 °C’de
inkiibe edildi. 1 jel hacmi kadar izopropanol eklendi ve karistirildi. 14000 x g’de 1 dakika
santrifiij edilip, kolondan inen sivi uzaklastirildi. Kolona 500 pL yikama tamponu (W1)
eklenerek 14000 x g’de 1 dakika santrifiij edilip, kolondan inen sivi uzaklastirildi. Kolon
bos olarak maksimum hizda (20000 x g) 2 dakika santrifiij edildi. Yeni bir steril tiipe
yerlestirilen kolonun merkezine 50 pL eliisyon tamponu (E5) eklendi. 14000 x g’de 1
dakika santrifiij edildi. Elie edilen DNA’nin konsantrasyonu nanodrop

spektrofotometrede Slgiildii.

3.2.2.3. Ligasyon reaksiyonu

Vektore yerlestirilecek (insort) gen (a-faktor sinyal sekansi) ve vektor DNA (pGKB),
restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra Cizelge 3.12°de verilen ligasyon reaksiyon
karisimina gen/vektor DNA miktari esit hacimde olacak sekilde ilave edildi. Son hacmi
20 pL olan karisim, 16 °C’de 16 saat boyunca inkiibe edilerek ligasyon reaksiyonu
gergeklestirildi.

Cizelge 3.12. Ligasyon reaksiyonu

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
10X ligasyon tamponu 4 uL
Insért DNA 5 uL (50 ng)
Kesilmis vektor DNA (pGKB) 5 uL (74 ng)

T4 DNA ligaz 1L
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Steril dH.0O 5uL

Toplam hacim 20 puL

3.2.2.4. E. coli IM109 hiicrelerinin transformasyonu

3.2.2.4.a. Kompetent E. coli hiicrelerinin hazirlanmasi

Kati besiyerinde biiyiitiilen E. coli hiicreleri 10 mL LB siv1 besiyerine inokiile edildi ve
37 °C’de, 150 rpm’de gece boyu inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrasi, kiiltiirden
500 pL alinarak 50 mL LB sivi besiyerine inokiile edilip, 37 °C’de, 150 rpm’de
inkiibasyona birakildi. Kiiltiiriin ODeoo degeri 0,5’e ulaginca sivi kiiltiir alinip buz iizerine
konuldu. Bu kiiltiirden 44 mL steril falkon tiipe konularak 6000 rpm’de, +4 °C’de, 8
dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicrelere 20 mL buzda sogutulmus
(ice-cold) CaCl; ¢ozeltisi (50 mM) ilave edilip yavasca pipetaj ile resiispanse edildi. Steril
falkon tiipe 10 mL hiicre alinarak 20 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra 6000
rpm’de, +4 °C’de, 8 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Hemen kullanim
i¢in peletin lizerine 1,25 mL buzda sogutulmus CaClz ¢ozeltisi eklenerek siispanse edildi.
Siispansiyon 100’er pL’lik aliquatlara ayrildi. Kompetent hale getirilen E. coli hiicreleri

transformasyon islemi i¢in buz tizerinde bekletildi (Anonymous 2019).

3.2.2.4.b. Transformasyon

Elde edilen ligasyon iiriinlerinin bakteri hiicrelerine transfer edilmesi i¢in buz {izerinde
bekletilen kompetent hiicrelerin tizerine 5 pnLL. DNA (ligasyon karisimi; 10 pg-100 ng)
ilave edilerek yavasga karistirildiktan sonra tiip, buz tizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Is1
soku icin hiicreler calkalamadan 42 °C’de 30 saniye bekletildi. Siire sonunda 42 °C’den
alinarak buz iizerinde 2 dakika bekletildikten sonra tiip steril ortamda dnceden 1sitilmig
S.0.C besiyerinden 250 pL ilave edilip kapagi sikica kapatilarak galkalayici inkiibatorde
37 °C’de 225 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Onceden 1sitilmis LB-kanamisin
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plaklarina transformasyon karigimindan 150 pL yayilarak 37 °C’de 1 gece inkiibasyona
birakild: (Invitrogen 2010a).

3.2.2.5. Koloni PCR

Inkiibasyon sonras1 gelisen antibiyotik direncine sahip kolonilerden rastgele 12 tanesi
secilip insort gene (a-faktor sinyal sekansi) ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak
koloni PCR yapildi. PCR reaksiyonu i¢in koloniden ¢ok kiigiik miktar mikropipet ucu ile
alarak pipet ucu, PCR reaksiyon karigimi iizerine yerlestirilip etrafinda sabitce
cevrildikten sonra reaksiyon baslatildi (Kaymak 2008). Reaksiyon sonrasi elde edilen
PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi.

3.2.2.5.a. Gene ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR reaksiyonu

Segilen kolonilerle gergeklestirilen koloni PCR reaksiyonu i¢in reaksiyon karigim igerigi
ve PCR reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.13 ve Cizelge 3.14’te verildi. Reaksiyon sonucu elde

edilen tiriinler, agaroz jelde 80 V’de 45 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi.

Cizelge 3.13. Koloni PCR i¢in reaksiyon karisim igerigi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 uL
MgCl2 (50 mM) 1L
Asull-Alpha-F primer (10 pmol/uL) 1uL
EcoRI-Alpha-R primer (10 pmol/uL) 1puL
10xPCR tamponu 1puL
ddH.0 6,6 uL
Taq DNA polimeraz 0,6 uL

Toplam hacim 12 uL
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Cizelge 3.14. PCR reaksiyon sartlari

Dongii sayis1 Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 55 1
72 30 sn
72 5
1 4 o0

3.2.2.5.b. Vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR
reaksiyonu

Onceki basamakta segilen kolonilerle gen primerleri kullanilarak gerceklestirilen koloni
PCR reaksiyonu sonucuna gore segilen 6 koloni ile (2,3,4,6,7 ve 12 numarali koloniler)
vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak PCR yapildi. Koloni PCR i¢in reaksiyon
karisim igerigi ve PCR reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.15 ve Cizelge 3.16°da verildi.
Reaksiyon sonucu elde edilen iirinler agaroz jelde 60 V’de 90 dakika yiiriitiilerek

goriintlilendi.

Cizelge 3.15. Koloni PCR i¢in reaksiyon karisim igerigi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 uL
MgCl2 (50 mM) 1uL
pGAP-F primer (10 pmol/uL) 1ul
3’AOX-R primer (10 pmol/uL) 1ul
10xPCR tamponu 1Ll

ddH20 6,6 uL
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Taq DNA polimeraz 0,6 uL

Toplam hacim 12 uL

Cizelge 3.16. PCR reaksiyon sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 56 1
72 35sn
72 5
1 4 o0

3.2.2.6. Muhtemel rekombinant vektorlerin sekans analizi ile dogrulanmasi

pGKB vektor DNA’sina yerlestirilen sekansin dogrulugunu kontrol etmek i¢in LB-
kanamisin s1vi besiyerlerinde ¢ogaltilan 2 ve 4 numarali kolonilerden ‘PureLink-Hi-Pure
plazmit DNA saflagtirma kiti’ (Invitrogen) kullanilarak plazmitler saflastirildi, ardindan

bu vektdrlere yerlestirilen sekansin niikleotid dizilemesi yaptirildi.

Plazmit saflastirma islemi 6zetle su sekilde yapildi. 37 °C’de 150 rpm’de gece boyu
inkiibe edilen 2. ve 4. kolonileri olusturan bakterilere ait 6n kiiltiirlerden 500°er uL
aliarak 25 mL kanamisin igeren LB siv1 besiyerlerine aktarildi. Gece boyu 37 °C’de 150
rpm’de inkiibe edildi. Bir gecelik kiiltiirlerden steril mikrosantrifiij tiipiine 4,5’er mL
almip 4000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Hiicre
peletlerine 0,4’er mL RNaz igeren ‘resiispansiyon tamponu’ ilave edilerek hiicreler,
homojen oluncaya kadar siispanse edildi. Uzerlerine 0,4’er mL ‘lizis tamponu’ ilave
edilen lizat karisimlar, yavasca alt {ist edilerek tamamen homojen oluncaya kadar
karistirilip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. 0,4’er mL ‘presipitasyon tamponu’
ilave edilip tiipler ters g¢evrilerek tamamen homojen oluncaya kadar karistirildi. Elde

edilen lizatlar, 16000 x g’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar
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dengelenen kolonlara yiiklenip, kolonlardaki soliisyonun akip kurumasi beklendi.
Kolonlar, iki kez 2,5’er mL ‘yikama tamponu’ ile yikanip her yikamadan sonra
kolonlardaki soliisyonun akip kurumasi beklendikten sonra alttaki sivilar uzaklastirildi.
Kolonlarin altina steril eliisyon tiipleri yerlestirildi. 0,9’ar mL ‘eliisyon tamponu’
eklenerek soliisyonun akip kurumasi beklendikten sonra kolonlar uzaklastirilarak eliisyon
tiiplerine 0,63’er mL izopropanol ilave edilip iyice karistirildi. Tiipler, 16000 X g’de, 4
°C’de, 30 dakika santrifiij edilip, siipernatantlar dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. DNA
iceren peletler, 1 mL %70’lik etanol ile siispanse edilip 16000 X g’de 4 °C’de 5 dakika
santrifiij edilerek slipernatantlar dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. 10 dakika siireyle oda
sicakliginda kurutulan DNA peletleri, 50 puL niikleaz igermeyen suda siispanse edildi.
Saflagtirilan plazmit DNA’larin konsantrasyonlari nanodrop spektrofotometrede 6lgiildii.
Plazmitler agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi. Saf olarak elde edilen plazmitlerin
vektore ait forward primer ile tek yonlii Sanger sekans analizi MedSan-Tek firmasi

(Istanbul) tarafindan yapilds.

3.2.3. Rekombinant pGKBa-PME vektoriiniin elde edilmesi

P. chrysanthemi pektin metilesteraz (PME) geni pGKBa vektoriine yerlestirilerek
pGKBa-PME rekombinant vektorii elde edildi.

3.2.3.1. PME genine ait niikleotid sekansinin PCR ile amplifikasyonu

Integrated DNA Technologies (IDT, USA) tarafindan sentezlenen P. chrysanthemi’ye ait
olgun (mature) pektin metilesteraz enzimini kodlayan gen (GenBank: Y00549.1), PCR
reaksiyonu ile (Cizelge 3.17 ve Cizelge 3.18) amplifiye edildi. Oncelikle primerlerin
dogru baglanma sicakligini belirleyebilmek amaciyla gradiyent PCR yapildi.

Cizelge 3.17. PME sekansiin gradiyent PCR ile amplifikasyonu

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
Kalip DNA (pUCIDT-PME plazmit) 1 uL (4 ng)
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dNTP mix (40 mM) 1,6 uL
MgCl: (50 mM) 0,3 uL
EcoRI-PME-F primer (10 pmol/uL) 1uL
KpnI-PME-R primer (10 pmol/uL) 1uL
5X Phusion HF tamponu 4 uL
ddH:0 10,9 uL
Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polimeraz 0,2 uL
Toplam hacim 20 pL

Cizelge 3.18. Gradiyent PCR sartlar1

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (sn)
1 98 30
98 10
35 64-65 30
72 60
1 72 300
4 0

Reaksiyon sonucu elde edilen PCR iiriinleri hazirlanan agaroz jele yiiklenerek 60 V’de
markirla birlikte 90 dakika yiriitiildii. Yiritme islemi tamamlandiginda bantlar, jel

goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.

3.2.3.2. PCR iiriinlerinin saflastiriimasi

Jelde yiiriitme ve goriintiilleme sonucu dogrulugu teyit edilen PCR {iriinleri kesim
reaksiyonuna hazir hale getirilmek i¢in ‘MEGAquick-spin™ Plus Total Fragment DNA

Purification Kit’ kullanilarak saflastirildi.

3.2.3.3. PCRiiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi

Kesim enzimlerinin tanima sekanslarini igeren PME sekansina ait PCR iiriinleri
saflastirildiktan sonra diziyi kesmedigi tespit edilen EcoRI ve Kpnl enzimleri ile kesildi.
Cizelge 3.19°daki gibi hazirlanan karisimlar, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilip, 80 °C’de
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5 dakika bekletilerek enzim inaktivasyonu gergeklestirildi. Her iki enzim ile kesilen DNA

(PCR firiinii) soliisyonundan fenol-kloroform ekstraksiyonu yapildi.

Cizelge 3.19. PCR iiriinii kesim reaksiyonu karigim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
ddH.0 24,8 uL
10xFast Digest Tamponu 2ulL
DNA (PCR iiriinii) 1,2 uL (~200 ng)
Fast Digest EcoRl 1uL

Fast Digest Kpnl 1uL
Toplam hacim 30 uL

3.2.3.4. pGKBa vektor DNA’sinin kesimi

PCR iiriinlerinin kesimi ve saflastirilmasinin ardindan vektér DNA da ayni enzimlerle
(EcoRI ve Kpnl) kesilerek 5’ ucundaki fosfat gruplarini uzaklastirmak igin CIAP (Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase) enzimi ile muamele edildi. Cizelge 3.20’deki gibi
hazirlanan karigimlar, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilip, 80 °C’de 5 dakika bekletilerek
enzim inaktivasyonu gergeklestirildi. Ardindan 1 pL CIAP ilave edilerek 50 °C’de 60
dakika inkiibe edildi. Reaksiyon sonucunda kesim isleminin gergeklesip
gerceklesmedigini teyit etmek ve kesilen plazmiti jelden ekstraksiyonla saf olarak elde

etmek i¢in agaroz jelde yiiriitiildii.

Cizelge 3.20. Vektor DNA nin kesim reaksiyonu karisim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
ddH.0 21,1 uL
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10xFast Digest Green Tamponu 3uL
Vektor DNA (pGKBa) 29 uL (~1,5 ng)
Fast Digest EcoRI 1,5ul

Fast Digest Kpnl 1,5ul
Toplam hacim 30 pL

3.2.3.4.a. Vektor DNA’nin jelden ekstraksiyonu

Kesim reaksiyonu sonrast %]1’lik agaroz jele yiiklenip yiriitilen Ornekler, jelden
ekstrakte edildi. Boylece hem CIAP uzaklastirilmis hem de kesilen vektor DNA
saflagtiritlmis oldu. Vektéor DNA’nin jelden ekstraksiyonu ‘MEGAquick-spin™ Plus
Total Fragment DNA Purification Kit’ kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.3.5. Ligasyon reaksiyonu

Vektore yerlestirilecek (insort) gen (PME) ve vektor DNA (pGKBa), restriksiyon
enzimleriyle kesildikten sonra reaksiyon karisimina gen/vektor DNA miktar1 esit
hacimde olacak sekilde ilave edildi (Cizelge 3.21). Son hacmi 20 uL olan karisimin 16

°C’de 16 saat boyunca inkiibe edilmesiyle ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi.

Cizelge 3.21. Ligasyon reaksiyonu

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
10X ligasyon tamponu 4uL
Insért DNA 6 uL (=120 ng)
Kesilmis vektor DNA (pGKBa) 6 uL (~74 ng)
T4 DNA ligaz 1,5 uL
Steril dH2O 2,5uL

Toplam hacim 20 pL
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3.2.3.6. E. coli IM109 hiicrelerinin transformasyonu

Elde edilen ligasyon iriinlerinin E. coli hiicrelerine transfer edilmesi i¢in Oncelikle
hiicreler kompetent hale getirildi. Daha sonra buzda bekletilen kompetent hiicreler
tizerine 5 puL DNA (ligasyon karisimi) ilave edilerek transformasyon islemi

gerceklestirildi.

3.2.3.7. Koloni PCR

Inkiibasyon sonras1 gelisen antibiyotik direncine sahip kolonilerden rastgele 10 tanesi
secilip gene (PME) ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak koloni PCR yapild:.

Reaksiyon sonrasi elde edilen iiriinler agaroz jelde yiiriitillerek gortintiilendi.

3.2.3.7.a. Gene ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR reaksiyonu

Segilen kolonilerle gergeklestirilen koloni PCR reaksiyonu i¢in reaksiyon karigim igerigi
ve PCR reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.22 ve Cizelge 3.23’te verildi. Reaksiyon sonucu elde
edilen iiriinler agaroz jelde 60 V’de 90 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi.

Cizelge 3.22. Koloni PCR i¢in reaksiyon karisim igerigi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 uL
MgClz (50 mM) 1uL
EcoRI-PME-F primer (10 pmol/uL) 1uL
Kpnl-PME-R primer (10 pmol/uL) 1puL
10xPCR tamponu 1puL
ddH20 6,6 uL
Taq DNA polimeraz 0,6 uL

Toplam hacim 12 pL
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Cizelge 3.23. PCR reaksiyon sartlari

Dongii sayis1 Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 61 1
72 1
72 5
1 4 )

3.2.3.7.b. Vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR
reaksiyonu

Onceki basamakta segilen kolonilerle gen primerleri kullanilarak gerceklestirilen koloni
PCR reaksiyonu sonucuna gore secilen 6 koloni ile (1,2,3,4,5 ve 6 numarali koloniler)
vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak PCR yapildi. Koloni PCR ig¢in reaksiyon
karisim igerigi ve PCR reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.24 ve Cizelge 3.25te verildi.
Reaksiyon sonucu elde edilen iirinler agaroz jelde 60 V’de 90 dakika yiiriitiilerek

goriintlilendi.

Cizelge 3.24. Koloni PCR i¢in reaksiyon karisim igerigi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 uL
MgClz (50 mM) 1uL
PGAP-F primer (10 pmol/uL) 1uL
3’AOX-R primer (10 pmol/uL) 1uL
10xPCR tamponu 1puL
ddH20 6,6 uL
Taq DNA polimeraz 0,6 uL

Toplam hacim 12 pL
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Cizelge 3.25. PCR reaksiyon sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 56 1
72 1
72 5
1 4 0

3.2.3.8. E. coli hiicrelerinden saflastirilan muhtemel rekombinant vektorlerin sekans

analizi ile dogrulanmasi

Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek i¢in LB-kanamisin (50 pg/mL) sivi
besiyerlerinde gogaltilan 3. ve 5. kolonilerinden plazmit saflastirma islemi, ‘PureLink-
Hi-Pure plazmit DNA saflagtirma kiti’ kullanilarak gerceklestirildi. Saf olarak elde edilen
plazmitlerin vektore ait forward ve reverse primerler ile ¢ift yonlii Sanger sekans analizi

yaptirildi.

3.2.4. pGKBa-PME rekombinant vektoriiniin P. pastoris’e transfer edilmesi

3.2.4.1. Rekombinant vektoriin (pGKBa-PME) izolasyonu ve lineer hale getirilmesi

Rekombinant vektor ‘PureLink™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit’ kullanilarak izole
edildi. Saf olarak elde edilen rekombinant vektér Avrll (XmaJdl) veya Pagl (BspHI)
enzimleri ile lineer hale getirildi. Cizelge 3.26°daki gibi hazirlanan karigimlar, Avrll
enzimi i¢in, 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 1 uL CIAP ilave edilerek 37
°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Pagl enzimi igin, 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten
sonra 80 °C’de 5 dakikada enzim inaktivasyonu gerceklestirildi. Ardindan 1 pL CIAP
ilave edilerek 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon sonucunda plazmitler jelde
yiiriitiilerek kesildikleri teyit edildi. Kesilen vektor DNA soliisyonlarinin fenol-kloroform
ekstraksiyonu yapildi. Boylece saf olarak elde edilen lineer rekombinant vektorler, 50 uLL

niikleaz icermeyen suda ¢oziilerek maya hiicrelerine transfer i¢in hazir hale getirildi.
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Cizelge 3.26. Vektor DNA’nin kesim reaksiyonu karisim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
ddH20 16 uL
10xFast Digest Tamponu 2 ulL
DNA (Rekombinant pGKBa-PME vektorii) 1 pL (1 pg)
FastDigest Enzim 1uL
Toplam 20 puL

3.2.4.2. Kompetent P. pastoris hiicrelerinin hazirlanmasi

Yaklasik iki giin boyunca 30 °C’de YPD kati besiyerinde inkiibasyona birakilan P.
pastoris X33 hiicreleri 6zeyle alinarak 50 mL YPD sivi besiyerine inokiile edildi. 30
°C’de 100 rpm’de gece boyu inkiibasyona birakilan hiicreler ODesoo degeri 0,8-1’e
ulaginca +4 °C’de, 1500 x g’de, 4 dakika santrifiijlenerek toplandi. Hiicre peletine 25 mL
steril saf su eklenerek pelet yikand1 ve 1500 x g’de 10 dakika santrifiijlendi. Pelete 1 mL
100 mM LiCl eklenerek siispanse edildi ve steril mikrosantrifiij tiiptine alind1. 15 saniye
maksimum hizda (16000 rpm) 24 °C’de santrifiij edilerek LiCl uzaklastirildi. Pelete 400
pL 100 mM LiCl eklenerek hiicreler tekrar siispanse edildi. Siispanse edilen hiicreler

transformasyonda kullanilmak iizere 50 pL’lik aliquatlara ayrildi (Invitrogen 2010b).

3.2.4.3. P. pastoris hiicrelerinin transformasyonu

Maya hiicrelerinin transformasyon islemi kompetent hiicre hazirlandiktan sonra derhal
yapildi. Bunun i¢in, 2 mg/mL salmon sperm DNA’s1 (50 pL) 5 dakika kaynatild1 ve hizli
bir sekilde buz {izerinde sogutuldu. 50 uL kompetent hiicre aliquat1 4000 x g’de 2 dakika
santrifiijlendi ve LiCl pipet ile uzaklastirildi. Hiicrelerin iizerine sirasiyla asagidakiler

ilave edildi;

e 240 pL %50 PEG (polietilen glikol)
e 36uL 1M LICI
e 25 uL 2 mg/mL salmon sperm DNA (denatiire edilmis)
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e 50 uL plazmit DNA

Karisim, hiicre peleti tamamen ¢oziiniinceye kadar hizlica vortekslendi (~1 dakika).
Ardindan hiicreler, 30 °C’de 30 dakika ¢alkalamadan inkiibe edildi. Daha sonra 42 °C’ye
ayarlanmis su banyosuna konularak 20-25 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 4000 x
g’de 2 dakika santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildi. Hiicrelerin iizerine 1 mL
antibiyotik icermeyen YPD siv1 besiyeri ilave edilerek hiicreler siispanse edilip steril cam
tipe alindi ve 30 °C’de 200 rpm’de inkiibasyona birakildi. 12, 24 ve 36 saatlik
inkiibasyondan sonra 200 pg/mL genetisin (G418) antibiyotigi igeren YPD plaklara
100’er pL yayilarak plaklar 30 °C’de inkiibasyona birakildi (Invitrogen 2010b).
Rekombinant vektoriin (pGKBa-PME) yani sira pGKBa vektorii (PME geni tasimayan)

de hiicrelere transfer edilerek elde edilen rekombinant hiicreler kontrol olarak kullanildi.

3.2.5. PME genini tasiyan maya transformantlarinin tespiti

Ikinci bir segilim icin transformasyon sonrasi gelisen kolonilerden rastgele segilen 15
maya kolonisi, YPD-genetisin (200 pg/mL) besiyerine transfer edilerek inkiibasyona
birakildi. Inkﬁbasyondan sonra gelisen kolonilerin bazilarindan (1, 2, 3, 6, 7 ve 10
numarali koloniler) genomik DNA (gDNA) izolasyonu gergeklestirildi. PME geninin

genoma entegrasyonunu dogrulamak i¢in ise gene ait primerler ile PCR yapild:.

3.2.5.1. P. pastoris transformantlarindan genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Inkiibasyon sonrasi gelisen antibiyotige direngli P. pastoris kolonilerinden alt1 tanesi
secilip gen ve vektor primerleri ile PCR yapildi. PCR reaksiyonunda kalip olarak
kullanilan gDNA’lar ‘GeneJET Genomic DNA Purification Kit’ (Thermo Scientific™)
kiti kullanilarak izole edildi. Bunun igin, secilen her bir koloniyi olusturan transforme
maya hiicreleri YPD sivi besiyerinde 30 °C’de 150 rpm’de gece boyu inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda ODeoo degeri 0,8-1,0’e ulasan kiiltiirlerden 1’er mL
aliarak hiicreler maksimum hizda (>12000 x g) 5-10 saniye santrifiijlenerek toplandi.
Stipernatant uzaklastirildi. Hiicre peletine 500 pL ‘SCED tamponu’ (EK 2) eklendi ve

slispanse edilen hiicrelerin iizerine 66 pL zimoliyaz (3 mg/mL stok) ve asitle yikanmis
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cam boncuk (425-600 um) eklenerek vortekslendi. 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilen
hiicreler daha sonra 3000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi.
Pelete 180 uL ‘pargalama soliisyonu’ eklenerek siispanse edildi ve iizerine 20 pL
‘proteinase K soliisyonu’ eklendi, homojen oluncaya kadar iyice vortekslendikten sonra
56 °C’de 45 dakika inkiibasyona birakildi ve ara ara vortekslendi. Uzerine 20 uL RNase
A Solution eklenerek iyice vortekslendi ve karisim 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Karisimin tizerine 200 pL ‘lizis soliisyonu’ eklendi ve homojen oluncaya kadar 15
saniye boyunca iyice vortekslendi. 400 pL %50’lik etanol eklendi ve vortekslendi.
Hazirlanan lizat kolona transfer edildi. 1 dakika 6000 x g’de santrifiij edildi. Atik i¢eren
toplama tiipii atilarak kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Kolona 500 pL ‘yikama
tamponu I’ eklenerek 1 dakika 8000 x g’de santrifiijlendi. Toplama tiipiindeki atik
uzaklagtirilarak kolon ayni toplama tiipiine tekrar yerlestirildi. Kolona 500 puL ‘yikama
tamponu IT” eklenerek 3 dakika maksimum hizda (>12000 x g) santrifiijlendi. Toplama
tiipiindeki atik uzaklastirilarak kolon ayni toplama tiiptline tekrar yerlestirildi. Kolon bos
olarak maksimum hizda 1 dakika santrifiijlendi. Atik igeren toplama tiipii uzaklastirilarak
kolon yeni bir steril mikrosantrifiij tiipe yerlestirildi. Kolonun merkezine 80 pL ‘eliisyon
tamponu’ eklendi ve 1 dakika 8000 x g’de santrifiijlendi. Eliie edilen gDNA’larin

konsantrasyonlari nanodrop spektrofotometrede olgiildii.

3.2.5.2. PCR reaksiyonu

Izole edilen gDNAlar, kalip olarak kullanilip gene (PME) ait primerler ile PCR yapildi.
PCR reaksiyonu i¢in reaksiyon karisim igerigi ve PCR reaksiyon sartlari, Cizelge 3.27 ve
Cizelge 3.28’de verildi. Gene ait primerler kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon sonrasi
elde edilen PCR iiriinleri, agaroz jelde 80 V’de 45 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi. Bant

yogunluklar1 ImageJ software programu ile dl¢iildii.

Cizelge 3.27. PME sekansiin PCR ile amplifikasyonu

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
Kalip DNA (gDNA) x uL (50 ng)
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dNTP mix (10 mM) 0,8 uL
MgClz (50 mM) 1uL
EcoRI-PME-F primer (10 pmol/uL) 1puL
Kpnl-PME-R primer (10 pmol/uL) 1uL
10x PCR tamponu 1uL
ddH.0 hacmi 12 uL’ye tamamlayacak miktar
Taq DNA Polimeraz 0,6 uL
Toplam hacim 12 uLL

Cizelge 3.28. PCR sartlar1

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 4
94 1
35 61 1
72 1
1 72 5
4 0

3.2.6. Rekombinant protein iiretimi

YPD plaklarda 48 saat boyunca inkiibasyona birakilan hemen hemen aym biiyiiklige
sahip pGKBo-PME ve pGKBa plazmitlerini tagiyan rekombinant P. pastoris
kolonilerinden 20 mL YPD besiyerine inokiile edilerek 30 °C’de, 250 rpm’de gece boyu
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 ODgoo degeri 2 olan kiiltiir stvis1 (12,5 mL) 5000 x g’de
5 dakika santrifiij edilerek toplanan hiicreler 50 mL YPD iiretim besiyerine (%1 kazamino
asit, %1 KH2PO4 pH:6, %1 YNB igeren) inokiile edilip, 30 °C’de, 250 rpm’de ve 72 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonras1 aliman drnekler, 4 °C’de, 5000 X g’de
5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen kiiltiir stvilarinin 10’ar mL’si Amicon (Milipore)

filtre ile konsantre edilerek enzim aktivitesi ve SDS-PAGE analizi i¢in kullanildi.

3.2.6.1. PME enzim aktivitesinin agaroz plak aktivite yontemi ile tayini

Rekombinant maya hiicreleri tarafindan kiiltiir ortamina salgilanan PME enziminin

aktivite tayini i¢in substrat olarak pektinin kullanildig1 agaroz plaklar kullanildi. Plaklar
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su sekilde hazirlandi; 0,02 mol/L sitrik asit, 0,04 mol/L NaoHPO4 ve 1 g/L turunggil
pektini (pH: 5) igeren 20 g/L agaroz ¢Ozeltisi agaroz tamamen ¢Oziiniinceye kadar
1sitildiktan sonra petrilere dokiildii. Daha sonra soguyarak katilagsan agaroz plaklarda 2
mm’lik kuyular agildi. Her bir kuyuya konsantre edilen kiiltiir sivilarindan (kontrol ve
rekombinant hiicrelere ait) 25’er pL konularak 30 °C’de 16 saat inkiibe edildi. Ardindan
plaklar, steril saf suyla yikanarak 0,2 g/L rutenyum kirmizisi ile 45 dakika boyunca
boyandi. Daha sonra kuyular steril saf su ile yikanarak goriintiilendi (Peng et al. 2005;
Jiang et al. 2013).

Ayrica agaroz yerine agar kullanilarak YPD-pektin agar besiyeri hazirlandi. Hazirlanan
besiyerine rekombinant hiicreler (1. koloni) ve bos vektdr i¢eren hiicrelerden esit
miktarda ekim yapilarak 72 saat boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Ardindan
plaklar, steril saf suyla yikanarak 0,2 g/L rutenyum kirmizisi ile 45 dakika boyunca
boyandi. Daha sonra plak steril saf su ile yikanarak goriintiilendi (Peng et al. 2005; Jiang
et al. 2013).

3.2.6.2. SDS-PAGE analizi

Agaroz plak aktivite yontemi ile en biiylik zon olusumuna sahip koloniyi olusturan
hiicrelerin ekstraseliiler olarak irettigi PME enziminin varhiginin ispatlanmasi ve
proteinin molekiiler kiitlesinin hesaplanabilmesi i¢in SDS-PAGE analizi yapildi. Bunun
icin 1. koloniye ait kiiltiir s1v1 5-10-20 kat olacak sekilde konsantre edildi. Ayrica PME
genini icermeyen bos vektdr (pGKBa) tastyan hiicrelerin kiiltiir s1vis1 da kontrol olarak

kullanildi.

Bu islem icin 6ncelikle elektroforez plakalar1 ve aparatlari su ve alkol ile temizlenerek jel
hazirlama aparatina konuldu. Cam plakalar arasina hazirlanan ayirma jeli (EK 2) pipetle
dokiildii ve jelin tist kisminin diiz bir sekilde olabilmesi igin izopropanol ile tabaka
olusturuldu. Ayirma jeli polimerlestikten sonra izopropanol uzaklastirilarak polimerlesen
jelin iizerine yigma jeli (EK 2) ilave edildi. Yigma jeline tarak yerlestirildi ve

polimerlesmesinden sonra tarak c¢ikarilarak cam plakalar elektroforez tankina konularak



57

lizerine ylriitme tamponu ilave edildi. Hazirlanan oOrneklerden kuyulara 14’er pL
yiiklendi. Ornekler ilk énce 60 V’de 30 dakika, daha sonra 120 V’de 75 dakika oda
sicakhiginda yiiriitiildii (Laemmli 1970). Ornekler yiiriitiildiikten sonra cam plakalar
arasindaki jel dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak boyama islemi gerceklestirildi. Boyama igin
oncelikle jel, ‘sabitlestirme ¢ozeltisi’ne alinarak 45 dakika yavasga ¢alkalandi. Siire
sonunda jel, ‘boyama c¢ozeltisi’ne almmarak 2 saat boyunca calkalanarak boyandi.
Boyamadan sonra ‘yikama ¢ozeltisi’ne alinan jel 2 saat boyunca ¢alkalandiktan sonra saf
su ile yikanarak goriintiileme cihazi ile goriintiilendi (Kullanilan soliisyonlar EK 2’de

verildi).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. pGKB Vektor DNA’sinin Dogrulanmasi

Addgene’den temin edilen ve LB-kanamisin agar besiyerinde biiyiitilen E. coli
hiicrelerinden pGKB plazmiti izole edildi. izole edilen plazmit agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilendi (Sekil 4.1).

\Y |

3000 be

2000bs ¢

1000 be

500 bg

Sekil 4.1. pGKB vektor DNA’sina ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1.
kuyu: pGKB plazmiti)

Izole edilen vektor DNA’ya ait primerler ile PCR reaksiyonun gergeklestirilmesi igin
oncelikle farkli baglanma sicakliklarina sahip primerlerin optimum baglanma sicakliklar:
belirlendi. Bunun i¢in gradiyent PCR yapildi. Reaksiyon sonrasi PCR iiriinleri, agaroz
jelde yiirtitiilerek goriintiilendi. Sonu¢ olarak jelde beklenen boyutta bant (276 bg)
gozlendi. Ayrica vektor primerleri ile PCR yapilacagi zaman her ii¢ primer baglanma

sicakliginin da kullanilabilecegi goriildii (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1-3. Kuyular;
sirastyla, 56 °C, 52 °C ve 48 °C primer baglanma sicakligi)

Diger bir dogrulama yontemi olarak izole edilen plazmitin EcoRI ve Hindlll enzimleri ile
kesim reaksiyonu tercih edildi. Reaksiyon sonucu elde edilen iiriin agaroz jelde
yiirlitiilerek goriintiilendi (Sekil 4.3). Yiriitme sonucunda kesilen vektér DNA’da
beklenildigi gibi 1499 b¢ ve 2007 bg¢ uzunlugunda iki bant goriintiilendi. Sonug olarak,
yapilan her iki dogrulama yontemi ile temin edilen pGKB vektor DNA’sinin dogrulugu

teyit edilmis oldu.

3000 be

2000 b

1500 b
1200 be
1000 be

Sekil 4.3. Kesim reaksiyon {irliniiniin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markar; 1.
kuyu: kesilmemis pGKB plazmiti; 2. kuyu: kesilmis pGKB plazmiti)
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4.2. a-faktor Sinyal Sekansinin PCR ile Amplifikasyonu

a-faktor sinyal sekansinin Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polimeraz enzimi ile
amplifikasyonu icin primerlerin dogru primer baglanma sicaklifin1 belirleyebilmek
amaciyla gradiyent PCR yapildi. PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintliilendi (Sekil 4.4). Goriintiileme sonucunda denenen ii¢ primer baglanma
sicakliginda da beklenen boyutta bant (267 bg) goriildii. Bundan sonraki ¢aligmalar i¢in

primer baglanma sicakligi 60 °C olarak belirlendi.

1000 b

/—)%\

Sekil 4.4. PCR f{irtinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1-3. kuyular;
sirastyla, 59 °C, 60 °C ve 61 °C primer baglanma sicakligi)

4.3. a-faktor Sinyal Sekansinin ve pGKB Vektor DNA’sinin Kesilmesi ve

Goriintiilenmesi

PCR sonucu elde edilen sinyal sekansi saflastirilip ECORI ve Asull restriksiyon enzimleri
ile kesildi. Ayni restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilen vektér DNA (pGKB), agaroz
jel elektroforezinde yiriitiildii. Jel elektroforezi sonucunda DNA’nin kesildigi teyit edildi
(Sekil 4.5).
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L\ | 2

[ 3000 be ———

2000 be ~

1000 b

Sekil 4.5. Kesilen vektor DNA’nin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markar; 1.
kuyu: kesilmemis pGKB plazmiti; 2. kuyu: kesilmis pGKB plazmiti)

4.4. E. coli IM109 Hiicrelerinin Transformasyonu

Gergeklestirilen ligasyon reaksiyonun ardindan elde edilen iirlin kompetent yapilan E.
coli JM109 hiicrelerine transfer edildi. Transformasyon islemi sonucu, LB-kanamisin
agar besiyerine yayilan hiicreler, 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilarak kolonilerin

gelisimi gozlendi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Inkiibasyon sonras1 gelisen bakteri kolonileri
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4.5. Geni Tastyan Transformantlarin Belirlenmesi

Transformasyon islemi sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerden 12 tanesi secilerek
koloni PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonrasi PCR fiiriinleri, agaroz jelde 80 V’de 45
dakika yiirtitiilerek gortintiilendi (Sekil 4.7).

1000 bg et

S00bg W -
400 b¢

300 be s DG  GEDGED e=» e - aEn
200 be
100 be

Sekil 4.7. Koloni PCR f{iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markar; 1-12.
kuyular: 1°den 12’ye kadar segilen koloniler ile gergeklestirilen PCR reaksiyon {iriinleri)

Ayrica transformasyon sonrasi gerceklestirilen PCR reaksiyonu ile elde edilen sonuca
gore secilen 2, 3, 4, 6, 7, ve 12 numarali koloniler ile vektor DNA primerleri kullanilarak
PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonrasi PCR iriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek
gortintiilendi. Gortintiileme sonucu 2, 3, 4, 6 ve 7 numarali kolonilerde beklendigi gibi
551 bg¢ uzunlugunda bant goriiliirken, 12. kolonide 276 b¢’lik bant goriildi (Sekil 4.8).
Sonug olarak 2, 3, 4, 6 ve 7 numarali kolonilerin muhtemel rekombinant plazmitleri

tasidigi, 12. koloninin ise bos (gen tasimayan) plazmiti tasidigi belirlendi.



63

500 b

400 bg
300 bg

200 be

100 b

Sekil 4.8. Koloni PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markar; 1-6.
kuyular; sirasiyla, 2, 3, 4, 6, 7 ve 12 numarali koloniler)

4.6. Muhtemel Rekombinant Plazmitlerin Sekans Analizi

Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek igin LB-kanamisin sivi besiyerlerinde
cogaltilan 2 ve 4 numarali kolonileri olusturan bakterilerden plazmitler saflastirildi.

Plazmitlere ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.9°da verildi.

3000 bg
-

2000b; iy - D
T e d

Sekil 4.9. Muhtemel rekombinant plazmitlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M:
Markir; 1: pGKB plazmiti (kontrol); 2 ve 3. kuyular; sirasiyla, 2. ve 4. kolonilerden
saflagtirilan plazmitler)
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Gorlintiileme ile saf olduklart belirlenen plazmitlerin sekans analizi sonucu elde edilen
niikleotid sekanslari, alfa faktor sinyal sekansi (pPICZaA plazmitindeki) ile
blastlandiginda 4. koloniden izole edilen plazmitte yer alan genin, alfa faktor sinyal
sekansiyla %100 benzerlik gosterdigi gortildii (Sekil 4.10). Boylece pPGKBa vektorii elde
edilmis oldu ve bundan sonraki calismalarda 4. koloniden izole edilen pGKBa
vektoriiniin kullanilmasina karar verildi. Elde edilen rekombinant pGKBa plazmitinin

sekli Sekil 4.11°de verildi.

f@Download v Graphics
Sequence ID: Query_106843 Length: 1124 Number of Matches: 1
Range 1: 201 to 467 Graphics Next Matcl Previous Match

Score Expect Identities Gaps Strand
494 bits(267) 5e-144 267/267(100%) 0/267(0%) Plus/Minus

Query 1 ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGET 60

CLLLECEEEEEE L LR e e e e e ety

Sbjct 467 ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCT 408
Query 61  CCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGT 120

CELCEEELREETEEREEE TR et r e e e e ener |

Sbjct 4087 CCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGT 348
Query 121 TACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAAT 180

CLECELRCEECREREE e P et e e ey e e uretr |

Sbjct 347 TACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAAT 288

Query 181 AACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTARAGAAGAAGGG 240
, IIIIIIIIIIIIlIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 287 AACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGC TGCTAAAGAAGAAGG 228

Query 241 TCTCTCGA GCTGAAGCT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 227 TCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT 201

Sekil 4.10. Vektor DNA’ya ait forward primer ile gerceklestirilen sekans analizi ile elde
edilen niikleotid sekansinin blast sonucu
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(52) Bglll BfuAl - BspMI (147)
/

| AvrIL (241)
BspQI - Sapl (302)

/

(3502) AlwNI J | PasI (352)
(3404) BsiHKAI | [ | PshAI (402)
(3400) Apall '\, ! f' /| BspHI (408)

S \ /! /

! Dral (490)

/' Mfel (520)
/ / _BstBI (536)
BStAPI (595)

G " Psil (736)

| EcoRI (808)
[ | BsaAI - PmiL (815)

(3289) BVl
(3259) BssSal

(3227 .. 3246) pBR3220on-F
(3194) Drdl—

(3086) Pail __

(2597) Mlul_ | [/ NgoMIV (824)
(2930) BsrG1- I/ sfil (azs)
(2956) Adll - Nael (826)

Acc65I - Banl (841)
~KpnlI (845)

PspX1 (848)
O\ Sacll (855)

o NotI (a58)

\\\ Xbal (871)
|| \Sall (914)

(2916) Eco01091 - PpuMI —
(2675) BsrBI

g \ Accl (215)
'9/ \1.'\ \ BxHis|
B FAY 1|\ Agel case)
(2578) Scal L \ ||'| g
&7 4 ||| BsiWI (1128)
& | | BdlI* (1144)
o | Pvull (1182)

\. l’ BseRI (1223)
\ BamHI (1277)
BtgZI (1336)

(2452) PIMI

(2307) HindIII

(2206) BpulOl f <
(2189) AsiSI - Pvul /| N
(2114) SspI | O Neol (1762)
(2101) EcoNI Banll (1844)
Mrul (1846)
(1680) BspDI - ClaT Kan-R (1831 .. 1850)

Sekil 4.11. pGKBa vektérii

4.7. PME Genine Ait Niikleotid Sekansinin PCR ile Amplifikasyonu

PME dizisinin ‘Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polimeraz’ enzimi ile amplifikasyonu
icin dogru primer baglanma sicakligini belirleyebilmek amaciyla gradiyent PCR yapildi.
Elde dilen PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezinde 60 V’de 90 dakika yiiriitildi.
Goriintilleme sonucu beklenildigi gibi 1044 bg¢’lik gen bolgesi amplifiye edildi (Sekil
4.12). Ayrica sonraki ¢caligmalarda gen primerleri ile PCR yapilacagi zaman her iki primer

baglanma sicakligiin da kullanilabilecegi goriildii.
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1000 b
s D G

500 bg

Sekil 4.12. PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Marker; 1 ve 2.
kuyular; sirastyla, 64 °C ve 65 °C primer baglanma sicakligi)

4.8. E. coli IM109 Hiicrelerinin Transformasyonu

Gergeklestirilen ligasyon reaksiyonun ardindan elde edilen iriin, kompetent E. coli
JM109 hiicrelerine transfer edildi. Transformasyon islemi sonucu, LB-kanamisin agar
besiyerine yayilan hiicreler, 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilarak kolonilerin

gelisimi gozlendi (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Inkiibasyon sonras gelisen bakteri kolonileri
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4.9. PME Genini Tasiyan Transformantlarin Belirlenmesi

Transformasyon islemi sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerden 10 tanesi secilerek
koloni PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonrasi PCR iiriinleri, agaroz jelde 60 V’de 90
dakika yiiriitiilerek goriintiilendi. 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9 ve 10. kolonilerde beklenen uzunlukta
bant (1044 bg) gozlenirken, 6 ve 7. kolonilerde gene ait bant gozlenmedi (Sekil 4.14).

1000 bg
-— - e Gy

500 bg

Sekil 4.14. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1-10.
kuyular: 1°den 10’a kadar segilen koloniler ile gergeklestirilen PCR reaksiyon iiriinleri)

Onceki basamakta secilen kolonilerle gen primerleri kullanilarak gerceklestirilen koloni
PCR reaksiyonu sonucuna gore secilen 6 koloni ile (1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali1 koloniler)
vektor DNAya ait primerler kullanilarak PCR yapildi. Reaksiyon sonrasi1 PCR iirtinleri
agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi. Goriintiileme sonucu 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali
kolonilerde beklendigi gibi 1542 b¢ uzunlugunda bant goriiliirken, 6. kolonide 543 bg’lik
bant goriildii (Sekil 4.15). Sonug olarak 1-5 numarali kolonilerin muhtemel rekombinant

plazmitleri tagidigi, 6. koloninin ise bos (gen tasimayan) plazmiti tagidigi belirlendi.
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Sekil 4.15. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1-6.
kuyular; sirasiyla, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali koloniler)

4.10. Muhtemel Rekombinant Plazmitlerin Sekans Analizi

Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek icin LB-kanamisin sivi besiyerlerinde
cogaltilan 3 ve 5 numarali kolonileri olusturan bakterilerden plazmitler saflagtirildi. Saf
olarak elde edilen plazmitlerin sekans analizi sonucu elde edilen niikleotid sekanslari,
NCBI (National Center for Biotechnology Information)’da Y00549.1’ accesion numarali
P. chrysanthemi PME gen sekansiyla blastlandiginda her iki koloniden izole edilen
plazmitte yer alan genin %100 benzerlik gosterdigi gorildi (Sekil 4.16). Boylece
rekombinant pGKBa-PME plazmiti elde edildi. Plazmitin sekli Sekil 4.17°de verildi.
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Sequence ID: Query_47115 Length: 1026 Number of Matches: 1 A

Range 1: 1 to 1026 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1895 bits(1026) 0.0 1026/1026(100%) 0/1026(0%) Plus/Plus
Query 1 GCGACAACCTACAACGCTGTGGTATCAAAATCTTCCAGCGACGGCAAAACGTTCAAAACT 60
LT IIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIII I1]
Sbjct 1 GCGACAACCTACAACGCTGTGGTATCAAAATCTTCCA AAAACGTTCAAAACT 60
Query 61 ATTGC(GACGCGATTGCCAG(GCCCCAGCAGG(AG(A(GCCGTT(GTCATTTTGAT(AAG 120
. lIIIIIIIIlIII||IllIII|I IIIII FOLLERLLLREEILLEE et
Sbjct 61 ATTGCCGACGCGATTGCCAGCGCCCCAGCAGGCAGCACGCCGTTCGTCATTTTGATCAAG 120
Query 121 AACGGCGTCTATAATGAA(G(CTGACGATTA((CGYAATAACCYGCTTCTGAAAGGCGAA 180
. LLLECLLEERERLEEE ettty IlllIllIIIIIl FLLULERLLERLLLnLn
Sbjct 121  AACGGCGTCTATAATGAACGCCTGACGATTACCCGTAATAACCTGCTTCTGAAAGGCGAA 180
Query 181  AGTCGTAACGGTGCGGTCATTGCTGCTGCCACGGCGGCGGGCACCCTGAAGTCGGACGGE 240
) IIIIIIIII|IIIIIIIIIII|IIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 181  AGTCGTAACGGTGCGGTCATTGCTGCTGCCACGGCGGCGGGCACCCTGAAGTCGGACGGC 240
Query 241 AGCAAGTGGGGAA(GGCAGG(AGCAGCACCAI(ACCATCAGCGCCAAGGATITCAGCGCC 300
) LUCCELLEREEEE LRt e ettt et e et et e e il
Sbjct 241  AGCAAGTGGGGAACGGCAGGCAGCAGCACCATCACCATCAGCGCCAAGGATTTCAGCGCC 300
Query 301  CAGTCGCTGACCATTCGCAACGACTTTGATTTCCCGGCCAATCAGGCC GCGACAGC 360
LLLLULLLELLELERELERLE LR CE L L L LR L LELEEL L EELEL Ll
Sbjct 301  CAGTCGCTGACCATTCGCAACGACTTTGATTTCCCGGCCAATCAGGCCAAAAGCGACAGC 360
Query 361  GACAGCAGTAAAATCAAGGACACGCAGGCGGTAGCGCTCTATGTCACCAAAAGCGGCGAC 420
. FLLLECEEEERELEEL LR LR LR L L L L L Lt
Sbjct 361  GACAGCAGTAAAATCAAGGACACGCAGGCGGTAGCGCTCTATGTCACCAAAAGCGGCGAC 420
Query 421 CGCGCCTACTTCAAAGACGTCAGCCTGGTCGGC TATCAGGACACGCTGTATGTTTCCGGC 480
. RN nanansinyy|
Sbjct 421  CGCGCCTACTTCAAAGACGTCAGCCTGOTCGGCTATCAGGACACGCTGTATGTTTCCGGC 480
Query 481 GGCCGCAGTTTCTTCTCCGACTGCCGTATCAGCGGCACGGTTGACTTTATCTTTGGCGAC 540
LULEELLEREE TRt e L i et e e i et it et
Sbjct 481 GGCCGCAGTTTCTTCTCCGACTGCCGTATCAGCGGCACGGTTGACTTTATCTTTGGCGAC 540
Sequence ID: Query_57893 Length: 1026 Number of Matches: 1 B
Rangc 1: 1 to 1026 Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
1895 bits(1026) 0.0 1026/1026(100%) 0/1026(0%) Plus/Plus
Query 1 GACAACCTACAACGCTGTGGTATCAAAATCTTCCAGCGACGGCAAAA 60
. IIlIIlIIIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1 GCGACAACCTACAACGCTGTGGTATCAAAATCTTC GACGGCAAAACGTT 60
Query 61 ATTGCCGACGCGATTGCCAGCGCCCCAGCAGGCAGCACGCCGTTCGTCATTTT 120
IIlIIIIIIIIIIIIIIII|IIHIIIIIHIIIIIIIIIIlIIIIIIlIIIIIIIIHI
Sbjct 61 ATTGCCGACGCGATTGCCAGCGCCCCAGCAGGCAGCACGCCGTTCOTCATTTT 120
Query 121  AACGGCGTCTATAATGAACGCCTGACGATTACCCGTAATAACCTGCTTCTGAAAGGCGAA 180
IIIIIII|IIIIIIIIlIIIIIHIIIIIII|IIIIIIIIIIIIII|||IIIIIIII|II
Sbjct 121  AACGGCGTCTATAATGAACGCCTGACGATTACCCGTAATAACCTGCTTCTGAAAGGCGAA 180
Query 181  AGTCGTAACGGTGCGGTCATTGCTGCTGCCACGGCGGCGGGCACCCTGAAGTCGGACGGC 240
PELLELLERETIULLLLrLnn IlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 181  AGTCGTAACGGTGCGGTCATT GCTG(TGCC CGGCGGCGGGCACCCTGAAGTCGGACG 240
Query 241 GTGGGGAACGGCAGG! GCAG(AC(AICAC(ATCAGCG(CAAGGATTTCAGCGCC 300
Ilél RNty
Sbjct 241 AAGTGGGGAACGGCAGGCAGCAGCACCATCACCATCAGCGCCAAGGATTTCAGCGCC 300
Query 301  CAGTCGCTGACCATTCGCAACGACTTTGATTTCCCGGCCAATCAGGCCAAAAGCGACAGC 360
; IIlIIlI|IIIIIIlIlIIIIIllIIIIIHIIIIIl|IIII|IIlI||IIIIIIII|II
Sbjct 301  CAGTCGCTGACCATTCGCAACGACTTTGATTTCCCGGCCAATCAGGCCAAAAGCGACAGC 360
Query 361 GCAGTAAAATCAAGGA AGGCGGTAGCGCTCTAT CGGCGAC 420
II@IIIIIIII III IIIIIIIIIIIIIIIlIIIIlII IIAIII [ELLLLL L
Sbjct 361 GCAGTAAAATCAAGGACACGCAGGCGGTAGCGCTCTATGTCACCAAAAGCGGCGAC 420
Query 421  CGCGCCTACTTCAAAGACGTCAGCCTGGTCGGCTATCAGGACACGCTGTATGTTTCCGGC 480
) IIIIIlI|IIIIIIIIIIlIII||IIIIIIIIIIIIlIIIlIIIIIIIlIlIIIIIIIII
Sbjct 421  CGCGCCTACTTCAAAGACGTCAGCCTGGTCGGCTATCAGGACACGCTGTATGTTTCCGGC 480
Query 481 GGCCG(A TTTCTTCTCCGACTGCCGTATCAGCGGCACGGTTGACTTTATCTTTGGCGAC 540
EELLULCERRRE R et b e e et e b b e e e e it
Sbijct 481  GGCCGCAGTTTCTTCTCCGACTGCCGTATCAGCGGCACGGTTGACTTTATCTTTGGCGAC 540

Sekil 4.16. Vektor DNAya ait forward ve reverse primer ile gergeklestirilen sekans
analizi ile elde edilen niikleotid sekansinin blast sonucu (A: 3 nolu muhtemel
rekombinant plazmit; B: 5 nolu muhtemel rekombinant plazmit)
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(4403) BSIHKAL BglIT (s2)
(4399) Apall AvrII (241)
. \ _-BspQI - Sapl (302)
(4268) B&VI : ( 7 O Rt )

(4258) BssSal __— PshAI (402)

BspHI (408)

——Dral (490)
A " Miel (520)
N  —__BstBI (536)
\ “BstAPI (555)

{4226 .. 4245) pBR3220ri-F N\
(4153) DrdI KB

{4085) Pci]:\_\

(3998) Mlul s

e —
(@915) Ecoongégla—glpf:hﬁi‘ﬁ f—:—PEi{,SS?QOS)
(3874) BsrBI-—_ ™~
(3840 .. 3858) CYC1 ,s"
(3819) EcoR¥ —
(3723) Fspl— |
——Sfil (115¢)

pGKBa-PME

4767 bp ——— Afel (1208)

[———7Zral (1251)
T Aatll (1253)

(3451) PAMI—
/,PHFI - Tth111I (1535)

§ 7 _AhdI (1656)

).~~~ BspEl (1698)

.;://ﬁNgoMlv (1763)
//.r/ Nael (1755)

(3308) HindIILI™

2
(3205) Bpulol "
" Acc65I (1840)

(3188) AsiSI - Pvul T
(3113) ssp1” -~
(3100} EcoNI

— PspXI (1845)
Sacll (1854)

Xbal (1870)
“sall (1913)

or .,
TEr. g YQ
s Sy
. Accl (1914)

(2830 .. 2849) Kan-R \ bt
g Agel (1395)

(28432 Banll S
; \, BsiWI (2127)
(2761) Ncol Pvull (2161)
BseRI (2222)

BtgZI (2335)

,/
-

S
(2879) BspDI - Clal™

Sekil 4.17. pGKBa-PME rekombinant vektori

4.11. pGKBa-PME Rekombinant Vektoriiniin Lineer Hale Getirilmesi

P. pastoris X33 hiicrelerinin transformasyonu i¢in saf olarak elde edilen rekombinant
vektor (pGKBa-PME), Avrll (XmaJl) veya Pagl (BspHI) enzimleri kullanilarak GAP
promotor bolgesinden kesildi. Kesim iirlinleri agaroz jele yiiklendi ve yiiritiildi.
Yiriitilen jel, UV gorilintileme cihazinda goriintiilendi. Goriintiileme sonucu

rekombinant plazmitlerin kesildigi teyit edildi (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Kesim reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jel elektroforez
goriintiisii (1: kesilmemis plazmit; 2,3,4 ve 5: Avrll (XmaJdl) ile kesilen plazmitler; 6, 7,
8 ve 9: Pagl (BspHlI) ile kesilen plazmitler)
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4.12. P. pastoris Hiicrelerinin Transformasyonu ve Dogru Transformantlarin

Tespiti

LiCl metodu ile gergeklestirilen transformasyon isleminden 12, 24 ve 36 saat sonra 200
ug/mL genetisin igeren YPD agar plaklara yayilan ve inkiibasyon sonrasi gelisen maya
transformantlarindan (Sekil 4.19) 15 koloni segilerek YPD genetisin (200 pg/mL)
plaklarda ikinci bir se¢ilim gergeklestirildi ve 1-12. kolonilerin antibiyotige direng
gosterdigi gozlendi (Sekil 4.20).

Sekil 4.19. Transformasyon sonrasi gelisen koloniler (A: 12 saat; B: 24 saat: C: 36 saat
sonra yayilan plaklar)

Sekil 4.20. Segilen kolonilerin YPD genetisin agar besiyerindeki segilimi
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4.12.1. P. pastoris hiicrelerinden gDNA izolasyonu ve PCR reaksiyonu

1,2, 3, 6, 7 ve 10 numarali kolonilerden genomik DNA (gDNA) izolasyonu yapildi. Eliie
edilen gDNA’larin konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometrede belirlendi (Cizelge
4.1).

Cizelge 4.1. Izole edilen gDNA’larin konsantrasyonlari

gDNA’lar1 izole edilen koloniler gDNA konsantrasyonu
(ng/pL)
1. koloni 9,06
2. koloni 13,03
3. koloni 10,18
6. koloni 12,84
7. koloni 13,35
10. koloni 11,84

Gene (PME) ait primerler ile gerceklestirilen, izole edilen gDNA’larin kalip olarak
kullanildigi PCR reaksiyonu sonrasi elde edilen iiriinler, agaroz jelde yuritilerek
goriintlilendi. Goriintiilleme sonucunda kolonilerde beklenen boyutta bant (1044 bg)
gozlendi (Sekil 4.21). Bant yogunluklart ImageJ software programi ile dlgiildi (Sekil
4.22).
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Sekil 4.21. PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markar; 1-6. kuyular;
strastyla, 1, 2, 3, 6, 7 ve 10 numarali kolonilere ait gDNA’lar ile gergeklestirilen PCR
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Sekil 4.22. PCR iiriinlerine ait bant yogunluklar1

4.13. Rekombinant Protein Uretimi

On kiiltiirde gece boyu inkiibe edilerek iiretim kiiltiiriine alinan rekombinant hiicreler 72
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi konsantre edilen kiiltiir stvilari,

PME enzim aktivitesi ve SDS-PAGE analizi i¢in kullanildu.
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4.13.1. PME Enzim Aktivitesinin Agaroz Plak Aktivite Yontemi ile Tayini

Hazirlanan agaroz plaklara 1, 2, 3, 6, 7 ve 10. kolonilere ait konsantre kiiltiir sivilari
konuldu. Boyama sonucu 1. koloni etrafinda zon olusumu gozlenirken, daha kiigiik zon
olusumu sirastyla 10. ve 2. koloni etrafinda gozlendi. Diger yandan, diger kolonilerde zon
olusumu yok denecek kadar azdi (Sekil 4.23). Yapilan ikinci bir agaroz plak sonrasi
boyama sonucunda 20 kat konsantre edilmis protein ¢ozeltiSinin konuldugu kuyu
etrafinda zon olusumu gézlenirken, bos vektor tagtyan P. pastoris hiicre kiiltiir sivisinin

konuldugu kuyuda zon olusumu gozlenmedi (Sekil 4.24).

Sekil 4.23. Rutenyum kirmizisi ile boyama sonucu kuyular etrafinda olusan zonlar (V:
Bos vektor tagiyan P. pastoris; 1, 2, 3, 6, 7 ve 10 nolu rekombinant P. pastoris
kolonilerinin rekombinant iiretimi sonucu elde edilen konsantre kiiltiir sivilari)

Sekil 4.24. Rutenyum kirmizisi ile boyama sonucu aktivite zonu olusumu (1: 20 kat
konsantre edilen kiiltiir s1visi; 2: Bos vektor tagiyan P. pastoris kiiltiir sivisi)
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Ayrica YPD-pektin agar besiyerinde gelisen 1. koloni etrafinda zon olusurken, bos vektor

tasiyan P. pastoris hiicreleri etrafinda zon olusumu gozlenmedi (Sekil 4.25).

Sekil 4.25. Rutenyum kirmizisi ile boyama sonucu aktivite zonu olusumu (1: 1 nolu
rekombinant P. pastoris kolonisi; 2: Bos vektor tasiyan P. pastoris kolonisi)

4.13.2. SDS-PAGE Analizi

1. koloniyi olusturan hiicrelerin ve kontrol olarak pGKBa ile transforme edilen hiicrelerin
iiretim besiyerinde 72 saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen kiiltiir sivilar1 konsantre
edilerek SDS-PAGE analizi i¢in kullanildi. SDS-PAGE elektroforezinde yiiriitillen
ornekler, Coomassie brilliant blue G-250 ile boyanarak goriintiilendi (Sekil 4.26).
Boyama sonucu elde edilen jel fotografi kullanilarak standart proteinlerin Rf degerleri
hesaplanip logMK-Rf standart grafigi cizildi (EK 4). Daha sonra proteinin Rf degerleri
de hesaplanarak rekombinant PME enziminin molekiil kiitlesinin yaklagik 59 kDa oldugu

belirlendi.
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Sekil 4.26. Ekstraselliiler rekombinant proteinin SDS-PAGE analizi (M: Markur; 1:
rekombinant hiicrelerin konsantre kiiltiir sivisi (kontrol); 2, 3 ve 4. kuyular; sirasiyla, 5
kat, 10 kat ve 20 kat konsantre edilen kiiltiir s1vis)
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5. TARTISMA ve SONUC

Pektin, bitkilerin hiicre duvarimmin en 6nemli bilesenlerindendir. Tiim yiiksek yapili
bitkilerin orta lamelinde birincil hiicre duvar1 ve hiicrelerarasi bolgeler i¢inde yer alir
(Atalay vd 2018). Pektik maddelerde, D-galakturonik asit birimleri, a-1,4 glikozidik
baglari ile birbirine baglanarak ana zinciri olusturur. Pektin, kozmetik, gida, biyomedikal
ve ila¢ endiistrisi gibi bircok alanda kullanilmaktadir (Giizel ve Akpinar 2017). Ticari
pektin tiretiminde ise en yaygin olarak portakal kabugu ve elma posasi kullanilmaktadir
(Atalay vd 2018). Pektik maddeler meyve suyunda bulanikliga yol agtigindan, meyve
suyu iiretiminde berrakligin elde edilebilmesi i¢in polisakkaritlerin kiigiik molekiillerine
kadar parcalanmasi gerekmektedir. Pektinin varliginda filtrasyon zorlastigindan ve
meyve suyunda sonradan bulanmayr Onlemek icin pektin, durultma isleminin
depektinizasyon asamasinda par¢alanmaktadir. Bu amagla pektinin dalli bolgelerine etki
etmek gerektiginden enzimler ¢ok Onemli bir rol alir. Bu enzimlerin basinda ise
pektinazlar yani pektin parg¢alayan enzimler gelmektedir (Ucan ve Akyildiz 2012). Bu
enzimlerden biri olan pektin metilesterazlar (PME) pektindeki metil ester gruplarin
pargalar. Pektin zincirindeki metoksil gruplarini hidrolizleyerek pektini poligalakturonik

aside doniistiiriir ve boylece metanol aciga ¢ikar (Arpag 2006).

Rekombinant DNA (rDNA) teknolojileri (genetik, protein ve metabolik miihendislik),
hiicrelerin  dogal olarak tretemedikleri ¢ok ¢esitli peptitleri, proteinleri ve
biyokimyasallar1 iiretebilmesine izin verir. Dogal protein kaynaklarinin sinirli olmasi ve
ayrica konsantrasyonun genellikle diisiik olmas1 nedeniyle istenilen iiriiniin ekstraksiyonu
cok pahali, hatta imkansizdir. Bu nedenle genetigi degistirilen organizmalardan yiiksek
seviyede protein iretimi, dogal kaynaklardan protein ekstraksiyonuna onemli bir
alternatiftir. Mikrobiyal Okaryotik konak sistemleri arasinda, mayalar, tek hiicreli
organizmalarin avantajlarin1 (genetik manipiilasyon ve biiylime kolayligi) ve okaryotik
organizmalar i¢in 6zgilin protein isleme kapasitesini (protein katlanmasi, birlesmesi ve
translasyon sonras1 modifikasyonlar) birlestirdiginden rekombinant protein iiretiminde
yaygin olarak kullanilirlar (Porro et al. 2005). Metilotrofik bir maya olan Pichia pastoris

(Komagataella phaffii) ise, heterolog protein tiretiminde en yaygin kullanilan 6karyotik
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ekspresyon sistemlerinden biridir (Vogl et al. 2018). P. pastoris, genellikle giivenilir
olarak taninan (GRAS) bir organizma olarak tanimlanir ve 2009'dan beri 500'den fazla
farmasotik protein ve 1000'den fazla rekombinant protein iiretimi i¢in kullanilmistir
(Yang and Zhang 2018). Bu maya, ¢ok yiiksek hiicre yogunluklarina kadar
biiyiitiilebildigi gibi rekombinant protein tiretimini hem hiicre i¢i olarak hem de hiicre
disina salgilayabilecek sekilde gerceklestirebilir (Spohner et al. 2015). Elbette bu mayada
yiiksek miktarda rekombinant protein liretimi i¢in plazmit, promotdr, se¢cim markiri,
salgilama sinyal sekansi ve konake¢1 susu igeren uygun rekombinant sistemi tasarlamak

cok 6nemlidir (Juturu and Chuan 2018).

Bu tez caligmasinda, rekombinant protein iiretimi i¢in konak¢i organizma olarak P.
pastoris X33 susu Vve protein retimini, indiiklemeye gerek duymadan
gerceklestirebilmek amaciyla yapisal GAP (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz)
promotdri secilmistir. GAP promotorii, glikoz, gliserol, etanol ve oleik asit dahil olmak
tizere tiim karbon kaynaklarinda proteinlerin siirekli olarak ekspresyonuna izin veren
yapisal bir promotordiir (Juturu and Chuan 2018). P. pastoris'te eksprese edilen yabanci
proteinler, hiicre i¢i liretilebildigi gibi hiicre disina da salgilanabilir. Protein saflagtirma
isleminde hiicre lizisi ve hiicre kalintilar1 istenmediginden iretilen proteinin kiiltiir
ortamina salgilanmasi istenir (Cereghino and Cregg 2000). Bu amag i¢in gesitli salgilama
sinyal sekanslar1 kullanilsa da P. pastoris i¢in en yaygin olarak kullanilani S. cerevisiae
o-eslesme faktorii (a-mating factor; a-MF) sinyalidir ( Unver 2014; Duan et al. 2019). 13
amino asit peptidi olan a-faktorii, prepro-a faktorii olarak adlandirilan daha biiyiik bir
oncli olarak sentezlenir. MFal geni tarafindan kodlanan onciil, 165 amino asit
uzunlugundadir (Waters et al. 1988). Yapilan bircok caligmada alfa faktor sinyal
sekansinin bulundugu vektorler kullanilarak rekombinant proteinlerin hiicre disina
salgilanmas1 saglanmistir. Ornegin, Jiang et al. (2013) ve Wahyuni et al. (2016),
pGAPZoA vektoriini kullanarak GAP promotorii kontrolii altinda sirasiyla A. niger
pektin metilesteraz (PME) enziminin ve C. antarctica lipase B enziminin P. pastoris’te
ekstraselliiler iiretimini gergeklestirirken, Sensoy Giin (2019), bir baska ekspresyon
vektorii olan pPICZaA vektoriinii kullanarak azurin proteinini AOX promotdriiniin

kontrolii altinda ekstraselliiler olarak P. pastoris’te tiretmistir. Tiim bu bilgiler dikkate
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alindiginda, bu ¢alisma kapsaminda tiretilmek istenilen proteinin (PME), indiiklenmeye
gerek duyulmadan yapisal promotdr kontroliinde, hiicre disina (kiiltiir ortamina)
salinimin1 gergeklestirebilmek amaciyla calismaya GAP promotoriine sahip ve alfa faktor
sinyal sekansini igeren pGKBa vektér DNA’sinin elde edilmesiyle baslandi. Bunun i¢in,
pGKB vektorii E. coli hiicrelerinden izole edilip dogrulugu teyit edildi. pPICZa
vektoriinden PCR ile elde edilen alfa sinyal sekansi pGKB vektoriine yerlestirilerek
pGKBa vektorii elde edildi ve bu vektore pektin metilesteraz enzimini (PME) kodlayan
gen yerlestirildi. Elde edilen rekombinant vektor (0GKBa-PME), P. pastoris X33’¢
transfer edildi. Birkag kez tekrarlanan antibiyotik se¢iliminden sonra PME genini tasiyan
maya transformantlarinin tespiti i¢in segilen kolonilerden saflagtirilan gDNA’lar ile PCR
yapildi. PME genini ve bos vektorii tagiyan koloniler iiretim besiyerinde inkiibe edildi.
Elde edilen konsantre kiiltiir sivilar ile agaroz plak yapilarak aktivite zonu olusumuna
bakildi. En biiyiik zon olusumuna sahip koloniye ait kiiltiir stvisinda SDS-PAGE analizi

ile proteinin varligi belirlendi.

Bu ¢alismada ilk olarak; pGKB vektorii, bakterilerden izole edilip, hem vektore ait
primerlerle gergeklestirilen PCR reaksiyonu ile hem de restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile vektoriin kesim reaksiyonunun gergeklestirilmesiyle teyit edildi.
Bakterilerden izole edilen plazmit, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi
(Sekil 4.1). Vektor primerlerinin baglanma sicakliklari arasinda fark oldugundan aym
zamanda uygun primer baglanma sicakligini belirleyebilmek amaciyla {i¢ farkli primer
baglanma sicakligr (48, 52 ve 56 °C) kullanilarak gradiyent PCR yapildi. Reaksiyon
sonrasi elde edilen PCR iiriinleri, agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi. Goriintiileme
sonucu vektor primerleri ile gergeklestirilecek PCR reaksiyonlarinda her ii¢ primer
baglanma sicakliginin da kullanilabilecegi goriildii (Sekil 4.2). Diger yandan, vektor
DNA, EcoRIl ve Hindlll enzimleri ile kesildi ve elde edilen iiriin agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi (Sekil 4.3). Yiiriitme sonucunda EcoRI ve
Hindlll enzimleri ile kesilen DNA’da beklenildigi gibi 1499 bg ve 2007 bg¢’de bant
gozlendi. Sonug olarak yapilan her iki dogrulama yontemi ile temin edilen pGKB

vektoriiniin dogrulugu teyit edilmis oldu.
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PME enziminin ekstraselliiler iiretimini gergeklestirebilmek i¢in pGKB vektoriine o-
faktor sinyal sekansi yerlestirilerek pGKBa ekspresyon vektorii elde edildi. Bu amagla,
a-faktor sinyal sekansinin amplifikasyonu i¢in Oncelikle primerlerin dogru baglanma
sicaklig1 belirlendi. Bunun i¢in, ti¢ farkli primer baglanma sicakligi (59, 60 ve 61 °C)
kullanilarak gradiyent PCR yapildi. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitilen PCR
tirtinlerinin goriintiilenmesi sonucunda denenen ii¢ primer baglanma sicakliginda da
beklenen boyutta bant (267 b¢) goriildii. Bundan sonraki ¢aligsmalar i¢in primer baglanma
sicakligi, 60 °C olarak belirlendi. Daha sonra belirlenen sartlarda gergeklestirilen PCR
reaksiyonu ile ¢ogaltilan a-faktor sinyal sekansi saflastirildi ve saf olarak elde edilen
niikleotid sekansi, ECORI ve Asull (BstBlI) restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesilen iiriin,
fenol/kloroform ekstraksiyonu sonrasi ligasyon reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi. Ayn1
zamanda vektor DNA da ayni enzimlerle kesildi ve CIAP ile muamele edilerek agaroz
jelde yiritildi. Vektor DNA’nin kapali formu, lineer formundan daha hizh
yuridigiinden, kesilen vektor DNA igin daha yukarida bant gézlendi ve bdylece vektor
DNA’nin kesildigi teyit edildi (Sekil 4.5). Kesilen vektor DNA, jelden ekstraksiyonla
saflastirildi. Ligasyon iglemi i¢in hazir hale gelen vektor DNA ve niikleotid sekansi, T4
DNA ligaz enzimi ile birlestirildi. Ligasyon iriinii, CaCl> metodu ile kompetent hale
getirilen E. coli hiicrelerine transfer edildi. Transformantlardan kanamisin antibiyotigine
direngli olanlarmm LB-kanamisin (50 pg/mL) agar besiyerinde gelisimi gozlendi (Sekil
4.6). Secilen 12 koloni ile a-MF niikleotid sekansina spesifik primerler kullanilarak
koloni PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonucu elde edilen PCR {iriinleri, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiileme sonuglarina gére a-MF sekansini tasiyan
plazmiti iceren koloniler tespit edildi (Sekil 4.7). Daha sonra bu koloniler ile vektor DNA
primerleri kullanilarak PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonras1 PCR f{iriinleri agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. Goriintiileme sonucu iiriinlerin beklendigi
gibi 551 bg¢ uzunlukta oldugu gozlendi (Sekil 4.8). Klonlamanin dogrulugunu kontrol
etmek i¢cin LB-kanamisin sivi besiyerlerinde ¢ogaltilan 2. ve 4. kolonilerden plazmitler
saflagtirildi, ardindan bu vektorlere yerlestirilen genin niikleotid dizilemesi yaptirildi. 2.
ve 4. koloniyi olusturan bakteri hiicrelerinden saflastirilan plazmitin sekans analizi
sonucu elde edilen niikleotid sekanslari, alfa sinyal sekansi ile blastlandiginda 4.
koloniden izole edilen plazmitte yer alan sekansin, alfa sinyal sekansiyla %100 benzerlik

gosterdigi goriildi (Sekil 4.10). Boylece pGKBa vektorii elde edilmis oldu.
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Rekombinant proteinin kiiltiir ortamina salgilanmasini saglayacak pGKBa vektoriiniin
elde edilmesinin ardindan, P. chrysanthemi PME geni pGKBa vektoriine yerlestirilerek
pGKBa-PME rekombinant vektorii elde edildi. ‘pUCIDT-AMP+-ECPME-WT’ vektorii
igerisinde sentetik olarak temin edilen PME geninin amplifikasyonu i¢in Oncelikle
primerlerin dogru baglanma sicaklig1 belirlendi. Bunun i¢in, iki farkli primer baglanma
sicakligi (64 ve 65 °C) kullanilarak gradiyent PCR yapildi. Agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilen PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi sonucu beklenildigi gibi 1044 b¢ uzunluga
sahip gen bolgesi amplifiye edildi (Sekil 4.12). Ayrica sonraki c¢alismalarda gen
primerleri ile PCR yapilacagt zaman her iki primer baglanma sicakliginin da
kullanilabilecegi goriildii. Daha sonra belirlenen sartlarda gergeklestirilen PCR
reaksiyonu ile ¢cogaltilan PME geni saflastirildi ve saf olarak elde edilen gen, ECoRI ve
Kpnl restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesilen {iriin, fenol/kloroform ekstraksiyonu
sonrasi ligasyon reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi. Ayn1 zamanda vektér DNA da ayn1
enzimlerle kesildi ve CIAP ile muamele edilerek agaroz jelde yiiriitiildii. Kesilen vektor
DNA, jelden ekstraksiyonla saflastirildi. Ligasyon islemi i¢in hazir hale gelen vektor
DNA ve gen, T4 DNA ligaz enzimi ile birlestirildi. Ligasyon iiriinii, CaCl2 metodu ile
kompetent hale getirilen E. coli hiicrelerine transfer edildi. Transformantlardan kanamisin
antibiyotigine direngli olanlarin LB-kanamisin (50 pug/mL) agar besiyerinde gelisimi
gozlendi (Sekil 4.13). Secilen 10 koloni ile gene spesifik primerler kullanilarak koloni
PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonucu elde edilen PCR f{iriinleri, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiileme sonuglarina gore geni tasiyan plazmiti iceren
koloniler tespit edildi (Sekil 4.14). Daha sonra bu koloniler ile vektor DNA primerleri
kullanilarak PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonrasi PCR {iriinleri, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiillerek goriintiilendi. Goriintiileme sonucu tiriinlerin beklendigi gibi
1542 bg uzunlukta oldugu gozlendi (Sekil 4.15). Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek
icin LB-kanamisin sivi besiyerlerinde cogaltilan 3. ve 5. kolonilerden rekombinant
plazmitler saflagtirildi, ardindan bu vektorlere yerlestirilen genin niikleotid dizilemesi
yaptirildi. Sekans analizi sonucuna gore her iki koloniden de izole edilen plazmitte yer
alan genin, P. chrysanthemi PME gen sekansiyla %100 benzerlik gosterdigi goriildii
(Sekil 4.16). Boylece pGKBa-PME rekombinant plazmiti elde edilmis oldu.
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Transformasyon, ekzojen DNA'nin bir hiicreye aktarildigi ve genetik degisiklige yol
act1g1 onemli bir tekniktir (Kawai et al. 2010). Genetik transformasyon ilk olarak 1928°de
Griffith tarafindan tanimlanmis ve o zamandan beri bircok mantar tiirii de dahil olmak
izere ¢esitli organizmalarda gosterilmistir (Gietz and Woods 2001). Fungal genetik
transformasyonda kullanilan pek ¢ok metod bulunmaktadir. Bunlar elektroporasyon,
biyolistik (partikiil bombardimani veya gen tabancasi teknigi), cam boncuklarla
calkalama, sok dalgalari, sferoplast ve lityum (LiAc; lityum asetat, LiCl; lityum klortir)
yontemidir (Griffith 1966; Gietz and Woods 2001; Kawai et al. 2010). Bu yontemlerden
biriyle lineer (dogrusal) hale getirilen DNA’nin hiicrelere transfer edilmesi sonucu
genomda homoloji gosteren bolgeler arasindaki homolog rekombinasyon yoluyla P.
pastoris'in kalic1 transformantlar1 olusturulabilir (Cregg et al. 1985; Cregg et al. 1989;
Invitrogen 2010a). GAP promotorii lokusundaki gen ekleme olaylari, vektor tizerindeki
lokus ve GAP bdlgesi arasindaki tek bir ¢aprazlama olayindan kaynaklanir (Invitrogen
2010a). Wahyuni et al. (2016), c¢alismalarinda elde ettikleri pGAPZa-CalBsyn
rekombinant vektoriinii BspHI (Pagl) restriksiyon enzimi ile lineer hale getirerek
elektroporasyon metodu ile P. pastoris’e transfer ederken, Tiirkanoglu Ozcelik et al.
(2019), elde ettikleri pGAPZa-pro-MTGase plazmitini Avrll (XmaJl) enzimi ile lineer
hale getirip ayn1 yontemle transfer etmislerdir. Benzer sekilde bu ¢alismada elde edilen
rekombinant pGKBa-PME plazmiti, P. pastoris X33 hiicrelerinin transformasyonu igin
GAP promotor bolgesinden Avrll veya Pagl enzimi ile lineer hale getirildi (Wu et al.
2003; See et al. 2019). Kesim iriinlerinden agaroz jele 2’ser pL yiiklenip yiiriitiilerek
goriintiilendi ve goriintiileme sonucu rekombinant plazmitlerin kesildigi teyit edildi (Sekil
4.18). Beklenildigi gibi kesilerek lineer hale getirilen plazmitler, kesilmemis plazmitten
(kapali form) daha yavas yiiriidiigiinden daha yukarida bant gozlendi. Lineer haldeki
pGKBa-PME plazmiti, siklikla kullanilan metodlardan biri olan, Vellanki et al. (2009),
Yang et al. (2013), Liang et al. (2013) ve Lee et al. (2014)’in da calismalarinda
kullandiklar1 LiCl metodu ile maya hiicrelerine transfer edildi. Transformasyon islemi
sonrast 200 pg/mL genetisin iceren YPD agar plaklarda (Yang et al. 2014) gelisen maya
transformantlarina ait koloniler gézlendi (Sekil 4.19). pGKBa ekspresyon vektoriinde
bulunan antibiyotik diren¢ geni bakterilerde kanamisin antibiyotigine diren¢ saglarken,
mayalarda genetisin antibiyotigine diren¢ sagladigindan mayalarda koloni se¢ilimi i¢in

genetisin antibiyotigi kullanildi. Gelisen bu koloniler arasinda kiigiikk kolonilerin
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gozlenmesinin, 200 pg/mL konsantrasyonda genetisin igeren ortamda P. pastoris
hiicrelerinin  kendiliginden direng gelistirmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(Scorer et al. 1994; Papakonstantinou et al. 2009). Transforme edilen kolonilerden 15
tanesi secilerek 200 pg/mL genetisin igeren YPD agar plaklarda ikinci bir segilim
gerceklestirildi (Sekil 4.20) ve 1-12. kolonilerin antibiyotige direng gosterdigi gorildii.
Bu koloniler arasinda iyi gelisim gosteren 1, 2, 3, 6, 7 ve 10 numarali kolonilerden
genomik DNA (gDNA) izolasyonu yapildi. Gene ait primerler ile gergeklestirilen, izole
edilen gDNA’larin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonu sonrasi elde edilen tiriinler,
agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi. Goriintiileme sonucunda beklenen bantlar (1044
be) gozlendi (Sekil 4.21). Boylece belirlenen kolonilerin PME genini tasidig teyit edildi.
Ayrica esit miktarda (50 ng) gDNA’larin kullanildigt PCR reaksiyonu sonucunda 1
numarali kolonideki bant yogunlugunun digerlerinden ¢ok daha yiiksek oldugu goriildii.
Literatiirde (Lu et al. 2016), esit miktarda gDNA kullanilarak genoma entegre olan genin
kopya sayisinin belirlenebilecegi bildirilmistir. Dolayisiyla, 1 numarali koloniye ait
gDNA ile yiiksek bant yogunlugunun gozlenmesi, bu koloninin genomunda digerlerinden

daha yiiksek miktarda PME genini i¢erdigi anlamina gelmektedir.

P. pastoris’te tiretimi gerceklestirilen rekombinant PME'in fonksiyonel olarak aktif olup
olmadigini incelemek i¢in plak aktivite yontemi kullanildi. Pektin metilesterazlar (PME),
pektindeki metil ester gruplarini pargaladigindan aktivite tayininde substrat olarak pektin
kullanildi (Arpag 2006). Peng et al. (2005) ve Jiang et al. (2013) yapmis olduklari
caligmalarda rekombinant pGAPZa-PME igeren hiicrelerin kiiltiir siipernatantlarini,
pektin igeren plaklara uygulayarak aktivite zonu goézlemlemislerdir. Bu amagla
caligmamizda, P. pastoris pGKBa-PME ve pGKBa (kontrol) tasiyan P. pastoris
kolonilerinden rekombinant protein tiretimi gergeklestirilerek konsantre edilen kiiltiir
stvilart ile agaroz plak yapildi. Boyama sonucunda hazirlanan agaroz plaklardaki
kuyulara konulan konsantre sivilarin etrafinda olusan zonlar, kuyulardaki sivilarda
bulunan PME enziminin aktif oldugunu gostermektedir (Jiang et al. 2013). En biiyiik aktif
zon olusumu 1. koloni etrafinda gézlenirken, daha kii¢iik zon olusumu sirasiyla 10. ve 2.
koloni etrafinda gozlendi. Diger kolonilerde ise zon olusumunun yok denecek kadar az

oldugu goriildii (Sekil 4.23). Yapilan baz1 ¢alismalarda hiicre i¢i tiretimin hiicre disi
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iiretimden daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ornegin, Boy (2011), Pyrococcus furiosus o
amilaz enziminin (PFA) P. pastoris X-33 susunda ekstraselliiler olarak rekombinant
iretimini gergeklestirdiginde, enzimin N-terminal kismina eklenen o sekresyon sinyalinin
varligina ragmen rekombinant proteinin hiicre igi iiretiminin daha fazla gerceklestirildigi
gozlenmistir. Bunun sebebi olarak da rekombinant maya hiicrelerinde endoplazmik
retikulumdaki oksidatif stres sonucu proteinlerin yanlis katlanmasi ve olusan oksidadif
stres sonucu hiicrenin tepki olusturarak protein salintmimin bozulmasi gosterilmistir
(Massahi 2017). Bu nedenle iiretilen proteinin hiicre i¢ine yigilmis olabilecegi
disiiniilmistiir. Benzer sekilde rekombinant kolonilerden bazilarinin PME genini
tagimalarina ragmen agaroz plakta iyi diizeyde zon olusumu gozlenmemesinin sebebi,

hiicre i¢i yi1gilma olarak diistiniilebilir.

Agaroz plak aktivite yontemi ve gDNA ile gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucu ile en
yiiksek gen kopya sayisina sahip oldugu goriilen 1. koloni ve pGKBa (kontrol) tasiyan P.
pastoris kolonilerinin inkiibasyonu sonucu elde edilen kiiltiir sivilar1 ile SDS-PAGE
analiz yapildi. Poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler, Coomassie brilliant blue G-250 ile
boyanarak goriintiilendi (Sekil 4.26). Goriintiileme sonucu rekombinant PME enziminin
molekiil kiitlesinin yaklasik 59 kDa oldugu belirlendi. D’Avino et al. (2003), yapmis
olduklar1 ¢aligmada E. chrysanthemi PME enziminin molekiiler kiitlesini 36,9 kDa olarak
belirlemislerdir. Ayrica Heikinheimo et al. (1991), Bacillus subtilis’te eksprese ettigi E.
chrysanthemi B374 PME enziminin molekiiler kiitlesini 36 kDa bulurken, Laurent et al.
(2000), E. chrysanthemi 3937 PME enzimini E. coli’de eksprese ettiginde 37 kDa
molekiiler kiitleye sahip oldugunu goérmiistiir. Ekspresyon plazmitinde yer alan myc
epitopu ve histidin kuyrugunun (6xH) rekombinant proteine 2,5 kDa ilave ettigi liretici
firma (Invitrogen) tarafindan bildirilmistir. Ayrica Bretthauer et al. (1999), proteinlerin
C-terminal yakinindaki tandem (ardisik) bolgelerin varligt ve hiperglikozilasyon
nedeniyle molekiiler kiitlenin 9-15 kDa kadar artabilecegini de belirtmislerdir. Bu
nedenle P. pastoris tarafindan iiretilen PME’nin molekiiler kiitlesinin beklendiginden
daha fazla olmasi, rekombinant proteinin glikozillenmis oldugunu diisiindiirmektedir.
Benzer sekilde, Peng et al. (2005), F. awkeotsang asidik pektin metilestrazini (38 kDa)
P. pastoris’te ekspre ettiginde dogal PME’nin molekiiler kiitlesini hiperglikozilasyondan
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dolayr 45 kDa olarak belirlemistir. Athmaram et al. (2012), yaptiklar1 ¢alismada P.
pastoris’te ekstraselliiler tiretim sonucunda 60 kDa molekiiler kiitleye sahip hemaglutinin
(HA) proteininin molekiiler kiitlesini yaklasik 80 kDa olarak belirlemislerdir. Bir diger
calismada B. subtilis a-amilaz proteininin (54 kDa) molekiiler kiitlesi, P. pastoris’te

ekstraselliiler tiretimi sonucu yaklagik 60 kDa olarak bulunmustur (Arruda et al. 2016).

Sonuc ve Oneriler

1. pGKB vektoriine S. cerevisiae a-faktor sinyal sekansi (a-MF) yerlestirilerek pGKBa

vektori elde edilmistir.

2. P. chrysanthemi pektin metilesteraz enzimi, P. pastoris ekspresyon sisteminde ilk kez

rekombinant olarak iiretilmistir.

3. Rekombinant PME proteininin S. cerevisiae alfa faktor sinyal sekansi araciligiyla
kiiltiir ortamina salgilanmasi miimkiin olmustur. Boylece rekombinant proteinin
kiiltiir ortamindan hiicre igerigini parcalamaya gerek duyulmadan saflastirilmasi

saglanabilir.

4. Rekombinant PME-cMyc-His tag fiizyon proteini afinite kromotografisi ile kolaylikla

saflastirilabilir.
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