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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
AZURIN PROTEINININ Pichia pastoris ILE REKOMBINANT URETIMi
Biisra SENSOY GUN

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

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Yagmur UNVER

Bu c¢aligmada Pichia pastoris ekspresyon sisteminde siklikla kullanilan ve metanolle
indiiklenebilen AOX (alkol oksidaz) promotoriiniin kontrolii altinda azurin proteininin
tretimi  gergeklestirilmistir. Pseudomonas aeruginosa genomik DNA’s1 kullanilarak
amplifiye edilen ve pPICZaA ekspresyon vektoriine yerlestirilen azurin geni, E. coli
One Shot TOP10 hiicrelerinde klonlanmis ve lineer hale getirilen rekombinant vektor,
P. pastoris X-33 hiicrelerine transfer edilmistir. Genomlarinda azurin geninin ¢oklu
kopyasini tasiyan kolonilerin seleksiyonu i¢in antibiyotik direng testi ve koloni PCR
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Segilen rekombinant transformantlarin protein tiretim
kapasiteleri karsilastirilmistir. Kat1 besiyerinde 48-72 saat inkiibasyona birakilan
hiicreler, gliserol igeren on kiiltiir besiyerlerine inokiile edilmistir. inkiibasyon sonrasi
santrifiijle ¢coktiiriilen hiicreler, %0,5 metanol ve %1 sorbitol iceren liretim besiyerlerine
aktarilarak 48 saat boyunca ¢alkalamali inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra kiiltiir
ortamlarina promotdr indiikleyicisi olarak %0,5 metanol ilave edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi elde edilen kiiltiir siipernatantlar1 ve hiicre lizatlar1 ile gerceklestirilen Western
blot analizi ile transformantlarin tiimiinde rekombinant proteinin hem ekstraselliiler hem
de intraselliiler iiretimi gozlenmistir. Ayrica her iki lretim tipine gore, 1. koloniyi
olusturan hiicrelerin protein liretim kapasitesinin diger kolonileri olusturan hiicrelerin
tiretim kapasitesinden daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Rekombinant P. pastoris
hiicreleri tarafindan iiretilen ekstraselliiler azurin proteininin molekiil kiitlesinin yaklasik
20 kDa oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada, P. pastoris hiicrelerinde azurin
proteininin ekspresyonu ilk kez gerceklestirilmistir.

2019, 87 sayfa

Anahtar Kelimeler: Azurin, Pseudomonas aeruginosa, pPICZaA, ekspresyon, Pichia
pastoris



ABSTRACT

Master's Thesis
RECOMBINANT PRODUCTION OF AZURIN PROTEIN BY Pichia pastoris
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Discipline of Biotechnology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Yagmur UNVER

In this study, the production of azurin protein under the control of the AOX (alcohol
oxidase) promoter, which is frequently used in the Pichia pastoris expression system
and can be induced by methanol, was performed. The azurin gene amplified using the
Pseudomonas aeruginosa genomic DNA and inserted into the pPICZaA expression
vector was cloned in E. coli One Shot TOP10 cells and linearized recombinant vector
was transferred to the P. pastoris X-33 cells. Antibiotic resistance test and colony PCR
reaction were performed for the selection of colonies containing multicopy of the azurin
gene in their genomes. Protein production capacity of selected recombinant
transformants was compared. The cells incubated for 48-72 hours in solid medium were
inoculated into pre-culture media containing glycerol. After incubation, centrifuged
cells were transferred to the production media containing 0.5% methanol and 1%
sorbitol, and incubated for 48 hours. After 24 hours, 0.5% methanol, as promoter
inducer, was added to the culture media. Both extracellular and intracellular production
of the recombinant protein was observed in all of the transformants by Western blot
analysis performed using culture supernatants and cell lysates which were obtained after
incubation. In addition, according to both types of production, it was observed that the
protein production capacity of the cells constituting the 1st colony was higher than the
production capacity of the other colonies. The molecular mass of the extracellular
azurin protein produced by recombinant P. pastoris cells was found to be about 20 kDa.
Expression of azurin protein in P. pastoris cells was performed for the first time in this
study.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

aa Aminoasit
°C Santigrat Derece
dk Dakika

g Gram

His Histidin

kb Kilobaz
kDa Kilodalton
M Molar

mg Miligram
ml Mililitre
mM Milimolar
ng Nanogram
nm Nanometre
pg Pikogram
% Yiizde

ul Mikrolitre
pum Mikrometre
sn Saniye

\Y/ Volt

Vil



Kisaltmalar

AOX Alkol oksidaz

be Baz cifti

BMGY Tamponlanmis karmasik gliserol besiyeri (Buffered glycerol complex

medium)

BMMY Tamponlanmis karmagik metanol besiyeri (Buffered methanol complex
medium)

CIAP Sigir Bagirsak Alkalin Fosfataz (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)

DNA Deoksiribontikleik asit

dNTP Deoksiribontikleotid trifosfat

dH20 Distile su

gDNA Genomik Deoksiriboniikleik asit

LB Luria Bertani

LSLB Diisiik Tuzlu Luria Bertani (Low Salt Luria Bertani)

LiCl Lityum Klorid

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

PEG Polietilen glikol

RNA Riboniikleik asit

rDNA Rekombinant Deoksiriboniikleik asit

rpm Dakikadaki devir sayis1 (Rotation per minute)

SOC Broth  Super Optimal Broth with Catabolite repressor

TCA Trikloroasetik asit

TE Tris EDTA

TAE Tris Asetik asit EDTA

uv Ultraviyole 1511

YPD Maya ekstrakti pepton dekstroz (Yeast Extract Peptone Dextrose)

viii
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1.GIRIS

Rekombinant DNA teknolojisi, niikleik asitlerin kesfiyle baslamis, asil olarak 1970°de
Smith’in mikroorganizmalarda bulunan ve DNA’y1 spesifik dizilerinden kesen
restriksiyon endoniikleaz enzimlerini kesfetmesiyle ortaya c¢ikmistir. Bu kesifler
sonucunda ve gelisen molekiiler genetik teknikler sayesinde farkli kaynaklardan gelen
DNA molekiillerinin in vitro ortamlarda birlestirilebilmesi saglanmistir. Rekombinant
DNA teknolojisi, dogada kendiliginden bir arada olmasi miimkiin olmayan, genetik
miihendisligi teknikleri ile farkli organizmalardan elde edilen DNA parcalarinin kesilip
birlestirilmesini kapsar. Bu islemler sonucu olusan DNA’ya rekombinant DNA (rDNA)
ad1 verilir. Bu teknoloji, genomda bulunan binlerce gen arasindan istenen &zellikteki
genin ayristirilip elde edilmesini ve bu genin tanimlanmasinin ardindan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) ile biiylik oOlcekte ¢ogaltilan DNA molekiilii olarak
tiretilmesini miimkiin kilmaktadir (Smith 1985). Bu teknoloji ile istenen gen bdolgesi,
orjinal DNA’dan restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilip alindiktan sonra bir
vektore aktarilip konak hiicrede cogaltilmaktadir. Yapilacak olan ¢aligmanin amacina
gore, ¢ogaltilmis olan bu genler dogrudan kullanilabildigi gibi genin bir konak hiicrede

ekspresyonu ile elde edilen proteinler de kullanilabilmektedir (Y1ldirim vd 2010).

Rekombinant DNA teknolojisinin genel prensiplerinin basinda istenen genin hangi
organda, dokuda ya da hiicre boliimlerinde daha fazla bulundugunun bilinmesi gelir.
Daha sonra sirasiyla yapilmasi gereken islemler sunlardir; istenen gen bdlgesini iceren
doku veya hiicreden DNA’nin ya da RNA’nin saf olarak izole edilmesi, gen bdlgesinin
belirlenmesi, istenen gen bolgesinin restriksiyon enzimleriyle kesilip ¢ikarilmasi veya
PCR ile ¢ogaltilmasi, vektor DNA’nin elde edilmesi ve gen ile vektor DNA
ligasyonunun ardindan olusan {irlinlin konak hiicreye transfer edilmesi, dogru

transformantlarin seleksiyonu ve olusan gen iiriiniiniin kontrol edilmesidir (Arda 2000).

Bu teknoloji ile kesfedildigi giinden bu yana ¢ok sayida protein, hormon ve enzimlerin
tiretimi gergeklestirilmektedir. Ornegin, tip 1 ile tip 2 diyabet hastaliklarinin sebebi olan

instilin hormonunun eksikligi veya yoklugu durumunda bu hormonun {iretiminin



kolaylagtirilmas1 amaciyla insiilin iretimine ilk defa 1978-1981 yillar1 arasinda
baslanmustir (Crea 1978; Keefer 1981). Insiilin geninin ekspresyonu igin Escherichia
coli bakterisi konak hiicre olarak kullanilmistir. Tek bir mutasyona bagli olarak
viicudun bir¢ok organinda yag birikimine sebep olan Gaucher hastaliginin tedavisi i¢in
plesantada bulunan lizozomal enzim olan B-glukoserebrosidaz gereklidir. Tek bir doz
enzim i¢in 400-2000 plesantaya ihtiya¢ duyulur. Ancak rDNA teknolojisi ile bu enzimin
iretimi tiitlin bitkisinde gercgeklestirilmistir. Bunlarla birlikte kanser, AIDS, romatizma,
hemofili ve anemi gibi bir¢ok hastaligin tedavisi giiniimiizde rekombinant proteinlerin
kullanimiyla gerceklestirilmektedir. Ornegin; anemi hastahginin tedavisi igin
eritropoietinler, kanser, AIDS vb hastaliklar i¢in interlokinler, kanser ve romatizma i¢in
monoklonal antikorlar, ¢ocuklarda biiyiime geriligini Onlemek i¢in insan biiylime
faktori, hemofili ve benzer pihtilasma hastaliklarinin tedavisi i¢in kan pihtilasma

faktorleri tiretilmektedir (Barnum 20006).

Rekombinant DNA teknolojisi sadece hastaliklarin tedavisi i¢in degil, tarim, gida
sanayisi, deterjan ve temizlik sanayisi, kagit yapimi ve geri doniisiim gibi birgok

sektorde kullanilmaktadir (Barnum 2006).

1.1. Terapétik Bakteriyel Uriinler

Giliniimiizde modern biyoteknoloji, hayvansal ve mikroorganizma temelli geleneksel
biyoteknolojinin aksine kisaca '"biyofarmasoétikler" olarak adlandirilan yeni ilag
sistemlerine yonelmistir. Biyofarmasoétikler, iki ana sinifa ayrilir: Kiiglik molekiillerden
meydana gelen "kimyasal ilaclar" ve daha biiyilk molekiillerden meydana gelen
"terapoOtik proteinler". Terapotik proteinler, dogrudan bir biyolojik kaynaktan elde
edilmeyen herhangi bir islem ya da yontemle liretilen ve tedavi amagli kullanilabilen
proteinleri kapsamaktadir (Ommaty 2003). Bu proteinlerin biiyiikk bir bdoliimii
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iiretilmektedir. Tedavi amach kullanilmak
istenen protein, memeli hiicre kiiltiirlinde, maya veya bakterilere ait fermentasyon
kiiltiirlerinde yiiksek miktarlarda iiretilmektedir. Daha sonra {iiretilen proteinler, liretim

ortamindan veya hiicrelerden saflastiriimaktadir (Ommaty 2003). Son yillarda bu iiretim



sistemlerinden en fazla kullanilanlardan biri bakteri ekspresyon sistemleridir. Bu
ekspresyon sistemleri, bakterilerin kolay kiiltiire edilebilmeleri, kiiltiir oratimda hizli
gelisebilmeleri ve yiikksek miktarda rekombinant protein iretebilmeleri sebebiyle
siklikla tercih edilirler. Fakat prokaryotik sistemler ile liretilen okaryotik rekombinant
proteinler,  prokaryotlarda  bulunmayan  post-translasyonel = modifikasyonlarin
gerceklesmemesi nedeniyle fonsiyonel bir {iriin olamamaktadir. Ek olarak inkliizyon
cisimcikleri olarak iiretilen proteinlerin elde edilmesi i¢in bu cisimciklerini pargalayan
agir denatlirantlarin kullanilmasi verimin azalmasi ve istenmeyen katlanmalar olmasi

prokaryotlarin en biiylik dezavantajlarindandir (Yin vd 2007).

Bakteriyel terapotik proteinlerden biri olan, Pseudomonas aeruginosa tarafindan
tiretilen PA-MSHA (insana duyarli hemaglutinin) molekiilii, yapilan denemeler sonucu
insan mesane kanser hiicre hattinda EGFR sinyal yolunu inaktif etmis, yapilan in vivo
calisma sonucunda apoptozu indiikleyerek tlimor biiyiimesini 6nemli dlglide azaltmigtir
(Chang vd 2013). Ayni mikroorganizma tarafindan iiretilen yeni tanimlanmis indolin-3-
on birlesigi ise kombinasyon kemoterapisinde farkli etki mekanizmalarina imkan
verebilmekte, boylece kanser hiicresi direncini azaltmada daha etkili olmaktadir
(Milanez vd 2018). Escherichia coli gibi gram negatif baz1 bakterilen elde edilen L-
asparaginaz enzimi basta ¢ocuk l6semisi olmak iizere, melanosarkoma, lemfosarkoma,
non-Hodkin gibi birgok kanser tiirlinde tedavi i¢in kullanilmaktadir. Bu enzimin anti-
16semik etkisi, sirkiilasyon sirasinda L-asparagin aminoasidini hizli bir sekilde yikarak
asparagini aspartat ve amonyaga ¢evirmektir. Boylece kanser hiicrelerini biiylimelerinde
onemli olan essansiyel aminoasitten yoksun birakarak kanser tedavisinde yiiksek
terapGtik etkisi ile onem kazanmaktadir (Platt vd 2000; Geckil ve Gencer 2004). Diger
yandan IL-4 toksin bilesigi, IL-4 (Interlokin 4) ve Pseudomonas ekzotoksininin
birlestirilmesiyle elde edilip bir kateter yardimiyla tiimore uygulanmaktadir. Bu bilesik,
IL-4 reseptorlerine yiiksek afinite ile baglanarak normal beyin hiicrelerine zarar

vermeden kotii huylu beyin tiimdrlerini yok etmektedir (Laske vd 1997).

Son zamanlarda ¢alisilan bakteriyel terapdtik proteinlerden biri de azurindir. P.

aeruginosa tarafindan iiretilen bu protein, bazi kanser hiicre tiplerini baskilamaktadir.
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Bu yiizden, anti kanser ajan olarak yogun ilgi ¢ekmektedir (Zaborina vd 2000; Yamada
vd 2002; Punj vd 2004).

1.1.1. Azurin

P. aeruginosa azurin geni 148 amino asitten olusan proteini kodlar. Olgun (mature)
azurin proteini 128 amino asit iceren 14 kDa (128 aa-mature peptid) gibi diisik
molekiiler kiitleye sahip, suda ¢ozlinebilen ve bakir igeren protein (cupredoxin) ailesine
ait bir proteindir. (Tang vd 1968; Naguleswaran vd 2008; Yamada vd 2009; Bernardes
vd 2010). Bu protein karakteristik tek bir domain yapisina sahip, kat1 bir B-sandvig¢
cekirdekten olusan ve bir disiilfiir kopriisii ile stabilize sekiz antiparalel iplik¢ikler
(Greek key B-barrel structure) tarafindan olusturulan 3 boyutlu yapiya sahiptir. Bunlara
ek olarak, bakir bolgesini ¢evreleyen nétr bir hidrofobik parca bulundurur (Bernardes vd

2010; Fialho vd 2012) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. (A) Azurin proteininin ti¢ boyutlu yapist. (B) Azurin proteininin bakir bulunan
domaini (Clark vd 2016).

Azurin ile ilgili yeni ve ilging bir bilgiye ilk defa 2000 yilinda Zaborina ve
arkadaslarinin gercekgeklestirdigi ¢alisma ile ulasilmistir. Bu ¢alismada azurinin sigan
makrofaj hiicre hattinda (J774) sitotoksik etki gosterdigi ve apoptozu indiikledigi
bildirilmistir (Zaborina vd 2000). Sonraki c¢alismalarda meme kanseri (MCF-7),



melanom (UISO-Mel-2) ve osteosarkom (U20S) hiicreleri gibi farkli insan tiimor hiicre
tiplerinde azurinin apoptozu indiikleyebilecegi gibi onemli diizeyde sitotoksisiteye de
yol agabilecegi bildirilmistir (Yamada vd 2002; Punj vd 2004; Yang vd 2005). Ayrica
azurin bahsedilen bu hiicre tiplerinde, hiicre i¢i p53 ve pro-apoptotik Bax proteinlerinin
seviyesinin artmasina ve mitokondriyal sitokrom c¢’nin sitozole salinimina yol agmustir.
Bu islemin hiicresel gelisimde ve hiicresel homeostazinin devaminda temel siire¢ olan
apoptozu baglatan kaspaz kaskadini (kaspaz-7 ve 9) aktive ettigi bildirilmistir (Punj vd
2004). MCF-7 hiicrelerinde azurin tedavisi siirecinde sadece Bax proteinlerinin
seviyesinde artisin meydana gelmesi degil, ayni zamanda anti-apoptotik Bcl2

proteinlerinin seviyesinde azalmanin oldugu gosterilmistir (Punj vd 2004).

Azurinin timor hiicrelerini yikma yetenegi, kanser gelisimini inhibe eden p53
proteininin stabilitesini saglamasindan kaynaklanir. Azurin, p53 ile kompleks olusturan
ilk bakteriyel protein olarak bildirilmistir. Cogu viral ve memeli proteinleri fiziksel
etkilesim ile p53 fonksiyonunu diizenleyebilir. Yapilan ¢alismalar, azurinin tercihen
meme kanseri hiicrelerine girdigini ve apoptozu indiikledigini ortaya ¢ikarmistir
(Yamada vd 2002). Ayrica DU145 (insan prostat kanser hiicre hatt1) hiicrelerinde, hiicre
dongiisiinii durdugu gozlenmistir (Chaudhari vd 2007). Azurinin 6zellikle hiicre igine
girisinden sorumlu PTD'yi (protein iletim alani) igeren 50-77 aminoasitlerine karsilik
gelen p28 peptidinin farkli molekiiller ile etkileserek apoptozu indiikleyebildigi ve
anjiyogenezi de inhibe edebildigi gosterilmistir (Yamada vd 2009; Mehta vd 2011).
Ayrica bu peptidin sorumlu oldugu diisiiniilen bir diger durum, saglikli hiicrelere
nazaran timorli hiicrelere daha etkili bir sekilde girmesidir (Bernardes vd 2010). Diger
yandan azurin proteini, farkli bolgeleriyle iligkili olarak antikanser, antiparaziter ve anti-
HIV Ozellikleri barindirdigindan umut verici bir terapdtik peptid kaynagi olarak
degerlendirilmektedir (Fialho vd 2008). Azurin gibi bakir igeren redoksinler, efrin adi
verilen bir 6karyotik ligand ailesine topolojik benzerlik gosterirler (Chaudhari vd 2007).
Efrinler, en biiylik reseptdr protein tirozin kinaz ailesini olusturan, efrin reseptorlerine
(Eph) baglanan endojen ligandlardir (Hafner vd 2004). Bir efrin ve onun reseptorii
arasindaki baglanma ve heterodimerizasyon, Eph reseptoriiniin tirozin kinaz alanlarinin

otofosforilasyonuna yol acar, buda gelisimsel siireclerde yer alan birka¢ sinyalleme



transdiiksiyon kaskadina yol acgar. Ayrica ephrinlerin, timor gelisimi, anjiyogenez, go¢
ve invazyon gibi patolojik siireglerle de baglantili oldugu gosterilmistir (Chaudhari vd
2007). Sonug olarak, 88 - 113 aminoasitlerine tekabiil eden azurin tiirevi p26 peptidi,
EphB2 ligand1 olan ephrinB2'ye yapisal olarak benzer oldugundan, kanser gelisimine
katkida bulunan hiicresel sinyal yollarini inhibe eden EphB2'ye rekabet edebilir sekilde
baglanabilir. Boylelikle hiicre sinyallemesi ve kanser biiylimesi ile etkilesime girebilir

(Chaudhari vd 2007).

Ayrica azurinin sivi kanserler tizerine de in vitro anti-timor etkileri aragtirilmistir. Bu
protein kronik miyeloid 16semi hiicre dizisi olan K562'ye ve akut miyeloid 16semi hiicre
hatt1 olan HL60'a secici giris ve sitotoksik etki gostermistir (Kwan vd 2009). K562
hiicrelerinin  apoptozun indiiklenmesine yol ag¢an G2/M kontrol noktasinda
durdurulmasinda belirgin bir etki gdstermistir. Kanser hiicrelerindeki secici giris
Ozelligine ek olarak, azurinden tiiretilen peptid p28'in, insan umbilikal ven endotel
hiicrelerinde (HUVEC) kilcal tiip olusumunu engelleyerek anjiyogenez olusumuna
miidahale edebildigi gosterilmistir (Mehta vd 2011). Diger yandan, ilging bir sekilde
azurinin sadece kanserdeki biiylime iizerine degil, viriisler gibi farkli patojenler (AIDS
virtisii; HIV-1) ve parazit protozoonlar (Plasmodium falciparum ve Toxoplasma gondii)
tizerinde de etkili oldugu goriilmiistiir (Naguleswaran vd 2008). Bu o6zellikler, azurini
onkoloji ve mikrobik enfeksiyonlar i¢in terapdtik peptidlerin iyi bir kaynagi haline
getirmistir. Ozet olarak, anti-timér azurin; p53 stabilizasyonu ile apoptozun
indiiklenmesi, anjiyogenezin inhibisyonu ve baglayici efrin reseptor kinaz ozellikleri
sayesinde farkli yollar {izerinde baz1 kanser hiicrelerine karsi1 daha etkili olabilecegi i¢in

mevcut anti-tiimor ilaglardan ayrilmaktadir (Silva 2013).

1.1.2. Pichia pastoris ekspresyon sistemi

Pichia pastoris mayasi, Fungi alemi, Ascomycota subesi, Saccharomycetes smifi,
Saccharomycetales takimi, Saccharomycetaceae familyasi, Komagataella cinsinin bir
tiriidiir. Metilotrofik 6zellige sahip olan bu mikroorganizma, 1-5 pm ¢apinda, 5-30 pm

uzunluguna sahip, oval sekilli ve tek hiicreli dkaryotik bir canlidir (Higgins ve Cregg



1998; Cregg 1999). P. pastoris’in gelisim evresinde oksijenli solunumu tercih etmesi,
onu fermentatif olan Saccharomyces cerevisiae gibi organizmalardan ayiran bir
Ozelliktir. Fermentatif organizmalarin gii¢lii fermentasyonu sonucu iirettigi etanol ve
asetik asit tiirevi fermentasyon yan triinleri, hizli bir sekilde toksik seviyeye ulasir.
Fermentatif olmayan P. pastoris ’te ise boyle bir durum ortaya ¢ikmaz (Cereghino vd
2002). Rekombinant protein iretimi i¢in kullanilan S. cerevisiae’ye gore metilotrofik
mayalarin istiin yonleri bulunmaktadir. Bunlar; yiiksek protein iiretim imkani, 10-100
kat daha fazla hiperglikolizasyonun engellenmesi, yiiksek seviyedeki metanol
konsantrasyonunda  gelisebilmeleri ~ sayesinde  kiltir ~ ortamindaki  diger
mikroorganizmalarin elimine edilmesi, diisiik maliyetli olmasi ve ¢ok sayida kopya
transformasyonu gerceklestirebilmesi olarak sayilabilir (Buckholz ve Geelson 1991;

Gellison vd 1992; Romanos vd 1992).

P. pastoris, fermentor ortaminda fazla miktarda hiicre yogunluguna sahip oldugu i¢in
1970°1i yillarda tek hiicre proteini iiretimi i¢in gelistirilmistir. Oncelikle endiistriyel
alanda rekombinant protein iiretimi igin tercih edilen miikkemmel bir konakgi
durumundadir (Daly ve Hearn 2005; Jungo vd 2007). Bu mayanin manipiilasyonu ve
kiltire edilebilmesi kolaydir. Ayrica Okaryotik bir organizma oldugundan yiiksek
yapil1 okaryotik canli hiicreleri tarafindan gerceklestirilen proteolitik islemler, disiilfit
bag olusumu, katlanma ve glikozilasyon gibi bir¢ok posttranslasyonal modifikasyonlari
gerceklestirebilir. Bu 6zelligi sayesinde bir¢ok proteini bakteri ekpresyon sistemlerine
gore biyolojik olarak aktif molekiiller olarak iiretebilme yetenegine sahiptir. Ayrica
birgok yiiksek Okaryotik sisteme gore (bocek ve memeli hiicre ekspresyon sistemleri
vb) daha kolay, daha hizli, maliyeti diisiiktiir ve genellikle daha yiliksek ekspresyon
diizeyleri gosterir (Buckholz ve Geelson 1991; Romanos vd 1992).

P. pastoris ekspresyon sistemi, arastirma amagh ve endistriyel alanda ¢ok sayida
rekombinant protein iiretimi i¢in kullanilmaktadir (Higgins ve Cregg, 1998). P.
pastoris'te yabanci bir genin ekspresyonu, genin bir ekspresyon vektdriine
yerlestirilmesi, ekspresyon vektoriiniin P. pastoris genomuna yerlestirlmesi ve yabanci

gen Uriinlinii ifade etme potansiyeline sahip suslarin belirlenmesi olmak iizere {i¢ temel



asamay1 gerektirir. Daha Once bahsedildigi gibi P. pastoris, karbon ve enerji kaynagi
olarak metanolii kullanir. Maya tarafindan metanoliin kullanilabilmesi i¢in birkag 6zel
enzim gerekmektedir. Reaksiyonlar peroksizomlarda baslayip, metabolik olaylar
sitoplazmada devam eder. Peroksizomlarda gerceklesen tepkimelerden ii¢ enzim
sorumludur. Bunlar alkol oksidaz, katalaz ve dihidroksiaseton sentazdir. Sitozolde bu
enzimler sayesinde metanol asimilasyonu ve disimilasyonu gergeklesir (Patrick vd

2005).

P. pastoris, AOX1 ve AOX2 olarak adlandirilan, alkol oksidaz proteinini kodlayan iki
gene sahiptir. Bu mikroorganizmaya ait ekspresyon sisteminde heterolog proteinlerin
ekspresyonu, AOX1 promotoriiniin kontroliinde gerceklesir. Bu promotdriin bilimsel
calismalarda siklikla tercih edilen promot6r olmasinin nedeni, P. pastoris 'te karakterize
edilen ilk promot6r olmasi, ¢cok giiclii olmasi ve karbon kaynaklari tarafindan cok siki
bir sekilde diizenlenmesidir. AOX1 promotoriiniin  kontroliinde ekspresyon
gerceklestirebilen suslar gen indiiksiyonu, biyokiitlenin arttirilmast ve protein
iretiminin saglanabilmesi i¢in genellikle metanolii kullanirlar (Looser vd 2015). Gen
indiiksiyonu i¢in kullanilan AOX1 promotdrii, metanol tarafindan ¢ok kuvvetli sekilde
indiiklenmekte ama gliserol, glukoz, asetat ve etanol gibi karbon kaynaklari tarafindan
baskilanmaktadir. Alanin, mannitol ve sorbitol ile baskilanmamakta ancak indiiksiyon

i¢in metanole ihtiya¢ duyulmaktadir (Inan ve Meagher 2001).

P. pastoris’e ait ekspresyon sisteminde siklikla kullanilan AOX1 promotdriiniin
haricinde AOX2, DAS, GAP, ICL1, FLD1, PEX8, TEF1, PGK1 ve YPT1 gibi
indiiklenebilir promotdrler de bulunur. FLD1 promotorii, AOX1 promotoriine gore 1yi
bir secenek olarak goriilse de indiiksiyon i¢in toksik ve yanict madde olan formaldehit
veya metilamine gerek duyulmaktadir. Diger promotdrlerin AOX1 promotdrii kadar
yaygin kullanilmama sebebi ise heterolog genin diisiik ekspresyon seviyesine neden
olmalaridir. Yapilan bir calismada a-glukuronidazin ii¢ farkli promotor kullanilarak
ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir.  YPT1 promotorii  kullanildiginda  genin

ekspresyon seviyesi GAP promotorii kullanildigindakinden 10 kat daha az, metanol ile



indiiklenen AOX1 promotorii kullanildigindakinden ise 80 kat daha az bulunmustur

(Sears vd 1998).

P. pastoris'te heterolog proteinler AOX1 promotériiniin kontrolii altinda, hiicre igi
(intraselliiler) ifade edilebildigi gibi kiiltiir ortamina da (ekstraselliiler) salgilanabilir. P.
pastoris, sadece endojen proteinleri az miktarda salgiladigindan kiiltiir ortaminda
mevcut proteinin biiyiikk ¢ogunlugunu heterolog proteinler olusturmaktadir (Liu vd
1995; Brierley 1998). Rekombinant protein iiretimi sirasinda proteinlerin kiiltiir
ortamina salgilanmasi igin sekresyon sinyal dizileri kullanilir. Bu diziler konake1
hiicreye siklikla vektorler vasitasiyla aktarilir. P. pastoris ekspresyon sisteminde
sekresyon sinyal sekansi tasiyan vektorler; pHIL-S1, pPIC9, pPIC9K, pPICZa (A,B,C)
ve GAPZa (A,B,C) seklindedir. Bu vektorler, 6ncelikle E. coli hiicrelerinde segilim
geni, P. pastoris hiicrelerinde secilim geni ve sekresyon sinyal dizisi tagimaktadir.
Intraselliiler protein iiretimi gergeklestiren vektdrlerde sekresyon ile ilgili herhangi bir
sinyal sekansi bulunmamaktadir (Ahmad vd 2014). Bu sayede hiicresel proteinlerin
rekombinant proteinlere karismasini 6nlemek igin gergeklestirilen sekresyon olay,
proteinlerin saflastirilmasindaki ilk adim olarak diisiiniilmektedir. Bu ekspresyon
sisteminde bir¢cok sinyal sekansinin protein ekspresyonundaki basarist farklidir.
Bunlardan en basarilisi, 85 aminoasitten olusan S. cerevisiae’ye ait olan alfa-mating
prepro sinyal sekansidir (Cereghino ve Cregg 2000). Maya hiicrelerinde bu sinyal
sekansindan ayr1 olarak genellikle P. pastoris’e ait asit fosfataz (PHO1) sinyal sekansi

da siklikla kullanilmaktadir (Higgins ve Cregg 1998).

P. pastoris mayasinda bes binden daha fazla proteinin basarili sekilde ekspresyonunun
gerceklestirilmesi, bu sistemin bilinen en 1iyi heterolog protein ekspresyon
sistemlerinden biri oldugunu gdstermistir (Kurtzman 2009; Ahmad vd 2014; Spohner
vd 2015). Bir¢ok calisma, P. pastoris ekspresyon sisteminin litrede 20-30 gram
diizeyinde rekombinant protein iiretebilecegi sonucuna varmistir (Morrow 2007).
Mayanin gelisimi i¢in gerekli ortam ve Kkiiltiir kosullarinin basitligi, genetik
modifikasyonun saglanmasi i¢in kullanilan tekniklerin kolayligi, intraselliiler ve

ekstraselliiler protein ekspresyon seviyelerinin yiiksek olmasi, translasyon sonrasi
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Okaryotik proteinlerin glikozilasyonu, disiilfit baglarinin olusmasi gibi modifikasyonlari
gerceklestirebilme 0Ozelligine sahip olmasi ve ticari olarak ekspresyon Kkitlerinin
bulunmasi, endistriyel rekombinant protein tiretiminde P. pastoris ekspresyon

sisteminin popiilaritesinin artmasini saglayan avantajlaridir (Cereghino ve Cregg 2000).

P. pastoris ekspresyon sistemi, yabanci proteinlerin ekspresyonunu ekstraselliiler olarak
gerceklestirebilme yetenegine sahip oldugundan, yabanci proteininin ekstraselliiler
iiretiminde, parcalanan hiicre peletini ve hiicre i¢erigini uzaklastirma gibi saflastirmanin
gerek goriilmeyen ilk basamagina ihtiya¢ duyulmadigindan ¢ogunlukla tercih edilir.
Ayrica P. pastoris, mevcut proteinlerini az miktarda salgiladigindan biitiin hiicrelerin
fermentasyon kiiltiiriinden filtrasyon veya santrifiigasyonla ayrilmasi sayesinde
salgilanan yabanci proteinin elde edilmesi kolaylasir (Cereghino ve Cregg 2000). P.
pastoris ekspresyon sisteminin bir diger avantaji da GRAS (Generally Recognized As
Safe, genel olarak giivenli kabul edilen) statiisiinde yer almasidir (Kjeldsen vd 1999;

Cregg vd 2000).

1.1.3. Pichia pastoris’in metanol kullanim metabolizmasi

Pichia gibi metilotrofik mayalar, metanolii karbon kaynagi olarak kullanir, giiclii ve
kontrol edilebilir promotorleri biinyelerinde barindirirlar. Bu 6zelliklerinden dolayr da
rekombinant protein tretiminde olduk¢a ragbet goren konakci hiicrelerdir. Metanol
kullanabilen biitiin suslar, Hansenula, Pichia, Candida ve Torulopsis cinslerine aittir
(Faber vd 1995). Bu tiir mikroorganizmalar, reaksiyonlar1 6zellesmis mikrobadilerde ve
peroksizomlarda baslayan, birkag enzim igeren, spesifik olarak metanol kullanilan
metabolik yolaga sahiptir. Biiylime sirasinda onemli rol oynayan peroksizomlar,
metanol metabolizmasinda kilit 6neme sahip olan alkol oksidaz ve katalaz gibi
enzimleri barindirir. Sitozolde ise asimilasyon ve disimilasyonun devam eden
reaksiyonlart gerceklesir (Patrick vd 2005). Metanol metabolizmasinin birinci adimi,
alkol oksidaz enziminin molekiiler oksijeni kullanmasiyla metanoliin formaldehite
yiikseltgenmesidir. Bu reaksiyon sonucu aciga c¢ikan hidrojen peroksitin toksik

etkisinden kagmak i¢in, reaksiyon peroksizomlarda gergeklesir. Toksik olan hidrojen
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peroksit (H20.), katalaz enzimi sayesinde oksijen ve suya ayrisir. Bu tepkime sayesinde
toksik etkinin sitoplazmaya gegisi engellenmektedir (Veenhuis vd 2006). Meydana
gelen formaldehitin bir kismi, peroksizomdan uzaklasarak sitoplazmada mevcut olan
formaldehit dehidrogenaz (FLD) veya format dehidrogenaz (FDH) tarafindan oksitlenir
ve hiicreye enerji saglanir. Diger kisimi ise ksiluloz-5-fosfat ve dihidroksiaseton sentaz
(DHAS) tarafindan katalizlenen kondensasyon reaksiyonuyla 3-karbonlu iki bilesik
olusur. Bunlar dihidroksiaseton (DHA) ve gliseraldehit-3-fosfattir (GAP). Bu iki

bilesigin metabolize olmasi sitozolde gerceklesir (Veenhuis vd 2006).

P. pastoris suslari, metanol kullanim durumlarina gore ti¢ farkli fenotip gésterir; Mut”,
Mut® ve Mut’. Mut" fenotipindeki suslar, ortamda metanol oldugunda biiyiir ve yiiksek
Olgekli fermentasyon iiretiminde yiiksek metanol seviyesi gerektirir. Mut® fenotipine
sahip suslar, yavas bilylir ve yavas metanol kullanim metabolizmasina sahiptir. Bunun
sebebi ise AOX1 geni silindiginden metanol metabolizmasi, AOX2 geni sayesinde
yiritilir. Mut™ fenotipindeki suslarda ise AOX1 ve AOX2 genleri bozuldugu igin

metanol varliginda gelisim gosteremezler (Looser vd 2015).

1.1.4. Ekspresyon icin uygun vektoriin secilmesi

Mikroorganizmalarda gen klonlanmasi i¢in bir¢ok vektdrden yararlanilmaktadir. Bu
vektorlerin hedefe yonelik, bilingli sekilde segilmesi ve kullanilmasi gereklidir.
Ozellikle, baz siralarinn, restriksiyon haritalarmin, gen fonksiyonlarinin, hiicre ici
replikasyon mekanizmalarinin, spesifik markirlar: gibi diger bir¢ok 6zelliklerinin iyi bir
sekilde bilinmesi ve taninmasi klonlamanin basarili olabilmesi i¢in ¢ok Onemli bir
durumdur (Arda 2000). P. pastoris mayasinda protein ekspresyonu igin pPICZ ve
pGAPZ vektorleri uygundur (The Recombinant Protein Handbook). pPICZ A, B ve C
Pichia vektorleri, basit klonlama ve segilim, yiiksek seviyede protein ifadesi ve
rekombinant proteinin hizli tespiti ve saflastirilmasi i¢in tasarlanmistir. Bu vektorler,
coklu kopya biitiinleyici (multi copy integrant) suslarin dogrudan se¢ilmesi i¢in zeosin
direng genini igerir. Artan zeosin miktarlarinda, genoma entegre edilmis genin ¢oklu

kopyalarini tasiyan suslar elde edilir. Bir rekombinant Pichia susunda ilgilenilen genin



12

kopya sayisinin arttirilmasi, daha yiiksek ekspresyon seviyelerine neden olabilmektedir

(Invitrogen 2010).

Bu calismada P. aeruginosa’ya ait azurin geninin AOX promotoriiniin kontroliinde
pPICZaA vektoriine klonlanmasi, rekombinant azurin proteinin P. pastoris’te AOX
promotoriiniin kontroliinde ekstraselliiler liretiminin gergeklestirilmesi ve en iyi iiretim

yapan klonun belirlenmesi amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Yapilan literatiir taramasi sonucunda P. pastoris tarafindan gergeklestirilen c¢esitli
rekombinant proteinlerin iretimi ile ilgili ¢aligmalardan bazilar1 6zet olarak asagida

verilmistir.

Wang vd (2007) tarafindan fibroblast biiyiime faktorii ailesinin bir iiyesi olan keratinosit
biiyiime faktorii-2 (KGF-2) calisilmistir. Calismada tam uzunlukta sentezlenen insan
KGF-2 kodlama dizisi, pPICZaA vektoriine klonlanmis ve P. pastoris GS115 susuna
entegre edilmistir. Metanol ile indiiklenen hiicreler, ¢alkalamali kiiltiirde inkiibe edilmis
ve rekombinant insan KGF-2 protein (rhKGF-2) igerigi, ortama salinan toplam
proteinlerin yaklagik %17,5’ini olusturmustur. Optimal kosullar altinda rhKGF-2’nin
yaklasik 1 g/l tiretimi gergeklestirilmistir. Ayrica rekombinant protein, heparin afinite
kromatografisi ile saflagtirilarak thKGF-2’nin basarili bir sekilde eksprese edildigi hem

Western blot analizi hem de biyolojik aktivite analizi ile kanitlamistir.

Mu vd (2008) tarafindan temel fibroblast biliylime faktorii (FGF; Fibroblast Growth
Factor) ailesinin 6nemli bir iiyesi olan in vivo ve in vitro diiz kas hiicresi biiylimesini,
yara iyilesmesini ve doku tamirini tesvik eden giiclii bir anjiyojenik molekiil bFGF
(Basic Fibroblast Growth Factor) ¢alisilmistir. RT-PCR ile elde edilen tam zincir
uzunlugundaki hbFGF (Human Fibroblast Growth Factor) kodlama dizisi, pPICZaA
vektoriine klonlanmig ve P. pastoris X-33 susuna entegre edilmistir. Bu mayada
rhbFGF’nin yiiksek seviyede ekspresyonu gerceklestirilmistir. Metanolle indiiklenen,
kiiltiir ortamina salgilanan rhbEGF (Recombinant Human Basic Fibroblast Growth
Factor) proteininin molekiil kiitlesinin 18 kDa oldugu, SDS-PAGE ve Western blot
analizi ile dogrulanmistir. Rekombinant mayanin optimum biiylime kosullari, metanol
konsantrasyonu, pH ve indiikleme siiresi ¢alisilarak belirlenmistir. Belirlenen optimal
kosullar altinda, thbFGF’nin 150 mg/1 civarinda {iretimi saglanmistir. Maya tarafindan
eksprese edilen rhbFGF proteini, SP Sepharose iyon degisimi kromatografisi ile %
94’ten daha fazla saflikta elde edilmistir.
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Yang vd (2009) tarafindan ovalbiimin geni, Cin bildircininin (Coturnix coturnix)
yumurta kanalindan RT-PCR ile elde edilmis ve pPIC9 vektoriine klonlanmistir. Elde
edilen rekombinant DNA, P. pastoris genomuna entegre edilmistir. Bildircin
ovalbiiminine spesifik bir poliklonal antikor kullanilarak yapilan ELISA analizi sonucu,
P. pastoris’in bildircin ovalbliminini etkili bir sekilde kiiltiir ortamina salgiladigi
gozlenmistir. Sonuglar, Kiiltiir sivisinin 48 saat boyunca %0,75 metanol indiiksiyonu
ile bildircin ovalbiimin veriminin 5,45 g/l oldugu tespit edilmistir. Rekombinant
ovalbumin, iyon degisimi ve jel filtrasyon kromatografisi ile saflagtirilarak SDS-
PAGE’de dogal ovalbliimin ile karsilastirildiginda, rekombinant proteininin P.

pastoris’te benzer olgiide glikozillenebilecegi gosterilmistir.

Lin vd (2009) tarafindan P. aeruginosa’nin elastaz proteinini kodlayan lasB geni
klonlamis ve bu rekombinant proteinin {iretimi, AOX promotoriiniin kontrolii altinda P.
pastoris KM71 susunda basariyla gerceklestirmistir. Farkli pH, farkli sicakliklar ve
farkli metal iyonlarmin rekombinant elastaz aktiviteleri iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Rekombinant elastaz, lasB sinyal dizisi kullanilarak kiiltiir ortamina
salgilanmis ve SDS-PAGE ile yaklasik 34 kDa agirhiginda oldugu belirlenmistir.
Rekombinant elastaz ekspresyonu, yaklagik 450 mg/I’lik verim ile en yliksek seviyeye
ulagsmis ve bu enzimin spesifik elastalitik aktivitesinin, P. aeruginosa’dan elde edilen
elastazinkinden yaklasik 26 kat daha yiiksek (130 U/ml) oldugu bildirilmisir.
Rekombinant elastazin optimum sicakligi ve pH’s1 sirasiyla 28°C ve 7,4 olarak tespit
edilmistir. Enzimin 1siya karsi yiiksek direncli oldugu ve Ca*? iyonu ile aktive
edilebildigi saptanmistir. Sonug olarak, bu enzimin, endiistriyel dlgekte iiretilebilecegi

ve ticari bir enzim olma potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir.

Chen vd (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada Trichoderma reesei’den B-glukosidaz
geni (bgll), pPIC9 vektoriine klonlanmis ve rekombinant DNA P. pastoris GS115
susunun genomuna entegre edilmistir. Rekombinant B-glukosidaz proteininin metanol
ile indiiklenebilir AOX promotoriiniin kontrolii altinda ve S. cerevisiae sinyal peptidi
(a-faktorii) kullanilarak kiiltiir ortamina salgilanmasi saglanmistir. Elde edilen

maksimum rekombinant B-glukosidaz miktar1 0,3 mg/ml ve aktivitesi 60 U/ml olarak
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bulunmustur. Rekombinant proteinin molekiil kiitlesinin 76 kDa oldugu ve bu enzimin
% 26 verimle Trichoderma reesei’den 1,8 kat daha fazla ve 197 U/mg spesifik aktivite
ile saflastirildigr bildirilmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik, 70°C, pH

ise 5,0 olarak belirlenmistir.

Li vd (2011) tarafindan multipotent hematopoietik hiicrelerinin canlilig1, proliferasyonu
ve farklilasmasinda rol oynayan hematopoietik bir biiyiime faktdrii olan Interlokin-3
(IL-3)’tin P. pastoris X-33 susunda ekspresyonu gergeklestirilmistir. Yetiskin insan IL-
3 dizisini igeren bir DNA parcasi, N-terminal kisminda alfa faktor sinyal dizisi ve C-
terminalinde 6xHis'in yan1 sira c-Myc etiketleri ile bir flizyon protein {iretimini saglayan
pPICZoA’ya klonlanmustir. Elde edilen rekombinant plazmit, P. pastoris X-33
susunun genomuna entegre edilmistir. Yiiksek seviyede rekombinant insan interlokin 3
(rhIL-3) ireten rekombinant mayalarin 96 saat boyunca metanol ile indiiksiyonu
sonunda 26 mg/I’ye kadar rhIL-3 iiretimi gbzlenmistir. rhlL-3, DEAE-sefaroz anyon
degisim kromatografisi ve sonrasinda NIi*-NTA afinite kromatografisi ile %95'in
tizerindeki saflikla yaklastk 21 mg/l verimle saflagtirilmigtir. Ayrica rhlIL-3
proteinlerinin biyolojik aktivitesi, ba/f3 hiicrelerinin proliferasyonunu desteklemesi ve
ERK sinyalizasyon yollarini aktive etmesi ile dogrulanmistir. Sonuglar, gelistirilen
deney prosediirii ile, P. pastoris’te biiyilk miktarda aktif rekombinant insan IL-3’{in

tiretilebildigini gostermistir.

Latiffi vd (2013) endiistriyel uygulamalar i¢in yiiksek bir potansiyele sahip olan
Bacillus stearothermophilus F1 tarafindan iiretilen termostabil alkalin proteaz enzimini
mayada daha yiiksek verimle elde etmeye calismislardir. Calismada F1 proteazinin
maya ekspresyon sisteminde ekstraselliiler iiretim kapasitesini arttirmak ve bdylece
saflagtirma asamalarin1 basitlestirmek amaglanmistir. F1 proteaz geni, P. pastoris
ekspresyon vektorlerine (pGAPZaB ve pPICZaB) klonlanmis ve P. pastoris suslarinin
(GS115 ve SMDI168H) elektroporasyon yontemi ile transformasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda F1 proteaz iiretimi i¢in yapisal
ekspresyon stratejisinin, uyarilabilir sistemden daha iyi oldugu kanitlanmistir. Plazmitte

yer alan a-sekresyon sinyali, GS115 susundaki (GE6GS) agik okuma c¢ergevesi (ORF)
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ile karsilastirildiginda, F1 proteazin a-sekresyon sinyali ile daha yiiksek ekspresyon
seviyesine ulastig1 ve en yiiksek 4,13 U/ml verimle elde edildigi gézlenmistir. Protein,
yaklasik 34 kDa molekiil kiitleye sahip His-etiketli fiizyon proteini olarak ifade

edilmistir.

Unver (2014) tarafindan metanolle indiiklenen AOX promotériiniin kontrolii altinda P.
pastoris ekspresyon sistemi kullanilarak insan paraoksonazl (PONI1) enziminin
ekstraselliiler iiretimi gergeklestirilmistir. Caligmada insan PON1 geni pPICZaA
ekspresyon vektoriine klonlanmis ve elde edilen rekombinant vektor, P. pastoris X-33
susunun genomuna entegre edilmistir. Boylece S. cerevisiae alfa faktor sinyal sekansi
ile enzimin ekstraselliiler tiretimi ger¢eklestirilmistir. Rekombinant protein tiretimi igin
karbon kaynagi olarak sorbitol ve proteaz inhibitorii olarak %1 kazamino asit kullanilan
kiltlir ortamina her 24 saatte bir %0,5 metanol ilave edilmistir. SDS-PAGE ve Western
blot analizi sonucu PON1 enziminin molekiil kiitlesi 59,1 kDa bulunmustur. 96 saatlik
inkiibasyon sonrasi ekstraselliiler olarak iiretilen enzim, afinite teknigi ile saflagtirilmig

ve saf enzimin biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir.

Luo vd (2016) tarafindan yapilan calismada, yak (sigir) kimozin geninin mayada
tiretimi i¢in rekombinant P.pastoris susunun yeni bir kaynak olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir. Total RNA, bir yakin ac¢ilmamis abomasumundan (mide bdliimii)
ekstrakte edilmis ve cDNA Kkiitliphanesi elde edilmistir. Bu kiitiiphaneden yak
preprokimozin, prokimozin ve kimozin genleri, sirasiyla sigir kimozin gen dizisine ait
her bir enzim i¢in ayr1 gene spesifik primerler kullanilarak izole edilmistir. Ekspresyon
modelleri real time-polimeraz zincir reaksiyonu ile analiz edilmis ve bu sonuglara gére
stit emen yaklarin kimozin geninin ekspresyon seviyesinin yetiskin yaklarin birinden
11,45 kat daha yiiksek seviyede oldugu ve yak kimozinin filogenetik analizde Bovidae
familyasima ait oldugu bulunmustur. Her birinin ekspresyonu i¢in, preprokimozin,
prokimozin ve kimozin genleri sirastyla pPICZaA vektoriine entegre edilmis ve P.
pastoris X-33’te ekspresyonu gerceklestirilmistir. Sonuglar, preprokimozin, prokimozin
veya kimozin genlerini i¢eren P. pastoris’in tiim rekombinant klonlarin kiiltiir stvisinda

aktif rekombinant kimozin enzimini tliretebildigini gostermistir. Heterolog sentezlenen
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prokimozinin (14,55 Soxhlet birimi/ml), eksprese edilen ii¢ kimozin enziminden en
yiikksek enzim aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, yak kimozin geni
tasiyan rekombinant P. pastoris susunun alternatif bir kimozin {iretim kaynagi

olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Yue vd (2016) tarafindan yapilan caligmada, arastirmalarda ve bir¢ok sanayide
oligosakkaritlerin iiretilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan ve aljinat hidrolizi i¢in ¢evre
dostu bir biyokatalizor olan, bakterilerden saglanan aljinat liyazin (AlgL) rekombinant
olarak P. pastoris’te tiretimi gerceklestirilmistir. Diisiik ekspresyon seviyelerine ve
bakteriyel hiicrelerden saflastirma zorluguna bagli olarak, AlgL enzim iiretiminin
maliyeti fazladir. Bu sebeple yapilan ¢alismada, P. pastoris’te Pseudomonas aeruginosa
Algl. (paAlgl) enzimini asir1 eksprese etmede etkili bir yontem bulunmustur.
Salgilayict bir peptitle bilestirilen rekombinant paAlgL (rpaAlgL), ekstraselliiler olarak
eksprese edilmis ve kiiltiir siipernatantindan saflagtirllmistir. Saflastirilan rekombinant
enzim, maksimum 2,440 U/mg aktivite ile sodyum aljinat i¢in oldukca spesifik
bulunmustur. Enzimatik aktivite, 45°C’nin altinda ve pH degeri 4 ila 10 arasinda sabit
kalmigtir. rpaAlgL, Zn*2, Cu*? ve Fe'? tarafindan inhibe edilmis, Ca*? ve Co*
tarafindan aktivite edilmistir. Ilging bir sekilde, rpaAlgL’nin ampisilin ve kanamisinin
P. aeruginosa’ya karsi antimikrobiyal aktivitesini Onemli Olgiide arttirdigi da
gozlenmistir. Sonug¢ olarak, verimli sekilde diretilen AlgL’nin karakterizasyonu
gergeklestirilmis ve rekombinant paAlgL’nin P. aeruginosa'ya karsi antibiyotik

giiclendirici olarak yeni bir 6zelligi ortaya ¢ikarilmastir.

Li ve Xia (2018) tarafindan tarimsal bocek zararlilarina karsi kullanilma potansiyeli
bulunan akrebe ait uzun zincirli bocek secici norotoksin AalT calisilmistir. AalT’yi
etkili bir sekilde ifade edebilen bir heterolog gen ekspresyon sistemi eksikliginin P.
pastoris X-33 susu ve pPICZaA ekspresyon vektorii kullanilmasiyla ortadan
kaldirilmas1 amaclanmistir. Rekombinant AalT’nin (rAalT) en yiiksek seviyede
ekspresyonunu gercgeklestiren transformant tespit edilmis ve bu transformantin kesikli
kiiltiir fermentasyonu sonucunda rAalT, 240 mg/l gibi yiiksek bir miktarda

saflagtirilmistir. rAalT enjekte edilen ipekbocegi (Bombyx mori Linnaeus) ve Galleria
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mellonella larvalarinda belirgin bir sekilde norotoksin semptomlarina bagli 6lim
gerceklesmistir. Sonug olarak, biliylik miktarlarda anti-bocek aktivitesine sahip rAilT

elde edilebilecegi bildirilmigtir.

Chan vd (2018) tarafindan insan topoizomeraz I (Topol) kodlama bolgesi MDA-MB-
231’den izole edilmis ve dort farkli P. pastoris (X-33, GS115, SMD1168H ve KM71H)
suslarinda ¢oklu kopya rekombinant genlerin ekspresyonu calisilmistir. Oncelikle,
enzim kodlama bdlgesinin PCR amplifikasyonu gerceklestirilerek elde edilen PCR
iriini, pPICZaA vektoriine klonlanmis ve sekans analizi ile dogrulanmigstir. Daha sonra
elde edilen rekombinant vektor, Pichia’nin X-33, GS115, SMD1168H ve KM71H
suslarina transfer edilmistir. Pozitif klonlar i¢in PCR taramasi yapilmig ve artan zeosin
konsantrasyonlarini igeren agar plaklar kullanilarak her bir Pichia susunda ¢oklu kopya
sayis1 tahmin edilmistir. Coklu kopya genleri tastyan secilmis maya klonlar1 daha sonra
calkalamal1 kiiltirde Topol ekspresyonu i¢in indiiklenmistir. GS115 ve SMD1168
suslarinin Topol’nin ekstraselliiler ekspresyonu i¢in daha iyi oldugu belirtilmistir.
Bununla birlikte, sadece GS115 susuna ait Topol kiiltiir siipernatantlarindaki hedef
enzimin, DNA sarmalinin gevsemesinde tutarli bir enzim aktivitesi sergiledigi
bildirilmistir. Enzimin aktivitesi camptothecin tarafindan inhibe edilmis ve bu

inhibitoriin kanser hastalarinin iyilestirilmesine katki saglayacag: diisiintilmiistiir.

Chen vd (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada, tiimdriin tutulumu ve kan temizlemesi ile
birlikte, boyut, stabilite, ¢Oziliniirlilk, immiinojenite ve iiretim maliyetleri acisindan
geleneksel antikorlara gore birgok avantaj sunan nanobadilerden biri olan anti-
CEACAMS5’in yaygin ekspresyon sistemi olarak kullanilan P. pastoris’te ekspresyonu
gerceklestirilmistir. Gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz (GAP) promotdriiniin kontrolii
altinda anti-CEACAMS5 nanobadisinin ekspresyon sistemi olusturulmustur. Farkli
karbon kaynaklarinin ve pH’nin, nanobadi ekspresyonu tizerindeki etkileri ¢alkalamali
kiltiirlerde degerlendirilmistir. Calkalamali kiiltiirde 96 saat boyunca gercgeklestirilen
kiiltivasyon sonunda bu nanobadi, 51,71 mg/I’lik bir verim elde edilmistir. Ayrica bu
ekspresyon sistemi, metanol ile indiiklenen ekspresyon sistemine gore esdeger bir verim

ve afinitede nanobadi tiretimi gerceklestirmistir. Sonug olarak bu ¢alismanin yapisal bir
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ekspresyon sistemi ile kanser teshisi ve tedavisinde kullanilan nanobadilerin, tiretimi

icin umut verici bir alternatif oldugu bildirilmistir.

Zhao vd (2018) tarafindan karboksil terminal asparajin kalintilarindan (yan zincir) sonra
proteinleri spesifik olarak hidrolize edebilen bir lizozomal proteaz olan Legumain’in
(LGMN), bir¢ok insan tiimoriinde yiiksek oranda ekspresyonunun gergeklestigi, kanser
hiicrelerinin go¢ ve invaziv aktivitesini arttirdigi bildirilmistir. Daha ¢ok fonksiyonel
caligmalarda kullanmak, bol miktarda ve uygun maliyetle elde etmek amaci ile bu
proteininin P. pastoris’te rekombinant olarak {iretimi gerceklestirilmistir. Calismada
elde edilen pPICZa-LGMN ekspresyon plazmitinin P. pastoris’e transformasyonu
gercgeklestirilmis ve pozitif rekombinantlar tespit edilmistir. Fermentasyon kosullarinin
optimize edilmesi sonucunda Legumain’in en yiiksek ekspresyonunun pH 6 Kkiiltiir
ortaminda gerceklestigi bildirilmistir. Ayrica, saflagtirilmis Legumain enzim aktivitesi,
bir florojenik substrat (Z-Ala-Ala-Asn-AMC) testi kullanilarak test edilmis ve
rekombinant Legumain’in otokatalitik aktivasyonu i¢in optimum pH degeri, 3 olarak
bulunmustur. Daha sonra yeniden rekombinant protein, bir bilesik kiitliphanesini
taramak i¢in kullanilmis ve kiiclik molekiil 1773’iin (Terramisin) Legumain enzimini
etkili bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir. Bu sonuglara gére P. pastoris ekspresyon
sistemi ile High-throughput tarama (HTS) uygulamalarinda kullanmak igin, yiiksek

derecede aktif rekombinant Legumain proteini iiretilebilecegi bildirilnistir.

Erséz ve Inan (2018) tarafindan glikozillenmis ve glikozillenmemis yak kimozin
formlarinin P. pastoris’te ekstraselliiler {iretimi gergeklestirilmistir. Sentetik yak
prokimozin genleri, pPICZaA vektoriine klonladiktan sonra P. pastoris GS115 (strong
increase of the ER-resident disulfide isomerase, PDI) susunda ifade edilmistir. Aktif
kimozin, metanol ile indiiklenebilir AOXI promotdriiniin kontrolii altinda, a-mating
faktorti yardimiyla salgilandigr kiiltiir sivisindan elde edilmistir. Calkalamali kiiltiirde
tiretilen Yak kimozinin glikozilasyonu, enzimin verim ve aktivitesi lizerine dnemli bir
etki gostermemistir. 5 litrelik bir fermentérde, dogal yak-kimozin {iretimi
gerceklestirilmis ve enzim aktivitesi, 214 IMCU/ml olarak tespit edilmistir. Enzim igin

pH 6-7 ve 40°C sicaklik optimum bulunmustur. Rekombinant yak kimozinle yapilan
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laboratuvar 6lgekli beyaz peynir liretim veriminin, ticari bir sigir kimozinine ¢ok benzer
oldugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda P. pastoris ekspresyon
sisteminin, peynir endiistrisinin ihtiyaglarmi gidermede rekombinant yak kimozin

iretimi i¢in ¢ok uygun bir ekspresyon sistemi oldugu bildirilmistir.

Unver vd (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, son yillarda klinik olarak dikkat
cekici bir tiimdr baskilayici olan ve telomeraz inhibitdrii olarak bilinen PinX1 geninin
P. pastoris’te ekspresyonu gergeklestirilmistir. Calismada insan PinX1 geni (hPinXT1)
iceren vektor DNA, E. coli One Shot TOP10 hiicrelerinde klonlanmis ve hPinX1
proteini P. pastoris X-33 susunda intraselliiler olarak ifade edilmistir. Yiiksek
seviyelerde hPinX1 protein iiretimi i¢in kiiltlir sartlar1 optimize edilmistir. Rekombinant
protein tiretimi, Western blot analizi ile dogrulanmis ve iiretilen hPinX1'in molekiiler
kiitlesi 47,5 kDa olarak belirlenmistir. Optimizasyon c¢alismalarinin sonunda en iyi
fermentasyon kosullari, indiiksiyon zamani1 48 saat, metanol konsantrasyonu %3 ve

baslangig¢ kiiltiirii pH’s1 5 olarak belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar ve besiyerler

Calismada kullanilan besiyerler, Kitler, antikorlar, DNA ve protein markirlari ile diger
tim kimyasallar, Invitrogen Ltd., Sigma Ltd., ThermoFisher Scientific, Sicgen, Abcam,
Difco Lab., Fluka Ltd., Invitrogen Ltd. ve Merck Ltd. firmalarindan tedarik edildi.

3.1.2. Calismada kullamilan mikroorganizmalar

Calismada kullanilan Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 bakterisi, Atatiirk
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Béliimii, Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuvarindan temin edildi. Pichia pastoris X-33 mayas1 ve E. coli One Shot TOP10

bakterisi ise Invitrogen firmasindan temin edildi.

3.1.3. Tasarlanan primerler

P. aeruginosa azurin genine ait restriksiyon kesim enzimlerinin tanima dizilerini igeren
forward ve reverse primerler, www.thermofisher.com (Tm calculator) adresinden uygun
Tm sicakliklar hesaplanarak tasarlandi (Cizelge 3.1) ve Invitrogen Firmasi tarafindan

sentezlendi.
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Cizelge 3.1. Azurin geninin amplifikasyonu i¢in tasarlanan primerler

Primer Ad1 Sekansi Tm(°C) %GC Uzunluk(bg)

EcoRI-Azu CGAGAATTCATGCTACGTAAACTC 49 42 24
Forward Primer

Xbal-Azu TAATCTAGACTTCAGGGTCAGGGT 51 46 24

Reverse Primer

*Alt1 ¢izili diziler restriksiyon enzim tanima bolgesini gosterir.

3.1.4. Calismada kullanilan pPICZoA vektorii

pPICZaA vektorii, Invitrogen firmasindan temin edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. pPICZoA vektorii

Vektorde yer alan bolgeler ve islevleri;

e 5' fragmentte bulunan AOX1 promotorii; metanolle indiiklenir ve rekombinant genin
ekspresyonunu saglar.

e o sekresyon sinyal faktorii; lireme kiiltlirline rekombinant proteinin salgilanmasini
saglar.
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e Zeosin antibiyotik diren¢ geni; E. coli ve P. pastoris 'te transformantlarin segimini
saglar.

e PUC orjin bolgesi; E.coli’de yiiksek kopya replikasyonunu saglar.
e (Coklu klonlama bolgesi; on iki kesim enziminin tanima sekanst igerir.
e AOXI terminatdr bolgesi; transkripsiyonun etkili terminasyonu i¢in gereklidir.

e Polihistidin (6xHis) kuyrugu bulunduran C-terminal peptid ve C-myc epitop bolgesi;
rekombinant gen TUriiniiniin kiiltlir ortamindan kolay bir sekilde saflastirilmasinda
gereklidir (Invitrogen 2010b).

5" end of ACQXT mRIMA 5" ACQXT priming ane

| T
811 AARACCTTITTTT TTTATCATCA TTATTACCTT ACTTITCATAA TITGCGACTGE TTOCAATTGA

- 1
871 CARCCTTTTG ATTTTAACGAE CTTTTARCGHE CAACTTGAGHE ACATCARIAAN ACAARCTARTT

I
931 ATTCGAAACG ATE AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Phe Prao Ser Ile Phe Thr Ala VWal Leu FPhe Ala Ala

QORI TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AARC ACT ARCHE ACH GARADM GAT GAR ACG GCR
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro VWal A=sn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

n-factor shgnal Sequence

1134 CAAx ATT COG GCOT GAR GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GRAA GGG GAT TTC
Gln Ile Fro Ala Glu Alas Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp FPhe

ey GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACHA AAT ARD GGG TTA TTG TTT
A=p Val Ala Val Leu Fro Fhe Ser A=n Ser Thr As=n As=sn Gly Leu Leu Fhe

Jﬂ‘:;cl (e

t
1136 ATE ALT ACT ACT ATT GCOC AGDC ATT GCT GCT A4l GRA GAR GREG GTARE TCT CTC
Ile BAzn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leun

Kiex2 gignal cleavage FeoR | Pl | i Bsm | AspT181

L 1! 1 1
18T GAG AXA AGHR GAG GCT GAR -GCE GARATTCAC GTGEOCCRAS CCGGECOGTT TOCGGATCOGGET
=1lu Ly=s Arg Glu Alalslu .J"._La.lL
Sre13 signal cleavane
&w;al'_}.i‘.'l‘ml Sﬂfl."“ .n:'dl Jﬂ‘.l-al I oy e iope
1244 ACCTOGAGCC GOGECGECC GCCAGCTTTC TA GAAR CAR ARAM CTC ATC TCA GAR GAG
Glu Gln Ly= Leu Ile Ser Glu Glu
pobhyhistidine t=g
[ 1
1299 GAT CTGE AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGEA GTTTGETAGCC
A=p Leu As=sn Ser Ala Val As=p His Hi=s His Hi=s Hiz Hig ***

1351 TTAGRCATGE CTETTCCTCA GTTCAAGTTS GGCACTTACG AGAARGACCGES TCTTGCTAGH
I ACQKT prming gite
1411 TTCTARTCAD G—A.E»GATGTCA GARATGCCATT TG{I\\'_‘TGAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT
3" pohradenylation ge
1471 ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAS GATTTTTTTT G—TC!RTTTTG—T TTCTTCTCGT

Sekil 3.2. pPICZoA vektoriinde mevcut olan ¢oklu klonlama bdlgesine ait niikleotid
sekansi (Invitrogen 2010Db)
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3.1.5. Calismada kullamilan restriksiyon enzimleri

wwwe.restrictionmapper.org adresinden vektdre aktarilacak gen bdlgesini kesmedigi
tespit edilen EcoRI, Xbal ve Pmel enzimleri, ThermoFisher Scientific firmasindan temin
edildi (Cizelge 3.2)

Cizelge 3.2. Kesim enzimlerinin tanima dizileri ve kesim bolgeleri

Enzim Isimleri Hedef bolge dizileri
EcoRlI 5-GNAATTC-3'
Xbal 5-TA"CTAGA-3'
Pmel 5'-GTTT"AAAC-3'

3.1.6. pPICZoA vektoriine ait primerler

Muhtemel rekombinant pPICZaA-Azu (rpPICZoA-Azu) vektoriinii PCR’da amplifiye

ederek kontrol etmek ve sekans analizi yapmak lizere asagidaki primerler kullanildi.

5’AOX1 primer; 5'-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’
3’AOX1 primer; 5-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

3.1.7. Cahismada kullamlan besiyerleri

Muhtemel rekombinant vektorin, E. coli One Shot TOPI0 hiicrelerine
transformasyonunun ardindan dogru transformantlarin belirlenmesi ve gelistirilmesi i¢in
igerisinde zeosin antibiyotigi bulunduran LSLB (Low Salt Luria Bertani) agar ve LSLB
sivi besiyerleri (EK 1), rekombinant E. coli transformantlarindan saflagtirilan,
pPICZoA-Azu vektoriiniin P. pastoris’e transformasyonunun ardindan hiicrelerin
gelismesi icin igerisinde zeosin antibiyotigi bulunduran YPD (Yeast Pepton Dextrose)
agar ve YPD siv1 besiyerleri (EK 1) ve azurin proteininin ekspresyonu i¢in 6n kiiltiir
besiyeri olarak BMGY (Tamponlanmig karmasik gliserol besiyeri-buffered glycerol

complex medium) ve iiretim besiyeri olarak BMMY (Tamponlanmis karmasik metanol


http://www.restrictionmapper.org/
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besiyeri-buffered methanol complex medium) (EK 1) besiyerleri kullanildi (Invitrogen
2010a).

3.1.8. Calismada kullanilan tampon ve stok ¢ozeltiler

Calismada kullanilan tampon ve stok ¢ozeltilerin hazirlanmas1 EK 2°de verildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Pseudomanas aeruginosa genomik DNA’sinin izolasyonu

Azurin genini ¢ogaltmak icin kalip olarak kullanilmak tizere P. aeruginosa genomik
DNA’sinmn izolasyonu, PureLink™ Genomik DNA Mini Kit (Invitrogen) iiretici
protokoliine gore yapildi. Ozetle; LB sivi besiyerinde bir gece inkiibe edilen bakteri
kiiltiiriinden 1 ml alinarak hiicreler santrifiijle toplandi, hiicre peletine 180 ul ‘PureLink
™ Genomik parcalama tamponu’ ilave edilerek siispanse edildi. Ardindan 20 pl
proteinaz K ilave edildi. Iyice karigtirildiktan sonra tiipler ara sira vortekslenerek
55°C’de 30 dk boyunca inkiibasyona birakildi. Ardindan 20 pul RNase A ilave edilip
tyice karigtirllarak oda sicakliginda 2 dk boyunca inkiibasyona birakildi. Ardindan 200
ul ‘PureLink ™ Genomik lizis/baglama tamponu’ ilave edilip homojen soliisyon elde
edilinceye kadar iyice karistirildi. Lizata 200 pl, %96-100 etanol ilave edilip 5 sn iyice
karigtirildiktan sonra saflagtirma basamagina gecildi. Bu islem i¢in hazirlanan lizat
(yaklasik 640 ul) kolona yerlestirilerek oda sicakliginda 10000g’de 1 dk santrifiij edildi.
Santrifiij edilen kolon, yeni bir toplama tiipline yerlestirilerek {izerine 500 pl etanol
iceren ‘yikama tamponu 1’ ilave edildi. Oda sicakliginda 10000g’de 1 dk santrifiij
edilen kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Uzerine 500 pl ‘yikama tamponu 2’
ilave edilip oda sicakliginda maksimum hizda 3 dk santrifiij edildi. Daha sonra kolon,
1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipiine alinarak iizerine 25-200 pl ‘genomik eliisyon
tamponu’ ilave edidi. Oda sicakliginda 1 dk boyunca inkiibasyona birakildiktan sonra 1
dk santrifiij edildi. Elde edilen DNA soliisyonunun saflig1 ve konsantrasyonu, Nanodrop

spektrofotometrede (Thermo-Multiskan GO) belirlendi.
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3.2.1.a. Genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi

Yiiriitme islemi i¢in %]1’lik agaroz jel hazirlandi. Hazirlamak istenen miktara gore %1
oraninda olacak sekilde hesaplanan agaroz tartilarak yeterli miktarda 1XxTAE igerisine
eklendi. Mikrodalga firinda eritildikten sonra yaklagik 40°C’ye kadar sogutulan
karisima son konsantrasyon 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklendi. Kasetlere
taraklar takildiktan sonra jel dokiildii ve jelin katilagmasinin ardindan taraklar ¢ikarildi.
Olusan kuyucuklara yiikleme boyasi ile karistirllan gDNA yiiklenip 70 V’de DNA
markirla birlikte yaklasik 60 dk yiiriitiildii. Yiiriime isleminin sona ermesiyle bantlar, jel

goriintiileme cihazinda (Quantum Vilber Lourtmat) goriintiilendi.

3.2.2. Gen bdolgesine ait sekansin cogaltilmasi

NCBI’da (National Center for Biotechnology Information) bulunan ‘P. aeruginosa
azurin’(Accession number M30389.1) genine (wild-type) (EK 3) ait sekansin
amplifikasyonu, tasarlanan forward ve reverse primerler ile Cizelge 3.3°deki gibi
reaksiyon karisimi kullanilarak Cizelge 3.4°deki gradient PCR protokolii uygulanarak

bu gene ait sekans ¢ogaltildi.

Cizelge 3.3. PCR Reaksiyon karigimi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
GDNA (-1 pg) 3ul
dNTP mix (10 mM) 0,5 ul
MgCl; (25 mM) Tul
EcoRI-Azu F primer (10 pmol/pl) 1 ul
Xbal-Azu R primer (10 pmol/pul) 1 pl
10xPCR buffer 2 ul
ddH,0 6 ul
Taq DNA polimeraz 0,6 pl

Toplam 15,1 pl
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Cizelge 3.4. PCR sartlar1

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 94 4
94 1
35 50-51 1
72 0,5
72 5
1 4 0

3.2.2.a. PCRiiriiniiniin agaroz jel elektroforezi

Reaksiyon sonrasi elde edilen PCR iirlinleri, 3.2.1.a’da anlatildig1 gibi agaroz jel
hazirlanarak yiirtitiildii ve yliriitme sonrast bantlar jel goriintileme cihazinda

goriintlilendi.

3.2.2.b. PCR iiriiniiniin jelden saflastiriimasi

PCR reaksiyonu sonrasi elde edilen azurin geni, kesim islemine baslamadan 6nce jelden
ekstraksiyonla saflastirildi. Ekstraksiyon islemi, Sigma firmasindan temin edilen ‘Gen
Elute™ Jel Ekstraksiyon Kiti’ ile gergeklestirildi. Agaroz jelde yiiriitiiliip, goriintiilenen
bantlar, jelden kesilerek alindi. Elde edilen bantlarin agirlig1 hesaplandi. Her 100 mg jel
icin 300 ul ‘jel ¢ozme soliisyonu’ eklenip olusan karisimlar, her 2-3 dk’da bir
vortekslenecek sekilde 55°C’de 10 dk boyunca inkiibasyona birakildi. 2 ml’lik ependorf
tiipe kolon yerlestirilerek tlizerine 500 pl ‘kolon hazirlama soliisyonu’ eklendi. 1 dk
12000 g’de santrifiijlendikten sonra supernatant atildi. 1 jel hacmi kadar saf izopropanol
eklendi ve homojen hal alincaya kadar karistirildi. Elde edilen homojen karisim,
onceden hazirlanan kolona aktarilip 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Siipernatant
atildiktan sonra tlizerine 700 pl ‘yikama soliisyonu’ eklenerek 1 dk 12000 g’de santrifiij
edildi. Stipernatant atild1 ve kolon 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Kolon, yeni bir tiipe
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alind1 ve lizerine 50 pl ‘eliisyon tamponu’ eklendi. 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi.

Saflagtirilan PCR iiriinii kesim reaksiyonunda kullanildi.

3.2.3. pPICZoA vektoriiniin ve genin enzimlerle kesilmesi

Azurin proteininin tiretimi ile ilgili gen bélgesi, tasarlanan forward ve reverse primerler
ile PCR’da c¢ogaltilmasinin ardindan uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesildi. Genin insort edilecegi pPICZaA vektorii ayn1 enzimlerle kesildi. Elde edilen

iriinler ligasyon islemi i¢in hazir hale getirilmis oldu.

3.2.3.a. Restriksiyon endoniikleazlar ile genin kesilmesi

Jelden ekstraksiyonla saflagtirilan PCR {iriinii (azurin geni) Fast Digest EcoRI ve Xbal

enzimleri ile Cizelge 3.5’teki reaksiyon karigimi kullanilarak kesildi.

Cizelge 3.5. Kesim reaksiyon karigim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar

dH20 18 ul

10xFast Digest Buffer 3ul

DNA (PCR firiinii) 7 ul (=200 ng)
EcoRI 1 ul

Toplam 29 ul

Karigim, Cizelge 3.5’teki gibi hazirlanarak 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. 80°C’de 5 dk
enzim inaktivasyonunun gerceklestirilmesinden sonra tiipe 1ul Xbal enzimi eklendi.
Karisim, 37°C’de 30 dk inkiibe edildi ve 65°C’de 20 dk enzim inaktivasyonu

gerceklestirildi. Kesilen genin fenol/kloroform ile ekstraksiyonu gerceklestirildi.
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3.2.3.b. Kesilen genin fenol/kloroform ekstraksiyonu

Kesim yapilan geni iceren soliisyon, steril saf su ile 100 ul’ye tamamlandi. Soliisyona
yarim hacim fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1) eklendi ve 20 sn vortekslendi. Oda
sicakhiginda 10 dk 14500 rpm’de santrifiij edildi. Ust faz, temiz bir tiipe aktarild1 ve
tizerine 1/10 hacmi kadar 3 M sodyum asetat ve 2,5 hacim saf etanol eklendi. Karigim
vortekslendikten sonra 14500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak
pelet, 10-20 ul TE (Tris EDTA) tamponunda ¢6ziildii.

3.2.3.c. pPICZaA vektoriiniin kesilmesi

Kesilen genin insort edilebilmesi i¢cin pPICZoA vektorii ECoRI ve Xbal enzimleriyle
kesildi. Kesilen plazmitin 5’ ucundaki fosfat gruplart CIAP (Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase) enzimi ile uzaklastirildi. Kesim i¢in Cizelge 3.6’daki reaksiyon karigimi
kullanildi.

Cizelge 3.6. Vektor DNA’nin kesim reaksiyonu karisimi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
dH20 14 pl
10xFast Digest Green Buffer 2 ul
DNA 2 ul (1pg)
EcoRl I ul
Toplam 19 pl

Karigim Cizelge 3.6’daki gibi hazirlanarak 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. 80°C’de 5 dk
enzim inaktivasyonunun gergeklestirilmesinden sonra karigima 1pl Xbal enzimi eklendi.
37°C’de 30 dk inkiibe edilip, 65°C’de 20 dk enzim inaktivasyonu gergeklestirildi.
Ardindan 1ul CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphasate) ilave edilerek 37°C’de 5 dk
inkiibe edildi. Reaksiyon sonrasi plazmit, jelde goriintiilenerek kesilip kesilmedigi

tespit edildi.
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3.2.3.d. Kesilen vektor DNA’min jelden ekstraksiyonu

3.2.2.b’de anlatildig1 gibi kesilen vektor DNA jelden saflastirildi.

3.2.4. Ligasyon

Vektore insort edilecek gen ve vektor DNA, kesim isleminin ardindan vektor DNA /
gen oran1 1/3 olacak sekilde asagida verilen formiile gore hesaplanarak ligasyon

reaksiyon karisimina eklendi.

vektore yerlesecek gen uzunlugu thel 3 .
XIXvel::tcr miktar: | ng )

I 0 r iri i o | =
VektOre verle§tirilecek gen miktar: (ng vektor DNA uzunloga (be)

Cizelge 3.7. Vektor DNA ve insort genin ligasyon reaksiyon karigimi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
dH20 19,5 ul

5x ligasyon tamponu 8 ul

Vektor DNA (pPICZaA) 2 ul (61,6 ng)

Vektore yerlestirilecek insort gen (Azurin geni) 8 ul (23,8 ng)
T4 DNA ligaz 2,5 ul

Toplam 19 pl

Karisim, Cizelge 3.7°deki gibi hazirland1 ve 16°C’de 16 saat boyunca inkiibasyona

birakilarak ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi.

3.2.5. Kompetent E. coli One Shot TOP10 hiicrelerinin transformasyonu

-86°C’de stoklanan kompetent hiicreler buz iizerine alinarak ¢6ziildii. Coziilen hiicrelere

1-5 upl ligasyon fiiriinii (10 pg-100 ng) eklenerek hafif bir sekilde karistirildi. Karigim,
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buz iizerinde 30 dk boyunca inkiibasyona birakildi. Ardindan tiip, g¢alkalamadan
42°C’de 30 sn bekletildi ve 30 sn ardindan 42°C’den alinarak buz iizerinde 2 dk
bekletildi. Tiipe 250 ul S.O.C siv1 besiyerinden eklenerek kapagi kapatildiktan sonra
calkalayict inkiibatérde 37°C’de 225 rpm’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 LSLB-zeosin segim plaklarma 100-200 ul kadar transformasyon
karisimindan yayildi. 37°C’de 1 gece boyunca inkiibasyona birakildi (Invitrogen
2010a).

3.2.6. Koloni PCR

Bir gecelik inkiibasyonun ardindan gelisen kolonilerden 18 tanesi rastgele secilerek
vektore aktarilan azurin genine ait primerler ve Cizelge 3.8 ve 3.9’daki PCR protokolii
kullanilarak koloni PCR yapildi. Bu islem i¢in her bir koloniden ¢ok kii¢iik miktarda
mikropipet ucu ile alinarak ayri tiiplerdeki reaksiyon karisimi igerisine yerlestirildi.
Yerlestirilen pipet ucu birka¢ tur kendi etrafina dondiiriilerek hiicrelerin karigima

geemesi saglandi ve tiipler cihaza yerlestirilerek PCR reaksiyonu baslatildi.

Cizelge 3.8. Koloni PCR reaksiyon karisim igerigi

PCR reaksiyon karigim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 ul
MgCl2 (25 mM) 1 ul
EcoRI- Azu F primer (10 pmol/ul) Tl
Xbal- Azu R primer (10 pmol/ul) 1 ul
10xPCR buffer 1 ul
ddH.0 6,6 ul
Tagq DNA polimeraz 0,6 ul

Toplam 12 pl
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Cizelge 3.9. Koloni PCR reaksiyon sartlari

Dongii sayis1 Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 94 4
94 1
35 51 1
72 0,5
72 5
1 4 0

PCR firiinleri agaroz jele yliklenerek 60V’ da 1 saat yiiriitiildii. Jelin goriintiilenmesi
sonucu geni tagidigr belirlenen 1., 4., 9., ve 10. kolonilerden plazmit saflagtirildi. Elde

edilen plazmitler PCR reaksiyonunda kalip DNA olarak kullanildi.

3.2.7. Segilen transformantlardan plazmit DNA izolasyonu

‘Invitrogen-PureLink-Hi-Pure plazmit DNA saflastirma kiti” kullanilarak iireticinin tarif
ettigi sekilde secilen kolonilerden (1., 4., 9. ve 10.) plazmit izolasyonu gergeklestirildi.
Koloni PCR reaksiyonu sonucu pozitif sonug¢ veren E. coli hiicreleri 1 gece boyunca
LSLB-zeosin sivi besiyerinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi 1 gecelik
kiiltiirden mikrosantrifiij tiipiine 1-3 ml alind1 ve 4000 g’de 5-10 dk santrifiij edilerek
sipernatant atildi. Pelet {izerine icerisinde 0,4 ml RNase bulunduran ‘resiispansiyon
tamponu’ eklenerek hiicreler homojen hale getirildi. Siispanse edilen karisima 0,4 ml
‘lizis tamponu’ ilave edildi ve karisim yavasga ters cevrilerek homojen hale getirildi.
Homojen karisim oda sicakliginda 5 dk boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi1 0,4
ml ‘presipitasyon tamponu’ ilave edilerek tiipler ters ¢evrilip tamamen homojen
oluncaya kadar karigtirildi. Karigim, 12000 g’de oda sicakliginda 10 dk santrifiij edildi.
Dengelenen kolona elde edilen siipernatant yiiklenerek kolondaki soliisyonun
kurumasinin ardindan kolon iki defa 2,5 ml ‘yikama tamponu’ ile yikand: ve her
yikamanin ardinan soliisyonun kurumasi beklendi ve alttaki sivi uzaklastirildi. Kolon

steril bir eliisyon tiipiine aktarildi ve 0,9 ml ‘eliisyon tamponu’ eklendi. Kolondaki
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soliisyonun kurumasi ardindan kolon atildi. Eliisyon tiipii icerisine 0,63 ml izopropanol
eklenerek iyice karistirildi. Ardindan eliisyon tiipii 12000 g’de 4°C’de 30 dk santrifiij
edildi. Siipernatant dikkatlice atildi. Pelet, 1 ml %70’lik etanol ile siispanse edilerek
12000 g’de 4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant dikkatlice atildi. Pelet, 10 dk
boyunca kurutuldu. Kurutulan pelet {izerine 50 pl ‘TE tamponu’ eklenerek siispanse

edildi. Elde edilen plazmit +4°C’de saklandi.

3.2.7.a. Vektore ait primerler ile gerceklestirilen PCR reaksiyonu

1., 4., 9., ve 10. kolonilerden izole edilen plazmitler ve vektore ait forward ve reverse
primerler ile Cizelge 3.3’teki reaksiyon karisimi ve Cizelge 3.4’de protokol
kullanilarak PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Farkli olarak uzama basamagi 90 sn,

primer baglanma sicakligi ise 59°C olarak ayarlandi.

3.3. Bakterilerin gliserolde stoklanmasi

Dogru transformantlarin tespit edilmesinin ardindan rekombinant plazmiti tasiyan
bakteri hiicreleri 25 pg/ml zeosin igeren LSLB plaga ekildi ve 37°C’de 1 gece
inkiibasyona birakildi. Gelisim gosteren kolonilerden biri segildi. Segilen koloni 10 ml,
LSLB-zeosin sivi besiyerine inokiile edildi. ODeoo degeri, 0,5-0,7 oluncaya kadar
hiicreler biiyiimeye birakildi. 0,85 ml kiiltiir sivisi, 0,15 ml steril gliserol ile

karistirildiktan sonra -86°C’de stokland.

3.4. Rekombinant pPICZaA-Azu vektoriiniin sekans analizi

Rekombinant plazmiti tasiyan 1. koloniyi olusturan E.coli hiicreleri, LSLB-zeosin sivi
besiyerinde tretildi ve 3.2.7°deki gibi vektore ait primerler kullanilarak rekombinant
plazmit izole edildi. Azurin geninin niikleotid sekans analizi MedSanTek firmasi

Istanbul laboratuvarlarinda, DNA sekans analiz cihazi ile yapildi.
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Sekil 3.3. Rekombinant pPICZaA-Azu plazmiti

3.5. Izole edilen rekombinant pPICZoA-Azu vektoriiniin lineer hale getirilmesi

E.coli hiicrelerinden izole edilen rekombinant plazmit (pPICZaA-Azu), maya
genomuna entegrasyonu igin Fast Digest Pmel enzimi kullanilarak AOX promotor
bolgesinden lineer hale getirildi. Bu islem i¢in karisim Cizelge 3.10°daki gibi
hazirlanarak, 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Ardindan 65°C’de 10 dk enzim
inaktivasyonu gerceklestirildi. Karistma 1 pl CIAP ilave edilip 50°C’de 5 dk inkiibe
edildi. Kesim isleminin gergeklestigini gormek icin reaksiyon karigimlarindan 2’ser pl

agaroz jele yiiklendi ve yiirtitiildii.
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Cizelge 3.10. Rekombinant plazmit kesim reaksiyon karisim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
dH20 15 ul
10xFast Digest Green Buffer 2 ul
Plazmit 2 ul (1pg)
Pmel 1 ul
Toplam 20 pul

3.5.1. Lineer rekombinant pPICZaA-Azu vektoriiniin fenol/kloroform ile

ekstraksiyonu

Lineer hale getirilen pPICZaA-Azu vektoriiniin 3.2.3.b’deki gibi fenol/kloroform
ekstraksiyonu gerceklestirildi. Ekstrakte edilen vektor niikleaz icermeyen steril saf su ile

¢Ozildi.

3.5.2. P. pastoris X-33 hiicrelerinin transformasyonu

Maya hiicrelerinin transformasyonu, LiClI metodu ile gergeklestirildi (Invitrogen
2010a). Pmel enzimi ile lineer hale getirilen pPICZaA-Azu vektoriin, fenol/kloroform
ile ekstraksiyon isleminin ardindan kompetent hale getirilen maya hiicrelerine transferi

gerceklestirildi.

3.5.2.a. P. pastoris X-33 hiicrelerinin kompetent hale getirilmesi

Transformasyon islemi 6ncesi hiicreleri kompetent yapmak igin ilk olarak P. pastoris
X-33 hiicreleri YPD agar besiyerinde 30°C’de 60 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Agar plaktan tek bir koloni segilerek YPD sivi besiyerine ekim yapildi. YPD sivi
besiyerinde gelisen hiicrelerin ODgoo degeri 0,8-1"e ulastiginda 50 ml’lik kiiltiir, 4°C’de,
1500 g’de 4dk santrifiij yapildi. Siipernatant atilarak geride kalan hiicre peletine steril
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saf su eklenerek yikandi. Yikanan hiicreler 1500 g’de 6 dk santrifiij yapildi. Pelete 1 ml
100 mM LiCl soliisyonu eklenerek hiicreler siispanse edildi. Elde edilen karigim 1,5
ml’lik mikrosantrifiij tiipine alindi. 15 sn maksimum hizda santrifiij edildi. LiCl’nin
pipetle uzaklastirilmasindan sonra hiicre peleti, 400 pl, 100 mM LiCl ile siispanse
edildi. Olusan hiicre siispansiyonu, mikrosantrifiij tiiplerine 50 pl’lik alikuatlar halinde

ayrildi. Tek bir alikuat bir transformasyon igleminde kullanildu.

3.5.2.b. Transformasyon islemi

Kompetent hiicreler hazir oldugu anda transformasyon islemi derhal gergeklestirildi.
Oncelikle 25 ul sperm (som balig1) DNA’s1 (2 mg/ml) 5 dk kaynatildi ve hemen buz
tizerine alindi. 50 pl’lik kompetent hiicre alikuati, 4000 g’de 2 dk santrifiij edildi. LiCl
pipetle uzaklastirildi. Hiicre peletinin iizerine sirastyla 240 ul %50 PEG, 36 ul 1 M
LiCl, 25 pl sperm (som baligr) DNA’s1 ve 50 ul steril saf su iginde lineer rekombinant
plazmit DNA eklendi. Hiicre peleti, tamamen homojen oluncaya kadar hizlica
vortekslendi. 30°C’de 30 dk calkalamadan inkiibe edildi. 42°C’ye ayarlanan su
banyosunda 20-25 dk bekletildi. Ardindan 4000 g’de sanrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirildi. Hiicre peletinin tizerine 1 ml YPD siv1 besiyeri eklenerek siispanse edildi
ve hiicreler 30°C’de ¢alkalanarak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun baslamasindan 1
saat ve 4 saat sonra 0,1 mg/ml zeosin iceren YPD plaklarina 50-100 pl siispansiyon

yayilip plaklar, 30°C’de 48-60 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

3.5.2.c. Transforme edilen mayalarin antibiyotik iceren besiyerinde secilimi

Farkli seviyelerde zeosine direngli kolonilerin (¢coklu kopya tasiyanlarin) belirlenmesi
icin YPD-zeosin besiyerinde gelisen kolonilerden 6 tanesi rastgele secildi. Segilen
koloniler, 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml ve 2 mg/ml zeosin igeren YPD agar plaklara
ekilerek 30°C’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi gelisim
gosteren kolonilerin fotograflari ¢ekildi. Diger yandan, segilen kolonilerin genomlarinda
azurin genini tasiyip tagimadiklarmi belirlemek i¢in 0,1 mg/ml zeosin igeren se¢im

plaginda gelisen koloniler, antibiyotik igermeyen YPD plaga transfer edilerek 30°C’de
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48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi gelisen koloniler ile koloni PCR
yapildi. Bu islem i¢in segilen kolonilerden mikropipet ucuyla az miktarda alindiktan
sonra PCR tiiplerine yerlestirilerek mikrodalga firinin son sicaklik derecesinde 3 dakika
1sitildiktan sonra Cizelge 3.11°deki reaksiyon karisimi kullanilarak ve Cizelge 3.12deki
protokole gore PCR reaksiyonu gergeklestirildi.

Cizelge 3.11. Koloni PCR reaksiyon karigim igerigi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 ul
MgCl2 (25 mM) 1 ul
EcoRI- Azu F primer (10 pmol/ul) Ll
Xbal- Azu R primer (10 pmol/ul) 1 ul
10xPCR buffer 1 ul
ddH:0 6,6 ul
Tagq DNA polimeraz 0,6 ul
Toplam 12 ul

Cizelge 3.12. PCR reaksiyon sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 94 4

94 1
35 51 1

72 0,5

72 5

1 4 0
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3.6. Rekombinant P. pastoris hiicrelerinin stoklanmasi

Koloni PCR sonuglaria gore dogrulugu belirlenen tek koloniler, YPD agardan alinarak
YPD siv1 besiyerine ekildi ve bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonrasi kiiltiir sivisina %15 gliserol eklenerek vortekslendi ve -80°C’de saklanda.

3.7. Rekombinant protein iiretimi

Antibiyotik direng testi ve koloni PCR sonuglarina gore segilen 1., 2., 3. ve 4. koloniler
azurin protein tiretim kapasitelerinin karsilastirilmasi i¢in YPD agarda 30°C’de 48-60
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi gelisim gdsteren rekombinant
hiicreler, 6n kiiltiir i¢cin hazirlanan 12,5 ml’lik BMGY besiyerine inokiile edildi.
30°C’de 225 rpm’de ODsgoo degeri yaklasik 2,6 oluncaya kadar inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi kiiltiir stvist 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 25
ml BMMY {iretim besiyeri ile siispanse edilen hiicreler, 500 ml hacimli bdlmeli
erlenmayerlerde 280 rpm’de 30°C’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Genin
indiiksiyonu icin kiiltiir ortamina 24 saat sonra %0,5 saf metanol eklendi. Inkbasyon
sonrasi alian ornekler, 4°C’de, 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatantlar ve

hiicre peletleri protein analizi i¢in kullanildi.

3.8. Western blot analizi

Hiicre dis1 protein iiretimini tespit etmek i¢in secilen 4 koloniye ait kiiltlir ortamindan
aliman silipernatant Ornekleri TCA ile c¢oktiiriildi. Hiicre i¢i protein {iretiminin
gerceklesip gerceklesmedigini anlamak igin ise hiicre peletleri cam boncuk ile

parcalandi. Her iki sekilde hazirlanan 6rnekler, Western blot analizi i¢in kullanildi.
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3.8.1. TCA (Trikloroasetik Asit) ile protein ¢oktiirme

48. saatlik kiiltiirlere ait orneklerden 1’er ml alinarak 4°C’de 13000 rpm’de 5 dk
santrifiij gergeklestirildi. Elde edilen siipernantantlar cam tiiplere aktarildi. 1 hacim
TCA (EK 2) ¢ozeltisi 4 hacim 6rnek lizerine eklenerek elde edilen karisimlar, 4°C’de
10 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi karisimlar yeni bir ependorf tiipe
aktarildi ve 13000 rpm’de 5 dk santrifiij gerceklestirildi. Slipernatantlar uzaklastirildi ve
peletler lizerine 200 pl soguk aseton ilave edilerek yikama islemi i¢in 13000 rpm’de 5
dk santrifiij edildi ve peletler tekrar ayni sekilde 200 pl soguk aseton ile yikandi.
Yikanan Ornekler kuruyuncaya kadar 95°C’de 1s1 blogunda bekletildi. Elde edilen
peletler, 40 pul yiikkleme tamponu ile siispanse edildi. 95°C’de 5 dk kaynatilan 6rneklerin
15°er pl’si jele yiiklendi.

3.8.2. Hiicre lizatinin hazirlanmasi

48. saatte kiiltiir ortamlarindan santrifiijle elde edilen 0,1’er gram hiicre peletlerinin
tizerine 200 pl pargalama tamponu (EK 2) ilave edilip vortekslendi. Karisima son hacmi
iki kat1 olacak sekilde cam boncuk ilave edildi. 8 defa 30 sn’de bir hem vortekslendi
hem de buz iizerinde bekletildi. 4°C’de 13000 rpm’de 5 dk santrifiij gergeklestirildi.
Stipernantantlar yeni ependorf tiipe alindi. Boya eklenene kadar buz {izerinde bekletildi.
Bire bir oraninda yiikleme boyas: ile seyreltilen karigim 95°C’de 5dk su banyosunda

bekletildi. Hazirlanan 6rneklerin 15°er ul jele yiiklendi.

3.8.3. SDS PAGE ile proteinleri yiiriitme

Cam plakalar ve aparatlar sirasiyla su ve alkol ile temizlendi. Cam plakalar {istiiste
konuldu. Jel hazirlama aparatina konularak sikistirildi. Ardindan hazirlanan ayirma jeli
(EK 2) sikistirilan plakalar arasina dikkatli bir sekilde pipetle dokiildd. Jelin st kismi
diiz bir sekilde olmasi icin izopropanol ile yikandi. Polimerlesmenin ardindan
izopropanol uzaklastirildi. Ayirma jelinin iizerine yigma jeli (EK 2) ilave edildi. Yigma

jeline tarak takildi ve polimerlesmesinden sonra tarak ¢ikarildi. Cam plakalar
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elektroforez tankina konularak tizerine yiiritme tamponu ilave edildi. Hazirlanan
orneklerden kuyulara 15°er pl yiiklendi. Elektroforez islemi oda sicakliginda Ilk basta
60 V’de 30 dk daha sonra 120 V’de 90 dk boyunca gergeklestirildi (Laemmli 1970).

Elektroforez isleminin ardindan cam plakalar arasindaki jel dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

3.8.4. Blotlama

Elektroforez islemi sonrasi cam plakalar arasindan ¢ikarilan jel, musluk suyu ile
yikandiktan sonra 1x transfer tamponunda (EK 2) 5 dk calkalanarak bekletildi. PVDF
(Polyvinylidene difluoride) membran ilk 6nce metanolde 5 dk ardindan 1x transfer
tamponunda 5 dk calkalanarak bekletildi. Hazirlanan jel ve membran semidry blotlama
cihazina (Bio-Rad TransBlot® Turbo™ Transfer System) sirayla 1x transfer tamponu ile
islatilan blotlama kagidi, jel ve membran konuldu. Membran {izerine 1x transfer
tamponu ile 1slatilan blotlama kagidi konularak 1 watt elektriksel alanda 90 dk boyunca
blotlama islemi yapildi. Blotlama isleminin ardindan hazirlanan membran, bantlarin
bulundugu yiize gelecek sekilde 30 ml bloklama tamponu (EK 2) igerisine konuldu.
Bloklama tamponu igerisinde bulunan membran oda sicakliginda calkalanarak 1 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast membran, 20 ml PBST (EK 2) ile 2
kere 5 dk calkalanarak yikandi. Bloklama tamponuna (EK 2) ilk 6nce 1:5000 oraninda
Anti-His (C-term)-HRP antikoru (Invitrogen™) eklendi ve membran bu soliisyonda 1
gece boyunca +4°C’de ¢alkalanarak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
membran 20 ml PBST ile 2 kere 5 dk ¢alkalanarak yikandi. Antikorun kimyasal sinyal
olusturmasini saglayan Femto ve Pico substratlar1 (ECL reagent) ile membran BIO-
RAD goriintiileme (ChemiDoc™. Touch Imaging System) cihazinda gériintiilendi.
Ayrica bu deney proteine spesifik Anti-Azurin antikoru ile tekrar edildi. Western blot
analizi i¢in gereklidiger islemlerden farkli olarak bloklama tamponuna Anti-Azurin (1.
antikor) antikoru eklendi ve membran bu soliisyonda 1 gece boyunca +4°C’de
calkalanarak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast membran 20 ml PBST ile 2
kere 5 dk c¢alkalanarak yikandi. Siire sonundan bloklama tamponuna 0,5 pl Anti-Goat
IgG H&L (HRP) (2. antikor) antikoru eklendi ve 1 saat boyunca oda sicakliginda

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 membran 20 ml PBST ile ¢alkalanarak 2 kez
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5 dk yikandi. Membran, antikorun kimyasal sinyal olusturmasini saglayan Femto ve
Pico substratlar (ECL reagent) ile goriintiilendi. Western blot yontemi ile goriintiilenen
rekombinant proteinlerin kemiliiminesans sinyal yogunlugunu o6lgmek icin Imagel
software programi ve sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri i¢in GraphPad Prism
version 5 kullanildi. Tukey testi (One Way ANOVA) ile p degerleri belirlendi.
p>0,05=ns (not significant) Onemsiz, p<0,05=* (significant) 6nemli, p<0,01=** ve

p<0,001=*** (highly significant) yiiksek derecede dnemli olarak degerlendirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. P. aeruginosa’mn Genomik DNA’sinin  izolasyonu ve Agaroz Jel

Elektroforezinde Goriintiillenmesi

P. aeruginosa nin genomik DNAs1 izole edildi. Izole edilen genomik DNA agaroz jele
yiiklendi ve yiiriitildii. Yiriitilen jel, UV goriintilleme cihazinda (Quantum Vilber
Lourmat) gortintiilendi. Yapilan 4 farkli izolasyon sonucu jelde gDNA’ya ait bantlar
gozlendi (Sekil 4.1).

3000 be

Sekil 4.1. P. aeruginosa genomik DNA’sinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M: Markir, 1- 4. kuyular, genomik DNA)

4.2. Azurin Genine Spesifik Primerlerle Gergeklestirilen Gradient PCR

Reaksiyonu

Esit miktarda genomik DNA ile gene spesifik primerler kullanilarak gradient PCR
reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonrasi PCR iiriinleri, agaroz jele yiiklendi ve 60V’de 1
saat boyunca yiiritildi. Elektroforez sonrasi goriintiilenen jel sonucuna gore

primerlerin en iyi baglanma sicakligi 51°C olarak belirlendi (Sekil 4.2).
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— 1000 be

462 be - 500 be

Sekil 4.2. Gradient PCR reaksiyon Triinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(1. kuyu: 50°C, 2. kuyu: 51°C)

4.3. Vektor DNA ile Genin Kesilmesi ve Goriintiilenmesi

4.2’deki PCR sonucu elde edilen gen ve vektor DNA (pPICZaA) EcoRI ve Xbal
enzimleri ile kesildikten sonra agaroz jelde yiiriitiildii. UV goriintiileme cihazinda alinan

goriintiileme sonucuna gore vektor DNA nin kesildigi teyit edildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Kesilen Vektor DNA’nin  agaroz jel elektroforez  goriintiisii
(1. kuyu: Kesilmemis vektor DNA, 2. ve 3. kuyu: Kesilmis vektor DNA)
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4.4. Bakteri Hiicrelerinin Transformasyonu

3.2.4°teki gibi gerceklestirilen ligasyon reaksiyonun ardindan elde edilen {iriiniin
kompetent E.coli One Shot TOP10 hiicrelerine transfer ile 3.2.5’teki gibi
transformasyon gerceklestirildi. Transformasyon islemi sonucu, hiicreler LSLB-zeosin
agar besiyerine yayilarak 37°C’de inkiibasyona birakildi. Bir gece inkiibasyonun
ardindan kolonilerin gelisimi gozlendi ( Sekil 4.4).

Sekil 4.4, LSLB-zeosin  agarda  gelisen  transformantlarin  goriintiisii
(a; 100 pul transformasyon iiriinii yayilan plak, b; 200 ul transformasyon iiriinii yayilan
plak)

4.5. Geni Tasiyan Transformantlarin Belirlenmesi

Transformasyon islemi sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerden 18 tanesi segildi.
Secilen kolonilerle 3.2.6’daki gibi koloni PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonrasi
PCR f{iriinleri agaroz jele yiiklendi ve 60V’de 1 saat yiiriitiildi. Yiiriitillen jel, UV
gorilintiileme cihazinda goriintiilendi (Sekil 4.5).
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1000 b

500 b R I . B I = p—

SEBBRABR Ny »

o

Sekil 4.5. Koloni PCR sonucu elde edilen {irlinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M: Markir, 1-18. Kuyu; koloniler.)

4.6. Vektor DNA Primerleri ile Gergeklestirilen PCR Reaksiyonu

Transformasyon sonrasi Sekil 4.5’teki sonuca gore segilen 1., 4., 9. ve 10. kolonilerden
saflastirilan plazmitler ile vektor DNA primerleri kullanilarak 3.2.7.a’daki gibi PCR
reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonrast PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde
yiritildi. Yiritilen jel, UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi. Goriintiileme sonucu

tiriinlerin beklendigi gibi 982 bg¢ uzunlukta oldugu gozlendi (Sekil 4.6).

1000 bg « — 982 be

500 be «

Sekil 4.6. PCR Reaksiyonu sonucu elde edilen iriinlerin agaroz jel elektroforez
goruntisi

(M: Markir, 1-4. kuyular sirasi ile 1., 4., 9. ve 10. kolonilerden saflastirilan plazmitlerle
gergeklestirilen PCR {iriinleri.)
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4.7. Bakteri Hiicrelerinden Saflagtirilan Plazmitin Sekans Analizi

3.3’te anlatildig1 gibi gliserolde stoklanan 1. koloniyi olusturan bakteri hiicrelerinden
3.2.7°deki gibi saflastirilan plazmitin sekans analiz sonucu elde edilen niikleotid ve
aminoasit sekanslari, P. aeruginosa’ya ait azurin niikleotid ve aminoasit sekanslari
(Gene Bank No: M3038.1) ile blastlandiginda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?)
benzerliklerin sirasiyla %99 ve %100 oldugu goriildii (Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9). Elde edilen
rekombinant vektor, pPICZaA-Azu olarak adlandirildi.

BiDownload v GenBank Graphics

Pseudomonas aeruginosa azurin (azu) gene, complete cds
Sequence ID: M30389.1 Length: 1287 Number of Matches: 1

Range 1: 489 to 932 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
815 bits(441) 0.0 443/444(99%) 0/444(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTCAGTGCGCCGETGCTGGCT 60
: [LELEPELETELELETELL] [IIIIIHI||IIIIHIIIIIIIIIlIIlIIIHIlII
Sbjct 482 ATGCTACGTAAACTCGCTGCCGTATCCCTGLTGTCCCTGCTCAGTGCGCCGLTGCTGGCT 548
e o SR
Sbjct 549 GCCGAGTGCTCGGTGGACATCCAGGGTAACGACCAGATGCAGTTCAACACC GCCATC 698
Query 121 ACCGTCGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAACCTGCCG 18
; FLELLTETE LR LR L R LR LR E e L]
Sbjct 689 ACCGTCGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAACCTGLCG 668
e M T T T A T T AL LI T T AT T T b 2
Sbjct 669 AAGAACGTCATGGGCCACAACTGGGTACTGAGCACCGCCGCCGACATGCAGGGCGTGGTC 728
Query 241 ACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGACAAGGATTACCTGAAGCCCGACGACAGCCGCGTC 380
: IHIIllIIHIIIIIIIIIIIIIIIIHIlIIIIlHIIlIIlIlIIIIIIIIHIIII
Sbjct 729 GACGGCATGGCTTCCGOCCTGGACAAGGATTACCTGAAGCCCGALGACAGLCGCGTC 788
Query 381 ATCGCCCACACCAAGCTGATCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCTTCGACGTCTCC 360
e HlIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIH||IIIHII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Stjct 7892 ATCGCCCACACCAAGCTGATCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCTTCGACGTCTCC 248
Query 361 GCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCGGGCCACTCCGCGCTG 420
; HIIIHIlHIIIIHIIHIHIIIIlIIIIIIlIlIIIIIIIIllIIIIIIIlIIII
Sbjct 849 AAGCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCGOGLCACTCLGLGCTG 988
ey A I o
Sbjct 909 ATGAAGGGCACCCTGACCCTGAAG 932

Sekil 4.7. Forward primerle gergeklestirilen sekans analizi ile elde edilen niikleotid
sekansinin blast sonucu
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[®Download v GenBank Graphics

Pseudomonas aeruginosa azurin (azu) gene, complete cds
Sequence ID:QRUELRRI] Length: 1287 Number of Matches: 1

Range 1: 489 to 932 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
815 bits(441) 0.0 443/444(99%) 0/444(0%) Plus/Minus
Query 1 CTTCAGGGTCAGGGTGCCCTTCATCAGCGCGGAGTGGCCCGRGAAGGTGCAGAAGAACAT
¢ CLERERELTEEEEE e e L EEEE R ELELEEE R EE e EnEnE]
Sbjct 932 CTTCAGGGTCAGGGTGCCCTTCATCAGCGCGGAGTGGCCCGGGAAGGTGCAGAAGAACAT
Query 61  GTACTGCTCGCCTTCCTTCAGCTTGGAGACGTCGAAGGTCACCGAGTCCTTCTCGCCCGA 120
; PLERRLELERELELEER L EE L LR e ELE VL EEE LR EL LR AL LETLLETE]
Sbjct 872 GTACTGCTCGCCTTCCTTCAGCTTGGAGACGTCGAAGGTCACCGAGTCCTTLTCGCCCGA 813
Query 121 GCCGATCAGCTTGGTGTGGGCGATGACGCGGCTGTCGTCGGGCTTCAGGTAATCCTTGTC 182
: CLCVERET DT R L e LR e LR LE LR L e et iL el
Sbjct 812 GCCGATCAGCTTGGTGTGGGCGATGACGCGGCTGTCGTCGGGCTTCAGGTAATCCTTGTC 753
Query 181 CAGGCCGGAAGCCATGCCGTCGGTGACCACGCCCTGCATGTCGGCGGCGGTGCTCAGTAC 24e
: CLELLLENELELELELE LR R e L LV ELE LR ELELLELLLE e L
Sbjct 752 CAGGCCGGAAGCCATGCCGTCGGTGACCACGCCCTGCATGTCGGCGGCGGTGCTCAGTAC 693
Query 241 CCAGTTGTGGCCCATGACGTTCTTCGGCAGGTTGCCGGGGTGGGACAGGTTGACGGTGAA 380
4 LR ECEEECE e LR E L EEELE R DE L ELL T |
Sbjct 692 CCAGTTGTGGCCCATGACGTTCTTCGGCAGGTTGCCGGGGTGGGACAGGTTGACGGTGAA 633
Query 301 CTGCTTGCAGCTCTTGTCGACGGTGATGGCATTGGTGTTGAACTGCATCTGGTCGTTACC 360
; CLULLLELELEEE LR PR E R R T LR R LR L L LA T e
Sbjct 632 CTGCTTGCAGCTCTTGTCGACGATGATGGCATTGGTGTTGAACTGCATCTGGTCGTTACC 573
Query 361 CTGGATGTCCACCGAGCACTCGGCAGCCAGCAGCGGCGCACTGAGCAGGGACAGCAGGGA 420
: CLEVERESCTECEEEEE LR E L EER R E e LR LR L e e L Er el
Sbjct 572 CTGGATGTCCACCGAGCACTCGGCAGCCAGCAGCGGCGCACTGAGCAGGGACAGCAGGGA 513
ey MLt o
Sbjct 512 TACGGCAGCGAGTTTACGTAGCAT 489

Sekil 4.8. Reverse primerle gerceklestirilen sekans analizi ile elde edilen niikleotid
sekansinin blast sonucu

[§lDownload v Graphics

unnamed protein product
Sequence ID: Query_231769 Length: 148 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 148 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
306 bits(785) 3e-114 Compositional matrix adjust. 148/148(100%) 148/148(100%) 0/148(0%)

Query 1 MLRKLAAVSLLSLLSAPLLAAECSVDIQGNDOMOFNTNAITVDKSCKQFTVNLSHPGNLP 68
MLRKLAAVSLLSLLSAPLLAAECSVDIQGNDOMOFNTHNALITVDXSCKQFTVNLSHPGNLP
Sbjct 1 MLRKLAAVSLLSLLSAPLLAAECSVDIQGNDOMOFNTNAITVDKSCKQFTVNLSHPGNLP 6@

Query 61  KNVMGHNWYLSTAADMOGVVTDGMASGLDKDYLKPDDSRVIAHTKLIGSGEKDSVIFDVS 12@
KNVMGHNWVLSTAADMOGYVT DGMASGLDKDYLKPDDSRVIAHTKLIGSGEKDSVTFDVS
Sbjct 61  KNVMGHNWYLSTAADMOGVVTDGMASGLDKDYLKPDDSRVIAHTKLIGSGEKDSVTFDVS 120

Query 121 KLKEGEQYMFFCTFPGHSALMKGTLTLK 148

KLKEGEQYMFFCTFPGHSALMKGTLTLK
Sbjct 121 KLKEGEQYMFFCTFPGHSALMKGTLTLK 148

Sekil 4.9. Amino asit sekanslarinin blast sonucu
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4.8. Saflastirnlan Rekombinant Vektoriin Lineer Hale Getirilmesi

P. pastoris X-33 hiicrelerinin transformasyonu igin saf olarak elde edilen rekombinant
vektor (pPICZaA-Azu), 3.5’teki gibi Pmel enzimi kullanilarak 5° AOX1 promotor
bolgesinden kesildi. Kesim iiriinlerinden 2’ser ul agaroz jele yiiklendi ve yiiritiildi.
Yiriitilen jel, UV gorlintileme cihazinda goriintillendi. Goriintiileme sonucu

rekombinant plazmitlerin kesildigi teyit edildi (Sekil 4.10).

e
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Sekil 4.10. Lineer rekombinant vektoriin agaroz jel -elektroforez goriintiisii
(1. kuyu: kesilmemis rekombinant vektor, 2-5. kuyu: kesilmis rekombinant vektor)

4.9. Rekombinant Protein Uretimi i¢in Transformantlarin Segilimi

3.5.2°deki gibi LiCl metodu ile gergeklestirilen transformasyon islemi sonrast 0,1
mg/ml zeosin igeren YPD agar plaklarda gelisen maya transformantlarindan alt1 koloni
secilerek antibiyotik direng testi gerceklestirildi. Bu islem i¢in segilen alt1 koloni, steril
kiirdan ile farkli konsantrasyonlarda (0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml ve 2 mg/ml)
zeosin iceren YPD agar plaklara transfer edildi. 30°C’de 48 saatlik inkiibasyonun
ardindan plaklarin fotografi ¢ekildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Farkli zeosin konsantrasyonlarinda gelisen transformantlarin goriintiisii

(a; 0,1 mg/ml zeosin igceren YPD agar plakta gelisen koloniler. b; 0,5 mg/ml zeosin
iceren YPD agar plakta gelisen koloniler. ¢; 1 mg/ml zeosin iceren YPD agar plakta
gelisen koloniler. d; 2 mg/ml zeosin igeren YPD agar plakta gelisen koloniler. K
(Kontrol) ; P. pastoris X-33, 1-6; P. pastoris transformantlar1)

Inkiibasyon sonrasi 1., 3. ve 4. kolonilerin, 2 mg/ml konsantrasyona kadar direng
gosterirken 2. koloninin 1 mg/ml konsantrasyona kadar direng gosterdigi goriildii.
Ayrica 5. ve 6. koloninin 0,1 mg/ml ve lizerindeki konsantrasyonlarda digerlerinden

daha az gelisim gosterdigi gozlendi (Sekil 4.11).

Antibiyotik direng testi sonrasi 0,1 mg/ml zeosin i¢eren YPD agar se¢im plaklarinda
gelisen alt1 koloni, antibiyotiksiz YPD agar plaklara ekildi. Plaklar 48 saat inkiibe
edildikten sonra gelisim gosteren koloniler i¢in gene spesifik primerler ile 3.5.2.c’deki
gibi koloni PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonrasi1 PCR f{irlinleri agaroz jel
elektroforezinde yiirlitiildii. Yiritilen jel, UV goriintilleme cihazinda goriintiilendi

(Sekil 4.12). Goriintilleme sonucu 1-4. kolonilerle yapilan PCR reaksiyonunda azurin
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geninin amplifiye edildigi, 5. ve 6. koloniler ile yapilan PCR reaksiyonunda amplifiye

edilmedilmedigi goriildii.

462 be

Sekil 4.12. Koloni PCR sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M: Makar, 1-6. kuyular: 1-6. kolonilere ait PCR {iriinleri)

4.10. Secilen Rekombinant Maya Transformantlarimin Protein Uretim

Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

Segilen alt1 rekombinant maya kolonisi arasindan antibiyotik direng testi ve gen spesifik
primerlerle yapilan PCR sonuglarina gore genomlarinda azurin genini tasidig tespit
edilen dort koloni, rekombinant protein {iretim kapasitelerini karsilastirmak icin
hazirlanan BMGY besiyerine inokiile edilerek 24 saat boyunca 30°C’de 225 rpm’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi ¢ogalan hiicreler santrifiij edilerek protein {iretimi i¢in
hazirlanan BMMY besiyerine transfer edildi ve 48 saat boyunca 30°C’de 280 rpm’de
inkiibasyona birakildi. Kiiltiir ortamlarina 24 saat sonra %0,5 saf metanol ilave edildi.
Uretim kiiltiiriinden 48. saatte alinan drneklerin hiicre dis1 (ekstraselliiler) ve hiicre ici
(intraselliiler) protein {iretimlerine bakmak i¢in iki farkli antikor ile Western blot analizi
gerceklestirildi. Anti-His (C-term)-HRP ve Anti-Azurin antikoru ile yapilan Western
blot analiz sonuglarina gore, dort koloninin hiicre dis1 protein iiretimine sahip oldugu ve
en iyi lretimi gergeklestiren koloninin 1. koloni oldugu tespit edildi. 3. ve 4. kolonilerin
hiicre dis1 protein iiretimleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi

(p>0,05) ve en diisiik protein seviyesine 2. koloninin sahip oldugu belirlendi (p<0,001)
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(Sekil 4.13 ). Diger yandan, dort koloninin de hiicre dist iiretimin yani sira hiicre igi
protein liretimine sahip oldugu gozlendi. En az hiicre i¢i protein seviyesine 4. koloninin
sahip oldugu gozlenirken, en yiiksek protein seviyesine 1. koloninin sahip oldugu
belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.14). Anti-Azurin antikoru ile gerceklestirilen Western blot
goriintlisiine gore ekstraselliiler rekombinant azurin proteinin yaklasik 20 kDa (19,95

kDa ) molekiiler kiitleye sahip oldugu gozlendi.

25 kDa

15 kDa

=3
*

Proicin ckspresyon seviyesi

Sekil 4.13. Inkiibasyon sonras1 elde edilen kiiltiir sivisina ait drneklerin Western blot
analizi a) Anti-Azurin antikoru ile gergeklestirilen analiz sonucu (1-4. Kuyu;1-4.
koloni) b) Hiicre dis1 rekombinant azurin proteininin goreceli ekspresyon seviyesi C)
Anti-His (C-term)-HRP antikoru ile gergeklestirilen analiz sonucu (1-4. Kuyu;1-4.
koloni)
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Sekil 4.14. inkiibasyon sonras: elde edilen hiicre lizatina ait rneklerin Western blot
analizi a) Anti-His (C term) HRP antikoru ile gergeklestirilen analiz sonucu (1-4.
Kuyu;1-4. koloni) b) Hiicre i¢i rekombinant azurin proteininin goéreceli ekspresyon
seviyesi
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5. TARTISMA ve SONUC

Rekombinant DNA Teknolojisi, niikleik asitlerin ve DNA’nin kesfiyle baslamis, asil
olarak 1970°de Smith’in mikroorganizmalarda mevcut olan ve DNA’y1 spesifik dizi
bolgelerinden kesebilen restriksiyon endoniikleaz enzimlerini kesfetmesiyle ortaya
cikmistir. Bu kesifler sonucunda ve gelisen molekiiler genetik teknikler sayesinde farkl
kaynaklardan gelen DNA molekiillerinin in vitro ortamlarda birlestirilebilmesi
saglanmistir. Rekombinant DNA teknolojisi, dogada kendiliginden bir arada olmasi
miimkiin olmayan, genetik miihendisligi teknikleri ile farkli organizmalardan alinan
DNA pargalarinin kesilip birlestirilmesini kapsar. Bu islemler sonucunda olusan
DNA'’ya rekombinant DNA (rDNA) adi verilir. Bu teknoloji, genomda bulunan binlerce
gen arasindan istenen Ozellikteki genin ayristirilip elde edilmesini ve bu genin
tanimlanmasinin ardindan PCR ile biiyiik 6lgekte klonlanan DNA molekiilii olarak
tiretilmesini miimkiin kilmaktadir (Smith 1985). Bu teknoloji ile istenen gen bdolgesi,
orjinal DNA’dan restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilip alindiktan sonra bir
vektore aktarilip konak hiicrede ¢ogaltilmaktadir (Yildirim vd 2010). Bu teknolojide
kullanilan konak organizmalardan biri de mayadir. Birgok maya tiirii rekombinant iirlin
tiretimi igin tercih edilmektedir. Baslica tercih edilen mayalar, Saccharomyces
cerevisiae ve Pichia pastoris tir. P. pastoris’in gelisim evresinde oksijenli solunumu
tercin etmesi, onu fermentatif olan S. cerevisiae gibi organizmalardan ayiran bir
Ozelliktir. Fermentatif organizmalarin gili¢lii fermentasyonu sonucu iirettigi etanol ve
asetik asit benzeri fermentasyon yan triinleri, hizli bir sekilde toksik seviyeye ulagir. P.
pastoris 'te ise boyle bir durum s6z konusu olmaz (Cereghino vd 2002). P. pastoris gibi
metilotrofik mayalarin rekombinant protein iiretimi i¢in kullanilan S. cerevisiae'ye gore
tistiin yonleri bulunmaktadir. Bunlar; yiiksek protein {iretim imkani, 10-100 kat daha
fazla olan hiperglikolizasyonun dnlenmesi, yliksek metanol konsantrasyonunda gelisim
gosterebilmeleri sayesinde ortamdaki diger mikroorganizmalarin elimine edilmesi,
diisiik maliyetli olmasi ve ¢ok sayida kopya transformasyonu saglamasi seklinde

sayilabilir (Buckholz ve Geelson 1991; Gellison vd 1992; Romanos vd 1992).
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P. pastoris fermentor ortaminda fazla miktarda hiicre yogunluguna sahip oldugu igin
1970°1i yillarda tek hiicre proteini iiretimi icin gelistirilmistir. Oncelikle endiistriyel
alanda rekombinant protein iiretimi ig¢in tercih edilen miikkemmel bir konakgi
durumundadir (Daly ve Hearn 2005; Jungo vd 2007). Bu mayanin manipiilasyonu ve
kiiltiire edilmesi kolaydir. Ayrica dkaryotik bir organizma oldugundan yiiksek yapili
Okaryotik canli hiicreler tarafindan gergeklestirilen proteolitik islemler, disiilfit bag
olusumu, katlanma ve glikozilasyon gibi bir¢ok posttranslasyonel modifikasyonlari
gerceklestirebilir. Bu 6zelligi sayesinde bakteri sistemlerine kiyasla bir¢ok proteini
biyolojik olarak aktif molekiiller olarak iiretebilme yetenegine sahiptir. Ayrica bircok
yiiksek yapili 6karyotik sisteme gore (bocek ve memeli hiicre ekspresyon sistemleri vb)
daha kolay, daha hizli, maliyeti disiiktir ve genellikle daha yiiksek ekspresyon
seviyeleri gosterir (Buckholz ve Geelson 1991; Romanos vd 1992).

Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve biiylimesi ile ortaya ¢ikan, genetik ve ¢evresel
sartlardan etkilenen kompleks bir hastaliktir. Kisiye ve kanser tiplerine gore bircok
tedavi mevcuttur. Teknolojinin biiyiik bir hizla ilerlemesi ile mevcut bulunan tedavilere
ek olarak yeni tedaviler gelistirilmektedir. Tedavi i¢in rutin olarak uygulanan
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler disinda son zamanlarda asilar, biyolojik,
hormonal tedaviler, hedeflenmis terapiler ve gen terapileri kullanilmaya baslanmistir
(Baykara 2016). Kanser tedavisinde yeni bir gelisme ise terapdtik proteinlerin
kullanilmasidir. Terapotik proteinler, biyoteknolojik bir yontem kullanilarak elde edilen
tedavi edici proteinlerdir. Azurin proteini de terapdtik protein olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir. Azurin, gram negatif, patojen bir bakteri olan Pseudomonas
aeruginosa tarafindan tretilen, 14 kDa (128 aa) gibi diisiik molekiiler kiitleye sahip,
suda ¢oziinebilen ve bakir igeren protein (cupredoxin) ailesine ait bir proteindir (Tang
vd 1968; Naguleswaran vd 2008; Yamada vd 2009; Bernardes vd 2010). Azurin
proteininin, meme kanseri (MCF-7), melanom (UISO-Mel-2) ve osteosarkom (U20S)
hiicrelerinde sitotoksik etki gostererek apoptozu indiikledigi gozlenmistir. Ayrica
azurin, bahsedilen bu hiicrelerde hiicre i¢i pS3 ve pro-apoptotik Bax proteinlerinin
seviyesinin artmasina ve mitokondriyal sitokrom c¢’nin sitozole salinimina yol agmustir.

Bu islemin hiicresel gelisimde ve hiicresel homeostazinin devaminda temel proses olan
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apoptozu baslatan kaspaz kaskadini (kaspaz-7 ve 9) aktive ettigi bildirilmistir (Punj vd
2004). MCF-7 hiicrelerinde azurin tedavisi siirecinde sadece Bax proteinlerinin
seviyesinde artisin meydana gelmesi degil, ayn1 zamanda anti-apoptotik Bcl2

proteinlerinin seviyesinde azalmanin oldugu gosterilmistir (Punj vd 2004).

Bu calismada azurin geni pPICZoA vektoriine klonlanmis elde edilen rekombinant
vektor, P. pastoris hiicrelerine transforme edilmis, farkli kopya sayisinda azurin geni
tasiyan rekombinant maya kolonileri, farkli zeosin konsantrasyonlar1 igeren
besiyerlerinde secilmis ve secgilen transformantlarin rekombinant protein iiretim
kapasiteleri karsilastirilmistir. Boylece rekombinant azurin proteininin ekstraselliiler

tiretimi gergeklestirilmis ve en iyi liretim kapasitesine sahip transformant belirlenmistir.

Yapilan c¢alismada ilk olarak, P. aeruginosa’dan genomik DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen genomik DNA, agaroz jel elektroforezinde yliriitiilerek
goriintiilendi (Sekil 4.1). Ardindan azurin gen bolgesine spesifik olarak dizayn edilen
primerler ve izole edilen genomik DNA ile iki farkli primer baglanma sicaklig1 (50 ve
51°C) kullanilarak gradient PCR yapildi. PCR fiiriinleri, agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek goriintiilendi. En 1yi primer baglanma sicakliginin 51°C oldugu tespit edildi
(Sekil 4.2). Daha sonra belirlenen sartlarda gergeklestirilen PCR reaksiyonu ile
cogaltilan azurin geni, agaroz jelde yiiriitiilerek jelden ekstraksiyonla saflastirild1 ve saf
olarak elde edilen gen, Cizelge 3.5’te belirtilen reaksiyon sartlar1 gerceklestirilerek
EcoRl ve Xbal restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Kesilen iiriin,
fenol/kloroform ekstraksiyonu sonrasi ligasyon reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi. Ayn1
zamanda vektor DNA da ayn1 enzimlerle kesildi ve CIAP ile muamele edilerek agaroz
jelde yiiriitiildii. Vektér DNA’nin kapali formu, lineer formundan daha hizli ytiriidiigi
icin kesim reaksiyonu sonrasi goriintiilenen jelde vektor DNA’nin kesildigi teyit edildi
(Sekil 4.3). Kesilen vektor DNA, jelden ekstraksiyonla saflastirildi. Ligasyon islemi i¢in
hazir hale gelen vektor DNA ve gen, T4 DNA ligaz enzimi ile birlestirildi. Ligasyon
iriinii, kompetent E. coli One Shot TOPI0 hiicrelerine transfer edildi.

Transformantlardan zeosin antibiyotigine direngli olanlarin LSLB-zeosin agar

besiyerinde gelisimi gozlendi (Sekil 4.4). Segilen koloniler ile gene spesifik primerler
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kullanilarak koloni PCR reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonucu elde edilen PCR
tiriinleri, agaroz jel elektroforezinde yliriitiildii ve goriintiileme sonuglarina gore geni
tasiyan plazmiti i¢eren koloniler tespit edildi (Sekil 4.5). Ayrica bu kolonilerden plazmit
izolasyonu yapildi. Kalip DNA olarak plazmitler ve vektore ait primerler kullanilarak
PCR yapildi. Reaksiyon sonrasi elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde
yiriitiildiiglinde goriintiilenen bantlarin tahmin edildigi gibi 982 b¢ uzunluga sahip
oldugu gorildii (Sekil 4.6). Her iki yontemle geni dogru pozisyonda tasidigi tespit
edilen 1. koloniden plazmit izolasyonu gergeklestirilerek sekans analizine gonderildi.
Sekans analizi sonucuna gore klonlanan gene ait niikleotid dizisinin P. aeruginosa
azurin genine ait dizi ile %99, bu niikleotid dizisine karsilik gelen aminoasit dizisinin
ise P. aeruginosa azurin aminoasit dizisi ile %100 benzer oldugu goriildii (Sekil 4.7, 4.8
ve 4.9).

P. pastoris ekspresyon sistemi, ¢ok sayida heterolog (rekombinant) proteinlerin tiretimi
i¢in basariyla kullanilmaktadir (Rosenfeld vd 1999; Patrick vd 2005; Li vd 2007). Bu
mayadaki rekombinant protein {retimi, diger Okaryotik ve prokaryotik ekspresyon
sistemlerine gore birka¢c avantaja sahiptir. Bunlar; yiiksek hiicre yogunluklu
fermentasyon kolayligi ile birlikte hizli biiylime yetenegine sahip olmasi, neredeyse
proteinsiz bir ortamda yiiksek seviyede verimlilik alinmasi, endotoksin ve bakteriyofaj
kontaminasyonunun ortadan kaldirilabilmesi, iyi karakterize edilmis maya ekspresyon
vektorlerinde genetik manipiilasyonun kolayhigi, P. pastoris'i enfekte eden litik
viriislerin spektrumunda bilinen bir insan patojenitesinin olmamasi, polipeptit katlanma,
glikozilasyon, metilasyon, agilasyon, proteolitik parcalanma ve hiicre alti bdliimlere
hedefleme (organeller, hiicre zar1 vb.) gibi ¢esitli posttranslasyonel modifikasyonlar:
gerceklestirebilmesi ve protein sekresyonunu gerceklestirdigi icin maya hiicrelerini
parcalamaya gerek olmaksizin proteinin saflastirilabilmesidir (Li vd 2007). Tim bu
ozellikler, P. pastoris'i hem laboratuvar arastirmalari hem de endiistriyel tiretim igin
kullanigh bir ekspresyon sistemi yapmaktadir. Daha verimli protein iretiminin
gerceklestirilmesi, pH, havalandirma (O diizeyi), sicaklik ve karbon kaynakli besleme
hizi gibi protein tretkenligini ve aktivitesini etkileyen parametreler kontrol edilerek

saglanabilir (Higgins ve Cregg 1998).
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Sekans analizi ile dogrulugu teyit edilen rekombinant plazmit (rpPICZaA-Azu), bir
gece LSLB-zeosin sivi besiyerinde biiyiitiilen bakterilerden izole edildi. izole edilen
plazmit, AOX1 promotér bolgesinden Pmel enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi
(Sekil 4.10). P. pastoris ekspresyon sisteminde kullanilan vektorlerin biiyiik kisminda
5'AOX1 promotdr bolgesi ile AOX1 transkripsiyon terminasyon bolgesinin bulundugu
bir ekspresyon kaseti mevcuttur (Koutz vd 1989). Promotor ve terminatér bolgeleri
arasinda bulunan, yabanci sekansin insort edilebilecegi bir bolge veya ¢oklu klonlama
bolgesi yer alir (Cereghino ve Cregg 2000). pPICZaA vektorii, ¢ok giiclii ve
ayarlanabilir AOX1 promotdriiniin kontrolii altinda eksprese edilecek heterolog geni,
genoma entegre ederek rekombinant proteinlerin ekspresyonunu ve salgilanmasini
saglar (Cereghino and Cregg 2000). Bu yiizden, lineer haldeki rpPICZaA-Azu, LiCl ile
kompetent hale getirilen P. pastoris X-33 hiicrelerine transfer edildi. Transformasyon
islemi sonrasi mayalar, 0,1 mg/ml zeosin igeren YPD agar plaklara yayild1 ve 48-60 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan gelisim gosteren kolonilerden
alt1 tanesi rastgele secilerek antibiyotik direng testine tabi tutuldu. Bu testin amac1 farkli
gen kopyasina sahip maya transformantlarinin belirlenmesidir. Ciinkii antibiyotik direng
testi, maya genomuna gonderilen hedef genin kopya sayisinin bir belirteci olarak
diistiniilmektedir. Maya hiicrelerinin artan antibiyotik konsantrasyonlarinda gelisim
gostermeleri, genomlarinda birden ¢ok hedef genin kopya sayisina sahip olduklarini
gostermektedir. Hedef gen kopya sayisinin artmasi, heterolog protein iretiminin
artmasini saglar. Bu ylizden antibiyotik direng testi ile fazla miktarda hedef gen kopya
sayisina sahip kolonilerin belirlenmesi ile daha fazla miktarda rekombinant protein

tiretimi gegeklestirilebilir (Karaaslan 2017).

Direng testi icin segilen alt1 transformant, farkli konsantrasyonlarda (0,1 mg/ml, 0,5
mg/ml, 1 mg/ml ve 2 mg/ml) zeosin igeren YPD agar plaklara yayildi. 48 saat boyunca
gergeklestirilen inkiibasyon sonrasi 1., 3. ve 4. koloniler 2 mg/ml konsantrasyona kadar
direng gosterirken, 2. koloninin 1 mg/ml konsantrasyona kadar diren¢ gosterdigi
gozlendi. Ayrica 5. ve 6. koloninin 0,1 mg/ml konsantrasyonda dahi digerlerinden daha
az direng gosterdigi gozlendi (Sekil 4.11). Bu sonug, transformasyon igleminin ardindan

hiicrelerin sirkiiler (lineer olmayan kapali form) DNA’y1 aldiklarint ve bu yilizden
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antibiyotik direnci kazandiklarmi diisiindiirmektedir. Diger yandan, 0,1 mg/ml zeosin
iceren YPD agar se¢im plagindan alinan alti koloni, koloni PCR reaksiyonunda
kullanilmak iizere antibiyotik igermeyen YPD agara transfer edildi. 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda gelisen koloniler ile gene spesifik primerler kullanilarak koloni
PCR reaksiyonu ger¢eklestirildi. Reaksiyon sonrasi elde edilen PCR firiinleri, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi (Sekil 4.12). Goriintilleme sonucu, 1., 2., 3.
ve 4. kolonilerde gene ait bant olusumu gozlenirken 5. ve 6. kolonilerde gene ait bant
olusumu gézlenmedi. Yani 5. ve 6. koloniler ile gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucu
azurin geni amplifiye edilmedi. Bu durumda, rekombinant plazmitin hiicreler
biiylidiikge yavru hiicrelere gecemedigi, dolayisiyla sirkiiler plazmit genoma entegre
olamayacagindan azurin geninin bu kolonileri olusturan hiicrelerin genomlarina entegre
olmadig1 disiiniilmektedir. Hem antibiyotik diren¢ testi hem de elde edilen PCR
sonuglari ile 1., 2., 3. ve 4. kolonilerde rekombinant plazmitin hiicrelerin genomlarina
aktarildig1 sonucuna varilmistir. Benzer sekilde, Karaaslan (2017)’in yaptigi ¢calismada
pPICO9K-LeExpl ve pHIL-S1-LeExpl ekspresyon plazmitlerinin transfer edildigi P.
pastoris hiicreleri igin antibiyotik direng testi yapilmis ve bu teste gore, 4 mg/ml
konsantrasyonda genetisin igeren plaklarda gelisen maya hiicreleri, 0,5, 1 ve 2 mg/ml
konsantrasyonlarda genetisin antibiyotigi i¢ceren plakalarda gelisen maya hiicrelerinden
daha ¢ok gen kopya sayisi icerdigi icin se¢ilmis ve bu konsantrasyonda gelisen maya
hiicreleri ile rekombinant ekspanzin protein iiretimi gerceklestirilmistir. Athmaram vd
(2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise P. pastoris ‘te rekombinant hemagglutinin (HA)
proteininin ekspresyon seviyeleri iizerine kopya sayisinin etkisi aragtirilmistir. Se¢im
plaklarinda genetisin antibiyotik konsantrasyonu 0,25, 0,5 ve 0,75 mg/ml olan
besiyerlerine ekilen P. pastoris transformantlarinin gelisimi gézlenmis ve bu plaklarda
iyi yetisen klonlarin, sirasiyla diisiik, orta ve yiiksek kopya entegratorlerine sahip
oldugu kabul edilmistir. Calismada heterolog genin artan sayida kopyalarini tasiyan
Pichia klonlari, genetisin direng testi ve SYBR green Kantitatif Real-Time PCR
yaklasimina dayanarak se¢ilmistir. Bu stratejileri kullanarak, transgenin maksimum dort
ila alt1 kopyasini tasiyan rekombinant Pichia transformantlari belirlenmis, optimize
edilen kiiltiir sartlarinda HA rekombinant protein liretimine geg¢ilmistir. Sonug olarak,
gen kopya sayisindaki artigin, rekombinant proteinin ekspresyon seviyesinde orantili bir

yiikselmeye sebep oldugu bildirilmistir. Diger yandan, Jain vd (2018) tarafindan
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gerceklestirilen bir calismada P. pastoris X-33'te Thermoascus aurantiacus RCKK'nin
termostabil endoglukanaz enziminin islevsel ifadesi ve karakterizasyonu galisilmistir.
Ekspresyon kasetinin Pichia genomuna entegrasyonu, yiiksek antibiyotik igeren
besiyerlerinde transformantlarin segilimi ile dogrulanmistir. 2 mg/ml zeosin i¢ceren YPD
agar plaklarinda transformantlarin taranmasi gergeklestirilmis, gelisen otuz iki
transformanttan bes tanesi segilmis ve rekombinant protein iiretimi gergeklestirilmistir.
Ayrica, Pichia transformantlarinin  yiiksek zeosin konsantrasyonunda hayatta
kalmasinin, ekspresyon kasetinin konake¢1 genomundaki yliksek kopya sayisina bagli
oldugu ve konak¢1 genomuna entegre edilen genin yiiksek kopya sayisinda olmasinin,
Pichia ekspresyon sisteminde {iist diizey ifade i¢in daha etkili oldugu bildirilmistir
(Lambertz vd 2014). Literatiirde yer alan bu bilgiler dogrultusunda yapmis oldugumuz
antibiyotik direng testi ve koloni PCR sonuglarina gore secilen dort rekombinant maya
kolonisinin (1., 2., 3. ve 4. koloniler) azurin protein {retimi  kapasitelerini
karsilagtirmak ve en iyi iiretim yapan koloniyi belirlemek i¢in protein iiretimi agamasina

gecildi.

Fermente kiiltiirlerde rekombinant protein dretimi i¢in P. pastoris mayasinin
kullanilmasimmin ¢ok sayida avantaji vardir. Bu avantajlar; AOX1 promotdriinden
baslatilan transkripsiyon seviyesinin, yiiksek metanol seviyelerinde biiyiitiilen hiicrelere
kiyasla, belirli miktarlarda metanol ile biiyiitiilen hiicrelerde 3 ila 5 kat daha fazla
olabilmesi, metanol metabolizmasinin yiiksek oranda oksijen kullanmasi ve kiiltiir
ortaminda  bulunabilecek  mikroorganizmalardan  kaynakli  yabanci  genlerin
ekspresyonunu negatif sinirlama ile olumsuz yonde etkilemesi, ekspresyon suslarinin
kiiglik olcekli ¢alkalamali erlen mayerlerden biiylik dlgekli fermentasyon kiiltiirlerine
dogru aktarilma kolayligidir (Brierley 1998; Stratton 1998; Clare vd 1998).
Fermentasyon ile iiretimi gerceklestirilen ekstraselliiler proteinler igin kiiltiir ortami
onemlidir. Ciinkii kiiltiir ortaminda basta bulunan ve sonradan olusan ya da ilave edilen
bilesenler ekstraselliiler proteinin kararliligini ve saf olarak elde edilmesini etkiler.
Genellikle P. pastoris suslar1 baslangigta karbon kaynagi olarak gliserol igeren bir
ortamda (6n kiiltiir besiyeri) yetistirilir. Bu tiretimde biyokiitle birikir, fakat heterolog

gen ekspresyonu tamamen baskilanir. On kiiltiirde gelistirilen hiicreler, gen
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ekspresyonunu saglamak i¢in metanol veya bir gliserol ve metanol karisimi igeren
tretim kiltiirtine transfer edilir. P. pastoris’in biiylime kosullari, biiyiik 6l¢ekli
heterolog protein tiretimi i¢in idealdir. Besiyeri ortaminda bulunan bilesenlerin maliyeti
azdir. Bunlar, saf karbon kaynaklar1 (gliserol ve metanol), biyotin, tuzlar, iz elementler
ve su gibi maddelerdir. Ayrica besiyeri ortami, pirojen (ates yiikselten madde) veya
toksin kaynagi olabilen tanimlanmamis bilesenler bulundurmadig igin insan ilaglarinin
iretimi i¢in uygundur. Diger yandan, P. pastoris, diisiik pH’ya sahip ve metanol igeren
ortamlarda biyitiildiigiinden, diger birgok mikroorganizma tarafindan besiyerinin
kontaminasyon olasilig1 diisiiktiir (Cereghino ve Cregg 2000). P. pastoris ekspresyon
sisteminin bu avantajlar1 ve fermentasyon bilgileri g6z 6niine alinarak BMGY 6n kiiltiir
besiyerlerine ekim yapilan dort rekombinant maya kolonisine ait inkiibasyon sonrasi
logaritmik fazda biiylitiilen hiicreler, rekombinant protein iiretimi i¢in hazirlanan
BMMY iiretim besiyerlerinde 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Kiiltiir

ortamlarina 24 saat sonra indiikleyici olarak %0,5 metanol ilave edildi.

P. pastoris’te rekombinant protein iiretimi, metanol tarafindan diizenlenen alkol oksidaz
promotorlerine baglidir. Metanol, hem karbon kaynagi hem de rekombinant proteinlerin
ekspresyonunun indiikleyicisi olarak gorev yapabilir. Fakat metanol kullaniminin bazi
dezavantajlart bulunmaktadir. Bu nedenle besiyerine eklenecek metanol miktar
onemlidir. Ciinkii alkol oksidaz i¢in yliksek bir substrat afinitesine sahip olan metanoliin
kiiltiir ortaminda yiiksek miktarda bulunmasi, P. pastoris’in formaldehit, formik asit
gibi metabolitlerle zehirlenmesine neden olur (Meyer vd 2008). Bu durumda
organizmanin bilylimesi engellenir, ayrica diigiikk miktarda metanol ise transkripsiyonu
baglatmak igin yeterli olmayabilir (Patrick vd 2005). Dolayisiyla, metanol
konsantrasyonunu toksik olacagi seviyenin altinda tutmak icin, kesikli beslemeli
besiyerleri kullanilmalidir. Ayrica, daha az promotér baskilayic bir karbon kaynaginin
kullanilmas: ile daha yiiksek spesifik {iretim oranlarina ulasilabilir (Sreekrishna 2013).
P. pastoris’te AOX1 promotoriiniin kontrolii altinda rekombinant proteinlerin iiretimi,
genellikle ortak substrat olarak gliserol veya sorbitol ile birlikte metanol kullanilarak
gerceklestirilir (Berrios vd 2017). Bunlar arasinda gliserol, ortak substrat olarak

kullanildiginda daha yiiksek biyomas elde edilse de AOX promotoriinii baskilayici
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etkisinden dolay1 rekombinant protein verimi diisiik seviyede gerceklesir. Sorbitol ise,
P. pastoris i¢in yaygin olarak kullanilan ve promotor i¢in baskilayici olmayan bir
karbon kaynagidir (Jungo vd 2007). Azadia vd (2017), karisik besleme kiiltiiriinde
metanol ilavesi ile birlikte farkli sorbitol konsantrasyonlarinin hiicre yogunlugu
tizerindeki etkisini 30 saat boyunca incelemislerdir. Temel protokole gore, indiiksiyon
fazi, her bir litre igin 12 PTM; iz tuzu iceren metanol beslemesi ile gergeklestirilmistir.
Besleme hizi, ilk alt1 saat boyunca 3,65 ml/h/l olacak sekilde baslangi¢c fermentasyon
hacmine gore ayarlanmis daha sonra, besleme hizi, 7,3 ml/h/l olacak sekilde baslangi¢
fermentasyon hacmine gore iki katina ¢gikarilmistir. 6 saat sonra ise besleme hizi, ayrica
10,9 ml/h/l olacak sekilde baslangig fermentasyon hacmine yiikseltilerek
fermentasyonun geri kalaninda ise sabit tutulmustur. Metanolde beslenen kiiltiirde hiicre
biyomasi yas agirlik olarak 94,38 g/l olarak bulunurken 30, 40, 50 ve 60 g/l sorbitol
konsantrasyonunda ise hiicre biyomasi sirasiyla 94,73, 96,83, 108,5 ve 108,38 g/l olarak
hesaplanmistir. Sonug¢ olarak, ortama sorbitol eklenmesinin biyokiitle tretimini
arttirdigi ve bu sayede daha yiiksek seviyede rekombinant protein iiretimi saglandig
bildirilmistir. Calik vd (2010) ise P. pastoris i¢in hazirlanan besi ortamina metanoliin
yanisira sorbitol ilave edildiginde mikroorganizmalarin lag fazina ait siirenin sadece
metanoliin ilave edildigi siireden daha kisa oldugunu bildirmistir. Literatiirde yer alan
bu bilgiler 1518inda bu calismada rekombinant protein iiretimi i¢in gergeklestirilen
calkalamali kiiltiirlerde maya hiicrelerinin biiylimeleri amaciyla besi ortamina %0,5

metanoliin yanisira %1 oraninda sorbitol ilave edildi.

Rekombinant protein {iretimi icin kullanilan maya ekspresyon sisteminin bir¢cok
avantajinin yanisira dezavantaji da bulunmaktadir. Bu dezavantaj, rekombinant
proteinlerin N ve C-terminal kisminin siklikla degradasyonudur. Bu tip degrasyonlarin
nedeni olan proteolitik bozulma, kiiltiir ortamina salgilanan rekombinant proteinler i¢in
kalic1 bir problem olmustur (Van Del Hazel vd 1996). Besi ortamina proteaz
inhibitorlerinin eklenmesi veya proteaz eksikligi (protease deficient) olan suslarin
kullanim1 gibi birka¢ onlemin alinmasi ile kiiltiir ortaminda proteolitik bozulma
probleminin 6niine gecilebilir (Goodrick vd 2001; Kurokawa vd 2002). Ayrica bu

problemin iistesinden gelmek icin proteaz inhibitorleri disinda kiiltiir sartlarinin ve
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besiyeri igeriginin optimizasyonu, pepton, kazamino asit ve spesifik aminoasitlerin
eklenmesi gibi Oneriler de bulunmaktadir (Enfors 1992; Lopez vd 2002). Clare vd
(1991) tarafindan yapilan ¢alismada besiyeri ortamina eklenen %1 kazamino asit (w/v),
proteazlar1 inhibe ederek P. pastoris tarafindan iiretilen rekombinant fare epidermal
bliyiime faktoriiniin miktarinda artis saglamistir. Diger yandan Kaushik vd (2016)
tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada ise P. pastoris’te DENV-3 EDIII (Envelope
domain-111 dengue virus )’tin ekstraselliiler ekspresyonunun arttirilmasi i¢in kazamino
asitin sicakliktan bagimsiz bir sekilde EDIII sekresyonu {izerine arttirici etkisini kiiltiir
ortaminda yer alan proteolitik aktivitedeki azalma ile iligkilendirmeye c¢alismistir.
Sonugta 187 mg/1I’lik maksimum EDIII (Envelope domain-111) ekspresyon seviyesi, %1
kazamino asit (w/v) varlifinda 20°C'de indiiksiyonla ¢alkalamali kiiltiir kosullarinda
elde edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda bu calismada kiiltiir ortamina salgilanan

rekombinant proteinlerin parcalanmasini 6nlemek i¢in %1’°lik kazamino asit (w/v) ilave

edildi.

Cogu proteinin aktivite gosterebilmesi icin posttranslasyonel (translasyon sonrasi)
modifikasyona (PTM) ugramasi gerekir. PTM, proteinlerin bolgesel ve zamansal
diizenlenmesinde ve proteinler tarafindan gerceklestirilen hiicresel faaliyetlerin
kontroliinde kullanilan onemli bir aragtir (Yalgin 2012). P. pastoris ekspresyon
sisteminin digerlerine gore en bilyiik avantaji, bu maya tarafindan yiiksek yapili karyot
sistemlerdeki sinyal dizilerinin islenmesi, katlanma, disiilfit koprii olusumu, bazi lipit
tiplerinin eklenmesi ve O ve N-bagh glikozilasyon gibi translasyon sonrasi

modifikasyonlarin meydana getirilmesidir (Cereghino ve Cregg 2000).

Okaryotik hiicreler, O-bagl sakkariti, serin ve treoninin hidroksil gruplar1 iizerine
birlestirir. Memelilerde, O-bagli oligosakkaritler, N-asetilgalaktozamin, galaktoz (Gal)
ve sialik asit (NeuAc) dahil olmak tizere gesitli sekerlerden olusur. Buna karsilik,
Pichia, diger mayalar ve mantarlar gibi, salgilanmis proteinlerin serin ve treonin
hidroksil gruplarina O-oligosakkaritler ekler. Bunlar sadece mannoz kalintilarindan
olusur (Cereghino ve Cregg 2000). Ayrica farkli konak organizmalar ayni proteinde
bulunan farkli bolgelere O-baglantili oligosakkaritler ekleyebilmektedir. Fakat proteinin
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kendi ana konakgist bu proteini glikozile etmese bile P. pastoris tarafindan bu heterolog
proteinin glikozile edilemeyecegi diisiiniilmemelidir. Ornegin, insiilin benzeri biiyiime
faktort I (IGF-1) insanlarda glikozile edilmese de, P. pastoris tarafindan eksprese edilen
IGF-I {irliniiniin % 15'ine O-baglantili mannoz ilave edildigi bildirilmistir (Brierley
1998). Biitiin dkaryotik sistemlerde, N-glikozilasyon, endoplazmik retikulumda bir lipit
bagli oligosakkarit birimi olan Glc3Man9GIcNAc2’nin (Glc=glukoz; GIcNAc=N
asetilglukozamin), Asn-X-Ser / Thr tanima sekansinda asparagine transferi ile baglar.
Bu oligosakkarit ¢ekirdegi daha sonra Man8GIcNAc2'ye kesilir. Bu noktada, diisiik
yapili (P. pastoris vb) ve daha yiiksek yapili 6karyotlarin glikozilasyon parametreleri
farklilagmaya baglar. Memeli golgi organeli, Man5G6GIcNAc2 (yiiksek mannoz tipi),
birka¢ farkli seker karistmindan (karmasik tip) veya her ikisinin kombinasyonundan
(hibrit tip) olusan oligosakkaritler iireten bir dizi kirpma ve ilave reaksiyonu
gerceklestirir (Goochee vd 1991). S. cerevisiae’de, N'e bagl ¢ekirdek birimler, golgide
mannoz dis zincirlerinin eklenmesiyle uzatilir. Bu dig zincirlerin uzunlugu degisiklik
gosterdiginden, S. cerevisiae’den endojen ve salgilanan heterolog proteinlerin
cogunlugu heterojendir. Bu zincirler, tipik olarak, hiperglikozilasyon olarak adlandirilan
50-150 aras1 uzunlukta mannoz rezidiisiinden olusur. P. pastoris’te salgilanan bazi
yabanci proteinlerin, S. cerevisiae’de gozlenenlere benzer sekilde hiperglikozile oldugu
goriilmektedir. Diger yandan maya ekspresyon sistemleri tarafindan proteinlere eklenen
N-bagli yiikksek mannozlu oligosakkaritler, farmasotik endiistrisi tarafindan
ekstraselliiler proteinlerin kullaniminda 6nemli bir sorun teskil etmektedir. Memelilere
intravendz olarak verildiginde asir1 derecede antijenik olabilirler ve kan tarafindan
karacigerden hizla temizlenirler. Maya ve memeli N-baglantili glikozilasyon paternleri
arasindaki farkliliklardan kaynaklanan ilave bir problem, uzun dis zincirlerin yabanci
bir proteinin katlanmasina veya islevine potansiyel olarak miidahale edebilmesidir. S.
cerevisiae ile salgilanan proteinler lizerindeki oligosakkarit yapilarina gore, P. pastoris
tarafindan {retilen proteinlerde farklilik goriiliir. Birincisi ve belki de en Onemlisi,
hiperglikozilasyonun  sikca olmamasidir.  Oligosakkarit hazirlama  teknikleri
kullanilarak, P. pastoris tarafindan salgilanan proteinler {izerindeki tipik dig zincirin
Man8GIcNAc2 veya Man9GIcNAc2 oldugu gosterilmistir (Montesino vd 1998). Bir
diger avantaji da P. pastoris oligosakkaritlerinin herhangi bir terminal K-1,3 baglantil

mannozilasyona sahip goriinmiiyor olmasidir (Verostek ve Trimble 1995; Montesino vd
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1998). Bu ozellikleri, farmasotik alanda kullanilmak tizere iiretilen rekombinant
proteinlerin ekspresyonunda P. pastoris’i S. cerevisiae’den daha iyi bir konakg1

yapmaktadir.

Yapilan bu calismada heterolog proteinlerde glikozilasyonu gergeklestirebilen 4 farkli
rekombinant P. pastoris kolonisi ile 48 saatlik inkiibasyon boyunca elde edilen kiiltiir
ortamindan alinan Orneklerin siipernatant kisimlarinin 1 ml’si TCA ile ¢oktiirtildiikten
sonra proteinlerin indirgeyici ajan olan SDS ve 1s1 ile denatiire edilmesinin ardindan
poliakrilamit jel elektroforezi gerceklestirildi. SDS-PAGE uygulamasi sonucunda elde
edilen jel, PVDF (Polyvinylidene difluoride) membrana aktarilarak hem proteine ilave
edilen 6xHis uzantisina spesifik Anti-His (C-term)-HRP hem de azurin proteinine
spesifik Anti-Azurin antikoru kullanilarak Western blot analizi yapildi. BIO-RAD
(ChemiDoc Touch imaging system) goriintilleme cihazi ile goriintlilenen bantlarin
rekombinant azurin proteinine ait oldugu ve dort koloniye ait kiiltliir ortaminda o
sekresyon sinyal sekansinin downstream bdlgesine yerlestirilen genin ekspresyonu
sonucu ekstraselliiler proteinin varlig1 tespit edildi. Ayrica en iyi hiicre dis1 protein
tiretimini gergeklestiren koloninin 1. koloni oldugu tespit edildi. 3. ve 4. kolonilerin
hiicre dis1 protein lretimleri arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark olmadig
(p>0,05) ve en diisiik protein seviyesine 2. koloninin sahip oldugu belirlendi (p<0,001)
(Sekil 4.13 ). Besiyerine %1 oraninda eklenen kazamino asit sayesinde kiiltiir ortamina
salgilanan rekombinant proteinlerin proteazlar tarafindan yikima ugratilmadig: gorildii.
Diger yandan, dort koloninin de hiicre dis1 iiretimin yani sira hiicre i¢i protein iiretimine
sahip olup olmadigini anlamak igin 48 saatlik kiiltiir ortamlarindan santrifiijle toplanan
hiicre peletlerinden 0,1’er gram alindi. Cam boncukla pargalanarak elde edilen hiicre
lizatlar1 ile Anti-His (C-term)-HRP antikoru kullanilarak Western blot analizi yapildi.
En az hiicre i¢i protein seviyesine 4. koloninin sahip oldugu goézlenirken, en yiiksek
protein seviyesine 1. koloninin sahip oldugu belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.14).
Dolayisiyla, 4. koloninin hiicre i¢i protein iiretiminin diger kolonilerden daha diisiik
seviyede olmasi, bu klonun proteini kiiltlir ortamina salgilama yeteneginin daha fazla
oldugunu, her iki iiretim tipinde de 1. koloninin digerlerinden daha yiiksek seviyede

protein iiretimine sahip olmasi, antibiyotik direng testi sonucu 2 mg/ml konsantrasyonda
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direng gosteren bu klonun genomunda digerlerinden daha yiiksek kopya sayisina sahip

azurin geni tagidigini diistindiirmektedir.

Rekombinant maya hiicrelerinin proteini salgilamasina engel bir durum olarak
endoplazmik retikulumdaki oksidatif stres sonucu proteinlerin yanlis katlanmasi,
Ozellikle de disiilfit baglarma sahip olanlarin birikmesi, disiilfit izomeraz gibi
foldazlarin tekrarlayan oksidatif katlanma girisimlerinin bir sonucu olarak hiicre i¢i
ROS"'un artmasi ile hiicresel korumayi1 zorunlu kilan oksidatif stresin ortaya ¢ikmasi
gosterilebilir. Siddetli oksijen sinirlamasi, hiicreye uygulanan ¢evresel stres olarak kabul
edilebilir, bu da beklenen hiicresel stres tepkisine ve protein salgilanmasinin muhtemel
bozulmasina neden olabilmektedir (Massah1 2017). Boy (2011), Pyrococcus
furiosus’un ekstraselliiler o amilaz enziminin (PFA) P. pastoris X-33 susunda
pPICZaA-PFA  ekspresyon  sistemini  kullanarak  rekombinant  iiretimini
gerceklestirmistir. Fakat hiicre disi1 iiretim i¢in ekstraselliiler olan a amilaz enziminin N-
terminal kismina eklenen a sekresyon sinyalinin de bulunmasina ragmen rekombinant
maya hiicrelerinde proteinin hiicre i¢i {iretiminin daha fazla gerceklestirildigi
gbzlenmistir. Bunun sebebi olarak hidrofobik olan rekombinant protein, hiicre igine
yigilarak birikmis veya hiicre zarina istiflenmis ve hiicre ici ekspresyon ile sonuglanmis
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Azurin proteininin de hidrofobik yama bulundurmasi, hiicre
i¢i birikiminin bir nedeni olabilir. Bunlarin sonucu olarak rekombinant koloniler
tirettikleri proteini tiimiiyle hiicre disina salgilayamamis ve proteinin hiicre i¢inde
birikimi s6z konusu olmus olabilir. Anti-Azurin antikoru ile gerceklestirilen Western
blot analizi ile, ekstraselliiler rekombinant azurin—cMyc-His tag filizyon proteininin
yaklasik 20 kDa molekiiler kiitleye sahip oldugu gozlendi. Uretici firma (Invitrogen)
tarafindan bildirildigi iizere myc epitopu (EQKLISEEDL) ve histidin kuyrugu (6XH)
rekombinant proteine 2,5 kDa ilave ettiginden geri kalan farkin rekombinant proteinin
glikozillenmis kismindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Benzer sekilde rekombinant
tiretim gergeklestirilen diger ¢alismalarda da P. pastoris’te eksprese edilen iiriinlerin
gercek molekiiler kiitlesinin iizerinde bulunmasi, maya tarafindan gerceklestirilen
glikozilasyon olay1 ile agiklanmistir. Athmaram vd (2012) yaptig1 ¢alismada 60 kDa

molekiiler kiitleye sahip hemaglutinin (HA) proteini P. pastoris’te ekstraselliiler
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tiretimi sonucu yaklasik 80 kDa civarinda bulunmustur. Soyaslan (2010), 34-38,5 kDa
molekiiler kiitleye sahip olan insan eritropoietininin P. pastoris’te ekstraselliiler tiretimi
sonrasi 43-55 kDa araliginda molekiiler kiitleye sahip oldugunu bildirmistir. Yine,
Arruda vd (2016)’nin yaptig1 calismada 54 kDa molekiiler kiitleye sahip Bacillus
subtilis a-amylase proteininin P. pastoris’te ekstraselliiler iiretimi sonucu molekiiler
kiitlesi yaklasik 60 kDa civarinda bulunmustur. Faraji vd (2017) tarafindan yapilan
calismada ise Staphylococcus aureus suslari tarafindan tiretilen, plazminojen aktivatorii
olarak kullanilan stafilokinaz (SAK) enziminin P. pastoris’te ekstraselliiler {iretimi
gerceklestirilmistir. Rekombinant SAK-cMyc-His tag flizyon proteininin glikozillenmis
halinin molekiiler kiitlesi 22 kDa, deglikozile halinin ise 18,6 kDa molekiiler kiitleye

sahip oldugu bulunmustur.

Sonuc ve Oneriler

1. P. aeruginosa azurin proteini, P. pastoris ekspresyon sisteminde ilk kez

rekombinant olarak tiretilmistir.

2. Coklu kopya rekombinantlarinin taranmasiyla elde edilen rekombinant azurin
iretme yetenegine sahip dort farkli klondan en iyi iretim yapan klon

belirlenmistir.

3. Rekombinant azurin proteininin S. cerevisiae alfa faktor sinyal sekansi
araciligiyla kiiltir ortamina salgilanmasi mimkiin olmustur. Bu sonraki
asamalarda rekombinant proteinin kiltlir ortamindan hiicre igerigini

parcalamaya gerek duyulmadan saflastirilmasini saglayabilir.

4. Rekombinant Azu-cMyc-His tag filizyon proteini afinite kromotografisi ile

kolaylikla saflastirilabilir.

5. Azurin proteini o6zellikle meme kanseri hiicreleri gibi bazi kanser hiicreleri
izerinde sitotoksisiteye yol agtig1 ve apoptozu indiikleyebildigi icin terapotik
protein olarak kullanilabilir. Bu durumda rekombinant maya hiicreleri tarafindan

uretilen ve saf olarak elde edilen azurin proteini, {iretim sirasinda eklendigi
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tahmin edilen ve antijenik olma ihtimali bulunan glikozil zincirlerinden

armdirilip, terapdtik protein olarak kullanilabilirligi test edilebilir.
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