INSAN PARAOKSONAZ 1 (PON1) GENININ
KLONLANMASI, Pichia pastoris’TE EKSPRESYONU,
REKOMBINANT ENZIMIN
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Yagmur UNVER

Doktora Tezi
Biyoloji Anabilim Dah
Genel Biyoloji Bilim Dal
Prof. Dr. Esabi Basaran KURBANOGLU
Prof. Dr. Orhan ERDOGAN
2014
Her Hakki Sakhdir



ATATURK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

INSAN PARAOKSONAZ 1 (PON1) GENININ KLONLANMASI,
Pichia pastoris’TE EKSPRESYONU, REKOMBINANT ENZIMIN
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Yagmur UNVER

BiYOLOJi ANABILIM DALI
Genel Biyoloji Bilim Dah

ERZURUM
2014

Her hakki sakhdir



T.C.

ATATURK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

TEZ ONAY FORMU

INSAN PARAOKSONAZ 1 (PON1) GENININ KLONLANMASI, Pichia
pastoris’ TE EKSPRESYONU, REKOMBINANT ENZIMIN SAFLASTIRILMASI
VE KARAKTERIZASYONU

Prof. Dr. Esabi Bagaran KURBANOGLU danigmanliginda, Prof. Dr. Orhan
ERDOGAN ortak damigmanliginda Yagmur UNVER tarafindan hazirlanan bu galisma
21/11/2014 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoloji Anabilim Dali — Genel Biyoloji

Bilim Dali’nda Doktora tezi olarak oybirligi/oy-¢ekdugw (.../...) ile kabul edilmistir.
Baskan : Prof. Dr. Ismail CELIK Imza %{
Uye : Prof. Dr. Esabi Basaran KURBANOGLU Imza M/\/\

Uye : Prof. Dr. Orhan ERDOGAN Imza

Uye : Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR Imza

Uye : Prof. Dr. Fatime GEYIKOGLU Imza

Uye : Dog. Dr. Turgay SISMAN Imza

Uye : Dog. Dr. Saltuk Bugrahan CEYHUN Imza

Yukaridaki sonug;
Enstitli Yonetim Kurulu ///{L/ .29/.% tarih ve . (" 9. {6 ?‘/ ...... nolu

Bu ¢alisma BAP projeleri kapsaminda desteklenmistir.

karari ile onaylanmuistir.

Proje No: 2012/481

Prof. Dr. ihsan EFEOGLU
Enstitiit Miidiirii

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaklardan yapilan bildirislerin, gizelge, sekil ve fotograflarin kaynak
olarak kullanimi, 5846 say1l1 Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

Doktora Tezi

INSAN PARAOKSONAZ 1 (PON1) GENiNiN KLONLANMASI, Pichia
pastoris’TE EKSPRESYONU, REKOMBINANT ENZIiMIN SAFLASTIRILMASI
VE KARAKTERIZASYONU

Yagmur UNVER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1

Genel Biyoloji Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Esabi Basaran KURBANOGLU
Ortak Danisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Bu c¢aligmada metanolle indiikklenen AOX (alkol oksidaz) promotériiniin kontrolii
altinda Pichia pastoris ekspresyon sistemi kullanilarak insan paraoksonazl(PON1)
enziminin ekstraselliiler tretimi hedeflenmis, bdylece mikroorganizmanin {ireme
ortamina salgiladigi protein, hiicreyi parcalamaya gerek kalmadan ortamdan
saflastirilabilmistir. Bu amagla insan PON1 geni pPICZaA ekspresyon vektoriine
Klonlanmis, elde edilen rekombinant vektor P. pastoris X-33 genomuna entegre
edilmistir. Boylelikle ekstraselliiler PON1 enzimi gii¢li AOX promotoriiniin kontrolii
altinda eksprese edilmis, Saccharomyces cerevisiae alfa faktor sinyal sekansi
araciligiyla enzimin fermentasyon ortamina salgilanmasi saglanmistir. Kati besiyerinde
48-72 saat gelistirilen rekombinant hiicreler, gliserol igeren 6n kiiltiir besiyerine inokiile
edilmis, gelisen hiicreler santrifiijle ayrildiktan sonra metanol igeren calkalamali
erlenmayer {iretim besiyerine transfer edilerek 96 saat gelistirilmistir. PON1 {iretimi igin
karbon kaynagi olarak sorbitol ve AOX promotériiniin indiikleyicisi olarak her 24 saatte
bir metanol ilave edilmistir. SDS-PAGE ve western blot analizi, rekombinant P.
pastoris tarafindan iiretilen ekstraselliiler PON1 enziminin molekiil kiitlesinin 59,1 kDa
oldugunu gdstermis, Probond™ afinite kolonu ile saflastirildiktan sonra enzimin
biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir. Bu calismada PON1 enzimi, ilk kez P.
pastoris ekspresyon sisteminde eksprese edilmistir.

2014, 128 sayfa

Anahtar Kelimeler: Pichia pastoris X-33, PON1, rekombinant protein, saflastirma,
karakterizasyon



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

HUMAN PARAOXONASE 1 (PON1) GENE CLONING, EXPRESSION IN Pichia
pastoris, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT
ENZYME

Yagmur UNVER
Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Discipline of General Biology

Supervisor: Prof. Dr. Esabi Basaran KURBANOGLU
Co-Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

In this study, extracellular production of human paraoxonase 1 (PON1) enzyme under
the control of AOX (alcohol oxidase) promoter inducing with methanol by using Pichia
pastoris expression system was aimed. So, protein which is secreted to fermentation
medium by microorganism was purificated without the need to cell lysis. For this
purpose, human PON1 gene was cloned into an expression vector pPICZaA and the
recombinant vector was integrated to P. pastoris X-33 genome. In this way,
extracellular PON1 enzyme was expressed under the control of the strong AOX
promoter and the secretion of the enzyme in the fermentation medium was achieved by
means of Saccharomyces cerevisiae alpha factor signal sequence. The recombinant cells
grown for 48-72 hours in solid medium were inoculated in glycerol containing
precultivation medium. After being separated by centrifugation, cells were grown for 96
hours by transferring into the methanol containing shake flask production medium. In
order to produce PONL1, sorbitol as a carbon source and methanol as an inducer of AOX
promoter were added to the medium in every 24 hours. SDS-PAGE and western blot
analyses illustrated that the molecular mass of extracellular PON1 enzyme produced by
the recombinant P. pastoris strain was 59.1 kDa and after the enzyme purification with
Probond™ affinity column, biochemical characterization was done. This was the first
time PONL1 is expressed in P. pastoris expression system.

2014, 128 pages

Keywords: Pichia pastoris X-33, PON1, recombinant protein, purification,
characterization
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1. GIRIS

1.1. Paraoksonaz 1 (PON1) Enzimi

Paraoksonaz (PON, EC.3.1.8.1), insan serumunda HDL (yiiksek yogunluklu
lipoprotein)’ye bagli olarak bulunan, organofosfat ajanlari ve sinir gazlarini hidroliz
eden, LDL (diisik yogunluklu lipoprotein)’nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin
olusumuna ve bakteri endotoksinlerine karsi koruyucu etkisi olan 6nemli bir karaciger
enzimidir (Durrington et al. 2001). Ilk olarak 1946 yilinda Abraham Mazur tarafindan
kesfedilen enzim, sonraki yillarda insan serum paraoksonazi (PON1) olarak
tanimlanmis olup (Aldridge 1953a,b) son derece zehirli organofosfat tarim ilaci
parationun toksik metaboliti olan paraoksonu (organofosfat substrati), paranitrofenol ve
dietilfosfata hidroliz edebilme 6zelliginden dolay1 bu ismi almigtir (Van Himbergen et
al. 2006).

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda, birbiriyle baglantili
PONI1, PON2 ve PON3 seklinde {i¢ iiyeden olugsmaktadir. Bu ii¢ proteinin amino asit
dizileri arasinda %65 oraninda homoloji bulunmaktadir ve dokulardaki ekspresyonlari
ile dagilimlar birbirinden farklilik gdstermektedir. PON1 ve PON3'iin karaciger ve
plazmada, PON2’nin karaciger, bobrek, kalp, testis ve beyin dokularinda ve 6zellikle
endotel tabakasinda bulundugu ayrica atardamar diiz kas hiicrelerinde yer aldigi
immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir (Liang 2003). PONL1, fizyolojik
substratlarinin ortaya cikarilmasi ve aterosklerozis ile iligkisinin ortaya konulmasi
nedeniyle PON2 ve PON3’e gore nispeten daha iyi aydinlatilan gendir ve ortaya
cikarildig: glinden beri calisilmaktadir.

Insanda karacigerde sentezlenip kana salman PONI, glikozilasyon derecesine bagl
olarak yaklasik 45 kDa molekiiler kiitleye sahip 354 amino asitten olusan, kalsiyum
bagimli bir glikoprotein olup serumda genellikle HDL iizerinde lokalizedir (Lenz

2010). Her molekiil, total agirhigin %15,8’ini igeren {i¢ karbonhidrat zinciri



icermektedir. Yapisinda bulunan ii¢ sistein amino asidinden 284. pozisyondaki serbest
iken, diger ikisi (Cys42-353) arasinda disiilfit bagi bulunur. Serbest sistein, substrat
taninmasi ve baglanmasi igin gereklidir. Rekombinant PON1 (rPONI1) ile yapilan
caligmalarda, 42. ve 353. pozisyonda bulunan disiilfit baginin rPON1’in sekresyon ve

aktivitesi i¢in ¢ok dnemli oldugunu gostermislerdir (Josse 1999).

PONTI’in ince yapist 4 adet zincirden olusmus 6 adet B-kirmali tabaka yapisindan
meydana gelmistir (Sekil 1.1). Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki disiilfit
kopriisii ile sonlanarak ti¢ boyutlu yapisini kazanir (Jawad and Paoli 2002). Yapisinda 3
tane a-heliks (H1, H2 ve H3) vardir. H2 ve H3 aktif bolgede bulunmaktadir ve aktif
bolgenin yapisinin belirlenmesi, ¢oziicllerden ayrilmasi ve enzimin HDL’ye
baglanmasi1 gibi kritik rollere sahiptir. PON1 enzimi {izerinde 4 tane potansiyel N-
glikozillenme bolgesi vardir. Iki tanesi (Asn227 ve Asn270) B tabakalarin merkezinde,
diger ikisi ylizeye bakan bolgede (Asn253 ve Asn324) yer almaktadir. Enzim, memeli

hiicrelerinde sentezlendikten sonra bu noktalardan glikozillenir (Harel et al. 2004).

Ug boyutlu yapida; B-kirmali tabakalarin merkezinde 7,4 A° aralikli iki adet Ca*?
bulunmaktadir. Bunlardan biri yapisal kalsiyum olup yapidan uzaklastiriimasi
donilisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir (Kuo and La Du 1998). Digeri ise
katalitik etkinlikte gorev alan kalsiyumdur. Enzim, sentezlendiginde monomerik yapi
seklindedir. Eger HDL’ye baglanmazsa oligomerizasyon yapabilir. (Josse 2002).
Enzimin aktif bolgesinde yer alan kalsiyum iyonu, fosfat iyonu ve His115-His134 cifti
esteraz aktivitesinde Onemli rollere sahiptir. Yapidaki Cys284, paraoksonazlarin
hepsinde korunmustur ve bu sisteinin PON1’in aterosklerozla iligkili fonksiyonlarinda
rolii oldugu Onerilmektedir. PON1’in organofosfat substratlarina karsi1 hidrolitik
aktivitesi kalsiyuma bagiml iken, lipid peroksitlerin birikimini énlemede kalsiyumun

gerekli olmadigi bildirilmektedir (Harel et al. 2004).

PONI karacigerde sentezlendikten sonra hiicrenin dis membranina baglanmakta, hiicre
membrani ile HDL’nin kisa siireli etkilesimi sirasinda HDL’ye transfer olmaktadir.

Insan PON1 geni transfekte edilen hiicrelerle HDL’nin inkiibasyonu sonucu hiicreye



bagli enzim aktivitesinde 6nemli derecede azalma goriiliirken kiiltiir ortamindaki enzim

aktivitesinde artig oldugu goriilmiistiir (Deakin et al. 2002).

Sekil 1.1. PON1 proteininin {i¢ boyutlu yapisi
a) 6’1 B pervane yapisinin iistten goriiniimii. N, C terminali ve merkezde iki Ca*? iyonu (Cal, yesil; Ca2,
kirmizi) b) 6’11 B pervane yapisinin yandan goriiniimii (Harel et al. 2004)

PONT1’in bilinen en iyi koruyucu etkisi, organofosfat sinir ajanlarini, aromatik
karboksilik asit esterlerini ve insektisitleri hidroliz etmesidir. Toksik organik
molekiilleri hidroliz etmesi, paraoksonazin tanimlanan ilk fizyolojik fonksiyonudur.
Onceleri orgonafosfat bilesiklerini hidroliz etme 6zelligi nedeniyle toksikoloji alaninda
tizerinde ¢alisilan PON1, son yillarda antioksidan etkileri nedeniyle 6nem kazanmistir
(Mackness et al. 1996).

PONT’in diger onemli etkisi, antiaterojenik aktiviteye sahip olmasidir. Plazmada HDL
ile birlikte bulunan serum PONZ1’in, toksik bazi bilesiklerin metabolizmasinda gorev
almasmin yanisira plazma lipoproteinlerinin oksidasyonunu onlemede etkili oldugu
diistiniilmektedir. Bu enzimin plazmada her zaman HDL ile birlikte bulunmas1t HDL nin
antiaterojenik etkilerine 6dnemli katkida bulunur. Peroksidasyona ugramis olan lipidler
bu enzim tarafindan metabolize edildiginden, lipid peroksitlerin hem HDL’de hem de
LDL’de birikimi 6nlenir. Bu 6zelligi nedeniyle, HDL’nin LDL’yi oksidasyona karsi
koruyucu etkisinden PON1 sorumludur ve bu agidan A ve E vitaminlerinden daha
etkilidir (Rousselot et al. 1999; Lourdes et al. 2001). Bahsedilen bu o6zelliklerinden

dolay1 detoksifikasyonda biiyiik 6neme sahip bu enzimin, kardiyovaskiiler hastaliklar,



diyabet, sepsis, alzheimer ve parkinson gibi pek c¢ok hastaligin gelismesine karsi

koruyucu etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir (Bayrak 2009).

1.2. Konak Mikroorganizma Se¢imi

Endiistriyel biyoproseslerin gelismesinde uygun konak mikroorganizma seg¢imi
onemlidir. Konak mikroorganizma secerken giivenilir olarak tanimlanmis olmasi
(GRAS; generally recognized as safe, genel olarak giivenli kabul edilen), kolay elde
edilebilir olmasi, yiliksek iiretim kapasitesine sahip olmasi, az miktarda yan iiriin
iiretmesi, ucuz besiyerinde ve ilimli ortam kosullarinda gelisebilmesi gibi 6zellikler
aranmaktadir (Kirk and Othmer 1994; Soetart and Vandamme 2010). Cogunlukla
yiiksek biiylime oran1 ve yiiksek liretim kapasitesi dolayisiyla mikroorganizmalar, bitki

ve hayvan hiicrelerinden daha fazla tercih edilmektedir.

Uygun mikroorganizma se¢imi ile ilgili olarak, karbon kaynagi olarak metanolii tek
bagina kullanabilen metilotrofik maya, ilk defa Ogata et al. (1969) tarafindan
bildirilmistir.

Taksonomik ¢alismalar1 takiben Candida, Hansenula, Pichia ve Torulopsis cinslerinin
kesfedilmesinden sonra Pichia pastoris, hayvan yemi i¢in potansiyel tek hiicre proteini
olarak gosterilmistir (Lee and Komagata 1980). P. pastoris iiretimi i¢in besiyeri igerigi
ve protokoller, ilk olarak 1970’lerde Phillips Petrol Sirketi tarafindan bildirilmistir.
(Cereghino and Cregg 2000). Bu yanlis hipotez, arastirmacilara P. pastoris’in iireme ve
kiiltiir sartlarini gelistirme imkéan1 saglamigtir. 1980’lerden sonra Phillips Petrol Sirketi
ve Salk Biyoteknoloji Enstitiisii/Endiistriyel Birlik AS (SIBIA, La Jolla, CA) heterolog
protein liretimi i¢in P. pastoris’i ekspresyon sistemi olarak kullanmaya baslamis, bu
denemeleri takiben SIBIA tarafindan vektorler, suslar ve protokoller gelistirilmistir.

Halen bu maya, rekombinant protein iiretimi i¢in genetik olarak tasarlanmaktadir.



1.2.1. Pichia pastoris

Pichia pastoris, 1-5 um c¢apinda, 5-30 um uzunlugunda, oval sekilli, tek hiicreli, karbon
ve enerji kaynagi olarak metanolii Kullanabilen, c¢esitli rekombinant proteinlerin
ekspresyonu i¢in genetik olarak tasarlanabilen ve siklikla kullanilan metilotrofik bir
maya tiiridiir (Higgins and Cregg 1998; Cregg 1999). %30-60 polisakkarit (beta-glukan
ve mannan seker polimerleri), %15-30 protein, %5-20 lipit ve az miktarda kitin i¢eren
tipik Okaryotik hiicre duvarina sahip olan bu mikroorganizma, 3-7 pH’da (Cereghino
and Cregg 2000) ve 25-35°C sicaklikta yasayabilir (Macauley-Patrick et al. 2005). Bu
genel Ozelliklerine ek olarak gelisim siirecinde fermentasyondan ziyade oksijenli
solunumu tercih etmesi, P. pastoris’i S. cerevisiae gibi fermentatif organizmalardan
ayirir. Bu tip organizmalarin giiglii fermentasyonu sonucu etanol ve asetik asit gibi
fermentasyon yan triinleri hizli bir sekilde toksik seviyeye ulasirken P. pastoris
fermentatif olmadigindan boyle bir durumla karsilasilmaz (Cereghino et al. 2002).
Ayrica bu maya, ucuz besiyerlerinde yiiksek biiylime orani gosterebilmektedir (Celik
and Calik 2012; Krainer et al. 2012).

Metilotrofik maya olan P. pastoris’in, rekombinant proteini fermentasyon ortamina
salgilama yetenegi ve potansiyel ekspresyon sistemine sahip olmasi dolayisiyla 1980
yilindan beri yaklasik 600°tin iizerinde protein bu mikroorganizma tarafindan
intraselliiler veya ekstraselliiler olarak tiretilmektedir (Cereghino et al. 2002). Bu maya,
endojenik proteinlerini ¢ok diisiik seviyede salgiladigindan eksprese edilen rekombinant
proteinler, besiyerindeki total proteinin biiyiikk ¢ogunlugunu olusturur. Bu durum ise
kiiltir ortamindaki rekombinant proteinin saflastirilmasina Onciiliik eden 6nemli bir
basamaktir. Dolayisiyla bu mikroorganizmanin genetik olarak kolay bir sekilde
manipiile edilebilir olmasi1 ve bazi1 dkaryotik post-translasyonal mekanizmalara sahip
olmasi, onu ekspresyon konukgusu olarak popiiler yapmaktadir (Cereghino and Cregg
2000). Bu baglamda hem Okaryotik hem de tek hiicreli mikroorganizma olmalari,
heterolog protein iiretimi i¢in konak mikroorganizma olarak P. pastoris suslarini 6nemli
kilar (Cereghino and Cregg 1999; Macauley-Partrick et al. 2005). Cizelge 1.1°de bu

sistemin avantaj ve dezavantajlar1 6zetlenmistir.



Cizelge 1.1. P. pastoris’in rekombinant protein iiretiminde kullaniminin avantaj ve
dezavantajlar1 (Shuler and Kargi 2002).

Avantajlarn Dezavantajlan
*Yiiksek verim saglar. *Proteolizis, dogal olmayan
*Yiiksek tiretim kapasitesine sahiptir. glikozilasyon ve hiperglikozilasyon
*Kimyasal olarak tanimlanmis ucuz potansiyeline sahiptir.
besiyerinde iiretimi kolaydir. *Hiicre kiiltivasyonu, bakteri
*Memeli hiicrelerinde oldugu gibi iiriin kiiltivasyonuna gore uzun stirer.
isleme gerceklestirilebilir. *AOX1 promotdriinii indiiklemek
*Stabil tiretim suslar1 bulunur. i¢in islem boyunca metanolii
*Dayaniklidir (genis 6lgekli siirekli izlemek zordur.
fermentorlerin olumsuz sartlarina *Metanol, petrokimyasal bir madde
dayanabilir. Bu 6zelligi, mayanin oldugundan gida endiistrisinde
fermentasyon siireclerinde beklenmedik kullanimi1 uygun degildir. Ayrica
parcalanmalara kars1 canli kalabilmesini yanict oldugundan endiistriyel
saglar). Olcekte stoklanmasi istenen bir
*Diislik maliyetli saflagtirma yapilabilir. durum degildir.

*Yiiksek seviyede intraselliiler ve
ekstraselliiler ekspresyon saglar.

*Okaryotik post-translasyonal
modifikasyon yapar.

*Endotoksin iiretmez.

*Patojen degildir.

*Genis pH araliginda yasayabilir (pH 3-7).

*Metanoli kullanabilir.

*Ekspresyon kasetinin kopya sayisini
artirarak eksprese edilen protein miktarini
artirma yetenegine sahiptir.

1.2.2. Pichia pastoris ekspresyon sistemi

2002 yilindan beri P. pastoris ekspresyon sistemi, ¢esitli heterolog proteinlerin
tiretiminde basaril1 bir sekilde kullanilmaktadir. Bu sistemde herhangi bir yabanci genin
ekspresyonu; genin bir ekspresyon vektdriine entegre edilmesi, ekspresyon vektoriiniin
konak hiicreye gonderilmesi ve yabanci geni eksprese eden suslarin test edilmesi olmak

tizere li¢ temel basamaktan olusur (Macauley-Patrick et al. 2005).



P. pastoris, eksprese edilen yabanci proteinleri intraselliiler ve ekstraselliiler olarak
tiretebilme yetenegindedir. Yabanci proteinin ekstraselliiler iiretimi, parg¢alanan hiicre
peletini ve hiicre igerigini uzaklastirma gibi saflagtirmanin ilk basamagini bertaraf
ettiginden ¢ogunlukla tercih edilen durumdur. Ayrica Pichia yerel proteinlerini diisiik
seviyede salgiladigindan tiim hiicrelerin fermentasyon sivisindan filtrasyon veya
santrifiigasyonla ayrilmasi ile salgilanan yabanci proteinin elde edilmesi kolaylasir.
Hatta yabanci proteinin hiicre disina atilmasina yol acacak salgilama sinyali proteine
ilave edilebilir. Yabanci genler, S. cerevisiae a-faktor prepro-peptid veya P. pastoris
asit fosfataz (PHO1) sinyali ile birlikte okuma bdlgesine yerlestirilerek P. pastoris
vektorlerine klonlanabilir (Cereghino and Cregg 2000). Ayrica klonlanan genin
ekspresyonu sonrasinda inkliizyon cisimciklerinde disiilfit bagl proteinlerin yeniden
katlanmasinin gerekliligi sonucu sitoplazma miktarinin azalmasi veya proteinlerin
periplazmik bosluga salgilanmasi nedeniyle prokaryotik sistemler bu iste genellikle
basarisiz olmaktadir. Dolayisiyla P. pastoris ekspresyon sistemi, disiilfit baglh
proteinleri fazlaca tiretmek i¢in basarili bir sekilde kullanilmaktadir (White et al. 1995;
Macauley-Patrick et al. 2005).

Hiicreler, metanol igeren ortamda gelistirildiginde P. pastoris’te heterolog protein
tiretiminin biiyiik ¢ogunlugu, sadece mevcut metanol metabolizmasi i¢in gerekli olan
enzimlere baghdir (Egli et al. 1980). Bu ise bir mikroorganizma igin ifade edilen en
basarili sistemdir (Cereghino et al. 2001) ve bu yiizden AOX promotérleri yaygin bir
sekilde kullanilirken Pichia’da yabanci protein iretimi i¢in farkli promotdrler de

mevcuttur.

P. pastoris’te kullanilan AOX1 promotdr sisteminin avantaj ve dezavantajlar1 asagida

belirtilmistir.

Avantajlart;

1. Mekanizmay baskilayarak veya baskilamayarak yabanci proteinin transkripsiyonunu

sik1 bir sekilde diizenler ve kontrol eder.



2. Yabanci protein hiicre i¢in toksik olsa bile yiiksek seviyede eksprese edebilir.
3. Gen lirlinii eksprese olmadan once baslangic karbon kaynaklar ile transkripsiyon
baskilanmasi saglanarak iyi bir hiicre gelisimi elde edilir.

4. Metanol ilavesi ile transkripsiyon indiiksiyonu kolay bir sekilde gerceklesir.

Dezavantajlari,

1. Yontem boyunca metanolil izleme genellikle zordur.

2. Metanol yanict oldugundan islem icin gerekli olandan fazla miktarda stoklama
istenmez.

3. Metanol baslica petrokimyasal kaynaklidir ve bazi gidalarin ve katki maddelerinin

tiretiminde kullanilmas1 uygun olmayabilir.

AOX1, P. pastoris i¢in mevcut tiim promotorlerin en fazla tercih edileni (Cereghino et

al. 2001) olup bunun yani sira tercih edilebilen diger promotérler sunlardir:

AOX2 promotorii

AOX2 geni de alkol oksidaz enzimi (AOX) iiretir, ancak AOX1 geninin iiriiniinden 10-
20 kat daha az AOX aktivitesine sahiptir (Cregg and Madden 1988). Yine de bu
promotor kullanilarak ekspresyon artisinin basarili bir sekilde gerceklestigi ¢alismalar
rapor edilmistir (Mochizuki et al. 2001). Genel olarak AOX1 promotdriiniin kontrolii ile
gerceklestirilen yabanci protein ekspresyon seviyesi AOX2 promotori ile elde

edilenden daha ytiksektir.

GAP (gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) promotdrii

Bu promotdriin genis sekilde kullanilmamasinin nedeni P. pastoris’te yabanci protein

tiretiminde sitotoksik etkiye neden olmasidir (Menendez et al. 2004).



FLD1 (formaldehit dehidrogenaz) promotorii

Metanolle indiiklenen ve amonyum siilfat gibi bir azot kaynag1 gerektiren promotordiir

(Gellisen 2000).

ICL1 (izositrat liyaz) promotori

P. pastoris’in ICL1 (izositrat liyaz) geni, AOXI1 ve GAP promotorlerine alternatif
promotordiir (Menendez et al. 2003). Ancak P. pastoris’te heterolog protein tiretimi i¢in
faydasin1 belirlemede sonraki c¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle
arastiricilarin - bliylik ¢ogunlugu metanolle indiikklenen AOX1 promotoriinii tercih

etmektedir (Cereghino et al. 2001).

1.2.3. Pichia pastoris’in metanol kullanim metabolizmasi

Metilotrofik mayalar, karbon ve enerji kaynagi olarak metanolii kullanma
yetenegindedir. Bugiine kadar tanimlanan metilotrofik tiim suslar Hansenula, Pichia,
Candida ve Torulopsis cinslerine aittir (Faber et al. 1995). Bu mikroorganizmalar,
birka¢ enzim igeren spesifik metanol kullanim metabolik yoluna sahiptir. Baslangi¢
reaksiyonlari,  Ozellesmis  mikrobadilerde  ve  peroksizomlarda  gerceklesir.
Peroksizomlar, alkol oksidaz ve katalaz gibi metanol metabolizmasinda anahtar rol alan
enzimleri barindirdigindan biiyiime esnasinda 6nemli rol oynar. Asimilasyon ve
disimilasyonun sonraki reaksiyonlar1 ise sitozolde yer alir (Macauley-Patrick et al.
2005). Metanol metabolizmasmin ilk basamagi metanoliin alkol oksidaz enzimi
tarafindan molekiiler oksijen kullanilarak formaldehit oksidasyonudur. Bu reaksiyonda
formaldehitin yani sira hidrojen peroksit meydana gelir. Hidrojen peroksitin toksik
etkisinden kaginmak igin metanol metabolizmasi, Ozellesmis bir organel olan
peroksizomlarda yer alir. Bu organeller toksik yan {rilinleri hiicreden uzaklastirir
(Invitrogen 2010a). Metanol metabolizmasi tam olarak Cereghino and Cregg (2000),
Jahic et al. (2003) ve Gellissen (2000) tarafindan agiklanmistir (Sekil 1.2).
Alkoloksidaz, Pichia genomunda iki farkli lokustan (AOX1 ve AOX2) transkribe olur



10

(Ellis et al. 1985; Cregg et al. 1989). AOX1 ve AOX2’nin agik okuma bolgelerinde
%92 benzerlik ve amino asit sekanslarinda %97 homoloji olmasina ragmen hiicredeki

alkol oksidaz aktivitesinin biiyiik ¢ogunlugu AOXI1 tarafindan diizenlenir (Cregg et al.
1989; Koutz et al. 1989).

Sitozol

CO,

4f __NAD
HCOOH
/—A.N."-'!.DH
_NAD
/f’aroksizom \
CH:OH: —— CH;OH 3 |
0, GS-CH,0H ou
=1 Hiicre
HO, |
I Bilegenleri
12 HCHO ——+HCHO
wO+H0 [0 XUsP |
V4 L 1/3 GAP
\ DH;‘/

535

Sekil 1.2. P. pastoris’te metanoliin metabolik yolu

(1; alkol oksidaz, 2; katalaz, 3; formaldehit dehidrogenaz, 4; format dehidrogenaz, 5; dihidroksiaseton
sentaz, 6; dihidroksiaseton kinaz, 7; fruktoz 1,6- bisfosfat aldolaz, 8; fruktoz 1,6-bisfosfat. DHA,;
dihidroksiaseton, DHAP; dihidroksiaseton fosfat, FBP; fruktoz 1,6- bisfosfat, FGP; fruktoz 6-fosfat,
GAP; gliseraldehit-3-fosfat, GSH; indirgenmis glutatyon, Xu5P; ksiluloz 5-fosfat) (Sunga 2008)

P. pastoris’in konakg1 suslarmin metanol kullanimiyla ilgili {i¢ fenotipi bulunur. ‘Mut™
veya metanol kullanimi pozitif fenotip; yabanil tip gibi metanolde gelisir ve genis
Olgekli fermentasyonlarda fazla miktarda metanole ihtiyag duyar (Cereghino and Cregg
2000). ‘Mut® veya metanol kullanim1 yavas fenotip; AOX1 geninde bozukluk vardir.
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Metanol metabolizmasi i¢in daha zayif olan AOX2 geni kullanildigindan metanolii daha
yavas kullanan ve yavas gelisen sustur. Bu fenotipe sahip suslarin Hepatit B yiizey
antijeninin {irctiminde avantajli oldugu bildirilmistir (Cregg et al. 1987). ‘Mut” fenotipi
veya metanol kullanimi negatif fenotip; metanolde gelisemez. Bu susun her iki AOX
geni de silinmistir. Belirli rekombinant iirlinlerin tiretimi i¢in hiicrelerin az gelisimi
istendiginden bu fenotipin kullanim1 avantajlidir (Cregg et al. 1987; Cregg and Madden
1988). Simdilerde arastiricilarin ¢ogu ‘Mut™ fenotipinin kullanimini tercih ederken (Yu
and Zang 2002; Hohenblum et al. 2004; Slibinskas et al. 2004) bazi arastirmacilar,
‘Mut> fenotipini tercih etmektedir (Aoki et al. 2003; McKinney et al. 2004;
Paramsivam et al. 2002; Peng et al. 2004; Yang et al. 2004).

1.2.4. Post-translasyonal modifikasyonlar ve proteinlerin salgilanmasi

P. pastoris ekspresyon sistemi, yiiksek yapili Okaryotlardaki ilgili sinyal sekansin
izlenmesi, katlanma, disiilfit bag olusumu, lipid ilavesi ve O- ve N-glikozilasyon gibi
post-translasyonal modifikasyonlar1  gergeklestirmesiyle bakteriyal —ekspresyon
sistemlerinden daha avantajlidir. Cizelge 1.2°de ¢esitli konak hiicrelerin gen ekspresyon

yetenekleri verilmistir.

Cizelge 1.2. Cesitli konak hiicrelerin gen ekspresyon yetenekleri (Greene 2004)

Konak hiicre Proteolitik Fosforilasyon Glikozilasyon Amino asit
veya islem modifikasyonu
organizma

Bakteri Yok Muhtemel Yok Yok
Maya/Fungi Biraz Biraz Var Biraz

Bocek Biraz Biraz Orta derecede Biraz

Bitkiler Orta derecede Biraz Orta derecede Biraz

Bitki Hucreleri  Orta derecede Biraz Orta derecede Biraz
Hayvanlar Yiiksek Yiiksek Yiiksek Orta derecede
Hayvan Yiiksek Yiiksek Yiiksek Tam
Hiicreleri

Memeliler Var Var Var Tam
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1.2.4.a. Protein katlanmasi ve disiilfit bag olusumu

Aktif proteinlerin iretimi i¢in katlanma ve disiilfit bag olusumu, heterolog protein
tiretiminde hiz smirlayici basamak olsa da 6nemli bir adimdir. (Hohenblum et al. 2004).
Endoplazmik retikulumda (ER) disiilfit bag ve ikincil yapilarin olusumu, dogru protein
katlanmasimnin iki ana basamagini olusturur. Klausner (1989)’in calismasinda rapor
edildigi gibi sadece uygun sekilde katlanan proteinlerin golgi cisimcigine girisine izin
verilmesinde protein katlanmasi ve post-translasyonal modifikasyonlar siki kontrol
altindadir (Holst et al. 1996). Salgilanan bir protein yanlis katlanir veya yanlis bir
bicimde islenirse ER’de birikerek strese yol agar. Stres durumunu azaltmak i¢in yanlis
katlanan proteinler, ER iligkili par¢alanma ile ortadan kaldirilir (Wu and Kaufman
2006). Ancak stres durumu yoksa olgunlasmamis proteinler stabilize edilir, stresi
azaltmak ve heterolog protein salgilanmasini artirmak ic¢in katlanmaya yardimeci diger
proteinlerin ve protein disiilfit izomerazin yani sira ER’de yer alan saperonlarin

yardimiyla agregasyon olusumu onlenir (Idiris et al. 2010; Damasceno et al. 2011).

1.2.4.b. Glikozilasyon

Maya hiicrelerinde meydana gelen diger bir post-translasyonal modifikasyon
glikozilasyondur. Glikozilasyon protein katlanmasi, oligomer birlesmesi, yapisal
stabilite, spesifik sinyal iletimi, taninma ve salgilanma islemlerinde 6nemli bir siiregtir
(Wright and Morrison 1997). O- ve N- bagl olmak iizere iki tip glikozilasyon vardir. P.
pastoris, her ikisini de gergeklestirebilme yetenegine sahiptir. Ancak memeli
hiicrelerininkine gére bazi farkliliklari vardir. Ornedin, memeli hiicreleri N-
asetilgalaktozamin, galaktoz ve sialik asit gibi oligosakkaritleri ilave ederken P.
pastoris hiicreleri yalnizca mannoz rezidiilerini ilave eder (Cereghino and Cregg 2000).
Bu yiizden rekombinant P. pastoris tarafindan iiretilen glikoproteinlerin tedavi edici
olarak kullaniminda bazi immunojenik etkilerin olabilecegi bildirilmistir (De Pourcq et
al. 2010). P. pastoris 'te O-bagh glikozilasyon modeli diger maya suslariyla benzerdir
ve O-oligosakkaritler genellikle rekombinant proteinlerin serin ve treonin amino asit

rezidiilerinin hidroksil gruplarina baglanir (De Schutter et al. 2009).
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N-bagli glikozilasyonun metabolik yolu mayalarda ve yiiksek yapili Okaryotlarda
korunmustur. Bu olay, Asn-X-Ser/Thr tanima bdlgelerinde glikanlar ilave edilerek
gerceklestirilen protein translasyonundan sonra ER liimeninde meydana gelir (Gemmill
and Trimble 1999). Bu glikozilasyon tipinin asamalari maya ve memeli hiicrelerinde
benzerdir. Ancak proteinin golgiye iletiminden sonra farkli asamalar gozlenir. Maya
hiicrelerinde bu olay, fazlaca mannozillenmis glikan yapilartyla sonuglanirken
(Gerngross 2004) memeli hiicrelerinde mannoz rezidiilerinin uzaklastirilmasi, a-1-2-

mannosidazin ilave edilmesine baglidir (Tulsiani et al. 1982).

P. pastoris teki oligosakkarit zincirleri, S. cerevisiae 'dekinden daha kisa oldugundan S.
cerevisiae 'deki hiperglikozilasyon sorunu ortadan kaldirilmis olur. Ancak P. pastoris’te
tedavi edici glikoprotein tiretiminde hipermannozilasyonun istesinden gelmek igin
bircok deneme yapilmaktadir. Glikomiihendislikteki ilerlemelerle birlikte P. pastoris’te

insan tipi N-bagli glikozilasyon metabolik yolu arastirilmaktadir.

1.2.5. Salgilama sinyalleri

Rekombinant protein iiretiminde proteinin hiicre i¢i ortamda eksprese edilebilirligi veya
hiicre digina salgilanabilirligi 6nemli konulardan biridir. Protein 6zellikleri 6nemli olsa
da istenen iirliniin hiicre kiitlesinden saflastirilmasinin kolay ve bu islemin ekonomik

olmasi dolayistyla ekstraselliiler iiretim daha avantajlidir (Daly and Hearn 2005).

Proteinin ortama salgilanmasi igin bir sinyal sekansi gereklidir. Sinyal sekanslari,
salgilanma igin ekstraselliiler protein yapisina baglanan peptidlerdir. Bu amagla alfa-
eslesme faktor (a-mating; a-MF) pre-pro lider sekansi, asit fosfataz sinyal sekansi
(PHO) veya invertaz sinyal sekansi (SUC2) gibi farkli bir sinyal sekansi secilebilecegi
gibi proteinin kendi sekansi da secilebilir (Macauley-Patrick et al. 2005). P. pastoris
ekspresyon sisteminde en yaygin olarak kullanilan sinyal sekansi S. cerevisiae o-
MF’dir. Bu sinyal sekansinin bazi durumlarda heterolog proteinin kendi Onci
sekansindan daha iyi olup ekstraselliller rekombinant proteinin daha fazla miktarda

tiretimine Onciiliik ettigi (Sreeknisha et al. 1997; Daly and Hearn 2005) ve N-terminal
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amino asitlerin sayisindaki cesitliligin, genellikle a-faktor sinyali kullanilarak salgilanan

heterolog proteinlerle saglandig: bildirilmektedir (Brocca et al. 1998).

S. cerevisiae a-MF, 19 amino asitten olusan sinyal peptid Oncii sekansini ve 60
hidrofilik amino asit asitlerinin 6ncii bolgelerini igerir (Julius et al. 1984). P. pastoris ze
salgilama mekanizmasi ii¢ asamada gerceklesir. ilk asama; proteinin, éncii domainlerin
sinyal peptidazla uzaklastirildigi endoplazmik retikulumda yeniden diizenlenmesidir.
Ikinci asama, Oncii proteinin dibazik endo-peptidaz (kex2) aktivitesi araciligiyla
uzaklastirildigi golgi cisimcigine gonderildigi asamadir. Son asama ise rekombinant
proteinin salgi vezikiillerine paketlendigi ve ardindan ekstraselliiler olarak ortama

salgilandig1 asamadir (Daly and Hearn 2005).

1.3. Proteolitik Parcalanma

Proteolitik par¢alanma, P. pastoris ekspresyon sisteminde rekombinant proteinlerin
etkili bir sekilde salgilanmasi ve saflastirilmasinda protein veriminin azalmasina,
biyolojik aktivite kaybina ve sonraki islemlerde pargalanma ile tiriin kontaminasyonuna
yol agan 6nemli sorunlardan biridir (Jahic et al. 2003; Idiris et al. 2010). Bu durumun
sicaklik, pH degisikligi, besin yetersizligi, karbon kaynagi degisikligi ve kdltiir
stvisindaki yabanci kimyasallar gibi bir¢ok nedeni vardir (Hilt and Wolf 1992).

P. pastoris ekspresyon sisteminde metanol metabolizmasinin yiiksek seviyede oksijen
istegi, oksidatif stres nedeniyle gliserol metabolizmasindakinden daha yiiksek miktarda
proteazlarin olusumuna yol acar (Sinha et al. 2005; Potvin et al. 2010). P. pastoris
hiicreleri, fermentasyon sirasinda yiiksek hiicre yogunluguna ulasabildiginden hiicre
parcalanmasiyla birlikte P. pastoris kiiltiirlerinin siipernatantinda bulunan vakuolar

proteazlar, protein par¢calanmasinda temel faktordiir (Shen et al. 1998).
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1.4. pPICZaA Ekspresyon Vektorii

Rekombinant DNA teknolojisinde DNA klonlama i¢in yaygin olarak kullanilan, vektor
olarak tasarlanan plazmitler, ii¢ farkli bolgeye sahiptir. Bunlar; replikasyon orjini,
secimi saglayan markir gen (ila¢ direng geni) ve eksojen DNA fragmentlerinin entegre
edildigi bolgedir (Lodish et al. 2003). P. pastoris ekspresyon vektorlerinin ¢ogu
5'A0X1 promotor bolgesi ve AOX1 transkripsiyon terminasyon bolgesinden olusan bir
ekspresyon kasetine sahiptir (Koutz et al. 1989). Promot6ér ve terminator bolgeler
arasinda yabanci sekansin yerlestirilecegi bir bolge veya ¢oklu klonlama bdlgesi yer alir
(Cereghino and Cregg 2000). pPICZaA vektorii, en gii¢lii ve en ayarlanabilir promotor
olan AOX1 promotoriiniin kontrolii altinda eksprese edilen heterolog geni, genoma
entegre edebilme 6zelligine sahip bir vektor olarak bilinir (Cereghino and Cregg 1999,
2000). Bu vektor, P. pastoris’te rekombinant proteinlerin eksprese edilmesi ve
salgilanmasi i¢in kullanilmaktadir. E. coli’de ¢ogaltilmas1 ve stoklanmasi igin kapali
olarak dizayn edilmistir. Herhangi bir Pichia susunda kullanilabilir ve ilgilenilen genin

yiiksek seviyede metanolle indiiklenmesine olanak saglar.

1.5. Gen Miihendisligi Teknikleri

Rekombinant DNA teknolojisi, ayni organizmada dogal olarak bulunmayan iki niikleik
asit sekansinin birlesmesi yoluyla yeni DNA zincirlerinin iiretimidir. Bu teknolojinin
olabilirligi, 1970 yilinda DNA’y1 kesen restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin Werner
Arber, Daniel Nathans ve Hamilton Smith tarafindan kesfedilmesini takiben ilk olarak
lisansiistii 6grencileri, A. Dale Kaiser ve Peter Lobban tarafindan tahmin edilmis ve
1978 yilinda nobel odiiliine layik goriilmiistiir. O zamandan beri rekombinant DNA
teknolojisi olarak da adlandirilan genetik miihendislik teknikleri, 6nemli proteinlerin
yabanci konukg¢uda iiretimi i¢in gii¢lii bir ara¢ olmus, biyoteknoloji biliminde kokli bir
degisime yol acmustir (Boy 2011). Onem kazanan rekombinant proteinler ise bu

tekniklerin gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir.
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Spesifik DNA bdlgelerinin ¢ogaltilmasi, DNA konsantrasyonunun tespiti, restriksiyon
kesimi ve ligasyon reaksiyonu rekombinant DNA teknolojisinde kullanilan bazi temel

basamaklar olup bu basamaklar asagida agiklanmustir.

Istenen gen, restriksiyon bolgelerini igeren dizayn edilmis uygun primerler kullanilarak
PCR’da ¢ogaltildiktan sonra gen ve plazmit spesifik restriksiyon enzimleri ile kesilir.
Kesim ardindan ligaz enzimi ile birlestirilir ve istenen geni igeren rekombinant plazmit,
transformasyon veya genomik entegrasyon ile mikroorganizmalara transfer edilir.
Transforme olan mikroorganizmalar, plazmitte direng geni bulunan uygun antibiyotik
iceren besi ortamina yayilir. Boylelikle besiyerinde sadece plazmiti tasiyan
mikroorganizmalar geliseceginden klonlanmig mikroorganizmalar kolayca segilir.

Secilen mikroorganizmalarin plazmiti tagiyip tasimadigi PCR yontemi ile analiz edilir.

llgilenilen genin klonlanacagi plazmit se¢imi, rekombinant DNA teknolojisinde diger
onemli bir basamaktir. Plazmit, bakteri genomundan ayr1 olan, kendini replike edebilen,
ekstrakromozomal, halkasal DNA molekiiliidiir. Fonksiyonlarina gore siniflandirilan
plazmitlerin en iyi ¢alisilmis olanlari, konjugasyonda rol alan F plazmiti, antibiyotik ve
toksinlere karsi diren¢ geni tasiyan R plazmiti, diger bakterileri 6ldiirme yetenegine
sahip proteinleri kodlayan genleri igeren Col-plazmit ve rekombinant plazmitlerdir
(Klug et al 2006). Yapay olarak tasarlanan plazmitlerin ¢cogu klonlama vektorii olarak
kullanilir. Baz1 plazmitler, konak¢i genomuna entegre olma yetenegindedir.
Rekombinant DNA teknolojisinde yaygin olarak kullanilan plazmitler, DNA klonlama
icin replikasyon orjini, se¢cime izin veren markir gen (genellikle ila¢ diren¢ geni
kullanilir) ve eksojen DNA fragmentlerinin entegre edilecegi alan olmak iizere {i¢ temel
bolgeye sahiptir (Lodish et al. 2003).

Ligasyon isleminde ilgilenilen DNA fragmentinin komplementer zincir ile baglanmaya
egilimli yapigskan uglu zincirleri restriksiyon enzimleri ile kesilir, ayn1 restriksiyon
enzimleri ile kesilerek yabanci DNA’ya komplementer yapiskan uclar olusturulan
vektor DNA ilave edilerek birlesecek zincirler arasindaki fosfodiester baglar1 ise DNA

ligaz tarafindan olusturulur. Bu enzim, DNA’nin 3'- hidroksil grubu ile 5’-fosfat grubu
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arasinda kovalent bag meydana getirir. Bu islemden sonra rekombinant vektorii iceren
karisim, konak hiicreye transfer edilir. Cogu durumda bu islem transformasyonla
gerceklestirilir (Shuler and Kargi 2002). Transformasyonla dogrudan transfer igin dort

farkli yontem vardir:

1. Dogal transformasyon; yabanci DNA bakteri tarafindan alinir ve kromozomal
DNA’s1 ile birlestirilir.

2. Yapay transformasyon; hiicreler 0°C’de CaCl, ile uygun duruma getirilerek
(kompetent yapilarak) DNA transformasyonu saglanir.

3. Protoplast transformasyonu; sert yapidaki hiicre duvari enzimlerle hidroliz edilerek
hiicre, sitoplazmik membranla ¢evrili protoplast haline getirilir.

4. Elektroporasyon; hiicre membraninda gecici porlar olusturmak iizere kisa siireli,
yiiksek voltajda elektrik sinyallerinin verilmesiyle gerceklestirilir (Glazer and Nikaido
1995).

1.5.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile klonlama

Polimeraz zincir reaksiyonu, in vitro ortamda DNA ¢ift zincirini ayirip oligoniikleotid
primerler ve DNA polimeraz ile inkiibe ederek amplifiye etme teknigidir. DNA’nin
spesifik bolgesini bir milyar kez kadar ¢cogaltabilen bu teknik biyoteknolojide, adli tipta

ve genetik aragtirmalarda 6nemli bir teknik olarak bilinmektedir.

PCR ile klonlama, DNA’nin restriksiyon enzimleriyle kesildigi ve ilgilenilen genin
transformantlarin ~ taranmasi ile arandigi  geleneksel klonlama  yOntemiyle
karsilastirildiginda nispeten etkili bir yontemdir. PCR’da oncelikle ilgilenilen genin
sekansi bilinir, in vitro da genin amplifikasyonunu baslatan ‘primer’ olarak adlandirilan
komplementer oligoniikleotidler sentezlenir. Ayrica bdlge spesifik mutasyonlarin
olusumunu ve agik okuma bolgelerinin (ORF; Open Reading Frame) C ve N

terminaline restriksiyon kesim bdlgelerinin ilave edilmesini saglar (Lui 2010).



18

1.5.1.a. PCR’1n temel basamaklari

Bir PCR islemi ii¢ temel basamaktan olusur, basamaklar 30-40 dongii seklinde
tekrarlanir. Dongiiler, reaksiyon karisimi igeren test tiiplerinde hizli bir sekilde 1sinip

soguyan otomatik 1s1l dongiileyici (termal sayklir) tarafindan gergeklestirilir.

Denatiirasyon basamagi; Kalip DNA ve primerlerin yiiksek sicaklikta c¢ift zincirli
yapisinin agildigr basamaktir. 94-95°C sicaklik ¢ift zincirli DNA’nin agilmasi i¢in
yeterlidir. Tekrar eden dongiilerde bu sicaklik 45-60 sn olmalidir. Ancak 6n
denatiirasyon basamagi, uzun DNA zincirlerinde tam bir denatiirasyon saglamak i¢in 5
dakikaya kadar uzatilabilir. Guanin ve sitozin (G+C) miktar1 kalip DNA’da veya hedef
DNA sekansinda %355'ten fazla ise daha yiiksek sicaklik gerektirebilir.

57 3
3z 5°

l Denatiirasyon {95 #C)

5z 3’

3, q‘.’

Sekil 1.3. Cift zincirli DNA’nin denatiirasyonu

Baglanma basamagi (annealing); Kalip DNA’ya primerlerin baglandigi basamaktir.
Reaksiyon karisimi, primerlerin erime sicakliginin 5°C altina kadar sogutulur ve
primerler kalip DNA’da kendilerine komplementer bolgelere baglanir. Bu sicakligin ¢ok
yiiksek olmasi durumunda primer baglanmasi zayif olurken ¢ok diisiik sicaklikta ise
spesifik olmayan baglanmalar meydana gelir. Bu yiizden, baglanma sicakliklarinin

belirlenmesi 6nemlidir.
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¥ ¥

F primer

R primer
¥ 5

Sekil 1.4. Dizayn edilen primerlerin denatiire edilmis DNA zincirlerine baglanmasi

Uzama basamagi (ekstensiyon); polimeraz enzimi aracilifiyla oligoniikleotid
primerlerin uzayarak DNA’nin amplifiye edildigi basamaktir. Uzama sicakligi,
genellikle 72°C’dir. Ancak bu basamagin gergeklesme siiresi, kullanilan polimeraz
enziminin tipine bagl olarak degisir. Taq (Thermus aquaticus) polimerazin kullanilmasi
durumunda her 1000 bg¢’lik kalip DNA’nin sentezi i¢in 1 dk yeterliyken Pfu

(Pyrococcus furiosus) polimeraz kullanildiginda bu siire iki katina ¢ikmaktadr.

5° 3’

K SO ‘_/ 57

Sekil 1.5. Yeni komplementer DNA zincirlerinin uzamasi

Yeterli miktarda DNA {irlinii elde etmek i¢in genellikle 30 dongii idealdir. Daha yiiksek
dongii sayisinda spesifik olmayan baglanmalar meydana gelebilir. Ug basamagi da
iceren dongiiler sonucunda belli hedef bolgeyi iceren ve sayist geometrik olarak artis

gosteren ¢ift zincirli DNA molekiilii meydana gelir (Primrose et al. 2001).
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1.5.1.b. Primer dizaymimin temelleri

Baz kompozisyonu; dizayn edilecek primer igerisindeki bazlar, homojen bir dagilima
sahip olmali, ¢oklu piirin ve primidin tekrarlarindan kacinilmalidir. G+C igerigi %40-60
arasinda olmalidir ve diisiik G+C igerikli primerler i¢in primer uzunlugu, diisiik erime

sicakligint 6nlemek igin yeterince uzun olmalidir.

Uzunluk; Primerin kalip DNA’ya komplementer bdlgesi, optimum 18-25 bg¢ olmali ve

ayni reaksiyondaki primer ¢iftlerinin uzunluklar1 arasindaki fark 3 bazi gegmemelidir.

Kendine komplementer sekanslar; ters tekrarlar i¢eren oligoniikleotidler veya sag
tokasi yapis1 olusturan komplementer bolgeler, PCR’in etkinligini azaltan kendine

baglanmay1 meydana getirir. Bu durumdan olabildigince kaginmak gerekir.

Primer ciftleri arasindaki komplementer sekanslar; primerler arasinda
komplementer bolgeler varsa primerlerin 3’ uglar1 diger primerlere baglanma
egilimindedir. Kural olarak, bir primerde ard arda gelen maksimum {i¢ niikleotid diger

primere komplementer olabilir.

Erime sicakhi@y; primer ciftlerinin erime sicakliklarr arasindaki fark 5°C’den fazla

olmamalidir.

Primerlerin 3’ ucu; miimkiinse primerin 3’ ucunda G veya C bazi olmali, ancak sag

tokas1 yapisinin olusmamasi i¢in NNGC veya NNCG varyasyonlarindan kagmilmalidir.

Primerlerin 5’ ucundaki restriksiyon bélgesi; restriksiyon bolge secimi sinirsizdir,
ancak bu bolge klonlanacak gen ve vektor DNA’da bulunmamalidir. Primerlerin 5’
uclarmi dizayn ederken kesim etkinligini artirmak igin fazladan baz ilave edilebilir.
Eklenen baz sayis1 ise restriksiyon bolgesine bagli olarak degisiklik gdsterir (Dallas et
al. 1998; Boy 2011).
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1.5.2. Restriksiyon kesim enzimleri

Restriksiyon kesim enzimleri, bakteriler tarafindan yabanci DNA’lardan korunmak
amaciyla tretilir. Bu enzimler, yabanct DNA’y1 dig sarmal yapidan keserken konukcu

DNA’sin1 karakteristik metillenmis bolgelerden dolay1 kesmezler (Scragg 1988).

Restriksiyon enzimleri birkag tip olmakla beraber, klonlama icin en uygun olanlar1 Tip
Il restriksiyon enzimleridir. Genellikle 4-8 bg¢’ye sahip olan bu enzimler, DNA’y1
spesifik olarak taniyp kesme &zelligine sahiptir (Kirk and Othmer 1994). Ornegin,
EcoRlI olarak adlandirilan restriksiyon enzimi ¢ift zincirli alt1 niikleotidlik GAATTC
sekansini tantyarak her bir zinciri G ve A rezidiileri arasindan keser. DNA’nin bu
bolgeden kesimi sonucu diger DNA parcalarina komplementer olan, yapiskan ug olarak
adlandirilan yap1 meydana gelir. Bazi restriksiyon enzimleri ise her iki zinciri de kiit ug

olusturacak sekilde keser.

1.5.3. Ligasyon reaksiyonu

DNA zincirlerini birarada tutmaya yarayan fosfodiester baglari, DNA ligaz tarafindan
kovalent bagla birlestirilir. T4 DNA ligaz, cift zincirli DNA’da yan yana duran
niikleotidler arasinda tek zincirli ¢entikleri birlestirir (Olivera et al. 1968; Gumport and
Lehman 1971). Bu enzim ATP’ye ihtiya¢ duyar ve enzimdeki kofaktor ayrilinca AMP
kompleksi meydana gelir. Bu kompleks, 5'fosfat ve 3'OH grubunu olusturacak c¢entige
baglanir ve zincirde fosfodiester kovalent bagi meydana getirir. Yapiskan uglar
meydana getiren restriksiyon endoniikleazlar tarafindan u¢ kistm olusturuldugunda
birlesme yeri kars1 zincirdekinden ayr1 olarak birkag baz ciftine sahip ¢entik igerir. Daha
sonra DNA ligaz tam ¢ift zincir olusumu i¢in bu ¢entikleri tamamlar. Bu reaksiyon in

vitro ortamda gerceklesir (Primrose and Twyman 2002).
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1.5.4. Transformasyon

Ligasyon isleminden sonra istenen geni tasiyan vektdr, alict veya konak hiicreye
gonderilir. Bu islem ¢ogunlukla transformasyon ile gergeklestirilir. Basit ve kismen
etkili olan E. coli hiicrelerine transformasyon prosediiriinde logaritmik fazda bekleyen
hiicrelerin buz {izerinde ¢6ziinmesi saglandiktan sonra plazmit DNA, kompetent olan bu
hiicreler {izerine ilave edilerek buz iizerinde 30 dk inkiibe edilir ve 42°C’de 30 sn 1s1
soku uygulanir. Sivi besiyerine alinan hiicreler, 30-60 dk inkiibasyondan sonra
antibiyotik iceren secici kati besiyerine yayilarak koloni gelisimi i¢in inkiibasyona
birakilir. pPICZaA vektorii mavi-beyaz koloni se¢imi 6zelligine sahip olmadigindan
dogru transformant tespiti, koloni PCR ve plazmit izolasyonu ile gerceklestirilir (Old

and Primrose 1994; Shuler and Kargi 2002).

1.6. Rekombinant Protein Uretiminde Biyoproses Parametreleri

Mikroorganizmalar, bitki ve hayvan hiicre kiiltiirleri veya onlardan elde edilen
materyaller (enzim, organel vs.) araciligiyla bazi ham maddelerin (biyolojik olan veya
olmayan) bazi lriinlere doniisiimiinii i¢eren herhangi bir siire¢ ‘biyoproses’ olarak
tanimlanir. Ekonomik agidan asil hedef, endiistriyel {irlinlerin {iretimini ve iiriin
miktarinin artirilmasini optimize etmektir. Bu amagla mikroorganizma se¢imi, besiyeri
bilesimi, sicaklik, pH ve oksijen transfer orani gibi biyoreaktor ¢alisma parametreleri

optimizasyon i¢in 6nemli kriterler olarak goriilmektedir (Moses and Cape 1991).

1.6.1. Mikroorganizma se¢imi

Biyoproseslerde endiistriyel proteinlerin iiretiminde konuk¢u mikroorganizma sec¢imi,
bu siirecin basarili olmasi i¢in 6nemlidir. Potansiyel bir konukgu, yeterli miktarda iirtin
verebilmeli, proteini fazla miktarda salgilayabilmeli, endiistriyel fermentasyonlar i¢in
uygun olmali, ucuz besiyerinde hizli lireyip fazla hiicre kiitlesi iiretebilmeli, giivenilir
olmali ve zararli madde veya istenmeyen {iriinleri iiretmemelidir (Kirk and Othmer

1994).
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Yabancit gen ekspresyon sistemleri olarak en yaygin kullanilan mikroorganizmalar,
Escherichia coli ve Bacillus subtilis tir. Ancak bu mikroorganizmalar, ¢gogu Okaryot-
spesifik post-translasyonal modifikasyonlari daha az oranda gergeklestirmektedir (Daly
and Hearn 2005). Okaryotik yabanci proteinleri yiiksek seviyede iiretmelerine ragmen
bu mikroorganizmalarin Okaryotik post-translasyonal modifikasyon sistemlerinin
olmayisi, ¢6ziinmez ve inaktif proteinlerle sonuglanmakta ve bu yiizden arastiricilarin
son zamanlarda Okaryotik protein iiretimi i¢in P. pastoris gibi okaryotik hiicrelere

ilgileri artmaktadir (Cregg 1999).

1.6.2. P. pastoris’te rekombinant protein iiretimi ve biyomas iizerine biyoproses

parametrelerinin etkisi

Hiicreler, istenen {irlinii intraselliiler biyokimyasal reaksiyon yoluyla iirettiginden
mikro-biyoreaktor olarak kabul edilir. Bu yiizden biyoreaktordeki besiyerine salgilanan
proteinin konsantrasyonu, hiicre populasyonu ve yogunlugu ile ilgilidir. Oksijen
transferi, pH ve sicaklik gibi ana parametreler, aerobik biyoproseslerde {iriin olusumu
tizerinde onemli etkiye sahiptir. Bu parametreler, metabolik yollar etkiler, metabolik

akig1 degistirir ve endiistriyel iiretimde optimum sartlar1 gerektirir (Calik et al. 1999).

Molekiiler seviyede heterolog protein ekspresyonu, vektor sistemi, promotor se¢imi Ve
post-translasyonal prosesleri iceren ¢ogu parametreden etkilenir (Niebauer and
Robinson 2005). P. pastoris ekspresyon sisteminin temel prensipleri Invitrogen firmasi
(USA) tarafindan belirlenmis olsa da her sistemin kendi optimizasyon proseslerine
ihtiya¢ duyulur. Bu yiizden bu parametrelerin dikkate alinmasi ve protein iretimiyle

birlikte verimini etkilediginden derinlemesine incelenmesi gerekir (Orman 2007).

1.6.2.a. Sicakhik

Sicaklik, fermentasyon prosesi boyunca siirekli optimum degerde tutulmasi istenen
onemli parametrelerden biridir. Etkili oldugu hiicre prosesleri ¢ok farkli ve kompleks

olabilir. Genelde yiiksek sicaklik, onarimi i¢in fazladan enerjiye ihtiya¢ duyulan protein
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denatlirasyonu ile sonuglanirken diisiik sicaklik, reaksiyon verimini azaltir (Nielsen et
al. 2003). Yiiksek sicaklikta rekombinant proteinin zayif stabilitesinden, katlanma
sorunlarindan ve uzun indiiksiyon sonucu 6lii hiicrelerden agiga ¢ikan proteazlardan
dolayi, daha diistik kiiltivasyon sicakliginin rekombinant protein verimi iizerinde olumlu
etkisinin oldugu goriilmektedir (Macauley-Patrick et al. 2005). P. pastoris’in en iyi
30°C’de gelisme gostermesine (Cos et al. 2006) ragmen bazi g¢alismalarda AOX
aktivitesi ve iirlin verimi lizerine daha diisiik sicakligin etkili oldugu bildirilmistir
(Sarramegna et al. 2002; Jahic et al. 2003). Yapilan bir ¢alismada sicakligin 30°C’den
20°C’ye disiiriilmesiyle domuz o-interferon {iretiminin 100 kat artis gosterdigi
bildirilmistir (Jin et al. 2010). Baska bir ¢aligmada ise 30°C’de o6lii hiicrelerin total
hiicre miktarina oranimin 22°C’dekinden 5 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu
durum da Oli hiicrelerden fazla miktarda proteaz saliniminin yiiksek oranda

rekombinant protein par¢alanmasina yol agtigini gostermistir (Wang et al. 2009).

1.6.2.b. pH

Hidrojen iyon konsantrasyonu, enzim aktivitesini, iletim mekanizmalarini, mikrobiyal
tireme orani gibi diger hiicre i¢i ve hiicre dis1 olaylar1 etkileyen parametrelerden biridir.
Organizmalar, farkli optimal pH’larda gelisme gosterir. P. pastoris 3-7 arasinda genis
bir pH araliginda gelisebilir. Rekombinant proteinlerin farkli pH degerlerinde stabil
olabilmesi ve pH degerinin ayarlanarak rekombinant protein parcalanmasinin
azaltilabilmesi dolayisiyla yapilan ¢aligmalarda rekombinant protein liretiminde farkli
pH degerlerinin optimal oldugu bildirilmistir (Clare et al. 1991; Brierley et al. 1994).
Yapilan caligmalar, her proteinin fakli pH degerinde stabil olmasi nedeniyle farkl
rekombinant proteinler icin farkli pH degerlerinin optimum olabilecegini gostermistir.
Bu ylizden her {irlin i¢in rekombinant protein veriminin maksimum oldugu yaygin bir
pH degeri yoktur ve bu deger, her iiriin i¢in ayr1 ayr1 test edilmelidir. Ornegin, optimum
pH’nin, fare epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve insan serum albumin iiretimi igin 6,
insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-I) ve sitokin gelisim engelleyici peptidin iiretimi

i¢in 3 oldugu bildirilmistir (Clare et al. 1991; Brierley 1994; Kobayashi et al. 2000).
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1.6.2.c. Oksijen

P. pastoris ekspresyon sisteminin popiiler olmasinin nedenlerinden biri, gelisim
esnasinda fermentasyondan ziyade oksijenli solunumu tercih etmesidir (Cereghino et al.
2002). Pichia, metanolde gelistiginde metanol metabolizmas: siiresince oksijene ihtiyag
duydugundan zorunlu aerobik mikroorganizmadir. Bu yiizden etanol ve asetik asit gibi
tiriinler tiretmez. Molekiiler oksijen, sadece solunum i¢in kullanilmaz, metanoliin
formaldehite oksidasyonu i¢in de kullanilir. AOX enzimi tarafindan katalizlenen bu
reaksiyon sonucunda hidrojen peroksit olusur. Boylece hiicrede metanol oksidasyonu
esnasinda iki potansiyel toksik metabolit meydana gelmis olur. Hiicreler oksijen
kisitlanmasina maruz kaldiginda formaldehitin hiicre icinde biriktigi ve zararl etkiye

neden oldugu diistiniilmektedir (Sibirny et al. 1990; Couderc and Baratti 1998).

Oksijen, aerobik fermentasyon siireglerinde metabolik yolu etkileyerek ve metabolik
akis1 degistirerek tiriin olusumu tizerine farkli etkiler gosterir (Calik et al. 1998, 1999;
2000). Fermentasyon besiyerindeki hiicrelerin oksijen istegini mikroorganizmaya ait
metabolik yolun 06zelligi, karbon kaynaklar1 ve kullanilan diger besinler de
etkilemektedir. Calismalarda genellikle metanol indiiklemesi esnasinda oksijen seviyesi
%20-30’un iizerinde tutulur (Jahic et al. 2006). Yapilan bir ¢alismada oksijen sinirh
kiiltiirler ile metanole doygun ve metanol miktart siirl iki farkl kiiltivasyon teknigi
karsilastirilmis ve rekombinant protein kalitesinin ve veriminin metanole doygun olanda

daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Trentmann et al. 2004).

1.6.2.d. Besiyeri dizayni

Tim canli hiicreler, iiremeleri ve gelismeleri i¢in belirli besinlere ihtiya¢ duyar. Bu
besinler, membran gecisleri, enzim aktivitesi ve biyosentetik proseslerde gerekli enerji
tiretimi i¢in ihtiya¢ duyulan elementlerin yani1 sira hiicresel materyal ve yapilar
olusturan kimyasal elementleri de igermelidir (Scragg 1988). Uriin olusumu ve hiicre
gelisimi, besin alintmi sonucu gerceklestiginden biyoproses islemlerinin gelismesinde

fermentasyon besiyerinin se¢imi anahtar rol oynar. Bu ylizden bir fermentasyon
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besiyeri, karbon, azot ve enerji kaynaklarini, hiicre gelisimi igin gerekli olan tiim temel
mineralleri ve istenen proteinin yiiksek seviyede verimini ve hizli gelismeyi saglayacak
iireme faktorlerini icermeli, uygun kalitede ve kolay bulunabilir olmali ve istenen
tirlinlin hiicre kiitlesinden ayrilarak saflagtirilmasi sirasinda en az soruna neden olmalidir

(Nielsen and Villadsen 1994).

Uretim besiyerlerinin kimyasal igerigi ve miktar1 bilinen, tanimli besiyeri ve kimyasal
icerigi bilinmeyen, dogal bilesikleri igeren kompleks besiyeri olmak iizere iki ana tipi
vardir. Kompleks besiyerinde zengin igeriginden dolayr yiliksek hiicre yogunlugu ve
protein verimi elde edilebilirken, tanimli besiyerinde fermentasyon ortami daha rahat
kontrol edilebilir ve iiriin daha kolay ve ucuz bir sekilde elde edilebilir (Shuler and
Kargi 2002). Beslenme rejiminin optimize edilmesi rekombinant proteinin yiiksek
seviyede lretilmesi icin gereklidir. Bu ylizden biyomasin yani sira rekombinant protein
miktarin1 etkileyen karbon ve azot kaynaklarmin miktar1 ve iz element soliisyonu,
dikkate alinmasi gereken Onemli parametrelerden birkagidir. Karbon kaynaklari,
rekombinant protein liretimi ve hiicre gelisimi {izerinde 6nemli rol oynar. En yaygin
kullanilan karbon kaynaklar1 metanol, gliserol, sorbitol, glukoz, mannitol ve trehalozdur
(Brierley et al. 1990; Sreekrishna et al. 1997; Thrope et al. 1999; Inan and Meagher
2001). Metanol, sadece rekombinant protein ekspresyonu igin indiikleyici olarak
kullanilmaz, ayrica tek karbon kaynagi olarak da kullanilir. Ancak hiicre gelisimi, belirli
konsantrasyonlar tizerindeki metanol tarafindan inhibe edilir (Zhang et al. 2000). Bu

yiizden genellikle kesikli beslemeli islem kullanlir.

1.7. Proteinlerin Sodyum Dodesil Siilfat Poli Akrilamid Jel Elektroforezi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), proteinlerin
molekiiler biiyiikliigiinii analiz etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Proteinlerin
elektroforetik ayrimi, yaygin olarak poliakrilamid jelde gerceklestirilir. Bu jel, akrilamid
ve ¢apraz baglayict N,N’- metilen-bis-akrilamidin serbest radikal polimerizasyonu ile
hazirlanir. Kimyasal polimerizasyon, bir baglatici-katalizor sistemi (amonyum perstilfat-

TEMED) tarafindan kontrol edilir. Protein karisimi jele yiiklendiginde elektrik akimi
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uygulanir, jel igerisinde kiigiik proteinler, biiylik proteinlerden daha hizli gog¢ eder. Jel,
cam plaklar arasina dokiilerek polimerlesmesi beklenir. Porlarin ¢api, poliakrilamid
konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik gosterir. Jelde proteinin yiiriime hizi, por
capindan ve elektriksel alan giiciinden etkilenir. Bu parametrelerin uygun sekilde
ayarlanmasiyla farkli boyutlara sahip proteinler ayrilabilir. Protein karigimlarin
ayristirmada  kullanilan en giliglii yontem, elektroforez esnasinda ve Oncesinde
proteinlerin iyonik deterjan olan SDS ile muamele edilmesidir. SDS, multimerik
proteinleri alt {initelerine ayirarak denatiire eder, polipeptidlere baglanarak olusturdugu

kompleks, polipeptidlerin negatif yiikli kalmalarini saglar (Lodish et al. 2003).

1.8. Western Blotlama

Protein blotlama metodu olan western blot ile; 6rneklerden elde edilen protein
homojenatindaki proteinler, SDS-PAGE jel elektroforezi ile molekiil agirligiyla orantili
olarak, art1 kutba (anot) dogru go¢ ederek ayrilir. Ayrilan proteinler, destek membrana
transfer edilir. Bu yontem, otoradyografi, ultraviyole 15181 ya da peroksidaz reaksiyon
tirtinti ile membrandaki proteinlerin molekiil agirligini1 ve goreceli miktarini belirlemek
icin kullanilir. SDS-PAGE jel elektroforezi takip eden asagidaki 4 basamak ile

tamamlanir.

a) SDS-PAGE jel elektroforezi ile molekiil agirliklarina gore jel iizerinde fragmentlere
ayrilmig proteinlerin, nitroseliiloz veya poliviniliden diflorid (P\VDF) membrana transfer
edildigi blotlama basamagi,

b) Blotlama islemi sonrasinda spesifik olmayan baglanmalari engellemek igin
membranda protein baglanmayan bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplandigi bloklama
basamagi,

c) Spesifik antikorlarla inkiibasyon basamagi,

d) Membrandaki proteinlerin molekiil agirlginin ve goreceli miktarinin belirlenmesi
icin kemiliiminesans, floresans, kolorimetrik veya radyoaktif olarak goriintiilenme

basamagi (Budak 2009).
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Yapilan kapsamli literatiir arastirmasi sonucu insan PONL1 enziminin P. pastoris
ekspresyon sisteminde ekstraselliiler olarak iiretimi ile ilgili bir c¢alismanin rapor
edilmedigi tespit edilmistir. Bu yiizden bu calisma, insan PON1 enziminin ilk defa P.

pastoris mayasinda eksprese edildigi 6zgiin bir ¢alisma niteligindedir.

Bu caligmada sirayla; insan PON1 geninin E.coli’de klonlanmasi, elde edilen
rekombinant vektoériin P. pastoris’te ekspresyonu, iretim sonucu elde edilen
rekombinant enzimin saflastirllmasi ve saf olarak elde edilen enzimin karakterize

edilmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Yapilan arastirmalarda ¢esitli rekombinant {irlinlerin Pichia pastoris tarafindan
gergeklestirilen iiretimi, rekombinant {iriinii elde etmede kullanilan Suslar, vektorler ve
farkli yontemler, ayrica elde edilen rekombinant iiriin tiretimi iizerine etki eden faktorler

0zet halinde asagida belirtilmistir.

Uehara et al. (2000), metilotrofik maya olan P. pastoris’te fare a-amilaz geninin
ekspresyonunu calismustir. pPIC9 vektorii, 38 Mut™ klonun HIS4 lokusundan, 15 Mut®
Klonun da AOX1 lokusundan Sall veya Bgl enzimleriyle kesilerek a-amilaz geni
vektoriin ¢oklu klonlama bolgesine yerlestirilmis ve Pichia kromozomuna entegre
oldugu gosterilen 11 transformanta Sothern Blot yapilmuis, ikinci tarama 53 transformant
arasindan ¢ giinliik ¢alkalamali kiiltiirde en yiiksek aktivite gosteren G2 transformanti
ile gergeklestirilmistir. Bu ekspresyon seviyesi, ayn1 fare a-amilaz genini eksprese eden
rekombinant Saccharomyces cerevisiae ile Kkarsilastirildiginda spesifik enzim
aktivitesinin S. cerevisiae’den elde edilen enziminkinden 8 kat daha fazla oldugu

bildirilmistir.

Biiyiiksungur  (2006) yaptigi  ¢alismada, Pseudomonas fluorescens biovarl
mikroorganizmasima ait tiamin difosfat bagimli enzimin C-C baglarinin yapimi ve
yikimmda gorevli olan benzaldehit liyaz (BAL) enziminin ekstraselliiler tretimi
amactyla enzime ait genin P. pastoris mayasinda ekspresyonunu ger¢eklestirmistir. E.
coli’de klonlama sonucu elde edilen rekombinant pPICZoA::bal plazmiti, maya
hiicresine aktarilip kromozomuna entegre edilen rekombinant enzim, AOX
promotoriiniin kontrolii altinda tiretilmis ve S. cerevisiae a-faktor sinyal dizisi ile hiicre
disina aktarilmistir. Rekombinant transformant, 72 saat boyunca her 24 saatte bir
metanol ile indiikklenerek gelistirilmis, yapilan SDS-PAGE analizleri sonucu
rekombinant enzimin monomer yapisinin 59 kDa biiyilikliigiinde oldugunu, FPLC (Hizli
Protein S1vi Kromatografisi) analizi ile de iiretim ortaminda enzimin tetramer formunun

monomer formundan ¢ok daha az miktarda bulundugunu bildirmistir.
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Zhu et al. (2006) yaptiklar1 ¢alismada insan paraoksonaz 1 Q genini (hPONI1Q)
pVL1392 Bakuloviriis transfer vektoriine klonlamis, ve ipek bocegi larvasinda (Bombyx
mori) genin ekspresyonunu ger¢eklestirmistir. Rekombinant proteinin SDS-PAGE ve
western blot analizi sonucu yaklasik 40 ve 43 kDa molekiiler kiitleye sahip iki bant
gozlemlemis, hemolenfteki ekspresyon seviyesinin, BmN hiicrelerininkinden 50 kat
daha yiiksek seviyede oldugunu tepit etmistir. Iki kromatografi basamagi (DEAE-
Sepharose ve HiTrap Chelating HP) ile saflastirma isleminden sonra rekombinant
iriiniin %90 oraninda saflastiini ve enzimatik O6zelliklerinin insan serum PON1

enzimine benzer oldugunu bildirmistir.

Abdelmoula-Souissi et al. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesine, DNA tamirine ve apoptosise katilan, ¢ogu hedef geni diizenleyen,
genomun koruyucusu olarak gdrev yapan ve tiimor baskilamada anahtar bir protein olan
insan timdr supresorii P53'lin metanolle uyarilabilen AOX1 promotorii kullanilarak P.
pastoris tarafindan ekspresyonunu bildirmis, rekombinant P53 intraselliiler formda
{iretmistir. Intraselliiler P53, ‘Mut™ (X33) susunun yanisira ‘Mut® (KM71) susunda da
basariyla iiretilmistir. Bununla birlikte fazla sayidaki P53 kopyas1, Mut™ susuna entegre
olmasina ragmen salgilanan formu ‘Mut® susunda gdzlenmistir. Ayrica Mut® fenotipinin
tretildigi besiyerinin pH’st 7 oldugunda rP53 iretiminin pH 6’dakinden daha fazla
oldugu bildirilmistir.

Orman (2007) yaptigi calismada, biyoproses isletim parametrelerinin P. pastoris ile
insan biiylime hormonu {iretimi lizerine etkisini sistematik olarak incelemistir. Bu
kapsamda, rekombinant insan biiyiime hormonunun (thGH) hiicre disina salgilanmasi
ve lretim ortamindan saflagtirilmasi i¢in metabolik miihendislik tasarimi yapilmas,
insan biiyiime hormonun kromatografik yontemlerle ayrilmasini saglayan 6xHis dizinini
ve saflastirilmis hormonun bu amino asitlerden ayrilmasini saglayan Faktor Xa proteaz
enziminin tanidigi amino asit dizinini kodlayan DNA, hGH hormonunun genine PCR
yontemi ile entegre edilmis ve olusturulan pPICZoA::hGH rekombinant plazmiti, P.
pastoris kromozomunun AOX1 bolgesine entegre edilerek, metanol indiiksiyonu ile

hGH sentezi gerceklestirilmistir. Dot-blot analiz yontemi ile klonlanmis olan
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mikroorganizmalar arasindan en uygun farkli iki fenotip olan ‘Mut” ve
‘Mut®secilmistir. ‘Mut™ ve ‘Mut® ile tammli ve kompleks ortamlarda metanol
derisiminin rhGH iiretimi {izerine etkisi incelenmistir. Kompleks ortamda (BMMY
ortami1), hacimce %2 metanol derisiminde optimum rhGH saptanmistir. Bu kosullarda,
‘Mut™ fenotip, 0,052 g/l, ‘Mut® ise 0,16 g/l thGH iiretmistir. Taniml1 ortamda, sadece
metanol karbon kaynagi olarak kullamldiginda, ‘Mut® fenotipi metanolii tam olarak
kullanamadigindan  yeterli  hiicre = derisimine ulasamayip rhGH  iiretimi
gerceklesmemistir. ‘Mut™ fenotipi metanolii etkin olarak kullanabildiginden %3'liik
metanol derisimde 0,032 g/l rhGH fiiretilebilmistir. Gliserol ve metanol birlikte
kullanildiginda, bu iki fenotip i¢in en ¢cok rhGH iiretimi farkli metanol derisimlerinde
bulunmustur. Tasarlanan tiretim ortami kullanilarak (%3 metanol i¢eren tanimli ortam)
biyoreaktor igletim parametrelerinden oksijen aktarimi, fermentasyon ve oksijen aktarim
karakteristikleri pilot &lgek biyoreaktdrde incelenmistir. Insan biiyiime hormonu
tiretiminde oksijen aktariminin etkileri, hava giris hizi Q0/VR=0.5 vvm; karigtirma
hizlar1 N=250, 500, 625, 750 dk?t kosullarinda incelenmistir. Insan biiyiime
hormonunun, hiicre, amino asit, organik asit konsantrasyonlarinin kalma siiresi ile
degisimi; dinamik yontem kullanilarak, biyoprosesin biiyiime evresi siiresince 0ksijen
tiketim hizi ve sivi faz kiitle aktarim katsayisi; verim ve yasam katsayilar
belirlenmistir. Incelenen kosullar arasinda en yiiksek hGH derisimi 0,023 g/l olarak 5,37
g/l hiicre konsantrasyonunda Q0/VR=0,5 vvm ve N=500 dk™ kosullarinda elde

edilmistir.

Kaymak (2008), belli substratlara kars1 spesifik ve endiistride kullanilabilir oldugu
diigiiniilen bitki lipazlarindan Arabidopsis thaliana lipazlarinin taranmasi amaciyla bir
calisgma yapmustir. Calismada A. thaliana’nin bilinen lipazlara benzer sekanstaki
genleri, P. pastoris ekspresyon vektorlerine klonlanmis, sekans1 dogrulanmis klonlar P.
pastoris’e aktarilip kiiciik miktarlarda eksprese edilmistir. Kiigiik miktarlarda, 4-
metilumbelliferil substratlart kullanilarak rekombinant lipazlar, floresan test ile
taranmistir. 27 transformantta Arabidopsis lipaz aktiviteleri ¢alisilmis ve 7 tanesinin
daha ilerideki ¢alismalar da kullanilmasina karar verilmistir. Bu klonlarin P. pastoris’te

yiiksek miktarda iiretilmeye hazir durumda olduklari, bdylece yiiksek miktarlarda
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tiretilip caligilabilecegi ve sonug olarak endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecek A.

thaliana lipazlariin bulunabilecegi bildirilmistir.

Bayraktar (2009), yaptig1 ¢alismada P. pastoris ile Dbiyoreaktor isletim
parametrelerinden pH’ nin, rekombinant insan biiyiime hormonu (rhGH) {iretimi {izerine
etkisini diizenleyici genlerin ifade diizeyleri ile birlikte arastirmistir. ilk olarak, iki farkls
metanol kullanim fenotipi, P. pastoris ‘Mut” ve ‘Mut” arasindan konak
mikroorganizma, gliserol/metanol veya sorbitol/metanol iceren ortamlar kullanilarak
secilmig, incelenen kosullarda, en yliksek rthGH iiretimi, 120 g/l ve ifade diizeyi,
9,84x10° kopya kuru hiicre agirligi/mg, 30 g/l sorbitol ve %1 metanol igeren ortamda,
P. pastoris hGH-Mut" susu kullanilarak elde edilmistir. Sonraki asamada, pH nin thGH
iretimine ve protein stabilitesine etkisi laboratuvar o6lcekli biyoreaktorlerde
incelenmistir. Rekombinant insan biliylime hormonunun pH 5'te daha stabil oldugu
gbzlenmistir. Uretim siiresince, ortamin pH degerinin diistiigii goriilmiistiir. Uretim
sirasinda pH’1 kontrol altinda tutabilmek i¢in pH optimizasyon ¢aligmalar1 yar1 kesikli
biyoreaktorlerde gergeklestirilmis, thGH konsantrasyonuna ek olarak, hiicre ici AOX
aktivitesi, ekstraselliiler proteaz konsantrasyonu; hGH, AOX, pep4, prbl ve prcl
genlerinin ifade diizeyleri incelenmistir. En yiliksek hiicre konsantrasyonu, pH 6
kosulunda 24 saatte 53 g/l olarak elde edilmis fakat bu kosulda hGH derisimi 24 mg/I
seviyesinde kalmistir. En yiiksek hGH derisimi, 271 g/l olarak 42 g/l hiicre
konsantrasyonunda sorbitol iceren ortamda pH 5'te 24 saatte elde edilmistir. incelenen
bu sartlarda, toplam substrat {izerinden {iirin ve hiicre verimi 2,08 mg/g ve 0,15 g/g
olarak bulunmustur. Buna ek olarak, incelenen ortam sartlarinda, en yiiksek hGH ve
alkol oksidaz ifade seviyesi, pH 5'te elde edilmistir. Ayrica pH 5 degerinde sabit

tutularak, ti¢ farkli proteazin ifade diizeylerinin azalmasi saglanmistir.

Acik (2009) yaptigi calismada, degisik karbon kaynaklarinin ve beslenme stratejilerinin
P. pastoris ile rekombinant insan biiyiime hormonu (rhGH) tiretimi {izerine etkilerini,
hiicre ¢ogalmasini, rekombinant protein iiretimini ve hGH ve alkol oksidaz (AOX)
genlerinin ifade diizeylerini belirleyerek arastirmistir. Bu kapsamda, oncelikle yiiksek

seviyede insan biiylime hormonu tiretimi i¢in kullanilacak sus, P. pastoris-hGH 'nin iki
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farkli metanol kullanim fenotipi olan P. pastoris-hGH ‘Mut™ ve P. pastoris-hGH
‘Mut® arasindan secilmis, bu secim sirasinda, iki sus da gliserol/metanol ya da
sorbitol/metanol olmak iizere iki farkli karbon kaynagi igceren iiretim ortamlarinda
karsilastirilmis ve 30 g/l sorbitol ve %1 metanol igeren ortamda P. pastoris-hGH
‘Mut*min 9,84x10° kopya/mg kuru hiicre agirligina sahip yiiksek hGH gen ifade
diizeyine ve 120 mg/l rthGH iiretim seviyesine Sahip oldugu bildirilmistir. Sonraki
asamada, sorbitol, mannitol, fruktoz, laktoz, siikroz, sitrik asit, laktik asit ve asetik asitin
karbon kaynag: olarak etkisi P. pastoris-nGH ‘Mut™ kullanilarak laboratuvar dlgekli
biyoreaktorlerde incelenmistir. Bunlardan sorbitol ve siikroz yari-kesikli biyoreaktorde
indiikleme fazinin basinda, yari-kesikli metanol besleme program ile birlikte kesikli
olarak eklenmistir. Siikrozun rhGH {iretimini inhibe etmemesine karsin hiicre
cogalmasini sorbitol kadar desteklemedigi bulunmustur. Daha sonra sorbitol/metanol
karigik beslemesini gelistirmek i¢in ii¢ farkli besleme stratejisi uygulanmistir. Bu
stratejiler: a) 0. saatte tek kesikli sorbitol eklemesi, b) 0. ve 9. saatte iki kesikli sorbitol
eklemesi, ¢) AOX’u tetiklemek amaciyla 24. saatte ani metanol eklemesi olarak
uygulanmistir. Bu ii¢ farkli besleme stratejisi sorbitolsiiz ortamda yapilan iiretim ile
karsilastirilmis, bu farkli stratejiler i¢in substrat tiikketimi, hiicre ¢ogalmasi, rekombinant
protein iiretimi ve hGH ve AOX genlerinin ifade diizeyleri incelenmis, en yiiksek hiicre
derigimi olan 55 g/I’ye igiincii strateji ile ulasilirken en yiiksek rekombinant protein
derisimi (301 g/I) iki kez sorbitol eklenerek uygulanan ikinci strateji ile elde edilmistir.
Bu en ytiksek tiretim kosulunda toplam substrat iizerinden elde edilen en yliksek hiicre
ve Uriin verimleri sirasiyla 0,17 g/g ve 1,71 mg/g olarak bulunmustur. Ayrica en yiiksek
hGH ve AOX ifade diizeylerine de bu strateji ile ulagilmstir.

Selamoglu (2009) yaptigi calismada, Hepatit B yiizey antijeninin (rHBsAj) P.
pastoris’te yiiksek miktarda ekspresyonunu gergeklestirmistir. Bu amagla HBV M geni
tek kopya olarak alkol oksidaz (AOX1) promotériiniin altina yerlestirilerek pPICZA
vektoriine klonlanmis, rHBSA] protein sentezi hiicre iginde metanolle indiiklenmistir.
Yiiksek hiicre konsantrasyonlu fermentasyon ¢alismalarinin ardindan, rHBsAj
kromatografik teknikler kullanilarak saflastirilmistir. Rekombinant HBSA] proteini ile

bagisiklanan farelerde olusan immun yanit, ticari Hepatit B yiizey antijen Kiti
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kullanilarak gésterilmistir. Uretilen rekombinant antijenin istenilen konformasyonda

oldugu AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) ile dogrulanmastir.

Fei et al. (2009), P. pastoris’te glutatyon iiretimi i¢in glutatyon sentezinde gerekli olan
ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAP) promotorii tarafindan diizenlenen, S.
cerevisiae’de kodlanan gsh1 ve gsh2 genlerini tasiyan ekspresyon vektoriinii P. pastoris
GS115 susuna transfer etmis, calkalamali kiiltiirde 217 mg/l glutatyon {iretimi
gozlemistir. Calismada kesikli-beslemeli kiiltirde rekombinant susun Oncii amino
asitleri glutatyona doniistiirmede yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmis, ti¢ amino asitin
(15 mmol/l glutamik asit, sistein ve glisin) birlikte ilave edildigi fermentasyon
ortamindan 50 saat sonra elde edilen glutatyon ve biyomas miktarinin sirastyla 4,15 g/l

ve 98,15 g/l oldugu tespit edilmistir.

De Schutter et al. (2009), rekombinant protein {iretiminde sik¢a kullanilan, metanol
asimilasyonu ve peroksizomal biyogenez ¢alismalart i¢in model organizma olan
metilotrofik P. pastoris’in genom sekansini belirlemistir. Su an mevcut olan P. pastoris
suslarmin insan tipi N-glikozilasyon yapma yetenegine sahip oldugunu ve bu sayede bu
Suglarin biyofarmasétik iretim igin kullanimlarinin arttigint bildirmistir. P. pastoris
GS115 susunun 5,313 protein kodlayan gene ve 9,43 Mbg’lik genomik sekansa sahip

oldugunu belirlemistir.

Calik (2010), yaptig1 calismada Trichoderma reesei endoglukanaz | enziminin P.
pastoris te lretimini gostermistir. Heterolog endoglukanaz I ireten Pichia hiicreleri
farkli stratejiler uygulanarak fermentorde iretilmistir. EG 1 lretiminde sicaklik ve
metanol Konsantrasyonunun etkileri anlasilmaya c¢alisilmis, 6zellikle, promotor
indiiksiyonu metanol gerektirdiginden, fermentor icerisindeki metanol miktarmin etkisi
incelenmistir. Kesikli ve kesikli beslemeli fermentasyonlar ile 6rneklerin analizleri
yapilarak kesikli beslemeli fermentasyonlarda, hiicrelerin protein iiretimi sirasinda
bliylimelerine yardimc1 olmak amaciyla metanole ek substrat olarak sorbitol
kullanilmistir. Protein konsantrasyonlari, EG I’in aktivite analizleri, SDS-PAGE ve

biiyiime hiz1 sonuglari karsilastirilarak bu rekombinant enzimin P. pastoris’te yiiksek
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tiretimi optimize edilmeye ¢alisilmis, EG I’in P. pastoris’te iiretilmesi ig¢in en iyi
kosullarin diisiik metanol seviyesi ve diisiik sicaklik oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada elde edilen sonuclarin 6zellikle deterjan ve kagit endiistrisinde kullanilabilir

oldugu bildirilmistir.

Boy (2011), yaptig1 calismada glukozil baglarini pargalayan, yiiksek sicakliga dayanikli,
sira dis1 Ozellikleri ile nisasta hidrolizi islemini gelistirebilecek potansiyele sahip olan
ve dogal arkeal konaginda ¢ok az miktarda iiretilen Pyrococcus furiosus’a ait a-amilaz
(PFA) enziminin P. pastoris ile ekstraselliiler tiretimini amaglamistir. PFA enzimini
kodlayan gen, tasarlanan ileri ve geri primerle ¢ogaltildiktan sonra pPICZaA plazmitine
klonlanmig, P. pastoris X-33 susu, pPICZaA:PFA plazmiti ile transfekte edildikten
sonra iiretim ortaminda rekombinant PFA (rPFA) enzim aktivitesinin varlig1 saptanmig
ve rekombinant enzimin biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir. rPFA’ nin optimum
95°C sicaklik ve pH 4.5-6.5 araliginda metal iyonlarina ihtiyag duymadan c¢alistigi,
ancak divalent metal iyonlar1 varlifinda enzimin inhibe oldugu bildirilmistir. S.
cerevisiae a-faktor salgi sinyalinin enzimin amino ucuna eklenmesine ragmen hiicre-
dist enzim aktivitesinin diisiik, hiicre i¢i enzim aktivitesinin ise yiiksek oldugu
bulunmustur. Enzim tiretimi ve hiicre cogalmasi iizerine pH etkisi, erlenmayer deneyleri
ile incelenmis, pH’s1 6 olan tampon ¢ozeltide 4800 U/l a-amilaz aktivitesi ve 7,30 g/l
yas hiicre derigimi tespit edilmis, daha yiliksek miktarda rPFA tiretmek amaciyla pH 4
ve pH 5 ayarli, pH kontrollu isletim kosullarinda, 1 litre calisma hacminde iki farkl
biyoreaktor deneyi tasarlanmistir. En yiiksek a-amilaz aktivitesi pH 4’te, liretim fazinin
27. saatinde, yas hiicre derisimi 209 g/l iken 73,400 U/l olarak belirlenmistir. Bu
calismanin ayn1 zamanda PFA enziminin 6karyotik bir hiicrede iiretildigi ilk calisma

oldugu bildirilmistir.

Fan et al. (2011), c¢esitli boyalar1 giiglii renksizlestirme yetenegi olan ve yiiksek
miktarda lakkaz enzimi {ireten yerel beyaz kok fungusu, Trametes sp. 48424°ten lakkaz
genini (lac48424-1) klonlamis ve karakterize etmistir. Genin 1563 b¢’lik cDNA’sinin
21 amino asitlik sinyal peptidinden 6nce gelen 499 aminoasidi iceren olgun lakkaz

proteinini kodladigini ve lac48424-1’in protein sekansinin bilinen diger fungal lakkazlar
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ile yiiksek benzerlik gosterdigini bildirmistir. Calismada aktif lakkaz kodlayan
lac48424-1geninin islevselligi P. pastoris mayasinda gen ekspresyonu ile basarili bir
sekilde dogrulanmistir. Ayrica transformant maya hiicreleri tarafindan {iretilen

rekombinant lakkaz enziminin gesitli boyalari renksizlestirebildigi bildirilmistir.

Li et al. (2011), multipotent hematopoietik hiicrelerin canliligini devam ettirmesi,
cogalmasi ve farklilagsmasi i¢in gerekli biiylime faktorii olan insan interlokin-3 (IL-3)
genini pPICZaA vektoriine klonlamis, N terminalinde alfa faktor sinyal sekansi, C
terminalinde 6xHis ve C-myc kuyrugu igeren filizyon protein {iretmistir. Dort giin
metanol indiiksiyonunun ardindan yiikksek seviyede rekombinant IL-3 {iretimi
gerceklestirilmistir. Rekombinant {iriin, DEAE-sefaroz (dietilaminoetanol) anyon
degisim kromatografisi ardindan NI*-NTA afinite kromatografisi ile %95'in {izerindeki
saflikla yaklasik 21 mg/l elde edilmistir. Saflagtirilan tiriiniin molekiiler kiitlesinin kiitle
spektrometrisi ve MALDI-TOF-TOF ile analizi sonucu N-bagli glikozilasyon nedeniyle
18995,694 Da and 22317,469 Da olarak iki farkli sekilde bulundugunu bildirilmistir.
Rekombinant proteinin biyolojik aktivitesi ba/f3 hiicrelerinin ¢ogalmasini destekleme
ve ERK sinyal verici metabolik yolu aktive etme yetenegi ile dogrulanmustir.
Sonuglarin, deneysel prosediiriin P. pastoris’ten fazla miktarda rekombinant insan IL-3

proteini tiretilebilecegini gosterdigi bildirilmistir.

Zhao et al. (2011), Yarrowia lipolytica CLIB122 mayasmin genomunda 18 tane
muhtemel lipaz geni belirleyip bu genlere ait {iriinleri, E. coli’de eksprese etmis ve
paranitrofenol palmitati hidroliz edebildiklerini belirlemistir. Calismada enzim
Ozelliklerini karakterize etmek icin, 365 amino asitten olusan proteini kodlayan 1098
baz ciftine sahip gen, P. pastoris’te eksprese edilmis, iretilen rekombinant enzim, pH
7°de ve 35°C’de p-NP-dekanoata karsi yiiksek aktivite gdstermistir. Ayrica bu yeni
enzimin diger Yarrowia enzimleriyle karsilastirildiginda daha diisiikk optimum sicaklik
ve pH’ya sahip oldugu ve Ca*? ile aktive olurken, PMSF, Hg*? ve Ni*? ile inhibe oldugu

bildirilmistir.
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Wang et al. (2012), Yarrowia lipolytica lipazi, LIP2 (YILIP2)’yi kodlayan geni
pGAPZoA ekspresyon vektoriine klonlamig ve ekspresyon igin P. pastoris X-33'e
transfer etmistir. Yiiksek miktarda iirtin veren klonlar elde edilmis, bu klonlar enzim
aktivitesinin tespit edilmesi i¢in, calkalamali ve fermentor Kkiiltiirlerde tretilmistir.
Sonuglar, glukozun YILIP2 iiretiminde optimum karbon kaynagi oldugunu, flask
kiiltirde pH 7 ve 28°C sartlarda 48 saat sonunda rekombinant YILIP2 nin maksimum
hidrolitik aktivitesinin 1,315 U/ml’ye ulastigim1 gostermistir. Kesikli-beslemeli
fermentasyon, 3 ve 10 I’'lik biyoreaktorlerde hiicre yogunlugunu ve YILIP2 miktarimi
artirmak i¢in lireme besiyerine siirekli glukoz ilave edilerek gergeklestirilmis, 3 I’lik
biyoreaktorde YILIP2’nin maksimum hidrolitik aktivitesinin ve hiicre yogunlugunun
strastyla 10,300 U/ml ve 116 g (kuru hiicre agirhigi)/I’ye, 10 I’lik biyoreaktdrde ise bu
degerlerin sirastylal3,500 U/ml ve 120 g/I’ye ulastigi, siipernatanttaki toplam protein
miktarnin ise 80 saatlik kiiltiirde 3,3 g/l oldugu bildirilmistir. Sonug olarak yiiksek hiicre
yogunlugu ile YILIP2’nin ekspresyonu igin P. pastoris’in GAP promotor igeren
ekspresyon sisteminin etkili oldugu goriilmiis ve bu promotdriin, endiistriyel lipazlarin
genis Olcekli liretiminde kullanilan geleneksel AOX1 promotor ekspresyon sistemine

alternatif olabilecegi bildirilmistir.

Chen et al. (2012), Aspergillus fumigates’in kitosanaz iiretimi ile ilgili genini, bir maya
ekspresyon vektorii olan pHBM905A’ya klonlanmig ve P. pastoris GS115'e aktarmustir.
Endokitinaz enziminin verimi, 14 It’lik bir fermentdrde 3mg/ml ve aktivitesi ise
yaklasik 25 U/l olarak belirlenmistir. Enzimin aktivitesinin 10 M iire varliginda %70
sabit kaldig1 ve 3 gramiin 200 kg kitosan1 24 saat i¢inde oligosakkarite doniistiirdiigi
bildirilmistir.

Peng et al. (2012), antimikrobiyal 6zellige sahip scygonadin peptidini kodlayan gen
bolgesini P. pastoris’te eksprese etmeye ¢alismistir. Bunun igin bu peptidle ilgili 306
b¢’lik ¢cDNA’y1, pPIC9K vektoriiyle P. pastoris’te eksprese etmistir. Bu islem igin
optimal kosullarin, %0,5 metanol, 48 saatlik siire ve pH 6 oldugunu belirlemistir.

Immobilize metal afinite kromatografisini kullanarak bu peptidi %97 verimle
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saflastirmistir. Rekombinant scygonadinin bazi virus ve bakterilere karsi antimikrobiyal

etki gosterdigini belirlemistir.

Ata (2012), metabolik miithendislik yaklagimiyla aktif termostabil glukoz izomeraz (GI)
enzimi iiretebilen P. pastoris susunun gelistirilmesini amagladig1 ¢calismasinda arastirma
programini iki ana alt programda yiiriitmiistiir. ik kisimda, Thermus thermophilus’a ait
xylA geni ¢ogaltilmig ve pPICZoA expresyon vektoriine yerlestirilip elde edilen
pPICZoA::xylA vektorii, daha sonra P. pastoris genomunda bulunan AOX1 lokusuna
entegre edilerek xylA geninin metanolle indiikklenen alkol oksidaz promotdr vasitasiyla
ekspresyonu saglanmistir. Elde edilen rekombinant P. pastoris suslar1 arasindan spesifik
enzim aktivite analizi ve SDS-PAGE yontemiyle belirlenen, enzimi en iyi lireten sus
secilereck bu sus, eP20 olarak adlandirilmistir. Daha sonra, farkli tuz ve sorbitol
konsantrasyonlarinin hiicre ¢ogalmasi ve rekombinant GI aktivitesi {izerine etkisi
arastirilmistir.  Farkli konsantrasyon degerlerinde tuz igeren fiiretim ortamlarinin
kullanildig1 deney sonucunda 30 g/1 sorbitol, 4,35 g/l amonyum siilfat, 0,1 M potasyum
fosfat tamponu (pH 6), 14,9 g/l MgSO4x7H,O, 1,17 g/l CaSO4x2H,0, 1 ml/l
kloramfenikol ve 4,35 ml/l PTM1 igeren ortamda maksimum hiicre konsantrasyonu 6,3
g/l ve maksimum rekombinant Gl aktivitesi 3,21 U/l olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte, baslangi¢ sorbitol konsantrasyonun hiicre c¢ogalmasi ve rekombinant GI
aktivitesi iizerine etkisinin arastirildigi deneyde, maksimum hiicre konsantrasyonu ve
rekombinant Gl aktivitesi 50 g/l sorbitol i¢eren ortamda sirasiyla 7,32 g/l ve 3,6 U/l
olarak elde edilmistir. Calismanin ikinci alt programinda, 1 I’lik ¢alisma hacmine sahip
pilot 0Olgek biyoreaktdr deneyi gergeklestirilmistir. Bu baglamda, fermentasyon
sliresince hiicre ¢ogalmasi, rekombinant GI aktivitesi, AOX aktivitesi, toplam proteaz
aktivitesi ve ortamda bulunan organik asit derisimi analiz edilmistir. Ayrica, spesifik
bliylime hizi, verimler ve spesifik tiikketim hizlar1 da hesaplanmis ve sonucgta pH ve
oksijenin kontrol edildigi biyoreaktor iiretim kosullarmin rekombinant GI aktivitesi
tizerinde 6nemli bir artisa sebep oldugu gosterilmistir. Deney sonucunda, rekombinant
Gl aktivitesinde 56,1 kat bir artig gézlenmis ve 12. saatte 202,8 U/I aktivite degeri elde

edilmistir. Bununla birlikte maksimum hiicre konsantrasyonu 85,2 g/l olarak 36. saatte
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elde edilmis, bu c¢alismayla birlikte, aktif termostabil rekombinant GI enziminin

ekstraselliiler olarak ilk kez bir maya hiicresinde tiretildigi bildirilmistir.

Kang et al. (2012), kitosanaz enzimini treten Bacillus subtilis HD145CCTCCAB
2010353 bakterisini topraktan izole ederek bu enzimi kodlayan geni klonlamis, sekans
analizi ile dogruladiktan sonra bu enzimi ¢oziilebilir ve aktif formda P. pastoris’te
eksprese etmistir. Ekspresyon seviyesinin 800 mg/l kadar yiiksek seviyeye ve enzim
aktivitesinin yaklasik 9000 U/mg’a ulastigini, optimum pH ve sicakligin sirastyla 5,5 ve
50°C oldugunu bildirmistir. Ayrica rekombinant proteinin kismen glikozillendigini ve
yart omriiniin 50°C’de 26 saat, 60°C’de ise 23 dakika oldugunu belirlemistir. Ayrica
enzim aktivitesinin, kitosanin deasetilasyon derecesinin artmasiyla birlikte artis

gosterdigini bildirmistir.

Li et al. (2012), kemikli baliklarin metabolizmasinda, iireme ve gelisimlerinde anahtar
role sahip IGF-1 (insiilin benzeri biiyiime faktorii) rekombinant proteininin hem teorik
arastirmalarda hem de akuakiiltiir uygulamalarinda yararli bir ara¢ oldugunu
bildirmistir. Ancak E. coli ekspresyon sistemi kullanilarak dretilen balik IGF-1
proteininin kalitesinde bir eksiklik goriildiigiini ve bu is i¢in maya ekspresyon
sisteminin denendigini belirtmistir. Calismada IGF-1 proteinini lireten maya ekspresyon
sistemini kullanmak i¢in sinyal peptidaz ve E domaini igeren olgun turuncu benekli
orfoz baligi IGF-1 peptidini kodlayan ¢cDNA klonlanmis, metanolle indiiklenen P.
pastoris Kkiiltiir sivisina salgilanan rIGF-1’in, SDS-PAGE ve western blotlama ile
gosterilen molekiiler kiitlesinin 8,7 kDa oldugu tespit edilmistir. Uretimin 24 saatlik
indiikleme ile arttig1 ve optimum pH’nin 5 oldugu bildirilmis, rekombinant protein,
amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan Ni*? afinite kromatografisi ile saflagtirilmis,
420 ml kiiltiir stipernatantindan 17,9 mg protein elde edilmis ve saflik oran1 92,4 olarak
belirlenmistir. Sonrasinda rIGF-1’in MFC-7 ve GP hiicre hattinin ¢ogalmasini uyarma
yeteneginde oldugu dogrulanmis ve sonug olarak P. pastoris ekspresyon sisteminin hem
aragtirma hem de akuakiiltlr uygulamalarinda fonksiyonel rIGF-liiretimi igin

kullanilabilecegi bildirilmistir.
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Jiang et al. (2012) tarafindan peynir yapiminda siitiin koagiilasyonuna neden olan K-
kazeinin ¢6ziinmez formu olan para-K-kazeinin olusmasi i¢in kazeinin Phe105-Met106
peptid bagimi spesifik olarak kiran kimosin, rekombinant olarak elde edilmeye
calisilmistir. Calismada giivenilir ve etkili, alternatif bir siit koagiilant1 elde etmek i¢in
sigira ait prokimosin B segilerek P. pastoris’te ekspresyonu saglanmistir. Rekombinant
kimosin, salgilanan formda eksprese edilmis ve siit-koagiilasyon aktivitesi gostermistir.
Amonyum siilfat ¢oktlirmesinin ardindan iyon degisim kromatografisi yapilmis ve
%24,2 oraninda yaklasik 36 kDa molekiiler kiitleye sahip saf enzim elde edilmistir.
Proteolizis Olglimii enzimin kazeini spesifik olarak hidroliz ettigini gdstermis, ayrica
enzimin 25-50°C’de stabil oldugunu ve 37°C’de pH 4’te optimum aktiviteye sahip
oldugunu bildirmistir. Mn*?, Fe*3, Mg*? ve Na' gibi katyonlarin rekombinant kimosin
aktivitesini artirdigi, K*, Co*?, Zn*?, Ni*? ve daha az miktardaki Cu*?’nin inhibe ettigni
bildirmistir. Sonuglar, rekombinant sigir kimosininin bir siit koagiilant1 oldugunu ve

peynir liretiminde giivenilir ve etkili enzim olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Yu and Tang (2012), kitin degredasyonu ile biyoaktif kitooligosakkaritlerin yapiminda
onemli uygulamaya sahip olan Trichoderma sp. endokitinaz enziminin aktivitesini
artirmak amactyla P. pastoris GS115'te eksprese etmistir. Elde edilen rekombinant sus
%0,5'lik metanol indiiksiyonu ile kiiltiir sivisina enzimin salgilanmasini gergeklestirmis,
72 saatlik inkiibasyon sonrasi enzim aktivitesinin 89,3 U/ml’ye, konsantrasyonunun ise
365 mg/I’ye ulastig1, kitini pargalayan optimal toz kitin konsantrasyonunun %4, pH’ nin
7 ve sicakligin 30°C oldugu bildirilmistir. Sonuglar rekombinant endokitinazin 1yi bir
kitin pargalama yetenegine sahip oldugunu ve gelecekte biyoaktif kitooligosakkarit

yapiminda kullanilabilecegini gostermistir.

Seok et al. (2012), agarozu a-1,3 bagindan hidroliz eden Thalassomonas JAMB A33'iin
a-agarazi kodlayan AgaA genini (2,3 kb) indiiklenebilir ekspresyon vektorlerine
klonlamis, Pvt-AgaA (ADHI promotdér) ve pYInu-AgaA (GAL10 promotor)
plazmitlerini S. cerevisiae SEY2102 ve FY833 suslarina, pPIC9-AgaA plazmitini ise P.
pastoris GS115 susuna transfer etmistir. SEY2102/pYInu-AgaA transformantinda

rekombinant a-agaraz aktivitesinin 0,3 U/ml’den 1,6 U/ml’ye ulastigin1 ve caligmada
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kullanilan P. pastoris ekspresyon sisteminin rekombinant a-agaraz {iretimi i¢in uygun
olmadigint ayrica endiisriyel kullanim i¢in mayada rekombinant a-agaraz iiretiminin

gergeklestirildigi ilk ¢alisma oldugunu bildirmistir.

Eom et al. (2013), Candida antarctica lipaz B (CalB) genini PCR ile ¢ogaltip,
pPICZaA plazmitine klonladiktan sonra P. pastoris mayasinda eksprese etmistir.
Yaklasik 34 kDa agirligindaki CalB, rekombinant P. pastoris X-33 tarafindan basarili
bir sekilde salgillanmistir. 140 saatlik c¢alkalamali kiiltiirde kuru hiicre agirligr ve
ekstraselliiler lipaz aktivitesinin sirastyla 5,4 g/l ve 57,9 U/l oldugu belirlenmistir. 110
saatlik kesikli-beslemeli kiiltiirde ise kuru hiicre agirligt ve lipaz aktivitesinin sirasiyla
135,7 g/l ve 11,900 U/l’ye yiikseldigi tespit edilmistir. P. pastoris’ten elde edilen
CalB’nin  Ozellikleri, Aspergillus oryzae’den elde edilen ticari enzimle
karsilastirildiginda  kinetik ¢aligmalar ve spesifik aktivitenin, sicaklik ve pH
stabilitesinin, glikozilasyon varliginin, makropor re¢inede immobilizasyon derecesinin,
oleik asit ve n-butanol arasindaki esterifikasyon reaksiyon {iriinlerinin birbirleriyle
benzer oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, P. pastoris tabanli ekspresyon sisteminin

endiistriyel acidan timit verici oldugunun basaril bir sekilde kanitlandig: bildirilmistir.

Zou et al. (2013), Penicillium purpurogenum’a ait B-glukuronidaz enziminin E. coli ve
P.pastoris’te  karsilagtirmali  ekspresyonunu gergeklestirerek enzimi  saflastirip
karakterize etmistir. Farkli rekombinant ekspresyon sistemlerinde post-translasyonal
modifikasyonlarin rekombinant enzimin katalitik 6zellikleri lizerine etkisini arastirmak
icin Penicillium purpurogenum Li3'e ait B-glukuronidaz (PGUS) genini klonlayip E.
coli BL21 ve P. pastoris GS115'te eksprese etmistir. Rekombinant E. coli’nin bu enzimi
ana susundan 15 kat, P. pastoris’in ise 6,9 kat daha yiiksek seviyede tirettigini,
rekombinant E. coli (PGUS-E) ve P. pastoris (PGUS-P)’ten elde edilen enzimin afinite,
iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak sirasiyla 35,9 ve 47,4 kat
saflastirildigii E. coli’den elde edilen, glikozillenmemis PGUS-E proteininin
molekiiler kiitlesinin yaklasik 72,43 kDa ve P. pastoris 'ten elde edilen, glikozillenmis
PGUS-P proteininin molekiiler kiitlesinin ise yaklasik 78,83 kDa oldugunu bildirmistir.

Her iki rekombinant enzimin benzer optimum pH’ya sahip olmasma ragmen
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glikozillenmis PGUS-P’nin, glikozillenmemis PGUS-E ile karsilagtirildiginda 6nemli
seviyede daha yiiksek sicaklik stabilitesine ve metal iyonlarina kars1 daha az duyarliliga
sahip oldugu, ayrica daha diisiik Ky degerine ve kcat/Ky’nin daha yiliksek oldugunu
belirlemistir. Sonuglarin B-glukuronidaz enziminin katalitik 6zelligi lizerinde P.pastoris
ekspresyon sistemindeki post-translasyonal modifikasyonlarin anahtar rolii oldugunu ve
prokaryotik ekspresyon sisteminden daha yiiksek potansiyel stabilitesi ile endiistriyel
enzimlerin fonksiyonel iyilestirilmesinde Onemli bir ara¢ olarak kullanilabilecegini

gosterdigini bildirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan besiyeri, molekiiler markirlar, Kitler ve tiim kimyasallar,
Invitrogen Ltd., Sigma Ltd., Fermentas, Difco Lab., Fluka Ltd. ve Merck Ltd.

firmalarindan temin edildi.

3.1.2. Kullamilan mikroorganizmalar

Calismada Invitrogen firmasindan temin edilen Pichia pastoris X-33 mayas1 ve E. coli
TOP10 bakterisi kullanildi.

3.1.3. insan karaciger cDNA kiitiiphanesi

Invitrogen firmasindan temin edilen insan karaciger cDNA kiitiiphanesi, PON1 genine

ait sekansin PCR ile ¢ogaltilmasi igin kullanildi.

3.1.4. Gene spesifik primerler

PON1 genine ait restriksiyon kesim enzimleri tanima sekanslarini i¢eren ileri ve geri
primerler, http://www.appliedbiosystems.com (T, calculator) adresinden uygun Tn

sicakliklart hesaplanarak dizayn edildi.
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Cizelge 3.1. PON1 genini ¢ogaltmak i¢in dizayn edilen primerler

Primer Ad1i  Sekansi Tm (°C) %GC Uzunluk (bg)
EcoRI-PON1 GAGAATTCATGGCGAAGCTGA 61.20 48 21

ileri primer

Xbal-PON1  GCGICTAGAGAGCTCACAGTAAAGAG 60.19 44 26

geri primer

*Alt1 ¢izili kisimlar restriksiyon enzim tanima bolgesini gosterir.

3.1.5. pPICZaA vektorii

Calismada kullanilan pPICZoA vektori, Invitrogen firmasindan temin edildi. Vektoriin
sekli ve gen haritas1 Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de verildi.

EeoR |
Pmil
Sl
BsmB |
Asp718
Kpnl
Sacll
Mot |
Xbal

Xholt

E}{fm It
Cla I*
PsfI*

[omvseptone]| oxis [0

Sekil 3.1. pPICZa A,B,C vektorii

pPICZa vektorlerinin yalnizca c¢oklu klonlama boélgeleri farklilik gosterirken asagida

belirtilen diger bolgeleri ortaktir (Pst I, B tipi ve Cla I, C tipi vektoérde bulunur).
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e AOXI1 promotoriinii igeren 5" fragment; rekombinant gen ekspresyonunu diizenler,
metanolle indiiklenir.

e o sekresyon sinyal faktorii; lireme ortamina rekombinant proteinin sekresyonunu
saglar.

e Zeosin antibiyotigine diren¢ geni; hem E. coli hem de Pichia’da transformant se¢imi
saglar.

e PUC orjini; E.coli’de yiiksek kopya replikasyonu saglar.

e Coklu klonlama bolgesi; on iki restriksiyon enziminin tanima sekansini igerir.

e AOXI terminator bolgesi; etkili transkripsiyon terminasyonu saglar.

e C-myc epitop ve polihistidin (6xHis) kuyrugu i¢eren C-terminal peptid; rekombinant
proteinin kolay saflastirilmasi i¢in kullanilir (Invitrogen 2010b).
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5" endof AQXYT mRMNA 5" AQXT priming ane

| I
811 ARCCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAR TTGCGACTG: TTCCRATTGR

- 1
871 CARGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTARCGRE CAACTTGAGR AGATCAARRR ACAKRRCTAATT

[
931 ATTCGAARACG ATE AGA TTT £CT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Fhe Fro Ser Ile Fhe Thr Ala Val Leu Fhe Ala Ala

U983 TOC TCC GCA TTA GCT GCOT CCA GTC ARC ACT ACA ACA GAM GAT GAR ACG GCA
Ser Ser Ala lLeu Ala Ala Fro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

a-factor signal sequence

1034 Canx ATT CCG GCT GAR GOT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAR GGG GAT TTC
Gln Ile PFro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Fhe

MES GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC ARC AGC ACE RAT ARC GGG TTA TTG TTT
Azp Val Ala Val Leu Fro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu FPhe

x]'l;l:l I*

T
113 ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GOT GCT AARR GAA GAAM GGG GTA TCT CTC
Ile A=n Thr Thr Ile &la Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leun
HKex2 signal deavage Rl Pmil sfl Barrt | AspT181

1187 GAG Ahp AGR GAG GCT GAR GEE MTTEAE GTGGEEEPM CEGGCEGTE TEGQ’.TEGGT
Glu Lys Arg Glu Ala‘ Glu Ala‘

Steld signal cleavage
!qn.nl Mhal Sacll M:d'l xt-al CAMC Bpiope

1244 ACETEGAGEE GEGEEGGEE GEEAGETTTC TA GM CAR RAR CTC ATC TCA GAR GAG
Glu Glo Lys Leu Ile Ser Glu Glu

pohyhistidine teg

1 [ 1
1299 GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTAGCC
Azp leu A=n Ser Ala Val Asp His His His His His Hig ***

1351 TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG GGUCACTTACG AGRAGACCGSG TCTTGCTAGA
3" AQKY pnming aite
1411 TTCTARTCAR GAbGRTGTEA GRATGCCATT TG’CICTGAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT
3" polyadenylation sie
1471 ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG GATTTTTTTT G‘I‘C!DLT TTTGT TTCTTCTCGT

Sekil 3.2. pPICZoA plazmitine ait ¢oklu klonlama bdlgesinin niikleotid sekansi
(Invitrogen 2010b)

3.1.6. Kesim enzimleri (Restriksiyon Endoniikleazlar)

www.restrictionmapper.org adresinden vektore yerlestirilecek geni kesmedigi belirlenen
EcoRI, Xbal ve Pmel kesim enzimleri, Fermentas firmasindan temin edildi (EK 6).
Kullanilan kesim enzimleri, bu enzimlerin tanima sekanslar1 ve kesim noktalar1 Cizelge

3.2°de verildi.


http://www.restrictionmapper.org/
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Cizelge 3.2. Kesim enzimlerinin tanima sekanslar1 ve kesim noktalari

Enzim Hedef bolge

EcoRlI 5-GMAATTC-3'
Xbal 5-TA"CTAGA-3’
Pmel 5-GTTTMAAAC-3’

3.1.7. Vektore ait primerler

Rekombinant vektorii PCR’da ¢ogaltarak kontrol analizi yapmak i¢in agagidaki sekansa

sahip primerler kullanildi.

5’A0X1 primer; 5'-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’
3’AOX1 primer; 5-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

3.1.8. Kullanilan besiyerler

Rekombinant vektor, E. coli TOP10 hiicrelerine transforme edildikten sonra
rekombinant hiicrelerin se¢imi ve ¢ogaltilmasi i¢in zeosin antibiyotigi iceren LSLB agar
ve sivi besiyeri (EK 1), E. coli hiicrelerinden saflastirilan rekombinant vektoriin P.
pastoris’e transformasyonunun ardindan hiicrelerin gelismesi igin zeosin antibiyotigi
iceren YPD agar ve siv1 besiyeri (EK 1) ve PON1 enziminin ekspresyonu i¢cin BMGY
(6n kiiltiir) ve BMMY (iiretim) besiyeri (EK 1) kullanildi (Invitrogen 2010a).

3.1.9. Tampon ve stok soliisyonlar

Calismada kullanilan tampon ve stok soliisyonlarin igerigi ve hazirlanisi EK 2’de

verildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. PON1 genine ait sekansin cogaltilmasi

NCBI’da (National Center for Biotechnology Information) tespit edilen ‘insan
paraoksonazl’ (NM_000446.5) transkriptine ait sekansin (EK 3) amplifikasyonu i¢in
dizayn edilen ileri ve geri primerler ile Cizelge 3.3 ve 3.4'teki uygun gradient PCR

protokolii uygulanarak PON1 genine ait sekans ¢ogaltildi.

Cizelge 3.3. cDNA’nin PCR ile amplifikasyonu

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
cDNA (1/10) 3ul
dNTP mix (10 mM) 0,5 ul
MgCl; (25 mM) Tl
EcoRI-PONL1 I primer (10 pmol/ul) 1 ul
Xbal-PON1 G primer (10 pmol/ul) 1 pul
10xPCR buffer 2 ul
ddH,0 6 ul
Tagq DNA polimeraz 0,6 ul
Toplam 15,1 ul

Cizelge 3.4. PCR sartlar1

Dongii sayis1 Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 94 4

94 1
35 59-63,2 1

72 1:30

72 5

1 4 0
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3.2.2. Rekombinant vektoriin elde edilmesi

PONL1 enziminin iretimi ile ilgili gen bdlgesi, dizayn edilen ileri ve geri primerler ile
PCR’da cogaltildiktan sonra uygun restriksiyon enzimi ile kesilip genin aktarilacagi
vektor (pPICZoA) de ayni enzimle kesildikten sonra ligasyon yapildi. Bu islem

sonucunda rekombinant vektor elde edildi.

3.2.2.a. PCRiiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi

Bu asamada %]1°lik agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in hazirlanan miktara gore %1
oraninda tartilan agaroz, gerekli miktarda 1XTAE igerisine alindi. Mikrodalga firinda
eritilen bu karisim, 35-40°C’ye kadar sogutulduktan sonra son konsantrasyon 0,5 ug/ml
olacak sekilde etidyum bromiir eklenip jel katilagmaya birakildi. Jelin katilagmasini
takiben yiikleme boyasi ile karigtirilan PCR iriinleri kuyucuklara yiiklenip 60-70 V’de
markirla birlikte 45-60 dk yuritildii. Yiirime islemi tamamlandiginda bantlar, UV 151k
altinda gozlendi (Sambrook 2001).

3.2.2.b. PCR iiriiniiniin jelden ekstraksiyonu

PCR ile amplifiye edilen PON1 geni, restriksiyon enzimleri ile kesim oncesinde jelden
ekstraksiyonla saflastirildi. Bu islem i¢in Sigma firmasindan temin edilen ‘Gen Elute ™
Jel Ekstraksiyon Kiti’ kullanildi. Tim santifiij basamaklar1 12000-16000 g’de
gerceklestirildi. Agaroz jelde yiirtitiilen ve UV 1s1k altinda goriilen bantlar bant kesme
aparati ile jelden kesildi. Alinan bantlarin agirlig: tespit edilerek her 100 mg jel i¢in 300
ul ‘jel ¢cozme soliisyonu’ ilave edilip karisim, her 2-3 dk’da bir vortekslenerek 55°C’de
10 dk inkiibe edildi. Kolon, 2 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirilerek iizerine 500 ul
‘kolon hazirlama soliisyonu’” eklendi. 1 dk santrifiijlendikten sonra sivi kisim
uzaklastirildi. 1 jel hacmi kadar saf izopropanol eklenerek homojen hale gelinceye kadar
karistirildi. Karisim, hazirlanan kolona aktarilip 1 dk santrifiij edildikten sonra sivi
kisim uzaklastirildi. Uzerine 700 pul ‘yikama soliisyonu’ eklenerek 1 dk santrifiij edildi.

Sivi kistm uzaklastirilip kolon tekrar yerlestirilerek ekleme yapilmadan 1 dk
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santrifiijlendi. Kolon yeni bir tiipe alinarak iizerine 50 ul ‘eliisyon tamponu’ eklenip 1

dk santrifiij edildikten sonra saf olarak elde edilen PCR iiriinii kesim i¢in kullanildu.

3.2.2.c. PCR iiriiniiniin restriksiyon enzimleri ile kesimi

Kesim enzimlerinin tanima sekanslarini iceren PON1 genine ait PCR iiriini jelden

ekstraksiyonla saflastirildiktan sonra ECORI ve Xbal enzimleri ile kesildi.

Cizelge 3.5. PCR {irilinii kesim reaksiyonu karigim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar

dH.0 18 ul
10xFast Digest Buffer 3ul

DNA (PCR iiriinii) 7 ul (-200 ng)
EcoRI 1 ul

Toplam 29 pul

Cizelge 3.5’teki gibi hazirlanan karisim, 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. 80°C’de 5 dk
gerceklestirilen enzim inaktivasyonunun ardindan tiipe 1ul Xbal enzimi ilave edildi.
Karigim 37°C’de 30 dk inkiibe edilip, 65°C’de 20 dk inaktivasyon gergeklestirildi.

Reaksiyondan sonra kesilen genin fenol/kloroform ile ekstraksiyonu gergeklestirildi.

3.2.2.d. Kesilen iiriiniin fenol/kloroform ekstraksiyonu

Her iki enzim ile kesilen DNA solisyonu, steril saf su ile 100 pl’ye tamamlandi.
Uzerine yarrm hacim fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1) ilave edilerek 20 sn
vortekslendi. 14500 rpm’de oda sicakliginda 10 dk santrifiij edildi. Ust faz, temiz bir
tiipe alinip alinan fazin 1/10 hacmi kadar 3 M sodyum asetat ve 2,5 hacim saf etanol
ilave edilerek vortekslendi. 14500 rpm’de 5 dk santrifiijjlendi. Siipernatant
uzaklastirilarak pelet, 10-20 ul TE tamponunda ¢oziildi (Kaymak 2008).
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3.2.2.e. Vektor DNA’nin kesimi

PCR iiriiniiniin kesimi ve saflagtirllmasinin ardindan vektér DNA da ayni enzimlerle
kesilerek 5’ ucundaki fosfat gruplarini uzaklastirmak i¢in CIAP enzimi ile muamele
edildi.

Cizelge 3.6. Vektor DNAnin kesim reaksiyonu karisim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
dH,0 14 ul
10xFast Digest Green Buffer 2 ul
DNA 2 pl(Tug)
EcoRl I ul
Toplam 19 pl

Cizelge 3.6°daki gibi hazirlanan karisim, 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra
80°C’de 5 dk enzim inaktivasyonu gergeklestirildi. Tiipe 1ul Xbal ilave edildikten sonra
37°C’de 30 dk inkiibe edilip 65°C’de 20 dk inaktivasyon gerceklestirildi. Ardindan 1pl
CIAP ilave edilerek 37°C’de 5 dk inkiibe edildi. Bu reaksiyon sonucu lineer hale
getirilen plazmit, jelde yiriitiilerek kesilip kesilmedigi teyit edildi.

3.2.2.f. Vektor DNA’nin jelden ekstraksiyonu

Kesim reaksiyonu sonrasi jele yiiklenip yiiriitiilen 6rnek, 3.2.2.b’deki gibi jelden
ekstrakte edilerek hem CIAP uzaklastirilmis hem de kesilen vektor DNA saflastirilmis

oldu.

3.2.3. Ligasyon reaksiyonu

Vektore yerlestirilecek gen ve vektor DNA, restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra

reaksiyon karisimina gen /vektor DNA orani 3/1 olacak sekilde asagidaki esitlige gore
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hesaplanarak ilave edildi (Biiyiiksungur 20006).

vektére yerlegtirilecek gen uzunlugu (be) 3
vektor miktari(ng) x x —— = vektire yerlestirilecek gen miktari{ng)
vekttér DNA uzunlugu (bg) 1

Cizelge 3.7. Vektor DNA ve vektore yerlestirilecek genin ligasyon reaksiyonu karisim
icerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar

Saf su 19,5 ul

5x ligasyon tamponu 8 ul

Vektor DNA 2 ul (72 ng)
Vektore yerlestirilecek DNA 8 ul (66 ng)
T4 DNA ligaz 2,5 ul
Toplam 40 ul

Cizelge 3.7°deki gibi hazirlanan ligasyon reaksiyonu 16°C’de 16 saat inkiibe edilerek
gergeklestirildi.

3.24. Rekombinant vektoriin kompetent E. coli TOP10 hiicrelerine

transformasyonu

Elde edilen ligasyon iriiniiniin bakteri hiicrelerine transformasyonu igin -86°C’den
alinan kompetent hiicre tiipli buz iizerinde ¢oziillip iizerine 1-5 pl DNA (10 pg-100 ng)
ilave edilerek yavasga karistirildi. Tiip, buz tizerinde 30 dk inkiibe edildikten sonra 1s1
soku i¢in hiicreler ¢alkalamadan 42°C’de 30 sn bekletildi. Siire sonunda 42°C’den
alinarak buz iizerinde 2 dk bekletildi. Tiipe steril ortamda 6nceden 1sitilmig S.O.C
besiyerinden 250 ul ilave edilip kapagi sikica kapatilarak c¢alkalayict inkiibatorde
37°C’de 225 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Onceden 1sitilmis LSLB-zeosin segim
plaklarina transformasyon karigimindan 20-200 pl yayilarak 37°C’de 1 gece
inkiibasyona birakild1 (Invitrogen 2010a).



53

3.2.5. PON1 genine ve vektor DNA’ya ait primerler kullamlarak ilgili sekanslarin
koloni PCR ile amplifikasyonu

Inkiibasyon sonras1 gelisen kolonilerden 34 koloni segilip vektore yerlestirilen PON1
genine ve vektor DNA’ya ait primerlerin kullanildigi Cizelge 3.8 ve 3.9’daki PCR
protokolii uygulanarak koloni PCR yapildi. PCR reaksiyonu kurmak i¢in koloniden ¢ok
kiiciik miktar mikropipet ucu ile alinarak pipet ucu, PCR reaksiyon karigimi iizerine
yerlestirilip etrafinda sabit¢e ¢evrildikten sonra PCR reaksiyonu baglatildi (Kaymak
2008).

Cizelge 3.8. Koloni PCR igin reaksiyon karigim igerigi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 ul
MgCl, (25 mM) Tl
fleri primer (10 pmol/pul) 1 ul
Geri primer (10 pmol/pl) 1 ul
10xPCR buffer 1 ul
ddH,0 6,6 ul
Tagq DNA polimeraz 0,6 ul
Toplam 12 ul

Cizelge 3.9. PCR reaksiyon sartlart

Dongii sayis1 Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 94 4

94 1
35 61/59 1

72 1:30

72 5

1 4 0
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Agaroz jel elektroforezinde PONL1 genine ait, bant goriilen kolonilerden 9., 16., 17.,
23., 24., 25., 27., 28. ve 30. kolonilerle gene ve vektore ait primerler kullanilarak ikinci
bir koloni PCR yapildi.

3.2.6. Muhtemel rekombinant kolonilerden plazmit DNA izolasyonu

Bu islem i¢in ‘Invitrogen-PureLink-Hi-Pure plazmit DNA saflastirma kiti’ kullanildi.
Transforme edilmis E. coli hiicreleri LSLB-zeosin besiyerinde 1 gece gelistirildi ve
bakteri hiicreleri 600 nm de optik dansite 2,0 (ODggo) oldugunda yiiksek kopya sayili
plazmitler i¢in bir mikrosantrifiij tiiptine 1 gecelik kiiltiirden 1-3 ml alinip 4000 g’de 5-
10 dk santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pelete 0,4 ml RNase igeren
‘resiispansiyon tamponu’ ilave edilerek hiicreler, homojen oluncaya kadar siispanse
edildi. Uzerine 0,4 ml ‘lizis tamponu’ ilave edilen lizat karisimi, yavasca ters cevrilerek
tamamen homojen oluncaya kadar karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk inkiibe
edildi. 0,4 ml ‘presipitasyon tamponu’ilave edilip tiipler ters gevrilerek tamamen
homojen oluncaya kadar karistirildi. Lizat, 12000 g’de oda sicakliginda 10 dk
santrifiijlendi. Elde edilen silipernatant, dengelenen kolona yiiklenip kolondaki
soliisyonun yercekimi ile akip kurumasi beklendi. Kolon, iki kez 2,5 ml ‘yikama
tamponu’ ile yikanip her yikamadan sonra kolondaki soliisyonun yercekimi ile akip
kurumasi beklendikten sonra alttaki sivi uzaklastirildi. Kolonun altina steril bir eliisyon
tipi yerlestirildi. 0,9 ml ‘eliisyon tamponu’ eklenerek soliisyonun yergekimi ile akip
kurumasi beklendikten sonra kolon atildi. Eliisyon tiipiine 0,63 ml izopropanol ilave
edilerek iyice karigtirildiktan sonra 12000 g’de 4°C’de 30 dk santrifiij edilip slipernatant
dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. DNA peleti 1 ml %70’lik etanol ile siispanse edilip
12000 g’de 4°C’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.
10 dk siireyle havada kurutulan DNA peleti, 50 ul ‘TE tamponu’nda siispanse edildi.
Saflastirilan DNA kullanilmak tizere +4°C’de saklandi.
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3.2.6.a. Kolonilerden izole edilen muhtemel rekombinant plazmitlerin agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilmesi

9., 16., 25., 27., 28. ve 30. kolonilere ait izole edilen plazmit soliisyonlarindan 5’er ul
jele yiiklenerek 60 V’de 45-60 dk yiiriitiildii.

3.2.6.b. Vektore ait primerler kullanilarak izole edilen plazmit sekansinin PCR ile

amplifikasyonu

Izole edilen 9., 16., 25., 27., 28. ve 30. koloni plazmitlerinin vektor ileri ve vektdr geri
primerleri (VI/VG) ile Cizelge 3.10 ve 3.11°de belirtildigi sekilde PCR protokolii
uygulandi.

Cizelge 3.10. Muhtemel rekombinant plazmit ile yapilan PCR reaksiyonu karigim
icerigi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 ul
MgCl, (25 mM) Tul
Plazmit DNA 3ul
Vektor 1 primer (10 pmol/ul) 1 ul
Vektor G primer (10 pmol/ul) 1 ul
10xPCR buffer 2 ul
ddH,0 5,6 ul
Taqg DNA polimeraz 0,6 ul

Toplam 15 ul
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Cizelge 3.11. PCR reaksiyon sartlari

Dongii sayis1 Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 9 4
9 1
35 59 1
72 1:30
72 5
1 4 o0

3.2.6.c. Muhtemel rekombinant plazmitin EcoRI ve Xbal ile kesilmesi

30. koloniden izole edilen muhtemel rekombinant plazmitin miktar1 belirlendikten sonra

EcoRlI ve Xbal enzimleriyle kesim reaksiyonu gergeklestirildi.

Cizelge 3.12. Muhtemel rekombinant plazmit kesim reaksiyonu karisim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
dH,0O 15 ul
10xFast Digest Green Buffer 2 ul
Vektor DNA 1 ul
EcoRl 1 ul
Toplam 19 ul

Cizelge 3.12°deki gibi hazirlanan karisim, 37°C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra
80°C’de 5 dk enzim inaktivasyonu gerceklestirildi. 1ul Xbal ilave edilen karisimin
37°C’de 30 dk inkiibasyonundan sonra 65°C’de 20 dk inaktivasyon gergeklestirildi.
Reaksiyon sonrasi ornek, jele yiiklenerek vektor DNA’ya ve vektore yerlestirilecek

gene ait bantlar gozlendi.
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3.3. Gliserolde stoklama

Dogru transformant tespit edildikten sonra rekombinant plazmiti tasiyan hiicrelerin
cogaltilarak gliserolde stoklanmasi i¢in koloniden alinan bakteri 25 ug/ml zeosin igeren
LSLB plaga ekilerek 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Gelisen kolonilerden biri
almarak 10 ml, LSLB-zeosin sivi besiyerine inokiile edildi. ODggy degeri 0,5-0,7
oluncaya kadar hiicrelerin biiylimesi saglandi. 0,85 ml kiiltiir sivisi, 0,15 ml steril

gliserol ile karistirilarak hizlica s1v1 azotta dondurulduktan sonra -86°C’de stoklandi.

3.4. E. coli hiicrelerinden saflastirilan rekombinant vektoriin sekans analizi

Plazmitlere klonlanan genlerin sekans analizinde dizayn edilen primerler kullanilarak
klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek igin gliserolde stoklanan rekombinant plazmiti
tastyan hiicreler, LSLB-zeosin sivi besiyerinde ¢ogaltilip 3.2.6’daki gibi rekombinant
plazmit izole edilerek elde edilen hibrid genin niikleotid sekans analizi IONTEK firmasi

(Istanbul) laboratuvarlarinda DNA sekans analiz cihazi ile yapildi.

3.5. E. coli hiicrelerinden saflastirilan rekombinant vektoriin lineer hale getirilmesi

Saflastirilan rekombinant plazmitin maya genomuna entegre olabilmesi i¢in AOX
promotor bolgesinden Pmel enzimi ile lineer hale getirildi. Bu islem igin Cizelge
3.13’teki gibi hazirlanan karisim, 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. 65°C’de 10 dk
inaktivasyon yapildi. 1 pul CIAP ilave edilerek 50°C’de 5 dk inkiibe edildi. Rekombinant
vektoriin kesilip kesilmedigini anlamak igin tiiplerdeki karistmdan 2’ser ul agaroz jele

yiiklenerek yiiriitiildii.
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Cizelge 3.13. Rekombinant plazmit kesim reaksiyonu karisim igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar
Steril Su 15 ul
10xFast Digest Buffer 2 ul
Plazmit 2 ul
Pmel 1 ul
Toplam 20 pl

3.5.1. Kesilen rekombinant vektoriin fenol/kloroform ile ekstraksiyonu

Kesilen DNA soliisyonu steril saf su ile 300 pl’ye tamamlandi. Uzerine yarim hacim
fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1) ilave edilerek 20 sn vortekslendi. 14500 rpm’de
oda sicakliginda 10 dk santrifiij edildikten sonra iist faz temiz bir tiipe alindi. Alinan
fazin 1/10 hacmi kadar 3 M sodyum asetat ve 2,5 hacim saf etanol eklenerek
vortekslendi. 14500 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirilarak pelet
havada kurutulduktan sonra 50 pl steril saf suda ¢ozildi (Kaymak 2008).

3.5.2. Lineer rekombinant vektoriin P. pastoris’e transformasyonu ve seleksiyonu

Transformasyon islemi, {iretici firmanin tarifine gore LiCl metodu kullanilarak
gerceklestirildi (Invitrogen 2010a). Bu amagla Pmel enzimi ile kesilip fenol/kloroform
ile ekstrakte edilen rekombinant vektoriin kompetent yapilan maya hiicrelerine

transformasyon islemi gerceklestirildi.

3.5.2.a. Kompetent P. pastoris hiicrelerinin hazirlanmasi

P. pastoris X-33’tin YPD agarda 30°C’de 60 saat inkiibasyonunun ardindan kiiltiirden
tek koloni alinarak YPD siv1 besiyerine inokiile edilen hiicrelerin ODgoo degeri 0.8-1’e
ulagtiginda  kiiltiir sivisi, 4°C’de, 1500 g’de 4dk santrifiijlendi. Siipernatanti
uzaklastirilan pelet, steril saf su ile yikanip tekrar 1500 g’de 6 dk santrifiij edildi. Elde
edilen pelet, 1 ml 100 mM LiCl soliisyonu ile yeniden siispanse edilerek 1,5 ml’lik
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mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi. 15 sn maksimum hizda santrifiij edildikten sonra
LiCl pipetle uzaklastirilip hiicreler yeniden 400 pl, 100 mM LiCl ile siispanse edildi.
Her bir transformasyonda kullanilmak {izere hiicre siispansiyonu, ependorf tiiplerde 50

ul’lik alikuotlar halinde hazirlandi.

3.5.2.b. Transformasyon

Transformasyon islemi, kompetent hiicreler hazirlandiktan sonra derhal yapildi. Bu
islem i¢in; 25 ul som baligi sperm DNA’s1 (2 mg/ml) 5 dk kaynatilip hizli bir sekilde
buz tizerinde sogutuldu. Kompetent yapilan alikuot halindeki hiicre peleti 4000 g’de 2
dk santrifiijlenerek LiCl pipetle uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin {lizerine sirasiyla 240
ul %50 PEG, 36 ul 1 M LiCl, 25 ul som baligt sperm DNA’s1, 50 pl steril saf su iginde
lineer plazmit DNA (5-10 pg) ilave edildi. Karisim, hiicre peleti tamamen ¢6ziiliinceye
kadar hizlica vortekslenip 30°C’de 30 dk ¢alkalamadan inkiibe edildikten sonra 42°C’ye
ayarli su banyosuna alinarak 20-25 dk bekletildi. 4000 g’de sanrifiijlenerek siipernatant
uzaklagtirildi. Hiicreler, antibiyotik icermeyen 1 ml YPD ile siispanse edilip 30°C’de
calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyondan 1 saat ve 4 saat sonra uygun
konsantrasyonda zeosin (400 pg/ml) i¢eren YPD plaklarina 25-100 pl siispansiyon
yayilip plaklar 30°C’de 2-3 giin inkiibe edildi.

Transformasyonu takiben rekombinant vektoriin maya genomunun 5" AOX1 bdlgesine

basit krossing-over olayi ile ger¢eklesen entegrasyonu Sekil 3.3 ve 3.4°te verildi.
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Zeosin

Pichig genomm

5 AQXT veyi saxfiARGd TT

Ekspresyon kaseti

Sekil 3.3. Transformasyon sonrasi Pichia genomunda gerc¢eklesen basit krossing-over
olay1 (Invitrogen 2010a)

[ cDNA kiitiphanesi |

l PCR iglemi

| EcoRI | PON1 | Xbal | PONI geninin PCR iriad

l Kesim ve ligasyon iglemi

ADX1

PPICZaA::FONI

46kb

Genom

AOX promotorii

EeoRl  Xéal

Pmel PON1AOXITT  ZeosinpUCon Pmel

geni

Sekil 3.4. pPICZoA::PONI1’in P. pastoris genomuna entegrasyonunun sematik
gosterimi

(Genomun her iki ucundaki AOX promotoriine homolog bdlgeye sahip rekombinant plazmit, Pmel
enzimi ile AOX promotér bolgesinden Kkesilerek lineer hale getirilir. Plazmitin genoma entegrasyonundan
sonra genomda AOX promotoriiniin iki fonksiyonel kopyasi bulunur)
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3.6. Dogru transformant secimi i¢cin koloni PCR ile kontrol analizi

Inkiibasyon sonrasi YPD-zeosin agarda gelisen kolonilerden 6 tanesi segilip PON1
genine ve vektor DNA’ya ait ileri ve geri primerler kullanilarak PCR reaksiyonu
gergeklestirildi. Bu islem ig¢in test edilecek maya kolonilerinden cok kiigiik miktar
mikropipet ucu ile alinip, pipet ucu PCR tiiplerine yerlestirildi ve tiipler mikrodalga
firnin maksimum sicakliginda 3 dk isitildiktan sonra her bir tiipe Cizelge 3.14°te
verilen PCR karisimi ilave edilerek Cizelge 3.15’te belirtildigi gibi PCR reaksiyonu
baslatildi (Kaymak 2008).

Cizelge 3.14. Koloni PCR reaksiyon karigim igerigi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
dNTP mix (10 mM) 0,8 ul
MgCl, (25 mM) Tl
EcoRI-PON1/Vektor I primer (10 pmol/ul) 1 pl
Xbal-PON1/Vektor G primer (10 pmol/pul) 1 ul
10xPCR buffer 1l
ddH,0 6,6 ul
Tagq DNA polimeraz 0,6 ul
Toplam 12 ul

Cizelge 3.15. PCR reaksiyon sartlar

Dongii sayis1 Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 94 4

94 1
35 61/59 1

72 1:30

72 5

1 4 0
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3.7. Rekombinant P. pastoris’in gliserolde stoklanmasi

Dogrulugu tespit edilen tek koloniler, YPD agardan toplanarak bir gece YPD sivi
besiyerinde gelistirildikten sonra santrifiij edilerek toplanan hiicreler %15 gliserol
iceren YPD besiyerinde yeniden siispanse edilerek sivi azotta hizlica dondurulup -
86°C’de stoklandi.

3.8. Rekombinant PON1 enziminin iiretimi

Dogru P. pastoris transformantlari se¢ildikten sonra PON1 enziminin {iretimi igin YPD
agarda 48-72 saat gelistirilen rekombinant hiicreler, 6n yetistirme i¢in BMGY
besiyerinde 30°C’de 225 rpm’de 18 saat inkiibe edildikten sonra oda sicakliginda, 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edilerek BMMY {ireme besiyeri ile slispanse edilip, 50 ml
besiyeri i¢eren 500 ml hacimli bolmeli erlenmayerlerde 30°C’de 280 rpm’de 120 saat
inkiibe edildi. Her 24 saatte bir besiyerine gen indiiksiyonu i¢in %0,5 saf metanol ilave
edildi. Her 24 saatlik inkiibasyon sonrasi alinan ornekler, 4°C’de, 3000 rpm’de 15 dk

santrifiij edilerek elde edilen siipernatantlarda aktivite 6l¢iimii ve protein analizi yapildi.

3.8.1. Rekombinant protein analizi

Inkiibasyon sonucu elde edilen kiiltiirden alinan 6rneklerden santrifiij sonrasi elde
edilen siipernatantin 50 pul’si SDS-PAGE jel yiikleme tamponu (EK 2) ile karigtirtldi. 5
dk kaynatildiktan sonra 10-20 ul 6rnek jele yiiklenip yiiriitme sonucu protein bantlar

glimiis boyama yapilarak gozlendi.

3.8.1.a. SDS-PAGE analizi ve giimiis boyama

Elektroforez plakalar1 dnce su sonra alkol ile iyice yikandi. Iki cam plaka birbiri {izerine
konup jel hazirlama aparatina yerlestirilerek sikistirildi. Ayirma jeli hazirlandiktan sonra

plakalar arasina pipetle dokiilerek jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in izopropanol ile ince
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bir tabaka olusturuldu. Polimerlesme gerceklestikten sonra iizerindeki izopropanol
dokiilip yigma jeli st ylizeye kadar ilave edilerek tarak dikkatlice yerlestirildi.
Polimerlesmenin ardindan tarak ¢ikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirilip
yiiriitme tamponu ilave edildi. Hazirlanan numunelerden kuyulara 10-20 pl yiiklenerek
once 60 V’de 30 dk daha sonra 120 V’de 90 dk oda sicakliginda yiiriitiildii (Laemmli
1970). Siire sonunda cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Cikarilan jel,
‘tespit soliisyonu’na alinarak 30 dk yavasca calkalandi. Siire sonunda ‘rediiksiyon
soliisyonu’na alinip 30 dk calkalandiktan sonra saf su igerisine alinarak 5 dk ¢alkalandi
ve bu islem 3 kez tekrarlandiktan sonra ‘boyama soliisyonu’na alinarak 20 dk
calkalanmaya birakildi. Boyamadan sonra saf su ile yikanan jel, ‘yikama-1
soliisyonu’na alinip standart protein bantlar1 goriiniinceye kadar yavasca elle ¢alkalandi.
Daha sonra ‘yikama-2 soliisyonu’na alinarak zemin rengi agilincaya kadar bekletildi.

Saf su icerisine alinan jel goriintiilendi (Kullanilan soliisyonlar EK 2’de verildi).

3.8.2. Western blot tekniginin uygulanmasi

3.8.2.a. Protein orneklerini TCA (Trikloroasetik asit) ile ¢oktiirme

Western Blot analizi yapilirken o6ncelikle jele yiiklenecek Orneklerin protein
konsantrasyonunu artirmak i¢in TCA ¢6ktiirmesi yapildi. Bu islem igin; 1 hacim TCA
cozeltisi (EK 2) 4 hacim 6rnek {izerine ilave edilerek elde edilen karigim, 4°C’de 10 dk
inkiibe edildikten sonra 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant uzaklagtirildi.
Pelet iizerine 200 pl soguk aseton ilave edilerek yikama yapildi. 13000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Asetonla yikama islemi tekrarlandiktan
sonra pelet, 95°C’ye ayarlanan 1s1 blogunda kurutuldu. Kuruyan pelet, yiikleme

tamponunda ¢oziilerek jele yiiklendi (Bensadoun and Weinstein. 1976).

3.8.2.b. SDS jelinin hazirlanmasi ve yiiklenmesi

SDS-PAGE jeli 3.8.1.a’da anlatildig1 gibi hazirlanarak kuyulara yiiklenen ornekler

elektroforezde yiirtitiildii.
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3.8.2.c. Blotlama

TCA ¢oktiirmesi yapilip SDS-PAGE jelinde yiiriitiilen rekombinant protein i¢in uygun
Anti-His (C-term)-HRP antikoru (Invitrogen™) ile western blot analizi yapildi. Bu
islem i¢in; SDS- PAGE jel elektroforezinde yiiriitiilen jel, musluk suyunda yikandiktan
sonra ‘1x transfer tamponu’nda 5 dk bekletildi. Membranlar kullanilmadan o6nce
metanol ile 5 dk muamele edildikten sonra 1x transfer tamponu ile 5 dk muamele edildi.
Semidry Blotlama cihazina sira ile 4-5 parga blot kagidi, nitroseliilloz membran, jel ve 4-
5 parga blot kagidi konulup cihaz kapatildi. 1 watt elektriksel alana konulurak 75 dk
blotlama islemi yapildi. Siire sonunda membran alinip, bantlarin gectigi yiize gelecek
sekilde 10 ml ‘bloklama tamponu’nda 1 saat oda sicakliginda g¢evrilerek inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan membran, 20 ml ‘PBST’ (Phosphate-Buffered Saline + Tween
20) ile 2 kez 5 dk yavasca gevrilerek yikandi. 5 ml bloklama tamponuna 1 pl Anti-His
(C-term)-HRP antikoru ilave edildi. 1 gece +4°C’de yavas ¢alkalama ile inkiibe edildi.
Siire sonunda membran 20 ml PBST ile yavasca ¢alkalanarak 2 kez 5 dk yikandi. Femto
ve Pico substratlar1 (ECL reagent) kullanilarak antikorun kimyasal sinyal olusturmasi
saglanarak goriintiilendi. Ayrica nitroseliiloz membran Coomassie Brillant Blue ile

boyanarak da goriintiilenmesi saglandi (Budak 2009).

3.8.3. Kiiltiir sivisinda enzim aktivite tayini

Enzimin paraoksonaz aktivitesi, 25°C’de 1 mM CaCl, iceren 50 mM glisin/NaOH
tamponu (pH 10,5) igerisinde paraoksonun substrat olarak kullanilmasiyla (2 mM)
belirlendi (EK 2). Aktivite 6l¢iimii, paraokson ile PON1’in reaksiyonu sonucu olusan
paranitrofenol’iin 412 nm’de absorbans vermesi esasina dayanir ve paranitrofenol’iin
molar ekstinksiyon katsayist (€=18,290 Mt ecm™, pH 10,5) aktivitenin hesaplanmasi
icin kullanilir. Paraoksonazin enzim {initesi, 1 dakikada hidroliz olan paraokson’un

mikromol sayisidir (Renault et al. 2006).
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o) o)
HaC—HoC — O || PON, HsC—H,C—0O I 7\
>P—QNOZ — >P—OH + OH— NO>

H3C_H2C —O0 H3C_H2C —O0

paraokson dietil fosfat p-nitrofenol

Sekil 3.5. Paraoksonun paraoksonaz tarafindan hidrolizi

Enzim aktivite 6l¢timiinde kullanilan ¢6zelti miktarlar1 Cizelge 3.16°da verildi. PON1

enzimi i¢in aktivite hesab1 asagidaki denkleme gore yapildi.

Vr
X —x 1000

EU/ml = 15550 %V,

Bu formiilde yer alan simgeler asagida aciklanmistir;

EU/ml: 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

18,290: p-nitrofenolun pH 10,5'teki molar ekstinksiyon katsayisi
V7 Olgiimiin yapildigi toplam kiivet hacmi

Ve: Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Cizelge 3.16. Enzim aktivite 6l¢limiinde kullanilan ¢ozelti miktarlar

Stok c¢ozelti Kontrol kiiveti (ul) Numune kiiveti (ul)
50 mM glisin-NaOH (pH 10,5) 500 500
Saf su 120 120
2 mM paraokson ¢ozeltisi 330 330
Numune (kiiltiir s1vis1) - 50

Steril besiyeri 50 -
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3.8.4. Dogal sartlar altinda kolondan rekombinant protein saflastirma

3.8.4.a. Probond ™ Kkolonun hazirlanmasi

Rekombinant proteinin dogal sartlar altinda saflastirilmasi i¢in Oncelikle kolon
materyali hazirlandi. Bu islem i¢in; 10 ml’lik saflagtirma kolonuna 2 ml Probond™
nikel selatlayici regine dokiilerek kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan sivi
dikkatlice uzaklastirildi. 6 ml steril saf su ilave edilip regine ters gevrilerek ve kolona
hafifce vurularak yeniden siispanse edildi. Re¢inenin yer ¢ekimi ile kolona yerlesimi
saglandiktan sonra {iistte kalan sivi dikkatlice uzaklastirildi. Dogal sartlar altinda
saflastirma i¢in 6 ml ‘dogal baglanma tamponu’ (EK 2) ilave edildi. Regine ters
cevrilerek ve kolona hafif¢e vurularak yeniden siispanse edildi. Reginenin yer ¢ekimi ile
kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan siv1 dikkatlice uzaklastirildi. Son islem

tekrarlandi.

3.8.4.b. Fermentasyon sivisinin kolona yiiklenmesi

Inkiibasyondan sonra fermentasyon sivist 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek elde
edilen siipernatant ‘amicon filtre’ (Milipore) ile konsantre edildikten sonra numune,
hazirlanan saflastirma kolonuna yiiklendi. Regineyi yiiklenen soliisyon igerisinde
siispanse halde tutmak i¢in yavagca calkalama ile 30-60 dk baglanmasi saglandi.
Recinenin yer ¢ekimi ile kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan siv1 dikkatlice
uzaklastirildi. 8 ml ‘dogal yikama tamponu’ (EK 2) ile yikama yapildi. Reginenin yer
¢ekimi ile kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan sivi1 dikkatlice uzaklastirild.
Yikama islemi 3-4 kez tekrarlandi. Dik pozisyonda kelepge ile baglanan kolonun alt
uctaki kapagi ¢ikarilarak 8-12 ml ‘dogal eliisyon tamponu’ (EK 2) ile protein elie
edildi.
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3.8.4.c. Diyaliz

Kolondan saflastirma sonucu elde edilen numune, diyaliz torbasina yerlestirilerek iki
saat siireyle diyaliz tamponuna (50 mM sodyum fosfat, pH 8) kars1 iki defa diyaliz
edildi. Buz banyosunda gergeklestirilen bu islemin ardindan eliisyon 6rnegi, SDS-
PAGE ile analiz edildi.

3.8.5. Bradford metodu ile protein miktarinin belirlenmesi

Bu yontem, proteine coomassie brillant blue G-250’nin baglanmasi esasina dayanir.
Olusan kompleks, 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Hassasiyeti 1-100 pg
arasinda olan bu yontemle (Bradford 1976) protein miktar tayini i¢in, 1 ml’sinde 1 mg
protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 ve 100 pl alinip tiim tiiplerin hacmi saf su ile 0,1 ml’ye tamamlandi ve 4,9 ml
renklendirme reaktifi tiiplere ilave edilerek karistirildi. 10 dk sonra 595 nm’de 3 ml’lik
kiivetlerde kore karst absorbans degerleri okundu. Her bir dl¢iim ii¢ kez tekrarlandi. Kor
olarak 0,1 ml saf su ve 4,9 ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanilarak
absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik ¢izildi (EK
5). Protein tayini yapilacak numuneler i¢in ayn1 yontem uygulanip standart grafik

kullanilarak miktar tayini yapildi.

3.9. Saflastirilan Rekombinant PON1 Enzimiyle ilgili Yapilan Karakterizasyon

Cahismalan

3.9.1. SDS-PAGE analizi ile enzimin molekiil kiitlesinin tayini

Laemmli (1970), metoduna gore molekiil kiitlesi tayini su sekilde yapildi; 170-10 kDa
araliginda molekiil kiitlesine sahip standart proteinler (EK 4) kullanilarak yapilan
elektroforez isleminden sonra standart proteinlerin R degerleri hesaplanarak logmk-R¢

standart grafigi (EK 5) ¢izildi. Daha sonra rekombinant PON1 enzimi i¢in R¢ degeri
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hesapland1 ve standart grafikte yerine konularak PON1 enziminin Logmk’st belirlendi.
Bu degerin antilogaritmasi alinarak numunenin molekiil kiitlesi hesaplandi.

Proteinlerin R¢ degerleri;

formiilu kullanilarak belirlendi.

Xe: Proteinin yiiriime mesafesi, Xnoya: Boyanin yiiriime mesafesi

3.9.2. Saflastirllan rekombinant PON1 enzim aktivitesi icin optimum pH’min

bulunmasina yonelik calismalar

Probond™ kolonundan saflastirilan rekombinant PON1 enziminin optimum pH’smin
belirlenmesi amaciyla pH's1 5,5; 6,5; 7,5 ve 8,0 olan sodyum fosfat 7,5; 8,0; 8,5 ve 9,0
olan tris/HCI tamponu ve pH’s1 9,0; 9,5; 10,0 ve 10,5 olan glisin/NaOH tamponu
hazirlandi. Enzimin substrati olan paraokson ¢ozeltisi ile her bir tamponda ayri1 ayri

enzim aktivitesi belirlendi.

3.9.3. Saflastirllan rekombinant PON1 enzim aktivitesi icin optimum tampon

konsantrasyonunun bulunmasina yonelik ¢calismalar

Probond™ kolonundan saflastirilan rekombinant PON1 enziminin optimum pH'si
belirlendikten sonra farkli glisin/NaOH tampon konsantrasyonlarinin (20 mM, 40 mM,
50 mM, 80 mM, 100 mM, 150 mM ve 250 mM) enzim aktivitesi tizerine etkileri

belirlendi.
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3.9.4. Saflagtirilan rekombinant PON1 enzim aktivitesi icin optimum sicakhigin
bulunmasina yonelik caliymalar

dTM

Probon kolonundan saflastirilan rekombinant PON1 enziminin optimum sicakliginin

belirlenmesi amaciyla aktivite 6lgiimiinde kullanilan soliisyonlar ve kiivet icerigi 4°C,
10°C, 15°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C ve 90°C’de 5 dk bekletildikten

sonra Ol¢iim yapilarak enzim aktiviteleri belirlendi.

3.9.5. Saflastirllan rekombinant PONI1 enzim aktivitesi icin Ky ve Vpax

degerlerinin bulunmasina yonelik calismalar

Paraokson substrati i¢in rekombinant PONI enziminin Ky Ve Vyax degerlerinin
belirlenmesi i¢cin en az bes farkli paraokson konsantrasyonu kullanilarak optimum
sartlarda aktivite Ol¢iimii yapildi. Daha sonra Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek, bu

grafikten Ky ve Vax degerleri hesaplandi (Lineweaver and Burk 1934).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. PON1 Genine Ait Sekansin Cogaltilmasi

Cizelge 3.1°deki gibi dizayn edilen, PON1 genine spesifik ileri ve geri primerler
kullanilarak gergeklestirilen gradient PCR iglemi sonucuna gore primerlerin baglandigi en

iyi sicaklik, 61°C olarak belirlendi (Sekil 4.1).

3000 b
2000 be
1500 be

1083 bg
1000 b

Sekil 4.1. PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M; Markir, 1:59°C, 2:60°C, 3:61°C, 4:62,2°C ve 5:63,2°C)

4.2. Rekombinant Vektoriin Elde Edilmesi

PONI1 enziminin tretiminden sorumlu gen bolgesi dizayn edilen primerler ile PCR’da
cogaltildi. Elde edilen PCR {iriinii ve vektor DNA (pPICZoA) ayni restriksiyon

enzimleri ile kesildi.
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3000 bg
2000 bg
1500 bg

1000 bg

Sekil 4.2. Vektér DNA’nin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M: Markir, 1: kesilmemis vektor DNA, 2: kesilmis vektor DNA)

Gen/vektor DNA oran1 3/1 olacak sekilde asagidaki esitlige gore hesaplandi ve
3.2.3’teki reaksiyon karigimina ilave edildi. Elde edilen karisim 16°C’de 16 saat inkiibe
edilerek ligasyon iriinii olusturuldu. Bu islem sonucunda rekombinant vektor elde

edildi.

e vesr D 107608 (PONLgend) 3
N8 VeRtor A X 3525 be (vektor DNA) 1 018 gemt

4.3. Rekombinant Vektorin Kompetent E. Coli TOP10 Hiicrelerine

Transformasyonu

Ligasyon reaksiyonu sonucu elde edilen rekombinant vektér kompetent E. coli TOP10
hiicrelerine transforme edildi. Inkiibasyon sonrasinda LSLB-zeosin agar besiyerinde

gelisen koloniler gozlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. inkiibasyon sonras1 gelisen transforme edilmis E. coli TOP10 kolonileri

4.4. Dogru Transformant Secimi Icin Transformantlardan Kontrol Analizi

Dogru E.coli transformantini belirlemek igin ¢esitli yontemlerle kontrol analizi
yapilarak segilen dogru transformant, gliserol iceren kiiltiir ortamiyla birlikte -86°C’de

stoklandi.

4.4.1. PON1 genine ve vektore ait primerler kullanilarak sekansin koloni PCR ile

amplifikasyonu

Inkiibasyon sonrasi gelisen kolonilerde rastgele secim yapilarak Cizelge 3.8°deki
karisim igerigi ile PCR reaksiyonu baslatildi. Cizelge 3.9°daki protokole gore
gerceklestirilen reaksiyon sonrasi tiiplerdeki drnekler agaroz jelde yiiriitiildii (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Koloni PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

Sekil 4.4’teki sonuca gore secilen koloniler ile yapilan koloni PCR’da kullanilan

primerler ve amplifikasyon sonrast meydana gelecek bantlarin tahmin edilen

uzunluklari;
Primerler Tahmin edilen uzunluk
1. GI/GG (gen ileri/ gen geri) 1076 bg
2. GI/VG (genileri/ vektor geri) 1216 bg
3. GG/VI (gen geri /vektor ileri) 1328 be
4. VIIVG (vektor ileri / vektor geri) 1599 b¢

Agaroz jel elektroforezinde PON1 genine ait bant goriilen kolonilerden 9., 16., 17., 23.,
24., 25., 27., 28. ve 30. kolonilerin uygun primerler ile yapilan koloni PCR sonucu
Sekil 4.5’te verildi.
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Sekil 4.5. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

4.4.2. Muhtemel rekombinant kolonilerden plazmit saflastirma

9., 16., 25., 27., 28. ve 30. koloniden saflastirilan plazmitlerin agaroz jel elektroforez

sonuclar1 Sekil 4.6’da verildi.

3000 b
2000 b
1500 b

Sekil 4.6. Muhtemel rekombinant plazmitlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M: Markir, 1: PON1 genini icermeyen plazmit (pPICZaA), 2: 9.koloni, 3: 16. koloni, 4: 25. koloni, 5:
27. koloni, 6: 28. koloni, 7: 30. koloni muhtemel rekombinant plazmitleri )
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4.4.3. Vektore ait primerler kullamlarak saflastirilan plazmit sekansinin PCR ile

amplifikasyonu

Izole edilen 9., 16., 25., 27., 28. ve 30. koloni plazmitlerinin VI/VG ile yapilan PCR
sonucu Sekil 4.7’de verildi.

3000 be
2000 be
1500 hg
1200 hg
1000 hg

1599

Sekil 4.7. Muhtemel rekombinant plazmit primerleri ile PCR sonucu agaroz jel
elektroforezi goriintiisii
(M: Markir, 1: 9. koloni, 2: 16. koloni, 3: 25. koloni, 4: 27. koloni, 5: 28. koloni, 6: 30. koloni)

4.4.4. Muhtemel rekombinant plazmitin EcoRI ve Xbal enzimleri ile kesimi

Muhtemel rekombinant plazmitin restriksiyon enzimleriyle kesimi sonucu elde edilen

agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.8 de verildi.
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3000
2000
1500%
1000

Sekil 4.8. Restriksiyon kesimi sonucu yiiriitilen muhtemel rekombinant plazmitin

agaroz jel elektroforezi goriintiisii
(M: Markir, 1: Kesilmis rekombinant plazmit)

4.5. E. coli Hiicrelerinden Saflastirilan Rekombinant Vektoriin Sekans Analizi

Gliserolde stoklanan, rekombinant bakteri hiicreleri ¢ogaltilip plazmit izole edilerek
sekans analizi i¢in IONTEK firmasina (Istanbul) génderildi. Elde edilen analiz sonucu

blastlandiginda insan PON1 enziminin sekansi ile %99 benzerlik gosterdi (EK 3).

4.6. E. coli Hiicrelerinden izole Edilen Rekombinant Vektoriin Lineer Hale

Getirilmesi

Saflagtirilan rekombinant plazmit, AOX promotoér bolgesinden Pmel enzimi ile
kesilerek lineer hale getirildi. Kesilen vektor, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek

teyit edildi (Sekil 4.9).
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3000 b
2000 b
1500 b
1200 b
1000 b

Sekil 4.9. Pmel enzimi ile kesilmis rekombinant vektoriin agaroz jel elektroforez
goruntusu
(M: Markir, 1: pPICZaA, 2: Rekombinant vektor (pPICZaA::PON1), 3-8: kesilmis rekombinant vektor)

4.6.1. Lineer rekombinant vektoriin P. pastoris’e transformasyonu ve seleksiyonu

Pmel enzimi ile kesildikten sonra fenol/kloroform ile ekstrakte edilen rekombinant
vektoriin kompetent yapilan maya hiicrelerine transformasyonu gerceklestirildi. 1 saat
ve 4 saat’lik transforme hiicrelerden 50 ve 100 pl zeosin iceren YPD agar plaklarina
yayilarak 60 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi gelisen koloniler gdzlendi
(Sekil 4.10).

50 pl 100 pl

Sekil 4.10. Inkiibasyon sonras1 gelisen P. pastoris kolonileri
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4.6.2. Dogru transformant se¢imi icin koloni PCR ile kontrol analizi

Gene ve vektore ait primerler kullanilarak Cizelge 3.14°teki karisim igerigi ile PCR
reaksiyonu baglatildi. Cizelge 3.15°teki protokole gore gergeklestirilen reaksiyon
sonrast tliplerdeki 6rnekler agaroz jelde yiiriitiildi (Sekil 4.11). Dogrulugu tespit edilen

koloniler, gliserol i¢eren kiiltiir ortamiyla birlikte -86°C’de stoklandi.

T e

(b)

Sekil 4.11. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(a) gene ait primerlerle yapilan PCR (b) vektore ait primerlerle yapilan PCR

4.6.3. Rekombinant PON1 enziminin iiretimi

Alt1 muhtemel rekombinant koloni arasindan yalnizca iki tanesinin (3. ve 6. koloni)
hem gene hem de vektore ait primerlerle yapilan PCR reaksiyon sonucunun pozitif
olmasi dolayisiyla bu kolonilerin rekombinant enzim {iretim kapasiteleri, 48 ve 72
saatlik inkiibasyonlar1 sonucu SDS-PAGE ve aktivite ol¢iim sonuclarina bakilarak

karsilastirildi.
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4.6.3.a. Aktivite dl¢iimii

72 saatlik kiiltiir sivisinda enzim aktivitesi 6l¢lim sonuglarina gore 6. koloninin (10,12
EU/ml) 3. koloniye (7,23 EU/ml) nazaran daha yiiksek aktiviteye sahip enzim iirettigi
belirlendi. Bu yiizden 6. koloni ile devam eden bundan sonraki ¢alismalarda besiyeri
ortamina proteaz inhibitorii olarak kazamino asit ve karbon kaynagi olarak da sorbitol
(30 g/l) ilave edildi. 30°C, 280 rpm’de 120 saate kadar gergeklestirilen inkiibasyon ile
elde edilen kiiltir sivisindan 24 saatte bir Ornek alinarak yapilan aktivite Glgtim
sonucuna gore, 96 saat sonunda en yiiksek enzim aktivitesinin 16,49 EU/ml, kuru hiicre
agirhigimin ise 23,3 g/l oldugu belirlendi (Sekil 4.12).

1
w
o

—a— Aktivite (EU/ml)
—e— Biyomas (g/l)

[EEN
a1
1
T
N
a1

Aktivite (EU/ml)
=
(@] o
= )
(6] o
Biyomas (g/l)

o
[EEN
o

24 48 72 96 120

Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.12. Inkiibasyon siirelerine goére rekombinant PON1 enziminin aktivitesi ve hiicre
biyomasi

4.6.3.b. SDS-PAGE analizi

3. ve 6. koloni ile gergeklestirilen 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonucu yapilan SDS-
PAGE analizine gore 6. koloniye ait bantlarin daha belirgin oldugu goézlendi (Sekil
4.13).
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Sekil 4.13. En iyi iretimi gergeklestirecek koloni se¢imi igin yapilan 48 ve 72 saatlik

inkiibasyon sonras1 SDS-PAGE sonucu
(M: Markir, 1: Kontrol (bos vektor igeren P. pastoris), 2,3: 6. Koloni, 4,5: 3. Koloni)

Kazamino asit ve sorbitol igceren BMMY iiretim besiyerinde 6. koloni ile
gerceklestirilen inkiibasyon sonucu elde edilen maya kiiltiirlinden her 24 saatte bir
alman Ornekler ile SDS-PAGE analizi yapildi. Elektroforez fotografi kullanilarak
standart proteinlerin Rf degerleri hesaplanip logmk-Rf standart grafikleri ¢izildi. Daha
sonra enzimin Rf degerleri de hesaplanarak rekombinant PON1 enziminin molekiil

kiitlesinin 59,1 kDa oldugu belirlendi (Sekil 4.14).

170 kDa
130 kDa
100 kDa
70 kDa s
55 kDal"

40 kDal
SSkDaP.

25 kDa

Sekil 4.14. P. pastoris ‘e ait ekstraselliiler rekombinant proteinin SDS-PAGE analizi
(M: Markir, 1:24 sa, 2: 48 sa, 3:72 sa, 4:96 sa, 5: 120 sa’lik kiiltiir)



81

4.6.3.c. Western blotlama

Rekombinant enzim iretiminin gerceklestirildigi maya kiiltiirinde 6xHis iceren
rekombinant PON1 enziminin varligini tespit etmek i¢in western blot analizi yapildi.

Elde edilen sonuglar giimiis boyama sonuglarini desteklemis oldu (Sekil 4.15).

1 2 $. 4 'S M
| 70kDa
50,1 KDa > Lu 55kDa
oy
(@) (b)

Sekil 4.15. P.pastoris ‘e ait ekstraselliiler rekombinant proteinin western blot analizi
(a) kemiliiminesans goriintiileme (1:96 sa, 2:72sa’lik kiiltiir) (b) Coomassie brillant blue boyama
(M: Markar, 1:120 sa, 2:96 sa, 3:72 sa, 4:48 sa, 5:24 sa’lik kiiltiir)

4.7. Saflastirllan Rekombinant PON1 Enzimi ile Yapilan Karakterizasyon

Cahismalarinin Sonucu

4.7.1. Saflagtirma ile elde edilen eliisyonun SDS-PAGE analiz sonucu

Santrifiij edilen kiiltiir sivisy, filtre (Amicon®) ile en az 10 kat konsantre edildigi ve ayni
zamanda tuzlarin uzaklastirildig: ultrafiltrasyon islemi sonrasinda elde edilen soliisyon
Probond™ kolonuna yiiklenerek rekombinant enzim saflastirildi. Elde edilen eliisyon,
diyaliz isleminin ardindan farkli miktarlarda jele yiiklenerek glimiis boyama yapildi

(Sekil 4.16).
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M  2pl 4pl 6pl Spl 10pl 12pl
170 kDa| et

130 kDa gy .

Sekil 4.16. Saflastirma sonucu farkli miktardaki 6rneklerle SDS-PAGE analizi

4.7.2. Saflastirllan rekombinant enzimin aktivite tayini

Cizelge 3.16'daki ¢ozeltiler kullanilarak &lgiilen enzim aktivitesi, 18,9 EU/ml olarak

belirlendi.

4.7.3. Saflastirma ile elde edilen eliisyonun protein miktarinin belirlenmesi

Saflastirma islemi sonucu elde edilen eliisyon sivisinda toplam protein miktari,
Bradford metodu ile belirlendi. Elde edilen standart grafik kullanilarak eliisyondaki

toplam protein miktarinin 10,1 mg/ml oldugu tespit edildi.

4.7.4. Saflastirilan rekombinant PONL1 enzimi i¢in optimum pH’min bulunmasina

yonelik sonuclar

50 mM potasyum fosfat (pH 5,5-8,0), tris/THCI (pH 7,5-9,0) ve glisin/NaOH (pH 9,0-
10,5) tamponlar1 kullanilarak rekombinant PON1 enziminin optimum pH degerinin
tespiti icin yapilan aktivite Sl¢im sonuglarina gore potasyum fosfat tamponu ile
denenen tiim pH araliklarinda aktivite gozlenmezken tris/HCI tamponu ile sadece pH
8,5 ve 9,0°da gozlendi. Glisin/NaOH tamponu ile denenen tiim pH araliklarinda aktivite

gdzlenmis olup en iyi aktivite degerine (21,5 EU/ml) pH 10°da ulasildi (Sekil 4.17).
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——Fosfat tamponu —=—Tris/HCI Tamponu —— Glisin/NaOH Tamponu
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2 201
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Sekil 4.17. 50 mM potasyum fosfat, tris/THCI ve glisin/NaOH tamponlar1 kullanilarak

rekombinant PON1 enzimi i¢in yapilan optimum pH c¢alisma sonucuna yonelik pH-Aktivite
grafigi

4.7.5. Saflastirllan rekombinant PON1 enzim aktivitesi icin optimum tampon

konsantrasyonunun bulunmasina yonelik sonuclar

Glisin/NaOH tamponunun farkli konsantrasyonlar1 (20-250 mM) kullanilarak yapilan
aktivite Ol¢im sonuglarina gore rekombinant PON1 enziminin optimum aktivite
gosterdigi deger (30,29 EU/mI) 100 mM olarak belirlendi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Rekombinant PON1 enzimi i¢in yapilan glisin/NaOH tamponu optimum
konsantrasyon galisma sonucuna yonelik iyonik siddet-aktivite grafigi

4.7.6. Saflastirllan rekombinant PON1 enzim aktivitesi icin optimum sicakhigin

bulunmasina yonelik sonuclar

100 mM glisin/NaOH tamponu kullanilarak farkli sicaklik degerlerinde (4-90°C)
gerceklestirilen aktivite 6l¢lim sonuglara gore rekombinant PON1 enziminin optimum
aktivite gosterdigi deger (31,27 EU/ml) 15°C olarak belirlendi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Rekombinant PON1 enzimi i¢in 100 mM glisin/NaOH tamponu kullanilarak
yapilan optimum sicaklik ¢alisma sonucuna yonelik sicaklik-aktivite grafigi

4.7.7. Paraokson substrati icin Ky ve Vpax degerlerinin belirlenmesine yonelik

sonuclar

Paraokson substrati i¢in rekombinant PONI1 enziminin Ky Ve Vya degerlerinin
belirlenmesi i¢in en az 5 farkli paraokson konsantrasyonu kullanilarak optimum
sartlarda aktivite Ol¢limii yapildi. Yapilan Olglimler sonucu elde edilen degerler
kullanilarak Ky ve Viax degerleri hesaplandi. Sonugta Ky degeri, 0,025 mM ve Vpax
degeri ise 28,4 EU/ml olarak bulundu (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Paraokson substrati i¢in Ky Ve Vpyax degerlerinin belirlenmesine yonelik

grafik
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5. TARTISMA ve SONUC

Glikoprotein yapida ve kalsiyum bagimli bir esterhidrolaz olan paraoksonazl (PON),
hem arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesine sahip bir enzimdir. Tarimda ¢ok
kullanilan  bir organofosforlu insektisit olan paratiyonun (dietil-p-nitrofenil
fosforotiyoat) her yil tarimla ugrasan birgok insanin akut zehirlenmesine neden oldugu
bilinmektedir. Paratiyon, in vivo oksidatif desiilfirasyon yolu ile olduk¢a toksik oksijen
analogu (okson) olan paraoksona aktive olur (Costa et al. 1990). Paraokson, basta sinir
uyarilarinin iletiminde 6nemli rol oynayan asetilkolin esteraz olmak {izere diger bazi
enzimlerin inhibisyonuna neden olur. Ancak organizmalar, bu etkilerin bir¢oguna kars1
savunma sistemleri ile donatilmistir. Bunlardan biri de PON1 enzimidir.
Kardiyovaskiiler sistem sagligi ve organofosforlu bilesiklerin toksisitesiyle iliskili
memeli serum proteini olan PON1’in fonksiyonu tam olarak bilinmese de paratiyon,
diazinon ve klorpirifoz gibi ¢ok sayida toksik insektisitin okson metabolitlerini ve
soman, sarin ve tabun gibi organofosfat sinir ajanlarini hidrolizleyebilmektedir
(Dragonov and La Du 2004). Toksik organik molekiilleri hidroliz etmesi, PON1’in
tanimlanan  ilk  fizyolojik  fonksiyonudur. =~ Ancak bu bilesikler dogada
bulunmadiklarindan PON1’in organofosfatli bilesikleri hidroliz etmesinin tamamen
tesadiif oldugu diistintilmektedir. Bu nedenle PON1’in fizyolojik fonksiyonu ve dogal
substrati heniiz tam olarak bilinmemektedir. PONI1’in ayrica bakteriyal laktonlarin
hidrolizini gerceklestirmesiyle dogal immiiniteye katki saglayabilecegi bildirilmis ve
organofosforlu toksinlerin profilaktik veya tedavi edici radikal temizleyicisi olarak
onerilmistir (Lenz et al. 2007; Stevens et al. 2008; Estin et al. 2010). PON1 enzimi
toksikoloji, kardiyoloji ve biyokimyada onemli olmasmna ragmen karaciger PONI1
enziminin biyokimyasal Ozellikleri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Bu enzimin
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda ve detoksifikasyonda gorev aldigir bilinmektedir

(Koncuk 2011).

Biyoteknoloji, biyoloji ve miihendislik bilimlerine dayali, hizla gelismekte olan
alanlardan biridir. Bu interdisipliner alan, saglik hizmetleri, ¢evre, tahil iiretimi ve tarim

gibi genis bir endiistriyel uygulama alanina sahip olup, endiistriyel 6neme sahip



88

rtinlerin iiretimini artirmaya ve optimize etmeye yonelik uygulamalar igerir. Bu
baglamda biyomolekiillerin kaynagindan bagka bir organizmada {iretimi, istenen iiriiniin
tiretiminden sorumlu hedef genin klonlanmasiyla gergeklestirilen rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak miimkiin olmaktadir (Nielsen et al. 2003). Rekombinant DNA,
farkli kaynaklardan elde edilen genetik materyallerin genetik miihendisligi metotlar ile
bir araya getirilmesi sonucu meydana gelen, biyolojik organizmalarda dogal olarak
bulunmayan DNA molekiiliidiir. Bu molekiiliin elde edilmesi i¢in genetik molekiillerin
kesilmesi ve birlestirilmesi islemlerini kapsayan teknoloji rekombinant DNA
teknolojisi, elde edilen rekombinant DNA’nin ekspresyonuyla iiretilen protein ise
rekombinant protein olarak adlandirilmaktadir (Karaoglan 2012). Ticari 6éneme sahip
protein molekiilleri, geleneksel yontemlerle tiretiminden ve genetik mutasyonlarla hiicre
metabolizmasini degistiren metotlarin kesfedilmesinden 6nce bilinmekteydi. Geleneksel
yontemleri kullanarak 5 mg somatostatin, 500 bin koyun beyninden izole edilmis ve 160
m? insan iiresinden ¢ok az miktarda epidermal biiyiime faktorii elde edilmistir. 1970’li
yillarin ortalarinda gelismeye baslayan rekombinant DNA teknolojileri ile birlikte dogal
olarak iiretilemeyen peptit veya proteinlerin mikroorganizmalar kullanilarak tiretilmesi,
birkag litre bakteri kiiltiirlinden ayn1 miktarda iiriin eldesi miimkiin olmustur (Old and

Primrose 1994).

Insan insiilini, 1982 yilinda ilk defa ticari olarak iiretilen rekombinant proteindir.
Ardindan insan biiylime hormonu (human growth hormone) ‘humatrope’ marka adiyla
uretilmis olup o zamandan beri genetik rekombinasyonla ¢ok sayida proteinin ticari
olarak tiretimi miimkiin olmustur. Bu sekilde cesitli konukg¢u organizmalar kullanilarak
tretilen endiistriyel rekombinant proteinlerin, Ozellikle gida, tarirm ve saglik
sektorlerinde kullanim1 giderek artis gostermektedir. Son yillarda, 6zellikle endiistri ve
tip alanlarinda rekombinant protein tiretimi olduk¢a 6nem kazanmistir. Rekombinant
organizmalarin biiyilk ¢ogunlugu ticari 6neme sahip, fonksiyonel ve aktif formdaki
rekombinant tedavi edici proteinlerin tiretiminde kullanilmaktadir. Yillardan beri siirekli
artis gosteren rekombinant protein ihtiyacini karsilayabilmek i¢in ¢ok cesitli heterolog
ekspresyon sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemler arasinda mayalara ait ekspresyon

sisteminin prokaryotik mikroorganizmalara ait ekspresyon sistemine gore Okaryotik
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proteinlerin  post-translasyonal modifikasyonlarin1 gergeklestirebilmek gibi  bazi
avantajlara sahip oldugu bilinmektedir (Cregg 2007; Karaoglan 2012).

Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis ve Yarrowia lipolytica
heterolog protein iiretiminde yaygin olarak kullanilan mayalardir. P. pastoris gibi
metilotrofik mayalar eksprese edilen proteinin daha az hipermannozilasyonu dolayisiyla
S. cerevisiae’nin alternatifi olarak kabul edilir (Giir 2010). Gegtigimiz on yil iginde
genetikgiler, kaynak organizmadan farkli organizmalara gen transferi i¢cin DNA’y1
maniplile etmeyi basarmistir. Bilim adamlarinin biiylik ¢cogunlugu, bu rekombinant
organizmalari ticari 6neme sahip protein tiretiminde kullanmistir. Caligmalarin ¢ogu ise
bu proteinlerin fonksiyonel ve verimli bir sekilde {iretim yollari1 bulmaya
yogunlagsmustir. P. pastoris mayasi, endistriyel {retim ve temel laboratuvar
arastirmalart i¢in proteinlerin miligramdan grama kadar ekspresyonunda kullanilan
yararlt bir sistemdir. Fermentasyon miktar1 iste§e gore artirilabilir, protein liretimi ve
aktivitesi tizerinde etkili pH, oksijen miktari, karbon kaynagi ¢esidi gibi parametreler
kontrol edilebilir (Higgins and Cregg 1998). Salgilanan yerel proteinlerin nispeten
diisiik seviyede olmasi, ayni ortama salgilanan rekombinant proteinlerin kolayca
saflagtirilmasin1 saglar (Cregg et al. 1993). Bu yiizden gii¢lii ve ekonomik genetik
teknikler, heterolog protein iiretiminde P. pastoris ekspresyon sistemini se¢im igin
uygun hale getirmektedir. Bu ekspresyon sistemi ile ilgili son gelismeler, sadece
ekspresyon seviyesinin basarili olabilmesi {izerinde degil, ¢esitli heterolog proteinlerin
biyoaktivitesi {lizerinde de etkili olmaktadir. Rekombinant protein liretimi i¢in genetik
olarak tasarlanan bu sistemde siklikla regiile edilen ve metanolle indiiklenen gii¢li
promotdr olan alkol oksidaz (AOX), ilgilenilen genin ekspresyonu i¢in kullanilir. Bu
ozelligi sayesinde, metanol varliinda diger mikroorganizmalara oranla daha kolay bir
sekilde genetiksel olarak manipiile edilmektedir. Normal hiicre gelisimi, glukoz, gliserol
veya diger karbon kaynaklarin1 igeren ortamda gerceklestiginde promotor
baskilanirken, tek karbon kaynagi olarak metanol kullanildiginda AOX1 geni metanol
ile indiiklenir (Cereghino et al. 2002).
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P. pastoris, ozellikle endiistriyel alanda rekombinant protein liretimi igin miikemmel
ozelliklere sahip konukg¢u organizmalardan biridir (Daly and Hearn 2005; Jungo et al.
2007). Ozellikle asagida belirtilen iic nedenden dolayr bu maya yabanci protein
ekspresyonu i¢in uygun goriilmektedir (Cregg et al. 1993).

e Molekiiler genetik seviyede kolay bir sekilde manipiile edilebilir.
e Proteini yiiksek seviyede intraselliiler veya ekstraselliiler olarak eksprese edebilir.
e Cogu vyiksek yapili Okaryotik protein modifikasyonunu gergeklestirebilir

(glikozilasyon, disiilfit bag olusumu ve proteolitik isleme gibi).

Bugiline kadar 6001n iizerinde rekombinant proteinin iiretimi gergeklestirilen bu
mikroorganizma ile anjiyo O6deme karsi iretilen rekombinant bir protein olan
KALBITOR® (ecallantide)’un FDA (US Food and Drug Administration; ABD Gida ve
Ilag Dairesi) tarafindan onaylanmasi, endiistriyel olarak uygun bir mikroorganizma
olmas1 bakimindan P. pastoris i¢in en énemli konulardan biri olmustur (Walsh 2010).
Buna ilaveten, P. pastoris GRAS statiisiinde olmamasina ragmen, bu mikroorganizmada
tiretilen bir enzim preparatinin GRAS statiisiinde oldugu da FDA tarafindan kabul
edilmistir (Anonymous 2006). Bu maya, sahip oldugu yabanci proteini intraselliiler
veya ekstraselliiler olarak yiiksek seviyede liretme, glikozilasyon gibi post-translasyonal
modifikasyonlar1 gergeklestirme, dogru disiilfit bag olusturma, biyoreaktorde yiiksek
hiicre yogunlugunda gelisme yetenegine ve gen ekspresyonunu kontrol eden promotore
(AOX1) sahip olma gibi avantajlarindan dolayr bircok rekombinant proteinin
tiretiminde kullanilan popiiler bir mikroorganizmadir (Cereghino and Cregg 1999;
2000). Memeli hiicreleri ile karsilagtirildiginda, Pichia ig¢in kompleks besiyeri ve
kompleks kiiltiir sartlar1 gerekmedigi, genetiksel manipiilasyonunun nispeten kolay
oldugu ve o6karyotik protein sentezi metabolik yoluna sahip oldugu bilinmektedir. Bu
maya, minimal besiyeri kullanilmasi durumunda yiiksek hiicre yogunlugunda
gelisebilir. Entegre edilen vektorler, siirekli ve genis 6lgekli fermentasyon islemlerinde
bile rekombinant tiriinlerin genetik stabilitesine yardimct olur (Romanos 1995). Ayrica

bu mikroorganizmanin rekombinant protein iiretiminde sorun teskil edebilecek
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endotoksin iiretimi veya viral kontaminasyona maruz kalma gibi durumlart yoktur

(Jahic et al. 2003).

Bu mikroorganizmaya ait ekspresyon sistemi, biyoteknoloji, ilag endiistrisi ve akademik
arastirmacilar tarafindan rekombinant protein liretimi i¢in ihtiya¢ duyulan bir sistemdir
(Karaoglan 2012). Maya ekspresyon sistemi, rekombinant olarak eksprese edilen
proteinlerin salgilanmasi esnasinda istenen proteinin hiicre igerisindeki yabanci toksik
proteinlerden korunmasi, hiicreyi parcalamaya gerek kalmadan kolay bir sekilde
saflastirilmasi ve fermentasyon teknolojisi kullanilarak dogal proteinin yiiksek seviyede

elde edilmesi gibi baz1 avantajlar sunar (Sharma et al. 2009).

Heterolog protein elde etmede bakterilerin kullanilmasi en kolay ve hizli yontem
olmasina ragmen bu mikroorganizmalar, post-translasyonal isleme eksikligi nedeniyle
cogu Okaryotik protein iiretimi icin yetersizdir. Heterolog protein iiretimi yalnizca
protein sentezini degil, yeni sentezlenen proteinlerin endoplazmik retikuluma (ER)
translokasyonunu, ER ve golgide post-translasyonal glikozilasyonunu, proteolitik
par¢alanmaya, yanlis katlanmaya veya asir1 ekspresyona bagli stres cevabi gibi
durumlart da igermektedir. Bunun yani sira rekombinant proteinlerin dogru sekilde
ekspresyonu, fonksiyonel protein iiretimi i¢in uygun olan konuk¢u organizmaya bagli
bir durumdur. Okaryotik mayalar, dkaryotik organizmaya ait proteinlerin dogal ve
biyolojik olarak aktif formda iiretimi i¢in ideal konukgulardir. (Freigassner et al. 2009;
Idiris et al. 2010).

Konuk¢u organizmada protein iiretimi yerine, ilgilenilen genin klonlanmasi ve
heterolog ekspresyonu alternatif teknoloji olarak bilinmektedir. Son zamanlarda
heterolog protein {iriinleri endiistriyel uygulamalarin  yaklagik {igte birini
olusturmaktadir. Heterolog PON1 ekspresyonunun insan kanindan saflastiriimasina
nazaran cgesitli avantajlara sahip oldugu sdylenebilir. Bunlardan ilki, kandaki diger
proteinler disinda yalnizca sekansi bilinen heterolog proteinin elde edilmesi, ikincisi
rekombinant proteinin yiiksek verimle elde edilebilir olmasi, {igiinciisii ise proteinin

kiiltiir ortamina salgilanabilmesi durumunda saflastirilma isleminin daha kolay sekilde
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gerceklestirilmesidir (Ranieri et al. 2009; Rodgers et al. 2010). Bu baglamda son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda rekombinant mikroorganizmalarin kullanimi giderek
onem kazanmaktadir. Ozellikle insan dokusu veya kanindan saflastirilmasi zor olan
veya az miktarda saflagtirilabilen enzimlerin fazla miktarda elde edilebilmesinde
rekombinant {irin {iretiminin énemi daha da artmaktadir. Bu ¢alismada oksidatif strese
kars1 6nemli bir antioksidan olarak gorev yapan, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar
basta olmak tizere birgok hastaligin patogeneziyle iliskilendirilen (Uysal vd, 2011) PON

1 enziminin ekstraselliiler rekombinant tiretimi gergeklestirildi.

Bu ¢alismada Pichia pastoris X-33 susu, PON1 geninin ekspresyonu i¢in konuk¢u
organizma olarak secildi. Ilgili geni tastyan ekspresyon vektdriiniin konukcuya
transformasyonunun ardindan konukg¢u genomuna entegrasyonu saglandi. Dogru
transformant se¢iminde kolaylik saglayan zeosin antibiyotik diren¢ genini, AOX1
promotdriinli  ve rekombinant {irliniin  ekstraselliiler {retimini miimkiin kilan
Saccharomyces cerevisiae’ye ait pre-pro lider sekansini (o-mating factor; a-MF) tasiyan
pPICZaA vektorii ile P. pastoris ekspresyon sistemi, amacimiza uygun olarak etkili bir
sekilde kullanilabildi. Bu sistem, yiiksek hiicre yogunlugunda yetisebilmesinden dolay1
yeterli miktarda protein ekspresyonu i¢in kolay ve hizli bir yontem olarak bilinmektedir.
Bazi proteinler, 10 g/I’ye kadar yiiksek verimde eksprese edilebilir (Cregg et al. 2000).
E. coli ekspresyon sistemi, kolay ve hizli bir sistem olmasina ragmen disiilfit bag
olusumu, glikozilasyon ve uygun katlanma igin gerekli proteolitik isleme gibi post-
translasyonal modifikasyonlara ihtiya¢ duyulan oOkaryotik proteinlerin fonksiyonel
ekspresyonu igin uygun degildir. Pichia ekspresyon sistemi, hem prokaryotik hem de
Okaryotik ekspresyon sistemlerinin avantajlarina sahiptir. Prokaryotik sistemler gibi
minimal besiyerinde yiiksek miktarda iireyebilirken oOkaryotik sistemler gibi post-
translasyonal modifikasyonlari gergeklestirebilir. Ayrica P. pastoris ekspresyonunda
herhangi bir toksik protein ekstraselliiler besiyerine salgilanmadigindan bu durum
farmasotik kullanim i¢in biiyiik bir avantaj olarak goriilmektedir (Kaymak 2008). Diger
yandan P. pastoris ekspresyon sistemi, daha yiiksek miktarda protein iiretimi saglamasi
dolayisiyla S. cerevisiae ekspresyon sistemine tercih edilmektedir. Calismamizda a-MF

sinyal sekansini tasiyan vektéore PON1 geninin yerlestirilmesi ile bu sinyal sekansinin
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kodlanan muhtemel PONI enziminin ekstraselliiler ekspresyonuna onciiliik ettigi
goriildii. Bu nedenle protein saflastirilmasi igin hiicreyi parcalamaya gerek duyulmadan
elde edilen kiiltiir siipernatanti, SDS-PAGE, western blot ve enzim aktivitesi 6lgtim

analizlerinde kullanildi.

Bu caligma, PONI geninin pPICZaA vektoriine klonlanmasi, elde edilen rekombinant
vektoriin  P. pastoris’te ekstraselliller ekspresyonu, eksprese edilen enzimin
saflagtirilmas1 ve saflastirilan enzimin karakterizasyonu olmak lizere dort basamakta

gerceklestirildi. Bu islemler i¢in hazirlanan ¢alisma plan1 Sekil 5.1°de verildi.
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PONI geninin PCR amplifikasyonu i¢in primer
dizaym

{

PONI1 genine ait primerler kullanilarak cDNA’nin
PCR ile amplifikasyonu

U

Vektore yerlestirilecek genin (PON1) EcoRI ve Xbal pPICZaA nm EcoRI ve Xbal ile kesimi
ile kesimi

Y

pPICZaA ve vektore yerlestirilecek genin ligasyonu ve
E.coli’ye transferi, zeosin i¢eren besiyerinde geligimi

|

Dogru transformant se¢imi i¢in transformantlardan plazmit
saflagtirilmasi ile kontrol analizi ve koloni PCR

{

Vektore ait primerler kullanilarak plazmitin

. e DNA sek lizi
PCR ile amplifikasyonu sekans anafizl

Plazmitin EcoRI ve Xbal ile kesimi

J

Segilen dogru transformantlarin gliserolde stoklanmasi, bunlardan saflastirilan ve lineer yapilan
pPICZaA::PON1 plazmitinin P. pastoris’e transformasyonu ve transformantlarin zeosin igeren besiyerinde
secilmesi

4

Segilen kolonilerle gergeklestirilen koloni PCR sonucu dogru transformant tespiti
ve P.pastoris dogru transformantlarinin gliserolde stoklanmasi

|

Segilen pozitif transformantlarin rekombinant protein tiretimi igin test edilmesi

P

¢

Uretilen proteinin saflastirilmasi ve enzim aktivitesinin belirlenmesi

|

Saflastirilan enzimin karakterizasyonu

Sekil 5.1. Ekstraselliiler PON1 enzimini iireten rekombinant P. pastoris hiicrelerinin
gelisimi icin arastirma plani



95

Calismada ilk olarak, insan karaciger cDNA’smnin kalip DNA olarak kullanildigi,
dizayn edilen primerler ile gergeklestirilen gradient PCR isleminde bes farkli primer
baglanma sicakligi denendi. Elde edilen PCR iriinleri, agaroz jel elektroforezi
sonrasinda UV altinda gozlendi (Sekil 4.1) ve sonraki islemlerde primerlerin en iyi
baglanma sicakliginin 61°C oldugu tespit edilen PCR sartlar1 kullanildi. Proteinin dogal
N-terminali ile salgilanmasi igin segilen kesim enzimlerinin tanima sekanslarini
icerecek sekilde PCR’da ¢ogaltilan PONT1 geni, agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra jelden
ekstrakte edilerek Cizelge 3.5’te belirtilen uygun reaksiyon sartlarinda EcoRI ve Xbal
enzimleri ile Kkesilip fenol/kloroform ekstraksiyonu yapilarak ligasyon islemi i¢in hazir
hale getirildi. Diger yandan vektor DNA da ayni enzimlerle kesilerek CIAP ile muamele
edilmesinin ardindan agaroz jelde yiiriitiildi. Vektor DNA’nin kapali formu, lineer
formundan daha hizli yiriidiigiinden UV altinda goriintiilenen jelde vektér DNA’nin
kesilerek lineer hale geldigi teyit edilmis oldu (Sekil 4.2). Ardindan jelden ekstrakte
edilerek ligasyon islemi i¢in hazir hale getirildi. Gergeklestirilen ligasyon isleminden
sonra elde edilen muhtemel rekombinant tiriin, kompetent E. coli TOP10 hiicrelerine
transforme edildi. Olusturulan transformantlardan zeosin antibiyotigine direngli olan
kolonilerin LSLB-zeosin agar besiyerinde gelisimi gozlendi (Sekil 4.3). Secilen
muhtemel rekombinant koloniler ile gerceklestirilen PCR islemleri, bu islemler sonucu
elde edilen pozitif kolonilerden saflagtirilan muhtemel rekombinant plazmitlerin agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ve vektor DNA’ya ait primerlerle gergeklestirilen PCR
reaksiyonu, muhtemel rekombinant plazmit kullanilarak gergeklestirilen restriksiyon
kesim iglemi ve sekans analizi sonucu rekombinant oldugu dogrulanan plazmit,
bakteriden saflagtirtip AOX promotdr bolgesinden kesilerek lineer hale getirildikten
sonra maya hiicrelerine transfer edildi. Zeosin antibiyotigine direngli kolonilerin YPD
agar besiyerinde se¢imi saglandiktan sonra (Sekil 4.10) koloni PCR ile dogrulanan iki
rekombinant maya kolonisi (3. ve 6. koloni) kullanilarak rekombinant protein tiretimi

asamasina gecildi.

Heterolog protein verimi, konak susun fizyolojisi, lireme sartlar1 ve kiiltivasyon islem
parametreleri gibi gen ekspresyonu ve salgilanmasini etkileyen faktorlere bagli oldugu

gibi yabanci proteinin stabilitesi ve proteaz hassasiyeti gibi karakteristik 6zelliklerine de
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baglidir (Sreekrishna et al. 1997; Cos et al. 2005). Ekstraselliiler iiretim besiyerindeki
iiriin konsantrasyonu, cogu Ornekte kiiltiirdeki hiicre konsantrasyonu ile orantili
oldugundan hiicre biiylimesi, 6zellikle biyoreaktorlerde salgilanan iirlin {iretimi igin
onemlidir (Cereghino and Cregg 2000). Fermentor kiiltiirlerde kullanilan yalnizca
gliserol veya metanol, biotin, tuz ve iz elementleri igeren mineral besiyerinin P. pastoris
icin ekonomik ve iyi tanimlanmis olmast dolayistyla elde edilen protein seviyesi daha
yiiksek olmaktadir. Daha 6nemlisi pH, aerasyon, karbon kaynagi ve besleme hiz1 gibi
parametreler yalnizca fermentdrde kontrol edilebildiginden yiiksek seviyede hiicre
yogunluguna ulagsmak da miimkiin olmaktadir (Macauley-Patrick et al. 2005;
Biiytiksungur 2006). Buna ragmen, ¢alkalamali erlenmayer kiiltiirlerde tiretim hacminin,
oksijen transferinin, substrat ilavesinin ve bu faktorleri izlemenin siirli olmasi
nedeniyle heterolog proteinleri yiiksek miktarda liretmek zor olmakla birlikte oksijen
transferi bolmeli erlenmayerlerde artirilabilir (Guarna et al. 1997; Villatte et al. 2001).
Bu yiizden bolmeli erlenmayerler kullanilarak gercgeklestirilen rekombinant protein
tiretiminde Oncelikle se¢ilen kolonilerin iiretim kapasitelerinin karsilastirilmas: igin
BMGY on kiiltiir besiyerine asilanan iki farkli rekombinant koloninin 18 saatlik
inkiibasyonu ile gelistirilen hiicreler, hazirlanan BMMY iiretim besiyerlerinde 72 saat
stireyle inkiibasyona birakildi. Elde edilen kiiltiirlerden 48. ve 72. saatlerde alinan
orneklerin enzim aktiviteleri Olgiilerek SDS-PAGE analizi yapildi. Sekil 4.13'de
gorildiigt gibi sadece 6. Koloniye ait siipernatantta PON1 enzimine ait bant goriiliirken
negatif kontrolde bant goriilmedi. 3. kolonide ise neredeyse goriilebilir miktarda tiretim
gerceklesmedi. Bu sonucun nedeni, hiicrede sentezlenen ve PON1 enzimini hidroliz
eden mayaya ait ¢esitli proteazlarin varligi olarak tahmin edilmektedir (Ata 2012). SDS-
PAGE analizinin ardindan 72. saat sonunda enzim aktivitesi 6. kolonide 10,12 EU/mI
olarak gozlenirken 3. kolonide 7,23 EU/ml, biyomaslar ise sirasiyla 9,0 ve 9,8 gl
olarak gozlendi. Bu yiizden 3. Kolonide yiiksek hiicre konsantrasyonu dolayisiyla fazla
miktarda proteaz iiretiminin rekombinant enzimin hizli degredasyonuna neden oldugu
sOylenebilir. Sonug olarak calismanin sonraki asamalarinda 6. koloni, rekombinant

enzim iretimi i¢in tercih edildi.
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P. pastoris’te yabanci protein iiretimi igin genellikle uygulanan yontem, Oncelikle
suslarin istenen proteinin ekspresyonunu inhibe eden, karbon kaynagi olarak gliserol
iceren tanimli besiyerinde gelistirilmesi, daha sonra kiiltiire ekspresyonu indiiklemek
icin metanol veya metanol ve gliserol karisimimnin ilave edilmesidir (Cereghino et al.
2002). Fermentasyon sivisina ilave edilen metanol ve gliserol miktari 6nemlidir. Ciinkii
farkl1 karbon kaynaklari, istenen proteinin ekspresyonunu inhibe edebilen farkli yan
iiriinlerle sonuglanan metabolizmay1 belirler. Ornegin P. pastoris, gliserol iceren kesikli
beslemeli kiiltiir ve karisik beslemeli kiiltiirde yan {irlin olarak az miktarda etanol tiretir
(Inan and Meagher 2001). Ozellikle kesikli-beslemeli sistemde metanol
konsantrasyonunun sabit tutulmasi 6énemli sorunlardan biridir. Metanoliin alkol oksidaz
enzimi tarafindan oksidasyonu sonucu hiicre icinde toksik olan formaldehit ve hidrojen
peroksitin hizli birikimi nedeniyle asir1 metanol konsantrasyonu istenmeyen bir durum
oldugundan kontrol edilmesi gerekir. Metanol konsantrasyonu, on-line metanol sensorti,
¢oziinmiis oksijen seviyesi veya siirekli besleme ile kontrol edilebilir (Zhang et al.
2000). Diger yandan diisik miktar1 ise transkripsiyonu bagslatmak igin yeterli
olmayabilir (Macauley-Patrick et al. 2005). Calismada Invitrogen tarafindan tavsiye
edilen miktarda ilave edilen metanoliin (%0,5) rekombinant protein iretimi igin

transkripsiyonu baslatmada yeterli oldugu goriildii.

Yapilan bazi ¢caligmalarda uygun amonyum iyonlarinin, vitaminlerin ve iz elementlerin
ilave edilmesiyle rekombinant protein veriminde artig goriilmiistiir (Boze et al. 2001,
Xie et al. 2005). Maya ekstrakti, kazamino asit, L-arjinin ve EDTA gibi diger azot
kaynaklari, liretim seviyesini artirmak i¢in kullanilir. Ayrica proteaz sorunu igin rakip
substrat olan amino asit¢e zengin bu bilesenler, proteaz indiiksiyonunu baskilayarak
rlin parcalanmasini azaltir (Macauley-Patrick et al. 2005; Daly and Hearn 2005).
Pichia ile fermentasyonda kullanilan karbon kaynaklarindan gliserol ve sorbitol gibi
substratlar, hiicre gelisiminde kullanilirken metanol ve metilamin gibi substratlar gesitli
proteinlerin ekspresyonunda kullanilmaktadir (Calik 2010). Calik et al. (2010)
metanoliin yanisira sorbitoliin kullanilmas1 durumunda mikroorganizma i¢in lag fazin
(ortama aligma fazinin) yalnizca metanoliin kullanildigi durumdan daha kisa oldugunu

rapor etmistir. Ayrica Jungo et al. (2007), Celik et al. (2009) ve Calik et al. (2010)
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tarafindan rapor edildigi gibi kesikli kiiltiirde sorbitoliin ilave edilmesinden sonra
indiiksiyon fazinin baslangicinda kullanilmaya baglandigindan hiicrede metanol ve
sorbitol kullanimi es zamanli gerceklesir. Ancak Orman (2007), sorbitol yerine
gliseroliin kullanilmas1 durumunda gliseroliin tamami hiicreler tarafindan tiiketildiginde
metanol kullanim oranmnin arttigini, bu durumda gliseroliin AOX1 promotdriiniin gii¢li
bir represori oldugunu, asir1 gliseroliin metanoliin etkisiz bir sekilde kullanimi ile
sonuglanan AOX1 ekspresyonunu sinirladigini ve bu durumun daha diisiik rekombinant
iirtin tiretimi ile sonu¢landigini bildirmistir. Thrope et al. (1999) ise gliserol-metanol ve
sorbitol-metanol besleme stratejilerini  karsilastirmis, her iki stratejiye ait iriin
miktarinin olduk¢a benzer oldugunu gormiis ve gliseroliin promotorii baskilayici
etkisinden dolay1 sorbitol-metanol besin stratejisinin tercih edilebilecegini bildirmistir.
Bu baglamda caligmanin bu basamaginda calkalamali kiiltiirde hiicrelerin rekombinant
protein Uretimi sirasinda biiylimelerine yardimci olmak amaciyla da metanole ek

substrat olarak sorbitol kullanildi.

Fermentasyon sirasinda yiiksek hiicre yogunluguna ulasan maya hiicrelerinin
parcalanmasi sonucu kiiltlir sivisina salgilanan proteazlar, rekombinant proteinin
parcalanmasinda temel faktordiir. Bu problemin iistesinden gelmek i¢in simdiye kadar
¢ogu arastirmaci tarafindan kiiltiir sartlarinin kontrolii, besiyeri iceriginin degistirilmesi,
proteaz inhibitorleri, pepton, kazamino asit ve spesifik amino asitlerin ilave edilmesi
gibi ¢ok sayida deneme yapilmistir (Enfors 1992; Gonzalez-Lopez et al. 2002). Li et al.
(2000), yaptig1 calismada inkiibasyon sicakligini 30°C’den 23°C’ye indirerek P.
pastoris ile irettigi antifriz proteinlerin miktarinin 5,3 mg/I’den 18 mg/I’'ye ulastigini,
ayni sekilde Dragosits et al. (2009), 3H6 Fab fragmentinin 20°C’deki spesifik
tiretiminin 30°C’dekinden 3 kat daha fazla oldugunu bildirmistir. Sicaklikta oldugu gibi
hiicre bliylimesi ve rekombinant protein iiretimi i¢cin pH’da onemli bir parametredir.
Besiyeri pH’sinin 5,0’dan 4,0’a diisiiriilmesi sonucu P. pastoris’te CBM (cellulose-
binding module)-CALB (cellulose 6A and lipase B) ekspresyonunun %40’dan 90’a
ulastig1 bildirilmistir (Jahic et al. 2003). Potvin et al. (2010) ise proteolitik parcalanmay1
Onlemede istenen iirlin haricinde proteazlar i¢in yarigmali enzimatik substrat

kullanilabilecegini gdstermistir. Ancak bu denemelerin ¢cogu sinirhi etki gosterdiginden
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genetik manipiilasyonlarla olusturulan, proteaz liretmeyen suslara ihtiyag duyulmustur.
Bu amagla P. pastoris SMD1163 (his4 pep4 prbl), SMD1165 (his4 prbl), ve SMD1168
(his4 pep4) suslar1 heterolog protein iretiminde etkili bir sekilde kullanilmaktadir
(White et al. 1995; Brierley 1998). Ancak firetim besiyerinde yavas gelisen ve
transformasyon iglemi zorlukla gerceklestirilebilen bu suslarin kullanimi1 sadece yetersiz
veya tatmin edici olmayan sonuglara neden olan proteolitik par¢alanmay1 azaltmak i¢in

tavsiye edilir (Invitrogen 2010a).

Yapilan bu calismalara ait sonuglar g6z dniinde bulundurularak nétral pH’da optimum
aktivite gosteren proteazlara spesifik olarak duyarli olan ve fermentasyon ortamina
salgilanan rekombinant proteinin proteolitik parcalanmasindan dolayr pH’s1 6 olan
besiyerine %1 oraninda kazamino asit ilave edildi ve boylelikle rekombinant P. pastoris
tarafindan tretilen ekstraselliiler proteazlarin inhibisyonu miimkiin oldu. Ayni sekilde,
Clare et al. (1991) yaptigi calismada %1 kazamino asit ilavesi ile proteazlari inhibe
ederek P. pastoris tarafindan iretilen rekombinant fare epidermal biiylime faktoriiniin
miktarinda artis gézlemis, diger yandan Brierley et al.(1994) ortam pH’sin1 3 veya daha
altina ayarlandiginda diisiikk pH degerine direngli olan Pichia’nin iyi iireme gosterdigini
ve ¢ogu notral pH proteazlarinin inaktif oldugunu bildirmistir. Bu baglamda ¢alismada
kazamino asit ilavesinin yamisira pH’st 3'e ayarlanmig dretim besiyerinde
gergeklestirilen inkiibasyon sonucu rekombinant hiicrelerde iyi bir gelisim gozlenirken
enzim aktivitesi gozlenemedi. Bu durum, disiik pH ortaminda rekombinant PON1
enziminin aktivitesinin kayboldugunu diisiindiirmektedir. Bu diisiinceye paralel olarak
pH 6’ya ayarlanmis tamponlu besi ortaminda iiretilerek inkiibasyon siiresi sonunda
kiiltiir ortamindan saflastirilan rekombinant enzimin karakterizasyonu calismalarinda
enzim aktivitesinin en iyi oldugu pH degerinin 10 oldugu belirlendiginden bu

diisiincenin dogrulugu teyit edilmis oldu.

Segilen 6. koloni ile rekombinant enzim {iretimi i¢in BMMY iiretim besiyerine 30 g/l
sorbitoliin yani sira proteaz inhibitorii olan %1 kazamino asit ilave edildi ve her 24
saatte %0,5'lik metanol indiiksiyonu ile 120 saat boyunca 24 saatte bir aktivite dl¢limii

gerceklestirildi. En iyi enzim aktivitesine (16,49 EU/ml) 96. saatte ulasildi. Bu saatten
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sonraki dl¢iimde enzim aktivitesinde meydana gelen diisiisiin, enzimin hidrolize maruz
kalma siiresinin artmasi ve artan biyomas miktarna bagli olarak salgilanan proteaz
miktarinin artmasi nedeniyle enzimin proteolizisinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
Bu durum, indiiksiyon siiresinin uzunlugunun proteolizisi etkiledigini gostermekte ve
enzim degredasyonu olarak bilinen PON1 enziminin hidrolize maruz kalma siiresinin
artmast anlamina gelmektedir. Benzer sekilde Ata (2012), yaptig1 calismada glukoz
izomeraz enziminin P. pastoris ile ekstraselliiler iiretimi sirasinda kiiltiir ortamindaki
sorbitoliin tliikenmesini takiben proteaz aktivitesinin artarken rekombinant enzim
aktivitesinin azaldigini ve sonug olarak ekstraselliiler liretimde proteolitik aktivitenin
maya ekspresyon sisteminde rekombinant enzim aktivitesinin daha yiiksek seviyeye

ulagmasini 6nleyen sinirlayici bir basamak oldugunu bildirmistir.

Glikozilasyon, P. pastoris tarafindan gergeklestirilen en yaygin post-translasyonal
modifikasyonlardan biridir (Eckart and Bussineau 1996). Cogu memeli dogal
proteinlerinin glikozillendigi disiiniildiigiinden rekombinant proteinlerin, biyolojik
aktivitelerini saglayacak sekilde dogru glikozilasyon modeline sahip olmasi gerektigi
bilinmektedir. Ayrica glikozillenen gen iirtinleri, genellikle S. cerevisiae’de eksprese
edilenden daha kisa glikozil zincirlerine sahip oldugundan P. pastoris, rekombinant
protein iiretiminde daha ilgi ¢ekici mikroorganizma olarak bilinir. Pichia, diger maya ve
funguslarda oldugu gibi salgilanan proteinlerin serin ve treonin amino asitlerinin
hidroksil gruplarina  O-oligosakkaritleri ilave eder. Bunlar sadece mannoz
rezidiilerinden olusur. Oysa memeliler gibi yiiksek yapili Okaryotlar, bu
oligosakkaritlerde ¢ok g¢esitli seker kompozisyonuna sahiptir. Bir protein, yerel
konukg¢usunda dogal olarak glikozillensin veya glikozillenmesin heterolog proteinlerin
Pichia’da glikozillenmesi miimkiindiir. Ancak ayni serin ve treonin rezidiilerinden
glikozillenmeyebilir (Cereghino and Cregg 2000). P. pastoris veya diger funguslar
tarafindan salgilanan yabanci yiiksek yapili Okaryotik proteinler sorunlu olabilir.
Memelilerde O-bagl oligosakkaritler, N-asetilgalaktozamin, galaktoz ve sialik asit gibi
sekerlerden olusur. Ancak P. pastoris’in de dahil oldugu diisiik yapili dkaryotlar, O-
oligosakkaritlere mannoz (Man) rezidiileri ekler. Her bir zincirdeki Man rezidiilerinin

sayisi, baglanma ¢esidi, P. pastoris’te O-glikozilasyonun sikligi ve 6zgiilligi heniiz
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belirlenmemistir. Ancak yerel konaginda O-glikozilasyona ugramayan bir proteinin,
glikozilasyona ugramayacagi da sdylenemez. Insanlarda glikozilasyona ugramayan
IGF-1 proteinine P. pastoris tarafindan O-bagli mannoz ilave edilmistir. Ayrica O-
glikozilasyonda P. pastoris tarafindan tercih edilen Ser (serin) ve Thr (treonin)
rezidiilerinin yerel konakg¢idakinin aynist olacagi da sdylenemez. P. pastoris tarafindan
salgilanan diger yabanci proteinler, hiperglikozillenmis durumda SDS-PAGE ve
western blotlama sonucu goriilebilen fazla karbonhidrat tasirlar. S. cerevisiae’nin
aksine, P. pastoris oligosakkaritlere a-1,3-terminal mannoz ilave etme yetenegine sahip
degildir. Bu durum goézardi edilirse P. pastoris dis zincir oligosakkaritlerine iliskin ¢ok
az bilgi vardir. Ayrica dis zincirlerin neden P. pastoris tarafindan salgilanan bazi
proteinlere ilave edildigi veya zincir ilavesinin nasil onlenebilecegi bilinmemektedir.
Mayalar tarafindan proteinlere N-bagli yiiksek mannoz oligosakkaritlerinin ilavesi
salgilanan yabanci proteinlerin eczacilik endiistrisinde kullaniminda 6nemli sorunlara
neden olur. Bu proteinler, memeliler i¢in asir1 antijenik olup karaciger tarafindan
kandan hizli bir sekilde uzaklastirilir. Son zamanlarda Belgika ve Amerika’daki bir
calisma grubu, insan proteinleri ile aynt mannoz motiflere sahip protein iireten P.
pastoris konak suslari elde etmistir. Sonraki ¢alismalarinda ise tamamen insan
proteininin O6zelliklerine sahip rekombinant protein lireten suslar gelistirmeler: limit

edilmektedir (Cregg 2001).

PONT {izerinde ikisi (Asn 227 ve Asn 270) B-kirmal1 tabakalarin merkezinde, diger ikisi
ise ylizeye bakan bolgede (Asn 253 ve Asn 324) olmak {izere 4 tane potansiyel N-
glikozillenme bolgesi yer almaktadir. PON1, memeli hiicrelerinde eksprese edildikten
sonra bu noktalardan glikozillenir (Dragonov and La Du 2004). PON ailesinin hidrolitik
aktivitesi igin glikozilasyonu onemli degildir (Josse 1999; Ahoroni 2004). Ancak
enzimin yapisinda bulunan bu karbonhidrat molekiilleri spesifik olmayan hiicre
membranlarina baglanmada veya kararligi ve c¢oOziiniirligli artirmada etkili olabilir
(Jonas 2000; Sinan 2005). Calismada heterolog proteinlerde glikozilasyonu
gerceklestirme yetenegine sahip rekombinant P. pastoris ile 120 saatlik inkiibasyon
stiresince elde edilen kiiltir ortamindan Ornekler alinarak enzimin elektroforez

sistemindeki analizi, enzimin indirgeyici ajan1 olan SDS ve 1s1 uygulamasi ile denatiire
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edilmesinin ardindan poliakrilamit jel aracilifiyla gerceklestirildi. Elektroforez
uygulamasindan sonra jelde ayrilan proteinler, giimiis boyama yontemi ile goriiniir hale
getirildi. Sonrasinda ise western blot analizi yapildi. Sekil 4.14’te gortildigi gibi farkli
zaman araliklarinda aliman ve jelde yiiriitiillen 6rneklere ait protein bantlari, glimiis
boyama yontemi yardimiyla goriiniir hale getirilip bunlardan belirgin olan ve
indiiklendigi tahmin edilen bantlarin rekombinant PONI1 enzimine ait oldugu
diisliniildi. Bu diisiincenin dogrulugu, rekombinant proteine spesifik antikor
kullanilarak gerceklestirilen western blot analiziyle de teyit edilmis oldu (Sekil 4.15). Rf
degerinin hesaplanmasi sonucunda rekombinant proteinin 59,1 kDa oldugu belirlendi.
Yaklasik 45 kDa molekiiler kiitleye sahip oldugu bilinen insan PON1 enziminin
rekombinant P. pastoris’te ekspresyonu sonucu 59,1 kDa molekiiler kiitleye sahip
olmasi, proteinin maya tarafindan translasyon sonrasi glikozilasyona ugratildigin
diistindirmektedir. Rekombinant {irlin tiretimi ile ilgili yapilan diger ¢aligmalarda da P.
pastoris’te eksprese edilen iiriinlerin gergek molekiiler kiitlesinin tizerinde olmasi, maya
tarafindan gergeklestirilen glikozilasyon olay1 ile agiklanmustir. Ornegin, Calik (2010)
yaptig1 ¢alismada 50 kDa molekiiler kiitleye sahip Trichoderma reesei endoglukanaz |
enziminin P. pastoris’te ekstraselliiler tiretimi sonucu 70 ve 100 kDa civarinda olup
ancak olduke¢a yiiksek aktiviteye sahip oldugunu ve Soyaslan (2010), 34-38,5 kDa
molekiiler kiitleye sahip insan eritropoietininin P. pastoris’te ekstraselliiler tiretimi

sonucu 43-55 kDa araliginda molekiiler kiitleye sahip oldugunu bildirmistir.

Son olarak, yeniden ayni sartlarda iiretim ile elde edilen rekombinant enzim igin
karakterizasyon ¢alismalari yapildi. Polihistidin uzamasi igeren (2,5 kDa) rekombinant
proteini saflagtirma isleminin ilk basamag, kiiltiir ortamindan elde edilen siipernatantin
ultrafiltrasyon ile 10 kat konsantre edilmesi ve ayni zamanda tuzlarin uzaklastirilmasi
ile gergeklestirildi. Ultrafiltrasyon ve takip eden diger islemler sirasinda mikrobiyal ve
proteolitik parcalanmayi1 Onlemek amaciyla protein igeren soliisyonun sicakligi, 2-
8°C’de tutuldu. Bu islem sonucu elde edilen konsantre iiriin, saflastirma islemi igin
hazirlanan histidine spesifik Probond™ kolonuna yiiklenerek rekombinant protein,
eliisyon tamponunda saf olarak elde edildi. Elde edilen bu eliisyon ile gerceklestirilen

diyaliz isleminin ardindan SDS-PAGE ile jelde ayrilan proteinler, giimiis boyama
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yontemi ile goriiniir hale getirildi. Sekil 4.16’da goriildiigii gibi saf olarak elde edilen
rekombinant protein, farkli konsantrasyonlarda jele yiiklenerek giderek artan

yogunlukta bantlar gozlendi.

Ayn1 zamanda gerceklestirilen enzim aktivite Ol¢lim sonucuna gore, saflastirilan
enzimin spesifik aktivitesinin 1,87 EU/mg oldugu belirlendi. Sonraki adimlarda enzim
aktivitesini artirmaya yonelik optimizasyon ¢aligmalar1 (optimum pH, optimum iyonik

siddet, optimum sicaklik) gerceklestirildi.

Enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu optimum pH’y1 belirlemek i¢in ii¢ farkli tampon
(potasyum fosfat, tris/HCI ve glisin/NaOH) kullanildi. Yapilan aktivite Olglim
calismalar1 sonucu en iyi aktivite degerine (21,5 EU/ml) 50 mM glisin/NaOH tamponu
ile pH 10’da ulasildi. pH 8,5'in altinda ise aktivite gdzlenmedi. Enzim aktivitesinin en
yiksek oldugu optimum iyonik siddeti belirlemek i¢in pH’s1 10 olan glisin/NaOH
tamponunun farkli konsantrasyonlarinda calisildi. 30,29 EU/ml enzim aktivitesi ile
optimum tampon konsantrasyonu, 100 mM olarak belirlendi. Enzimin en iyi aktivite
gosterdigi optimum sicakligi belirlemek igin 0-90°C arahiginda ¢alisildi. 31,27 EU/mll
ile enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik degeri, 15°C olarak belirlendi.
Saflastirilan rekombinant PON1 enziminin kinetik sabitleri (Ky Ve Vmax) paraokson
substrati kullanilarak belirlendi. Calismada, 15°C’de 1 mM Ca* iceren 100 mM
glisin/NaOH tamponunda (pH 10) 2 mM paraokson substrati i¢in Ky 0,025 mM ve V pax
28,4 EU/ml olarak belirlendi.

Literatiirde PON1 enziminin paraokson sustrati i¢in farkli Ky degerleri bildirilmistir.
Gan et al. (1991) serumdan saflastirdiklari PON1 i¢in 25°C’de 50 mM tris/HCI
tamponunda (pH 7,45) paraokson substrat1 ile Ky degerini 0,5 mM, Li et al. (2000)
serumdan saflagtirdiklart PON1 i¢in 37°C’de 2 mM Ca*? iceren 0,1 M tris/HCI
tamponunda (pH 8,5) paraokson substrati ile Ky degerini 0,81 mM ve Rodrigo et al.
(2001) serumdan saflastirdiklart PON1 igin 25 °C’de 0,1 M tris/HCl 2 mM Ca*?
tamponunda (pH 8) paraokson substrat1 ile Ky degerini 1,38 mM olarak saptamislardir.

Paraokson i¢in bildirilen afinite (Ky) degerlerindeki bu farkliliklar, enzim ekstraktinin



104

saflik derecesinden, kullanilan tampon pH’sindan, Olgim ortamimin sicakligindan,
kullanilan ~ substratin  saflik  derecesinden ve substrat konsantrasyonundan
kaynaklanabilir. Ayrica paraokson hidrofobik karakterli substrat olup metanol, etanol,
izopropil alkol, aseton gibi organik c¢oziiclilerde c¢oziilebilir. Ancak bu organik
¢oziiclilerin PONI’i inhibe ettigi bilinmektedir. Bu nedenle 6l¢iim ortamindaki bu
coziiciilerin konsantrasyonu %5'in altinda tutuldugunda inhibisyon minimum diizeyde
olmaktadir. Dolayisiyla, Ky Ve Vmax i¢in bildirilen farkli degerlerin bir baska nedeni de
kullanilan organik ¢oziicii ve aktivite ortamindaki konsantrasyonu olabilir (Koncuk

2011).

Sonuc ve Oneriler

e Bu tez kapsaminda insan rekombinant PON1 enziminin P. pastoris’te ekstraselliiler
iiretimi basariliyla gergeklestirilebilmistir.

e Rekombinant enzim, ekstraselliiler oOzellige sahip oldugundan hiicre igerigini
parcalamaya gerek duyulmadan saflastirilabilmistir. Bu durum is giiciiniin azaltilmasi
acisindan 6nem arz etmektedir.

e Rekombinant enzim iiretiminin gergeklestirildigi, yukarida onemi belirtilen tiim
parametrelerin optimizasyonu ile daha fazla verim alinabilecegi ve rekombinant maya
hiicrelerinin immobilizasyonu ile de optimize edilen kiiltiir sartlarinda enzim {iretiminin
gergeklestirilebilecegi diisiiniilmektedir.

e Daha fazla kiiltiir hacmi kullanilarak biiyiik 6lgekli fermentor tiretimiyle daha fazla
miktarda aktiviteye sahip saf enzim elde edilebilecegi ve glikozillenmis rekombinant
enzimin fazla glikozil zincirlerinin bertaraf edilerek western blot, immunohistokimya,
ELISA ve SDS-PAGE gibi cesitli uygulama alanlarinda kullanilabilecegi tahmin

edilmektedir.
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