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CHLAMYDOMONAS REINHARDTII’'DE REKOMBINANT PROTEIN URETIMI
Oznur CAN
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Kéksal PABUCCU

Bu c¢aligmada, Chlorophyta’ya mensup bir alg tiirii olan Chlamydomonas reinhardtii
CC-125 (yabani tip) susunun elektroporasyon yontemi ile transformasyonu
gerceklestirilmistir.  Yesil Floresans Proteini (GFP) kodlayan gen, pChlamy_ 3
vektoriine konstriikt edilerek, alg hiicrelerinin niiklear genomuna transferi saglanmistir.
Transgen entegrasyonu yapilmis ancak Yesil Floresans Protein (GFP) birikimi
gbzlenememistir.
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ABSTRACT

M. Sc.Thesis

THE RECOMBINANT PROTEIN PRODUCTION
IN CHLAMYDOMONAS REINHARDTII

Oznur CAN

GaziosmanpasaUniversity
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Dog. Dr. Koksal PABUCCU

In this study, transformation of the algae Chlamydomonas reinhardtii strain CC-125
(wild type), as a member of the division Chlorophyta, was performed by electroporation
technique. Green Fluorescent Protein (GFP) encoding gene was constructed pChlamy_3
vector, and then transferred into the nuclear genom of algae cells. Although the
entegration of transgene was achieved, accumulation of the recombinant GFP couldn’t
be observed.
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1. GIRIS

Hizla gelisen ve niifusu artan diinyanin, 6zellikle maliyeti ve elde edilebilirligi
sinirli olan kaynaklara ihtiyacina binaen, biliyiik ¢apta rekombinant protein iiretimi
giderek ka¢inilmaz hale gelmektedir. Bu amagla yeni biyoteknolojik uygulamalar
kullanilarak, hedef genlerin izolasyonu, farkli biyolojik sistemlere aktarilmasi ve burada
istenen diizeyde ekspresyonu saglanabilmektedir (Sipahi, 1997). Giiniimiizde bilinen
bakteri, maya, bocek kiiltiirli, mantar, transgenik hayvan ve bitki, memeli hiicre kiiltiirii
gibi biyolojik sistemler, tip ve eczaciliktan, tarim ve endiistriye kadar birgok alanda
gereksinimleri karsilamak {izere degerlendirilmektedir (Rasala ve ark., 2010). Farkli
avantaj ve dezavantajlara sahip olmalarina ragmen tiimiiniin ortak paydasi, yeterli
miktarda ve yliksek kaliteli protein tiretebilmektir.

Prokaryotik ekspresyon sistemi olarak bakteriler, iliretiminin ekonomik olmasi,
hizl1 bir sekilde ¢ogalabilmesi ve genetiginin iyi aydinlatilmis olmasi nedeniyle siklikla
tercih edilmektedir (Schimidt, 2004). Ancak bakteri proteinleri, yiikksek organizma
proteinlerinde oldugu sekilde islenmemektedir. Translasyondan sonra kendilerine seker
gruplar1 baglanmasi anlaminda glikozillenme mekanizmasi mevcut degildir. Ayrica
rekombinant proteini dogru olarak katlamayabilir. Eger proteinler iigilinciil yapisim
dogru olarak almazsa genellikle ¢oziinmezler. Dolayisiyla bakteri iginde inkliizyon
cisimcikleri olusur (Griesbeck ve ark., 2006). Bakteri DNA’sina sokulan yabanci genler
bazen intronlar icerebilir. Ne yazik ki bu biyoreaktdrde transkriptlerden intronlar
uzaklagtirmak i¢in gerekli mekanizma yoktur. Diger bir 6nemli problem de proteaz ve
endotoksinlerin varligi nedeniyle eksprese edilen rekombinant proteini saflagtirma
islemidir. Baz1 durumlarda, bakteriyel kisim icermeyen rekombinant proteinler, konak
tarafindan kendi biinyesindeki proteazlarla parcalanabilir. Bakteriyel kisim icerenler ise
parcalanmaz ama bu bakteriyel kistm endotoksin olmasindan dolay1 uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Tiim bu deginilen sorunlar diger organizmalarda alternatif ifade
sistemlerinin gelistirilmesine yol agmistir.

Giliniimiizde rekombinant protein tiretimi i¢in en ¢ok kullanilan sistemlerden biri
de mayalardir. Ekspresyon seviyeleri nispeten yiiksektir. Dezavantaji ise proteinlere cok
fazla seker birimleri ekler, proteinler siklikla dogru glikozillenmez. Ayrica maya,

proteinleri biiylime ortamina salacak etkin bir sistemden yoksundur. Salinim



yoklugunda rekombinant proteinler hiicre iginde tutulurlar. Bu nedenle saflastirmak
daha zordur (Potvin ve Zhang, 2010).

Boceklerin ya da bocek hiicre hatlarinin baculoviriis ile infekte edilmesiyle
birgok rekombinant genin ekspresyonu saglanabilmektedir. Viriis ile infekte edilen
konak¢1 hiicre eninde sonunda 6ldiigiinden rekombinant genin ekspresyonu siirekli
olarak yapilamamaktadir (Aydin, 2007).

Fungal sistemler fungal enzimlerin liretiminde genellikle iyi olmasina ragmen,
dogasinda var olan proteazlar ve teknik kisitlanmalardan dolay1 bu sistemin ekspresyon
konag1 olarak kullanimi sinirlidir (Lauersen ve ark., 2013).

Memeli hiicre kiiltiiriinde kontaminasyon riski fazladir. Transgenik hayvan
ekspresyon sistemleri daha dnce bahsedilen ekspresyon sistemlerine gére daha uzun bir
iiretim periyodu ve yiiksek maliyet gerektirir buna karsilik iirlin miktar1 oldukca
distiktir (Specht ve ark., 2010). Transgenik bitkiler ucuz ve giivenli iiretim igin bir
firsattir. Daha ¢ok farmasétik proteinlerin tiretimi igin tercih edilmektedir. Bitkilerdeki
glikolizasyon  sekli  memelilerdekinden  farklidir. Rekombinant proteinlerin
fonksiyonlarini ve hatta immunojenitelerini diisiiriir. Terapotik rekombinant protein
tireten bitkilerin kiiltiirleri tarimsal alan olarak problemdir. Transgenik polenlerle gen
akist risklidir. ilk transformasyon basamagindan protein izole edilene kadar gecen siire
oldukga fazladir (Griesbeck ve ark., 2006). Sonug¢ olarak, bitkilerden protein
saflastirilmas1 zahmetlidir. Bu dezavantajlar ekonomik basariy1 yavaslatmistir.

Diinya ¢apinda genis uygulama alan1 bulan, son zamanlarda O6nemli
biyoteknoloji araglarindan birisi haline gelen mikroalgler bilim insanlarinin ilgi odagi
olmustur. Besin zincirinin ilk halkasint olusturan algler zengin protein, karbonhidrat,
yag, mineral ve vitamin igerigi sayesinde ¢ok uzun yillardan beri insanlar tarafindan
cesitli amaglar icin kullanilmaktadir. insan gidasi, kozmetik, tip, ¢evre kirliligini
Oonleme, hayvan yemi, giibre, biyodizel, biyohidrojen iiretimi alanlarinda da en ¢ok
tercih edilen organizmalardir (Altuner ve ark., 2002; Rosenberg ve ark., 2008; Pabugcu,
2012; Pabugcu ve Altuner, 2012).

Diger biyoreaktor sistemlerinde oldugu gibi mikroalglerde de endiistri ve
eczacilik uygulamalarinda 6neme sahip olan rekombinant proteinlerin {iretimi ig¢in

heterolog genlerin ekspresyonu gergeklestirilmistir. Bu zamana kadar, antikor, hormon



ve as1 gibi bazi memeli proteinleri alglerde ekonomik olarak uygulanabilir diizeyde
ekspresyon yapilmistir (Gong ve ark., 2011).

Diger ifade sistemlerine kiyasla genis 6lgekli tiretim i¢in daha giivenli, kolay ve
ucuzdur. Mikroalglerin bu gibi ¢esitli Ustlinlikkleri, onlar1 rekombinant DNA
teknolojisinin 6nemli bir ¢alisma konusu haline getirmistir. Rekombinant protein
iiretiminde ¢cogu bilim insaninin gili¢lii promotdr, markdr se¢imleri, verimli gen aktarim
yontemlerinin gelistirilmesi, kompleks molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi gibi
mikroalgleri daha etkili biyoreaktor haline getirme cabalari, gelecekte bunlar1 daha da
tercih edilir yapacaktir (Neupert ve ark., 2012).

Ulkemiz rekombinant olarak iiretilen cogu terapotik asi, hormon, endiistriyel
enzimler yoniinden disa bagimhidir (Balta, 2007). Bu magduriyeti en aza indirgemek
icin biyoteknolojik arastirmalarin hiz kazanmasi gerekmektedir. Bu baglamda
mikroalgler, yeni calisilmaya baslanmis bir platform olmasina ragmen sahip oldugu
niteliklerden otiirii daha caziptir.

Bu tez calismasinda, biyoteknoloji ve molekiiler biyolojide model hiicre ya da
protein fabrikasi olarak nitelendirilen Chlamydomonas reinhardtii mikroalg tiiriine,
elektroporasyon  vasitasiyla ~ GFP  (yesil ~ floresans  proteinini)  geninin

transformasyonunun saglanmasi ve sistemin optimize edilmesi amaglanmustir.



2. TEMEL KAVRAMLAR

2.1. Yesil Floresans Protein (Green Fluorescent Protein, GFP)

Deniz Anasi Aequorea victoria ve Deniz Meneksesi Renilla reniformis gibi
biyoliiminesens 6zellikteki bircok sdlenter, GFP sayesinde yesil 1s1k yayar. Bu protein,
aequorin ya da lusiferaz gibi primer proteinlerden aldigi mavi 15181, dalga boyu daha
kisa olan ve daha uzak mesafelere ulasan yesil floresans 1s1ga doniistirmektedir. Ca*
iyonunun salinimi ile aequorin aktiflesir ve nihayetinde 1s1ma meydana gelir (Sekil.2.1)
(Kioz ve ark., 2004). Bununla ilgili ¢aligmalar 1960’11 yillarda pasifik sahillerinde
yasayan ve mavi 151k yayan Aequoria victoria denizanasindan GFP genin ilk olarak

izole edilmesi ve klonlanmasi ile baslamistir (Shimomura ve ark., 1962).

3
% &7  mavi '

4

1sik
Aéquorin

Sekil 2.1. A. victoria organizmasinda GFP proteininin Aequorin tarafindan uyarilarak yesil renkli
goriinmesinin mekanizmasi.(Anonim, 2009)

Genelde 151k verme 0Ozelligi gosteren proteinler tek baslarina calismayip,
yardimer bir molekiil veya protein varligina ihtiya¢ duymaktadirlar. Yesil floresans
proteini ise baska bir proteine, molekiile veya kimyasal reaksiyona ihtiya¢ duymadan

etrafina floresans (yesil) 151k verir (Serbest-Kobaner, 2006).



Asagida A. victoria organizmasindan elde edilen yesil floresans proteininin
DNA dizisi gosterilmistir (Sekil 2.2).

ATG gctagc
ttgaattaga
ggtgaaggtg
tactggaaaa
atggtgttca
tttttcaaga
tttcaaagat
gtgataccct
gatggaaaca
tgtatacatc
aaattcgcca
caacaaaata
ttacctgtcg

accacatggt

aaaggagaag
tggtgatgtt
atgctacata
ctacctgttc
atgcttttcc
gtgccatgcc
gacgggaact
tgttaatcgt
ttctcggaca
acggcagaca
caacattgaa
ctccaattgg
acacaatctg

ccttcttgag

aacttttcac
aatgggcaca
cggaaagctt
catggccaac
cgttatccgg
cgaaggttat
acaagacgcg
atcgagttaa
caaactcgag
aacaaaagaa
gatggatccg
cgatggccct
ccctttcgaa

tttgtaactg

tggagttgtc
aattttctgt
acccttaaat
acttgtcact
atcatatgaa
gtacaggaac
tgctgaagtc
aaggtattga
tacaactata
tggaatcaaa
ttcaactagc
gtccttttac
agatcccaac

ctgctgggat

ccaattcttg
cagtggagag
ttatttgcac
actttctctt
acggcatgac
gcactatatc
aagtttgaag
ttttaaagaa
actcacacaa
gctaacttca
agaccattat
cagacaacca
gaaaagcgtg

tacacatggc

atggatgagc tctacaaaTA ATGA

Sekil 2.2. Yesil floresans proteininin DNA dizisi (Prasher ve ark., 1992)

Yesil floresans proteini 238 aminoasit molekiilinden meydana gelmektedir. GFP
proteininin tek harfli amino asit simgeleriyle gosterilen dizini asagidaki gibidir (Sekil
2.3).

MASKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICT
TGKLPVPWPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIS
FKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHN

VYITADKQKNGIKANFKIRHNIEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNH

YLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYK

Sekil 2.3. Yesil floresans proteininin amino asit dizisi (Prasher ve ark., 1992)



Yang ve ark. (1996), farkli bir protein katlanma 6zelligi gosteren yabani tip A.
victoria GFP’sinin kristal yapisini ortaya ¢ikarmislardir (Sekil 2.4a). Bu yap1 beta-figi
olarak adlandirilmistir. Proteinin digsindaki 11 adet beta ipligi ¢ok siki bir silindir
olusturmustur. Ug boyutlu silindir yapi, yaklasik 3 nm ¢apinda ve 4 nm uzunlugundadir.
Silindirin ortasindaki molekiiliin 151k vermesini saglayan kromofor grubu ¢ok 6zel bir
sekilde dis etkenlere karsi korunmaya alimmistir. Kromoforun, Ser-Try-Gly (serin,
tirozin, glisin) dizisinden meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 2.4b) (Karaboz ve ark.,
2004).

Sekil 2.4. (a). GFP’nin ii¢ boyutlu yapisi, (b). Kromoforun kimyasal yapist (Anonim, 2014a)

GFP’nin ti¢ boyutlu yapisinin ¢ikarilmasi ile 1s1ma yapan bu proteinler iizerinde
bilimsel ¢aligmalar artmistir. Gliniimiizde GFP ile fiizyon yapilmis ilgili proteinlerin in
vivo olarak yerleri, fonksiyonlari, ekspresyonlar1 belirlenebilmektedir. Daha etkili bir
ekspresyon elde edebilmek amaci ile ¢esitli arastirmacilar tarafindan yabani tip GFP’nin

farkli mutantlar1 olusturulabilmektedir.



Rekombinant DNA teknolojisinde GFP geninin raportor gen olarak kullanilmaya
baslanmasi ilk olarak model organizmalar olan E. coli bakterisi ve Caenorhabditis
elegans nematodunda gosterilmistir (Chalfie ve ark., 1994). Bugiine kadar GFP geni;
bakteriler, mayalar, civik mantarlar, bitkiler,algler, Drosophila, zebra baligi ve memeli
hiicrelerinde eksprese edilmistir (Karaboz ve ark., 2004). Alglerdeki ilk ¢aligmalar ise
model organizma Chlamydomonas reinhardtii’ de 1999 yilinda Fuhrmann ve

arkadaslar tarafindan yapilmastir.

C. reinhardtii alg tiirtinde GFP ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalar;

Aragtirmacilar verimli bir ekspresyon gerceklestirmek amaciyla C. reinhardtii
niikklear genomunun yiiksek G-C baz igerigine uyumlu, kodon optimizasyonu
gerceklestirilmis sentetik CGFP {iretmislerdir. GFP raportér gen olarak kullanilmak
lizere zeocin baglayici protein olan “ble” geni ile fiizyon edilmis ve bu da rekombinant
proteinin goriintiilenmesine imkan vermistir (Fuhrmann ve ark., 1999).

Aragtirmacilar  hiicre  iskeleti  proteini  ¢alismalarinda,  proteinlerin
lokalizasyonunu in vivo gozlemleyebilmek i¢in GFP kullanmislardir (Ruiz-Binder ve
ark., 2002; Schoppmeier ve ark., 2005).

Franklin ve ark., (2002) raportor gen olarak sentetik GFPct kasedini
olusturmuslardir. rbcL5’- ve 3’-UTR’lerin kontrolii altinda bu kasedin, kloroplastta
rekombinant protein birikimini, optimize edilmemis GFP esliginde ekspresyonu yapilan
yabanci protein birikimine kiyasla 80 kat arttirdigini géstermislerdir.

Zhangli ve ark. (2008) C. reinhardtii’de eksojenlerin ekspresyon seviyesini
arttirmak i¢in, yiiksek verimli vektor olusturmuslardir. HSP70A-RBCS2 olarak
adlandirilan kimerik promotorlerin kontrolii altinda GFP geninin cam boncuk yontemi

ile transformasyonu sonucu niiklear genomda ekspresyonu saglanmistir.



2.2. Model Organizma Chlamydomonas reinhardtii

A
- - ,’

Sekil 2.5. C. reinhardtii 'nin 151k mikroskobundaki goriintiisii (Anonim, 2014b)
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C. reinhardtii, genetik, organellerin biyogenezi, fotosentez, flagella birlesmesi ve
fonksiyonu, ciftlesme reaksiyonlar1 ve gametogenez, hiicre duvari sentezi, fototaksi,
sirkadiyen ritmi ve karbon, nitrojen ve siilfiir metabolizmasi gibi hiicre ve molekiiler
biyolojinin ¢esitli ¢alisma konularinin aydinlatilmasinda kullanilmigtir (Sekil 2.5). Bu
alg tiirii asagida belirtilen uygun 6zellikleri sayesinde gii¢lii bir model organizma olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Rochaix, 1995). Bu 6zellikler;

- generasyon sliresinin kisa olmasi,

- laboratuar kosullarinda kiiltiirii yapilmasinin kolay ve ucuz olmasi,

- Okaryotik hiicre tipinde ve mikroskobik olmasi,

- fototrofik, miksotrofik hem de heterotrofik olarak biiylimesi,

- haploit kromozomlu olmasi,

- ¢ok sayida farkli mutant sus izolasyonunun yapilabilmesi,

- eksojen DNA’nin, niiklear, kloroplast, mitokondri genomlarinin iigiine de

transfer edilebilmesi,

- toksik olmamasi Ve viriis, prion gibi insan patojenleri igermemesi,

- klasik genetik analizlerine uyumlulugu,

- erisilebilir EST tabanina sahip olmasi seklinde siralanabilir (Shimogawara ve

ark., 1997; Tural, 2005).



2.2.1. Taksonomi ve biyolojisi

Chlamydomonas cinsine ait 600’lin iizerinde tiir tanimlanmis olsa da Harris
(2009), agik¢a C. reinhardtii’ nin diger tiirlerin arasinda tek olduguna dikkat ¢ekmistir.
C. reinhardtii’ nin sistematigi “ www.algabase.org ” veri tabaninda, 02.07.2014

tarihindeki sistematik kategorizasyonuna gore asagidaki gibi siralanmastir.

Domain: Eukaryota

Alem: Plantae

Sube: Chlorophyta

Simif: Chlorophyceae

Takim: Chlamydomonales

Aile: Chlamydomonadaceae

Cins: Chlamydomonas Ehrenberg

Tiir: Chlamydomonas reinhardtii P.A.Dangeard (Guiry ve ark., 2014).

Chlorophyceae smifinin temsilcisi C. reinhardtii yesil algler iginde en iyi
incelenmis tek hiicreli 6karyotik organizmadir. C. reinhardtii yabani tip susu (137c)
bilimsel amaglarla ilk olarak Gilbert M. Smith tarafindan 1945’te Amherst,
Massachusetts yakinlarinda topraktan izole edilmistir (Harris, 2009).

C. reinhardtii, tipik olarak oval sekilli olup 10um boyunda ve 3um
genisligindedir. Hiicre hacminin yaklasik % 40’1n1 kaplayan biiyiik ve kadeh seklinde
olan tek bir kloroplasta sahiptir (Rochaix, 1995). Kloroplast hem klorofil a hem de
Klorofil b igerir. Karbondioksit fiksasyonu kloroplastin iginde yer alan pirenoid
halkalarinda gerceklesir (Harris, 2009). Pirenoid, fiksasyondan sorumlu olan RUBISCO
enzimini igerir. Pirenoidin varligi, fotosentetik aktivite agisindan gereklidir. Buna ek
olarak depo iiriinii olan nisasta sentezinde de rol oynar. Kloroplastin i¢inde 1518a duyarl
ve fototakside gorev alan goz noktasi (stigma) vardir (Sineshchekov ve Govorunova,
2001).

Organizmada, yiiksek bitkilerin olgun hiicrelerinde goriilen biiyiik merkezi bir
koful bulunmaz. Kamgilarin kaidesinin yakinindaki iki kii¢iik kontraktil koful ardisik ve
ritmik olarak gdrev yapar. Osmotik regiilasyondan sorumludurlar (Komsic-Buchmann
ve ark., 2012).


http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=27356
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=27356
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=27356

Yiiksek bitkilerden farkli olarak hayvanlar aleminde goriilen hareketten ve
ciftlesmeden sorumlu esit uzunlukta iki kamgist mevcuttur.10-12 um uzunlugundaki bu
kamgilar hiicrenin anterior (u¢) kisminda bulunur (Harris, 2009). Kamgilarini, adeta
kurbagalama seklinde ylizebilme, 15181 ve besinleri optimum diizeyde alabilmek igin de
kullanir (Plucinak, 2013).

Yedi tabakali hiicre duvar1 hidroksipirolince zengin glikoproteinlerden olusur ve
seliiloz icermez (Harris, 2009).

C. reinhardtii’nin kuru agirliginin %48’ini protein, %217’sini karbonhidrat ve

%21’ini yaglar olugturmaktadir (Becker, 2007).

2.2.2. Bityiime Kosullar:

Yabani tip C. reinhardtii daha c¢ok tatli sularda ve toprakta yayilis gosterir.
Laboratuar kosullarinda da steril kati1 veya sivi besiyerinde kolayca yetisebilir (Mahan
ve ark., 2005). En ideal besiyeri Tris Asetat Fosfattir. Bunun disinda ek vitamin veya
kofaktor gerektirmeden biiyiiyebilir (Harris, 2009). Gelisimi i¢in optimum sicaklik 20°C
- 36°C arasindadir. Yiiksek bitkilerle kiyaslandiginda 7-8 saat gibi ¢ok kisa generasyon
stiresi vardir (Manuell ve Mayfield, 2006). Bu siire, devamli aydinlatmali ortamda
ekstra hava ve CO; kabarcik (bubbling) destegi saglanirsa daha da kisalabilir (Adams,
2011).

C. reinhardtii i¢in potansiyel 3 farkli biiyiime kosulu tanimlanmistir. Bu yesil
alg tiirti fototrofik (tek karbon kaynagi CO; ve 1s1k) biiyiimenin disinda, i¢inde karbon
kaynag1 olarak sadece asetat bulunan 1sikli ortamda miksotrofik ve karanlikta
heterotrofik (angiospermlerden farkli olarak Chlamydomonas’ta bulunan fotosentetik
aparatin, 151k olmasa dahi klorofil sentezlemesi sayesinde) yasayabilirler. Bu 6zelligi
sayesinde fotosentetik aktivitesi olmayan ¢ok sayida mutantlar olusturulabilmektedir

(Davies ve Grossman, 1998).

2.2.3. Yasam dongiisii

C. reinhardtii’'nin yasam dongiisiinde haploit evre baskindir. Diploit olan tek

evre yalmzca zigottur (Sekil 2.6). ideal biiyiime sartlarinda alg, sadece mitozla cogalir
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ancak aclik, beslenme yetersizligi ve 6zellikle azot eksikliginde eseysel ireme harekete
geger. Vejetatif hiicreler, gamet haline farklilagirlar. C. reinhardtii’ de gametler art1 ve
eksi olmak tizere iki alt eslesme tipindedir (Sager ve Granick, 1954). Zit tipteki
gametlerin karigimi, kamgilarin etkilesimi gibi bir seri kompleks reaksiyon sonunda
diploid zigot olusumu ile gergeklesir. Uygun gevresel kosullar geri geldiginde olusan
zigot uyarilir ve mayoz gegirir. Bunun sonucunda iki (+) ve iki (-) eslesme tipinde dort

haploit hiicre olusur. Ardindan bu hiicreler vejetatif olarak biiylimeye devam ederler

(Rochaix, 1995).
karvogami & plastid
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Sekil 2.6. C. reinhardtii’ nin yasam dongiisti ( Harris, 2009)
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2.2.4. Genetik yapisi

Genetik yapisi iyi tanimlanmis C. reinhardtii, genom projesi yapilan ilk alg
turtidiir (Harris, 2009). Diger fotosentetik Okaryotlar gibi C. reinhardtii tamamen
sekanslanmis {i¢ ayr1 genetik sisteme sahiptir; niiklear, kloroplast, mitokondri (Rochaix,
1995). C. reinhardtii ii¢ genomunda da transformasyon gerceklestirilen tek fotosentetik
organizmadir (Fuhrmann, 2002). Bunlar igin 6zel transformasyon teknikleri

gelistirilmistir ve bunlar erisim agina a¢ilmistir (Lefebvre ve Silflow, 1999). Buna ek
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olarak hala Bu sistemlerdeki mutasyonlar melezlerde kolayca ayirt edilebilir, ¢iinkii
niiklear genler Mendel kurallarina gore ayrilir. Oysa kloroplast ve mitokondri genomlar1
genellikle uniparental olarak iletilir. C. reinhardtii ‘nin niiklear genom kompleksi 1.2 x
105 kbp olarak tahmin edilmektedir. Genetik harita 17 baglanti grubuna yayilmis 148
lokusdan olugmaktadir.

C. reinhardtii niiklear genom %64 GC igerigine sahiptir. Bu yiizden kodon
kullanimi, diger yiiksek yapili bitkilerden biiyiik 6lgiide farklidir. Basit sekans dizilerini
ve hareketli DNA parcalarini igerir.

Kloroplast, niikklear genomundan bagimsiz olan otonom bir genetik sisteme
sahiptir. Bu sistem genetik bilgiyi tasiyan DNA’y1 ve tam bir protein sentezleme
linitesini igerir. Fotosentez ve genetik yapi ile ilgili genlerden sorumludur Ancak
translasyon {initesinin molekiiler bilesenleri ortaklasa olarak hem niiklear hem de
kloroplastta bulunan genetik bilgiden kaynaklanir. Hiicre ekspresyonu kloroplastta
gerceklesir. C. reinhardtii kloroplasti 204-kbp sirkiiler DNA igermektedir. Kloroplast
DNA’s1 diger yiiksek bitkilere nazaran daha biiyiiktiir. Kloroplast DNA’st A ve T
bazlar1 bakimindan zengindir, bu ylizden DNA yogunlugu niiklear DNA’dan daha
diisiiktiir. Yaklasik 100 gen igerir. Kloroplast genomu prokaryotik tipte oldugu igin
posttranslasyonel modifikasyonlar gibi kompleks mekanizmalardan yoksundur.
Yapisindaki saperonlar sayesinde yalnizca disiilfit baglarimin olusum basamagi
gerceklesebilmektedir. Kloroplastta birgok gen bir operonda transkribe edilir ve histon
proteinleri igermez. Organel basma 80 kopya kpDNA’st bulunur. Her birindeki
DNA’nmn uzunlugu 195 000 baz ¢iftidir. Ilging olarak C. reinhardtii kloroplast icinde bu
¢ok kopyali DNA molekiilleri arasinda genetik rekombinasyon goriilmektedir (Mayfield
ve ark., 2007).

C. reinhardtii mitokondrisi 15.8-kbp linear molekiil igerir. Kloroplast genomu
gibi bir¢ok kopysi vardir. Replikasyonu niikklear DNA’sindan sentezlenen enzimlere
baglidir. Protein sentez isleminin ve hiicresel solunumun bilesenleri ortaklasa niiklear ve

mitokondriyal genlerinden medyana gelir (Hippler ve ark., 1998).
2.3. C. reinhardtii’de Gen Aktarim Y ontemleri

Niiklear, kloroplast ve mitokondri transformasyonlari igin gelistirilen yiiksek

verimli metodlar bu fotosentetik Okaryot organizmanin degerini biiylik Olcilide
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arttrmistir. C. reinhardtii yesil alg tiiriine gen aktariminda kullanilan bilindik tiim
geleneksel metodlarin temeli, hiicre zarinda gegici olarak gegirgenlige neden olmak ve
canli hiicreye eksojen DNA molekiillerinin girmesini saglamaktan ibarettir (Leon ve
Fernandez, 2007; Gong ve ark., 2011). Cizelge 2.1. ‘de farkli alg tiirlerinde kullanilan

transformasyon yontemleri gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Transformasyonu gergeklestirilen bazi alg tiirleri (Griesbeck ve Kirchmayr, 2012)

8 TRANSFOMASYON
TURLER YONTEMLERI GENOM
YESIL ALG
C. reinhardtii Partikiil Bombardimani Niiklear
Partikiil Bombardimani Kloroplast
Partikiil Bombardimani Mitokondri
Cam Boncuk (Glass Bead) Niiklear
Elektroporasyon Niiklear
Agrobacterium tumafaciens ~ Niiklear
Dunaliella salina Elektroporasyon Niiklear
Chlorella ellipsoidea Polietilen Glikol Niiklear
Chlorella sorokiniana Partikiil Bombardimani Niiklear
Chlorella vulgaris Elektroporasyon Niiklear
Chlorella kesleri Partikiil Bombardimani Niiklear
Haematococcus pluvalis Partikiil Bombardimani Niiklear
Ostreococcus tauri Elektroporasyon Niiklear
Gonium pectorale Partikiil Bombardimani Niiklear
Volvox carteri Partikiil Bombardimani Niiklear
DIATOM
Cyclotella cryptica Partikiil Bombardimani Niiklear
Navicula saprophila Partikiil Bombardimani Niiklear
Phaedactylum tricornitum Partikiil Bombardimani Niiklear
Thalassiora weissflogii Partikiil Bombardimani Niiklear
Cylindrotheca fusiformis Partikiil Bombardimani Niiklear
Chaetoceros sp. Partikiil Bombardimani Niiklear
DINOFLAGELLAT
Amphidinium Silikon Karpit Fiberleri Niiklear
Symbiodinium Silikon Karpit Fiberleri Niiklear
microadriaticum
KIRMIZI ALG
Cyanidioschyzon merolae Elektroporasyon Niiklear
Porphyridium spp. Partikiil Bombardimani Kloroplast
EUGLENOFIT
Euglena gracilis Partikiil Bombardimani Kloroplast

13



2.3. 1. Cam boncuk (Glass Beads)

C. reinhardtii transformasyonunda kullanilan ilk yontemdir (Kindle, 1990).
Maya transformasyonundan esinlenilerek basit ve verimli bir protokol gelistirilmistir.
Bu yontem hiicrelerin; eksojen DNA, cam boncuk ve PEG (polietilen glikol) varliginda
vortekslenmesi esasina dayanir (Coll, 2006). Polimerik negatif yiiklii olan PEG,
DNA’y1 protoplastlarin yiizeyinde ¢okeltip endositozla alimii uyarir (Khan, 2010).
Onemli nokta hiicre duvar1 uzaklastirllmis mutant sus veya otolizin ile hiicre
duvarlarinin degradasyonu gergeklestirilmis yabani tip sus kullanmak gerekir (Potvin ve
Zhang, 2010).

Boncuklarin calkalanmasindan sonra hiicre canliligindaki 9%25'lik diisiise
ragmen, niiklear transformasyonu verimliligi 10° transformant/ug DNA olup C.
reinhardtii kloroplastinda transformasyon verimliligi 50 transformant/ug DNA'dir
(Kindle, 1990).

Bu yolla gen aktarimi ucuz ve kolaydir, verimli sonuglar elde edilir. Niiklear

genom transformasyonunda en ¢ok tercih edilen yontemdir (Leon ve Fernandez, 2007).
2.3. 2. Silikon karpitler (Silika igneleri, SiC)

Hiicreleri delmek igin, cam boncuk yonteminde oldugu gibi benzer bir protokol
uygulanir. Farkli olarak, cam boncuk yerine silikon karpitler kullanilir. Oldukg¢a basarili
bir transformasyon yontemidir. (Dunahay, 1993).

Bu yOntemin avantajli yani hiicre duvarmin uzaklastirilmasina = gerek
olmamasidir (Leon ve Fernandez, 2007). Hiicre canliligi nispeten korunur. Ancak diisiik
transformasyon verimliligi, yiikksek maliyeti, temasmnin bazi saglik sorunlarina yol

acmasl, silikon karpitlerin kullanimini sinirlandirmistir (Potvin ve Zhang, 2010).
2.3. 3. Mikrofirlatici partikiil bombardimani

Biyolistik (gen tabancasi) olarak da bilinen bu metot DNA ile kaplanmis
partikiillerin direkt olarak hiicre i¢ine aktarilmasini kapsar. Atesleme mekanizmasindan

yararlanilarak yiiksek derecede hizlandirilmis altin ya da tungsten (notr) partikiiller

14



araciligiyla DNA hedef bolgelere sokulur. Helyum ya da azot gazi kullanilarak yiiksek
basing ile hizlandirma saglar. DNA’larin metal parcaciklara yapismasi igin CaCl,
konsantrasyonu ya da spermidin kullanilmaktadir. Hiicre igine girdikten sonra DNA’lar
altin yada tungsten partiikiillerinden ayrilirlar (Kikkert ve ark., 2005).

C. reinhardtii’de hem kloroplast (Boynton ve ark., 1988) hem de niiklear
(Debuchy ve ark., 1989) genomuna gen aktariminda kullanilmasina ragmen ¢aligsmalar,
bu yontemin Kloroplast transformasyonunda kullanilmasimin daha verimli oldugunu
gostermektedir.

Genelde gen transferlerinde organizmalarin hiicre duvart gen transferi iglemleri
icin engel niteligindedir. Mikrofirlatici partikiill bombardimani ile hiicre duvarini
uzaklastirmadan yabanci DNA’y1 hiicre igine aktarmak miimkiindiir. Silisli algler gibi
hiicre geperi ¢ok saglam olan organizmalarda dahi uygulanabilir islemdir (Apt ve ark.,

1996).

2.3. 4. Elektroporasyon

Ik olarak Brown ve ark. (1991) tarafindan kullanilan elektroporasyon islemi,
genlerin hiicre i¢ine sokulmasi, kisa zamanli ve ¢ok kuvvetli elektrik akimi uygulanarak
hiicre zarinda nanometre boyutunda gecici porlar olusturulmasi ile saglanir. Yag
tabakalarin1 gecici olarak bozar ve membrandan ge¢isi kolaylastirir. Yiiksek verimli
stabil transformantlar elde edilir. Hiicre duvarinin uzaklastirilmasi elzem degildir (Leon
ve Fernandez, 2007). Hiicre duvari inceltilmis mutant suslarin yani sira hiicre duvari
olan yabani tip suslarda da basarili sonuglar elde edilmis bir yontemdir (Yamano ve
ark., 2013).

Transformasyon verimliligine katkida bulunan bes parametre test edilmistir.
Bunlar: sicaklik, ozmolarite, elektrik kosullari (elektrik alan giicii, desarj zaman sabiti)
ve eksojen DNA’nin konsantrasyonu (Shimogawara ve ark., 1997). Bu parametreler

optimize edilidigi takdirde daha iyi sonuglar elde edilmektedir (Potvin ve Zhang, 2010).
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2.3. 5. Agrobacterium tumafeciens

Toprakta dogal yasayan ¢ubuk sekilli gram negatif bakteri tiirii Agrobacterium
tumafeciens pek cok dikotiledon bitki tiiriinde “Kok Uru” hastaligina neden olan bir
mikroorganizmadir. Yaralanmis dokudan organizmaya girerek tiimor benzeri dokular
olusturur. Tiimor olusmasinin nedeni oldugu Ti plazmitinin T-DNA bdlgesinin bitki
genomuna entegre etmesidir. Kok Uru hastaligina yol agma yetenegi bakteri hiicresinde
Ti (timor uyarict) plazmitin varliiyla iliskilidir. Ti plazmitin dikkate deger bir 6zelligi
enfeksiyondan sonra molekiiliin parcasinin bitki DNA’sina entegre olmasidir. Yeni
olusan bu par¢a T-DNA “dir (Kumar ve ark., 2004).

Agrobacterium temelli transformasyon, bitki hiicreleri igine yabanci genlerin
transformasyonu ig¢in A. tumefaciens’in genetik olarak modifikasyonunun Zambryski
tarafindan 1983’te ilk kez kullanimi rapor edildiginden beri 6nemli derecede
gelistirilmistir. Vir sistem, T-DNA’y1 sinirlandiran kisa yan tekrarlar arasindaki
herhangi DNA’y1 isler ve transfer eder ki bu da Agrobacterium’u verimli bir DNA
aktarim metodu yapar (Potvin ve Zhang, 2010).

Ik olarak bu metod vasitasiyla, C. reinhardtii ‘de, uidA (B-glucuronidase), GFP,
ve hpt (hygromycin phosphotransferase) raportér genlerinin basarili bir sekilde
ekspresyonu saglanmistir. Cam boncuk ile ¢alkalama yontemi ile karsilagtirildiginda 50

kat fazla transformant sayisi ile sonuglanmistir (Kumar ve ark., 2004).

2.4. Transformasyon Verimliligini Etkileyen Faktorler

C. reinhardtii de yabanci genlerin ekspresyonlart kolay olmamaktadir. Ciinkii
metilasyon yolu ile katilan genlerin susturulmasi, kodon uyumu, ektopik (anormal)
etkenler, intron eksikligi veya diger noncoding elemanlar1 gibi engeller s6z konusudur
(Rochaix, 1995). Bunun yani sira Uuygun sus, promotor, raportér ve markor genlerin

secilmesi de ekspresyon diizeyini etkilemektedir (Hallman, 2007).
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2.4.1. Kodon optimizasyonu

Diger sistemlerde oldugu gibi, kodon optimizasyonu hem kloroplast hem
niiklear rekombinant protein anlatimlart i¢in dnemlidir. Biyoinformatik araglarla nadir
kodonlardan arindirma yapilabilmektedir. Wobble pozisiyonda niiklear genomda G
veya C bazlarn tercih edilirken, Kkloroplast genomunda A veya T bazlar1 tercih
edilmektedir. Calismalarda GFP kullanilarak yapilan kodon optimizasyonu, GFP ile
fiizyon olan transgen protein birikimini nukleusta 5 kata kadar arttirirken (Fuhrmann ve
ark., 1999), kloroplastta 80 kat1 kadar arttirabilmektedir (Franklin ve ark., 2002).

2.4.2. Promotor

Aktarilmak istenen genin organizmada ifade edilebilmesi igcin RNA
polimerazlarin taniyip baglanabilecekleri diizenleyici dizilerdir.  Alglerde verimli

transkripsiyon igin kullanilan dort promotor vardir (Cizelge 2.2).
Cizelge 2.2. Algal biyoteknolojide kullanilan bazi promotérler (Neupert ve ark., 2012)

Promotor Gen Uriinii

Ribuloz -1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz

RBCS2 kiiciik alt tinitesi
Is1 soku proteini A/ Ribuloz-1,5-
HSP70A/RBCS? FJifF)SfE}t karboksilaz/oksijenaz kiigiik alt
iinitesi
B -tub B - tubulin
PsaD Fotosistem I protein alt {initesi
2.4.3. Markor

Vektorde secicilik saglayan “marker genler” bulunmaktadir. Bunlar, vektor
tastyan ve tagimayan konak hiicreleri ayirmak igin gereklidir. Genelde vektorlerde

secici gen olarak antibiyotikler kullanilmaktadir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Algal biyoteknolojide kullanilan baz1 markorler (Neupert ve ark., 2012)

Markér — con Uriinii Seleksiyon Ajami Onerilen

Gen Konsantrasyon
APHVIII  Aminoglikozid 3'-fosfotransferaz Paromomycin 10 pg/ml
CRY1 1 Ribozomal protein S14 Emetine 25 pg/ml

BLE Zeocin-baglayici protein Zeocin 1.1 pg/ml
APH7"  Aminoglikozid fosfotransferaz 7*  Hygromycin 10 pg/ml

ARG7 Arjininosiiksinat liyaz Arjininsiz besiyeri -

NIT1 Nitrat rediiktaz Nitrat iceren besiyeri -

2.4.4. Raportor genler

Aktarilan genin konak organizmada ifade edilip edilmediginin anlasilmasina
yardimci olmak tizere kullanilan DNA pargalaridir.

Transfer edilen belli genlerin konakta ifade edilip edilmedikleri ¢ogu zaman
kolayca anlagilamamaktadir. Pek ¢ok ornekte, aktarilan genin iiriinii olan protein belirli
kosullarda ve belirli hiicre tiplerinde sentezlenmekte ve bu genlerin tiriinleri her zaman
kolaylikla saptanabilecek bir enzimatik aktivite veya diger fonksiyonel aktiviteler ile
iligkili olmayabilmektedir. Bu nedenle, gen aktarimi i¢in kullanilan vektorlere iirliniiniin
kolaylikla ayirt edilebilecegi raportor genlerin yerlestirilmesi gerekebilmektedir
(Serbest-Kobaner, 2006). Arastirmacilar tarafindan kullanilmakta olan gesitli raportor
genler bulunmaktadir (Cizelge 2.4). Bunlardan en yaygin olarak kullanilan1 E.coli
bakterisinden izole edilmis olan, B-glukuronidaz enzimini kodlayan gus (uidA) genidir.
“Gus” geninin ifadesi sonucu iirlinler spektrofotometrik ve histokimyasal yontemlerle
belirlenebilmektedir. Ancak bu yontem canli hiicre ve dokular i¢in toksik ve tahrip edici
oldugundan in vivo kosullarinda gen {riiniiniin fonksiyonlarin1 izlemede
kullanilamamaktadir. Gozle gozlenilebilir ve siklikla kullanilan bir diger raportdr gen de
Lusiferaz enzimini kodlayan, ates boceginden izole edilip klonlanan “luc” genidir.
Lusiferin etkin maddesi, nakledilen organizmada fosforlu sari1 1g1k yansitmaktadir. Fakat
bu yontem disaridan bir substrata (Lusiferin) ihtiya¢ gostermektedir ve pahali bir

yontemdir. Ayrica 15181 yalniz ¢ok diisiik seviyelerde yaydigr i¢in transgenik bitkilerin
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seciminde yaygin olarak kullanilmamaktadir. Son yillarda 509 nm dalga boyunda yesil
parlak 151k veren yesil floresans proteinini kodlayan (GFP) adli raportér geni, gen

transformasyonu ¢aligsmalarinda 6nemli bir yer kazanmistir (Serbest-Kobaner, 2006).

Cizelge 2.4. Algal biyoteknolojide en yaygin kullanilan raportor genler (Neupert ve ark.,2012)

Raportor Gen Gen Uriinii Tespit Yontemi

GFP Yesil Floresans Floresans Mikroskobu
Proteini

YFP Sar1 Floresans Floresans Mikroskobu
Proteini

R-Luc (Renilla reniformis Lusiferaz Liiminesans Detektorii

lusiferaz)

G-Luc (Gaussia princeps Lusiferaz Liiminesans Detektori

lusiferaz)

Transgen ifadesi seviyesi lizerine giiglii bir etkisi olmadigi igin terminator

bolgesi secimi ¢ok dnemli degildir (Neupert ve ark., 2012).

2.5. Protein Sekresyonu

C. reinhardtii’de rekombinant proteinlerin hiicrede birikim yerleri degiskenlik
gosterebilir (Sekil 2.7). Kloroplast genomundan eksprese edilen protein, biiyiik ve tek
olan kloroplastta birikir (Sekil 2.7a), posttranslasyonel modifikasyonlar ve sekresyon
imkansizdir. Niiklear genomundan eksprese edilen proteinler ise dis sinyal sekansi
verilmezse sitozolde birikir (Sekil 2.7b). Eger bir dis sinyal sekansi verilirse bu
durumda protein, translokasyon ve isleme i¢in endoplazmik retikuluma gonderilir. Daha
sonra paketleme ve hiicre disina salgilanmak igin golgi aparatina transfer edilir (Sekil
2.7¢). Kloroplastin aksine niiklearda iiretilen rekombinant proteinler postranslasyonel

mekanizmalar sayesinde modifiye edilebilir (Specht ve ark., 2010).
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fMagella

Kontraktil
vakuol

mitokondri

Kloroplast

pirenoid

Sekil 2.7. C. reinhardtii'de protein sekresyon yerleri (Specht ve ark., 2010)

2.6. C. reinhardtii’de Rekombinant Calismalar

C. reinhardtii ile ilgili yapilan ¢aligmalar Cizelge 2.5’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.5. C. reinhartdtii ile gergeklestirilen baz1 biyoteknolojik ¢aligmalar (Cadoret ve ark., 2012; Gregory ve ark., 2012; Rasala ve ark., 2012; Pourmir ve ark.,

2013)

Eksprese Edilen Gen

Fonksiyonu

Uygulama Alam

Aktarildi1 genom

Transformasyon
teknigi

Ekspresyon Diizeyi

HSV8-1sc
(Herpes Simpleks Virus)

Sinir hiicrelerine yerlesen bu
viriis, bir¢ok insanda
goriilen uguk sebebidir.
Bagisiklik sisteminin
zayifladig1 durumlarda etkin
hale geger. Ucuk viriisii,
bulasicidir.

Pasif bagigiklik icin
antikor. Eksprese edilen
ilk memeli antikoru

Kloroplast

Biyolistik

Tespit edilebilir

CTB-VP1 (Kolera
Toksini B Alt Unitesi-
Ayak Ve Agiz Hastalig1
Viriisii)

Onemli hastalik ajani olan
bu viriis hayvanlarinin
agizlarinda ve bacaklarinda
kabarciklara neden olur.
Ciftlik hayvanlar1 arasinda
oldukga salgin bir
hastaliktir.

Ayak ve agiz hastaligi
viriisiine kars1 agt

Kloroplast

Biyolistik

%3 TSP

HSV8-scFv (Klasik Tek
Zincir Antikor)

Sinir hiicrelerine yerlesen bu
viriis, bir¢ok insanda
goriilen uguk sebebidir.
Bagisiklik sisteminin
zayifladig1 durumlarda etkin
hale geger. Ucuk viriisii,
bulasicidir.

Farmakolojik, klasik tek
zincir antikoru

Kloroplast

Biyolistik

%0.5 TSP

hMT-2 (insan
Metallotionin 2)

Metallotionin proteinleri
(MT) sistein (Sis) amino asit
icerigi yiiksek, agir metalleri

baglayabilen, diisiik
molekiiler agirlikli, cesitli
hiicre tiplerinde sentezlenen
ve enzimatik islevi olmayan
proteinlerdir. Ayni zamanda
anti radyasyon etkisine
sahiptir.

Farmasotik, UV koruma

Kloroplast

Biyolistik

Tespit edilebilir
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Cizelge 2.5. (Devam) C. reinhartdtii ile ger¢eklestirilen bazi1 biyoteknolojik ¢aligmalar (Cadoret ve ark., 2012; Gregory ve ark., 2012; Rasala ve ark., 2012; Pourmir ve

ark., 2013)

hTRAIL (Timér
Nekroz Faktor ile Tliskili

TRAIL, kanser hiicrelerinin
yok olmasinda etkilidir,

Apoptozisi Uyaran fal'cat normal lllii(;reler. . Farmasotik Kloroplast Biyolistik ~%0.67 TSP
Ligand) iizerine herhangi bir etkisi
yoktur.
. Pestivirus cinsinden bir
CSFV-E2 (Klasik . viriis bu hastaliga neden Klasik domuz vebasi S
Domuz Vebasi - E2 Viral . S Kloroplast Biyolistik ~% 2TSP
Protein) olur. Df.)I'I. lezyqnllarlr.la. ve viriisiine kars1 as1
ates klinik belirtileridir.
Otoimmun (tipl) diabet
olasiliginin
degerlendirilmesi, tip 1 ve
hGADG65 (Diabetle tip 2 diabet arasinda ayirici Tip 1 divabet hastali3
Mliskili Glutamik Asit tan1 yapilmasi ve bazi P l}ll(a ct hastaligina Kloroplast Biyolistik ~%0.3 TSP
Dekarboksilaz) otoimmun nérolojik arst ast
hastaliklarin
arastirtlmasinda ihtiyag
duyulur.
ARS2-crEpo-his6 (Insan Onciil kirmizi kan
Eritroprotein ARS2 ile hiicrelerinin olgunlagmasi Anemi tedavisinde Kloroplast Biyolistik 100Ig/I culture
Birlestirilmis) ve cogalmast
83K7C (Antrax Koruycu Pasif bagisiklik icin
Antijen 83'e Karg1 Insan Sarbon hastalig ar%tiior ¢ Kloroplast Biyolistik %0.01 dry algal biomass
Monoklonal Antikoru)
Insanlarda ve farelerde
bulunan immunoglobulin G
alt sinift antikorudur. Kanda
. ve doku s1visinda bulunan . 1 g kuru alg dokusunda
IgG1 (Fare Ve Insan ve viicudu patojenik Terapotik monoklonal Kloroplast Biyolistik 100 ug saflagtirilmisg

Antikoru)

enfeksiyonlara karsi
koruyan antikor izotipidir.
Hayvanlarda sarbonun
etkilerini bloke eder.

antikor tretimi.

protein
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Cizelge 2.5. (Devam) C. reinhartdtii ile gergeklestirilen bazi biyoteknolojik ¢alismalar (Cadoret ve ark., 2012; Gregory ve ark., 2012; Rasala ve ark., 2012; Pourmir

ve ark., 2013

VP28 (Beyaz Benek

Siyah kaplan karidesi
beyaz benek sendromu

Sendromu Virusii Protein | viriisii enfeksiyonuna karsi Oral as1 Kloroplast Biyolistik ~%10.5 TSP
28) anti serum olarak gorev
yapar.
Vibrio cholerae tarafindan
salinan, siddetli ve sulu
ishale neden olan protein StaphvIoCocCus aureus
CTB-D2 (Kolera Toksini | kompleksi. Staphylococcus Pyl Kloroplast Biyolistik %0.7 TSP
\ . - bakterisine kars1 oral as1
B) aureus'un D2 fibronektin
baglayict domainine fiizyon
yapilmigtir.
10NF3, 14FN3 10. ve 14. Insan fibronektin y - 14FN3:% 3 TSP 10FN3:
. . domani, potansiyel antikor Terapotik Kloroplast Biyolistik o
(Fibronektin) taklitgisi Tespit edilebilir
Viriislere ve kontrolsiiz Multiol skleroz MS
M-SAA-Interferon 1 hiicre proliferasyonuna karsi has tgh“l tedavisi Kloroplast Biyolistik Tespit edilebilir
etkilidir. (kansere) gt fedav
Proinsiilin, insiilin
hormonunun nciilii olarak . .
Proinsulin pankreastan bir miktar Tip lt;ié};?/?;tngzsmhk Kloroplast Biyolistik Tespit edilebilir
salmir ve insiilin aktivitesine
sahip degildir.
VEGF (Vaskiiler . .
Endotelyal Biiyiime Kan damar fg‘rkhlasmasml Akeiger amﬁzer.n} Ve Kloroplast Biyolistik %2 TSP
e uyarir (anjiyogenez) depresyon tedavisinde
Faktorii)
En 6nemli kromatin
HMGBI (Yiiksek- proteinleri arasinda yer alir.
Mobiliteli B1 Protein Niikleozom, transkripsiyon Kanser adjuvan Kloroplast Biyolistik %2.5 TSP

Grubu)

faktorleri ve histonlar ile
iligkilidir.
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Cizelge 2.5. (Devam) C. reinhartdtii ile ger¢eklestirilen bazi biyoteknolojik ¢alismalar (Cadoret ve ark., 2012; Gregory ve ark., 2012; Rasala ve ark., 2012; Pourmir ve

ark., 2013)

Pfs25 (Plasmodium
falciparum yiizey

Plasmodium cinsi
protozoa'nin enfeksiyonu ile

Malarya yayilmasini

o inhibe eden antikor Kloroplast Biyolistik 0.5% TSP
proteini) meyqana gelen sivrisinek Giretimi
kokenli hastaliktir.
Bes karbonlu seker alkolii | Sukroz kadar tatli oldugu

Xylitol 01‘2;’ d?iiiiiffdieﬁ;ﬁ}me t‘g;:ﬁ;g';ff:;ﬁiﬁ Kloroplast Biyolistik 0.05 Xylitol / g xylose

tatlandirici olarak kullanilir. yerine kullanilir.

Bitki hiicre duvarinin
onemli bilesenlerinden biri Kagit hamuru ve kagit
Ksilanaz 1 olup hemiseliilozii, ksiloze & & Kloroplast Elektroporasyon Tespit edilebilir

doniistiiren lineer
polisakkarittir.

yapiminda kullanilir.




3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez c¢alismast i¢in kullanilan cihaz ve kimyasallar Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Mikroalg Kiiltiir Laboratuar1 ve Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii, Biyoteknoloji Aragtirma Laboratuari imkanlariyla

gerceklestirilmistir.
Bu cihaz ve kimyasallarin listeleri asagida verilmistir.
3.1.1. Kullanilan cihazlar

“ARCELIK”MD500 Mikrodalga firin,

“BIORAD” DNA Engine, PCR makinesi,
“BIORAD” Gii¢ kaynag1 (SDS ve agaroz i¢in),
“BIOSAN” Bio TDB-100 Termostatli Blok Isitici,
“BIOSAN” CombiSpin FVL 2400N, Spin Cihazi,
“BIOSAN” ES 20, Calkalayic1 Inkiibatér,

“GEL LOGIC 200 Agaroz jel fotograf makinesi,
“HETTICH” Mikro 22R Santrifiij,

“HETTICH” -80 Dondurucu,

“HMC-HIRAYAMA veya HICLAVE HV-50L" Otoklav,
“VARIAN CARRY 50” UV/VIS Spektrofotometresi,
“MEMMERT” Etiiv,

“SONICS (VCX130)” Sonikator

“SYNGENE” SYTC/1422, UV Gésterici,

“UGUR” Dikey Sogutucu +4°C,

“VELP SCIENTIFICA” ARE, Isitici-Magnetik Karistiric,
“VESTEL” GTP 455A, Buzdolabi,

“VISION” VS 30 000i, Yiiksek Hizl1 Santrifiij,
“VISION” Kar makinesi,

“VWR” Himac CT 15E, Santrifiij,

“VWR” Vorteks Cihazi,
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“ZHICHENG” ZHWY-111C, Calkalayic1 Inkiibatér,
“SANYO?” iklimlendirme dolab1
“EPPENDORF EPORATOR?”, Elektroporator,

3.1.2. Kullamilan kimyasallar

LB Broth Base “Invitrogen- lennox L Broth Base”
Agar “BD BactoTM Agar”

KCI “Sigma”

CaCl,.2H,0 “Carlo Erba”

KCH3COO “Merck”

DMSO “Merck”

Ampisilin “Sigma Aldrich”

Tripton “BD- BactoTM”

NaCl “Tekkim”

Agaroz “Bioron”

Etidyum bromiir “ICN”

Akrilamid “Amresco”

SDS “Serva”

APS*“Biorad”

TEMED*“Biorad”

Tris “Sigma Aldrich”

HCI “Merck”

MgCl, “Riedel de Haén”

MgS0O,.7H,0 “Riedel de Haén”

Etanol “Merck”

Metanol “Merck”

Plazmit DNA saflastirma kiti “EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps”
PCR firiinleri temizleme kiti “EZ-10 Spin Column PCR Products Purification ”
Taq DNA polimeraz “Qiagen”

Kpnl “Promega”

Xbal “Takara”
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Scal “Takara”

Tampon Multicore “Promega”

BSA “Promega”

T4 DNA ligaz “Promega”

T4 DNA ligaz tamponu “Promega”
Komasi mavisi “Sigma Aldrich”
Siringa filtresi “Sartorius / Minisart”
TAP “Invitrogen”

Hygromycin B “Invivo Gen”

3.1.3. Kullanilan cozeltiler

> LB cozeltisi (Luria-Bertani): 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base 1 | suda
¢oziildii. Hazirlanan 1 I’lik ¢ozelti 400°er ml olacak sekilde 2 tane stok sisesine alindi ve
lizerine 6 g agar ilave edilip karistirildi, otoklavlandi. Kalan LB ¢6zeltisi yaklasik 4 ml
olacak sekilde deney tiiplerine konuldu ve agiz kisimlari aliiminyum folyo ile kapatildi,
otoklavlandi. 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base,10 g maya ekstrakti, 10 g tripton, 5 g
NaCl igerigine sahiptir.

> TAP-Agar cozeltisi: 4 g Bactoagar 250 ml TAP (Tris-Acetate-Phosphate)
icersinde ¢oOzlildii. Hazirlanan %1,5’luk ¢ozelti otoklavlandi. Ardindan petrilere
dokiildii.

> FSB cozeltisi: 7,4 g KCI, 7,5 g CaCl,.2H,0, 100g gliserol, 10 ml 1M (pH=7,5)
KCH3COO alinarak pH=6,2"ye ayarlandi ve hacim 1 I’ye tamamlandi. Otoklavlandi.

> Ampisilin: 1g ampisilin alinarak 10 ml steril suda ¢oziildii. Enjektore alinarak;
nitro-seliiloz membrandan siiziilerek 1 ml olacak sekilde ependorf tiiplerine alind1 ve
dondurucuda saklandi.

> Hygromycin: 100 mg/ml solusyon 100 pl olacak sekilde ependorf tiiplerine
alind1 ve dondurucuda saklandi.

> Agaroz Elektroforez Jeli: 1 g agaroz iizerine 100 ml 1x TAE tamponu eklendi
ve mikrodalga firinda eritildikten sonra {izerine 5 pl etidyum bromiir eklendi ve kasete

dokiildii.
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> SDS Elektroforez Jeli:

Alt Tampon: 182 g Tris (1,5 M), 4 g SDS(%0,4) 1L distile suda ¢oziilerek pH
8,8 olarak ayarlandi.

Ust Tampon: 60,5 g Tris (1,5 M),4 g SDS(%0,4) 1L distile suda ¢oziilerek pH
6,6-6,8 olarak ayarlandi.

Yiiriitme jeli: 2,7 ml %40 akrilamid, 2,25 ml alt tampon, 4 ml su, 50 ul %10
APS ve 20 ul TEMED.

Yiikleme jeli: 0,35 ml %40 akrilamid, 1 ml iist tampon, 2,55 ml su, 50 pl %10
APS ve 10 pul TEMED. Tim maddeler katildi ve en sona TEMED eklenip kasete
dokiildii. Yiriitme jeli polimerlestikten sonra iizerine yiikleme jeli dokiildi ve
polimerlesmesi beklendi.

Elektroforez Tamponu(1X): 3 g Tris, 14,4g Glisin, 1g SDS bilesikleri bir
miktar distile suda ¢ozilir ve son hacim 1 L olacak sekilde distile su eklenerek
hazirlanir.

SDS Ornek Yiikleme Tamponu (5X): 0,6 mL 1M Tris-HCI (pH 6,8), 5 mL
Gliserol (%50), 2 mL %10’luk SDS, 0,5 mLB-ME, 1 mL %1’lik Bromfenol mavisi ve
0,9 mL distile su karisimindan meydana gelir.

SDS Jel boyama (Staining) Soliisyonu: 0,5 g Coomassie Brillant Blue R-250,
450 mL metanol igerisinde ¢oziiliip filtrekagidindan siiziildiikten sonra, karisimin
tizerine 100 mL asetik asit ve 450 ml distile su eklenerek hazirlanir.

SDS Jelden Boyay1 Geri Alma (Destaining) Soliisyonu: 100 mL metanol, 100
mL asetik asit ve 800 mL distile su karisimindan olusur.
> Amonyum Persiilfat (APS- %10):0,5g APS 5mL distile su igerisinde ¢6ziilerek
hazirlanir.
> 100mM Tris/HCI Tamponu ( 100mM NaCl pH:7.5): 12,115 g tris alinarak bir
miktar suda ¢6ziildii. pH derisik HCI ile 7,5e getirildi. 2.922 g NaCl (50 mmol) eklendi

ve hacim su ile 1 1°ye tamamlandi.
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3.2. Yontem

C. reinhardtii mikroalg tiiriiniin niiklear genomuna, elektroporasyon vasitasiyla

GFP (Yesil Floresans Proteini) geninin transfer edilmesi hedeflenmistir.

3.2.1. PCR islemleri icin GFP genlerine ait primerlerin tasarim

Oncelikle klonlama islemlerinde C. reinhardtii icin gelistirilen ticari
vektorlerden biri olan ve rekombinant protein {iretimi i¢in kullanilan pChlamy 3 (Sekil
3.1) vektori segildi.

pChlamy 3 vektoriine klonlamak iizere GFP proteinine ait DNA pargalarinin
cogaltilmasi i¢in PCR isleminde NCBI (National Center for Biotechnology Information)
veri tabanindan elde edilen proteine ait sekans dizilerinden yararlanarak GFP'e ait ileri

ve geri 33-34 bg¢ uzunlugundaki primerler su sekilde dizayn edildi.

o [k olarak GFP proteinine ait DNA sekanslari ele alind.

o pChlamy 3 vektoriine ait klonlama bolgesinde yer alan restriksiyon enzimleri
tespit edildi (Sekil 3.2). Bu enzimlerin bizim klonlamak istedigimiz GFP proteinin
DNA’s1 igerisinde olup olmadigi http://tools.neb.com/NEBcutter2/ idex.php sitesinde
bulunan “NEB cutter V2.0” programi kullanarak arastirildi ve benzersiz (unique) olan
enzimlerden uygun olanlar1 primer tasarimi i¢in segildi (Anonim, 2012).

o lleri ve geri primerleri igin minimum 30-35 baz cifti (bg) GFP proteinin
DNA’sindan birebir olarak alindi ve bu diziye restriksiyon enzimlerinin dizileri ilave
edildikten sonra 5' uglarina fazladan 6 ya da 7 adet T eklenerek hem enzimin optimum
kesmesi i¢in gerekli olan DNA dizisi, enzimin tanima bdlgesi baz alinarak bir miktar

uzatildi, hem de bu sayede primerlerin erime sicakliklar: diisiiriilerek optimize edildi.
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Features of pChlamy_3 Vector
4517 nucleotides

Hsp70A-Rbc S2 promoter:
Intron-1 Rbec 52

Multiple cloning site:

3°-UTR

B82-tubulin promoter:
Hygromycin resistance laph7}:
Ampicillin resistance gene [bla]
bla promoter [P_J:

pUC origin:

*lc): complementary strand

70-565
574-718
728-770
774-1007
1014-1326
1327-2637
2836-3696 lc)*
3697-3748 (¢}
3794-4467

Sekil 3.1. pChlamy 3 vektoriiniin dairesel haritast (Invitrogen User Guide’dan alinmistir.)

Before splicing:

start

Intron-1 Rbe $2

551 ACTCAACATC TTAAAATGGC (

GACGAGCARG CC

CGGAT C. GCTTGCAGAT TTGACTTGCA

Intron-1 Rbc S2

631 ACGCCCGCAT TGTGTCGACG AAGGCTTTTG GCTCCTCTGT CGCTGTCTCA
Intron-1 Rbe 52 Kanl Xbal  Bgii
ISR & 7 |
ACCATICAGT TCTACAGATC T

3 'R

Pstl

A |
“TGCAGCGG

Norl

C CTTGCCCCCT GACGA GG

After splicing:
start Hprd

TTAAMATGGC CAGGAGA

JCAT

ACTCAACATC

GFP geni icin secilen enzim bélgeleri

Xoal Nonl Ndel

Bgill

Psti
oo |

1 I
GCGGCCGCCA TAT

Sekil 3.2. pChlamy_3 vektoriiniin poli-linker bolgesinin restriksiyon enzimleri ile birlikte verilen DNA

dizisi (Invitrogen User Guide)
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GFP DNA dizisinin PCR ile ¢ogaltilip (pChlamy_3) vektoriine klonlanmasi i¢in

tasarlanan primerler;

1. GFP- Kpnl sense primer :
5-TTTTTTGGTACCATGGGCAGCAGCCATCATCAT -3 33b¢ Tm=60°C

2. GFP- Xbal reverse primer:
5-TTTTTTTCTAGATTATTTGTAGAGCTCATCCATG -3 34 b¢ Tm=58°C

3.2.2. pChlamy_3 vektoriiniin, konak DH5a ile cogaltilmasi

Invitrogen firmasindan satin alinan pChlamy 3 vektorii daha sonraki

calismalarda kullanabilmek i¢in DH5a E. coli susunda klonlanlanarak gogaltilmistir.

DHSa Hiicrelerinin Transformasyonu

Bu islem i¢in FSB’ li komponent DH5a hiicreleri hazirlanip transformasyona tabi

tutuldu.

FSB’li Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

o +4 °C ‘de DHS5a hiicrelerinin bulundugu petrilerden 1 koloni alinarak 4ml’lik
LB igeren tiiplere inokiile edilen kiiltiir 1 gece boyunca galkalamali inkiibatorde
tiremeye birakildi.

o Daha sonra 4 ml’lik LB tiiplerine inokiile edilen DH5a kiiltiiriinden 1 ml
almarak 2 tane steril erlene eklendi. Uzerine 50 ml LB (Luria Bertani) eklenerek; 37 °C
ve 250 rpm’de inkiibasyona birakildi.

. Optik dansite, 600 nm’de absorbans yaklasik olarak 0,7 oldugunda erlenler
inkiibatdrden alind1 ve +4 °C 5 000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi.

o Siipernatant uzaklastirildi. Pelet iizerine +4 °C’de saklanan soguk FSB
(dondurulmus saklama tamponu) ¢ozeltisinden 50 ml eklendi ve pellet tamamen

¢ozlinene kadar vortekslendi. Ardindan 1 saat buz banyosunda inkiibe edildi.

31



o 1 saatin ardindan; +4 °C, 4 000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Siipernatant

uzaklagtirildi. Pellet {izerine 8 ml soguk FSB ¢ozeltisi eklendi ve vortekslemeden pellet

¢Oziildii.
o Pelletin tamami ¢oziiniince iizerine 560 pl DMSO eklendi ve 3 saat buza
gomiildii.
o 3 saatin ardindan kompetent hiicre transformasyon i¢in hazir hale geldi

(Hanahan, 1983).

Transformasyon

o Transformasyon i¢in hazir hale getirilmis buz banyosu icindeki DHS5a
kompotent hiicrelerinden 200’er pul alinarak gerekli sayida ependorfa pipetleme yapildi.
Uzerine 2 ul pChlamy 3 eklendi ve hassas bir seklide karistirilarak 1 saat buz
banyosunda bekletildi.

. 1 saatin ardindan 2 dk 42 °C’de 1s1 sokuna maruz birakild.

o Tekrar buza gomiilerek 5 dk inkiibe edildi.

. Uzerine 300 pl LB siv1 besiyeri eklendi ve yarim saat 37 °C ve 250 rpm’de
inkiibasyona birakild1.

. Yarim saatin ardindan hiicreler ampisilinli petriye yayma yontemi ile ekildi ve

37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi (Hanahan, 1983).

3.2.3. Plazmit DNA saflastirilmasi

Vektor olarak kullanimlar1 ve molekiiler klonlama i¢in plazmit DNA’lar, “EZ-10
Spin Column Plasmid DNA MiniPreps” kiti kullanarak iiretici firmanin protokoliine
gore asagidaki sekilde saflastirildi.

37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakilmis olan petrilerdeki koloniler 100 pM/ml
konsantrasyondaki Ampisilinden 4 ‘er ul iceren 4 ml’lik steril LB s1v1 besiyeri tiiplere
inokiile edildi. Her bir tiipe bir koloni inokiile edilmesine dikkat edildi. LB siv1 besiyeri
ve plazmit DNA tasiyan hiicreleri igeren kiiltiirler 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi.

o Gece boyu inkiibe edilen kiiltiir ependorflara aktarildi Mikrosantrifiij ile 12 000
rpm’de 2 dk boyunca santrifiij edildi. Siipernatant atildu.
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o Uzerine 100 pl Solution | eklendi. 1 dk boyunca ependorflar vortekslendi. Pelet
¢Ozildii.

o Uzerine 200 ul Solution 11 eklendi ve ependorflar vorteks kullanilmadan 4-6 kez
manuel olarak alt tist edildi. 1dk boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

. Uzerine 350 pl Solution III eklendi ve birkac sefer alt-iist edilerek karistirildi. 1
dk inkiibe edildi.

o Ependorf tiipleri mikrosantrifiij kullanilarak daha sonra 12 000 rpm’de 8 dk
santrifiijlendi. Ardindan siipernatant kisim pipetle alindi. Siipernetantin pelet
icermemesine dikkat edildi

o Alinan silipernatant, spin kolonlara transfer edildi. 10 000 rpm’de 2 dk
santrifiijlendi ve eliiat atildu.

o 750 ul yikama ¢6zeltisi kolona verildi ve 10 000 rpm’de 2 dk santrifiijlendi ve
eltiat atild1. Daha sonra bu basamak tekrar uygulanda.

o Kolonda ¢ozelti kalmis olabileceginden kolon bos olarak 10 000 rpm’de 1 dk

santrifiijlendi ve eliiat atild1.

o Kolonlar yeni ependorflara aktarildi.

o Kolonlarin ortasina 50+ 20 ul “niikleaz igermeyen su” verildi ve 1 dk boyunca
50 °C’de inkiibe edildi.

o Ardindan 10 000 rpm’de 2 dk santrifiijlenerek, plazmit DNA’lar saflastirildi ve

-20 °C’de dondurucuda saklandi.

3.2.4. PCR ile GFP DNA’sinin amplifikasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kalip olarak daha once laboratuvarimizda
konstriikt edilen pETGFP plazmit vektorii (DETGFP, E. coli susundan elde edilen
pET28 adli bos vektorle pBad GFP adi verilen ve GFP genini tasiyan vektoriin Nde | ve
EcoR I enzimlerinin kesilmesi sonucu elde edilen GFP kodlayan DNA pargasinin
ligasyonu ile elde edilmistir) GFP genini amplifiye etmek i¢in kalip olarak kullanildi
(Bilen, 2010).

PCR islemleri i¢in yiiksek safliktaki oligonukleotidler DNAz icermeyen saf su
ile PCR islemlerinde kullanilacak olan konsantrasyonda seyreltildi ve asagidaki PCR

karigimi hazirlandi.
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PCR

PCR karisimi

o 28,5 ul H,O (DNAz & RNAz free)
o 5 ul 10x PCR reaksiyon tamponu

o 4 ul MgSO4 (25mM)

. 3 Wl ANTP karisimi (10 mM)

. 4 ul primer “sense” (SuM)

. 4 ul primer “reverse” (SuM)

o 1 ul kalip DNA (pETGFP)

o 0,5 pl Tag DNA polimeraz (5U/ pl)

Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olan PCR tiipleri PCR islemi i¢in hazirlanmaistir.
PCR isleminde; sicaklik degerleri her bir dongl icin asagidaki gibi ayarlandi ve
toplamda 30-35 dongiiyle PCR iglemi tamamlandi.

1. Denatiirasyon: 95 °C
2. Primer Annealing: 55 °C
3. Ekstensiyon: 72 °C

3.2.5. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

PCR islemi gergeklestirildikten sonra, PCR iirlinleri PCR karisimindan “EZ-10

2

Spin Column PCR Products Purification ™ kiti kullanilarak {reticinin tavsiye ettigi

protokole uygun olarak saflagtirildi.

o PCR iirlinleri 1.5 ml’lik ependorflara aktarildi ve iizerine iiriinlerin hacminin 3
kat1 kadar Binding Buffer I eklendi.

o Bu karisim spin kolonlara transfer edilidi ve oda sicaklifinda 2 dk bekletildi.
Daha sonra 10 000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi ve eliiat atildi.

o 750 ul yikama ¢ozeltisi kolona verildi ve 10 000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi ve
eltiat atildi. Ardindan bu basamak tekrar uygulandi.

o Kolonda ¢ozelti kalmis olabileceginden kolon bos olarak 10 000 rpm’de 1 dk

santrifiijlendi ve eliiat atildi.

o Kolonlar yeni ependorflara aktarildi.
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o Kolonlarin ortasina 50+ 20 ul “niikleaz igermeyen su” verildi ve 2 dk boyunca
50 °C’de inkiibe edildi.
. Ardindan 10 000 rpm’de 1 dk santrifiijlenerek, saflastirilmus iiriinler -20 °C’de

dondurucuda saklanda.

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi

PCR islemi yapildiktan sonra olugsan PCR iiriinleri asagida agiklandig sekilde
%1°lik agaroz jelde yiriitiildii ve goriintiilendi.1 gr agaroz 100 ml 1 X TAE tamponu
icine alind1 ve mikrodalga firinda hafif hafif kaynatilip karistirilarak agarozun tamamen
coziinmesi saglandi, boylece %1°lik agaroz jeli hazirlanmis oldu. Agaroz, tampon
icinde ¢oziindiikten sonra elle tutulabilecek sicakliga diistiiglinde 1 pl etidyum bromiir
ilave edildi, elde edilen bu homojen karigim jel tabakasina dokiildii ve kuyucuklarin
olugsmast icin jel sistemine tarak yerlestirilerek donmasi beklendi. Donma
gerceklestikten sonra tarak olusan kuyucuklara zarar vermeyecek sekilde ortamdan
dikkatlice uzaklastirildi ve jel elektroforez tankina yerlestirildi. 1 X TAE tamponu jelin
izerini tamamen Ortiinceye kadar tanka aktarildi. PCR islemleri gergeklestirildikten
sonra 10’ar pl PCR {irliniiniin, 5 pl “Orange G DNA yiikleme boyas1” ile karigtirilarak
kuyucuklara yiiklendi. 110 mA’de 30-45 dk siireyle DNA’lar yiiriitiildii ve son olarak
jel bir UV transilliminatdr kullanilarak goriintiilendi. Jel Dokiimantasyon sistemi
kullanilarak (Kodak) fotografland.

Markor olarak; “1kb (0.5mg DNA/mI 0.05 mg) M EcoR I/ Hind III DNA
ladder” kullanildi. Ornegimizden elde edilen DNA bandi, kendi hizasindaki markéoriin
DNA bandi ile karsilastirilarak bantin hedeflenen DNA ile ayni biiyiikliikte olup

olmadig1 analiz edildi.

3.2.7. Restriksiyon enzimleri ile kesim

GFP PCR firiinii ve pChlamy 3 vektorii restriksiyon enzimleri ile kesilerek

ligasyon i¢in yapigkan uglar olusturuldu.
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Saflastirilan PCR Uriiniiniin (GFP) Kesilmesi

Enzim kesiminde toplam hacim PCR {iriinii i¢in 30 pl olacak sekilde reaksiyon
karisimi  hazirlandi (Cizelge 3.1). Ardindan mikrosantrifiijle 3-5 saniye hizlica
dondiiriilerek 37 °C’de sicak su banyosunda dort saat inkiibasyona birakildi. Her saat

basinda reaksiyon tiipleri hizlica dondiiriilerek reaksiyona devam edildi.

Cizelge 3.1. GFP PCR iiriiniiniin restriksiyon enzim kesimi i¢in gereken madde miktarlar1

Saf PCR f{iriinii (GFP) 20 ul
Multicore (Promega) 3ul
10xBSA (Promega) 3ul
Kpnl (Promega) 2 ul
Xbal (Takara) 2 ul

pChlamy 3 vektoriiniin kesilmesi

Enzim kesiminde toplam hacim vektéor DNA’st i¢in 30 pl olacak sekilde
reaksiyon karisimi hazirlandi (Cizelge 3.2). Ardindan mikrosantrifiijle 3-5 saniye hizlica
dondiiriilerek 37 °C’de sicak su banyosunda 4 saat inkiibasyona birakildi. Her saat
basinda reaksiyon tiipleri hizlica dondiiriilerek reaksiyona devam edildi. 2. Saat sonunda
vektor DNA’siin bulundugu reaksiyon tiiplerine 1’er pl Kpnl ve Xbal eklendi, tiipler
hizlica déndiiriilerek 37°C’de inkiibasyona birakildi. Ilk kesimde oldugu gibi bu
kesimde 4 saatte gergeklestirildi

Cizelge 3.2. pChlamy 3 vektoriiniin restriksiyon enzim kesimi i¢in gereken madde miktarlari

pChlamy 3 vektorii 15 pl
Multicore (Promega) 3ul
10xBSA (Promega) 3ul
Kpnl (Promega) 2ul
Xbal (Takara) 2ul
Saf su Sul

Kesim sonrasinda tirtinler “EZ-10 Spin Column PCR Products Purification” kiti

kullanilarak boliim 3.2.5°teki protokole gore saflastirildi.
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3.2.8. DNA ligasyonu

Kesilen plazmit DNA’lar1 ve PCR firiinleri Promega T4 DNA Ligaz kullanilarak

birlestirildi. Cizelge 3.3’te belirtildigi sekilde yapilan pipetlemenin ardindan, hazirlanan

ligasyon karisimi +16 °C’de 16-18 saat siiresince inkiibasyona birakildi, transformasyon

islemlerinde kullanilmak iizere +4 °C’de sakland.

Cizelge 3.3. Ligasyon reaksiyonlart i¢in gereken madde miktarlari

Ligasyon Karisim I

Ligasyon Karisim 11

Ligasyon Karisim I1I

2,5 pl Promega 10X T4 DNA

ligaz tamponu

2,5 pl Promega 10X T4 DNA

ligaz tamponu

3 ul Promega 10X T, DNA

ligaz tamponu

1 ul Promega T4 DNA ligaz

1 ul Promega T4 DNA ligaz

1 ul Promega T4 DNA ligaz

15,5 pl saf GFP- Kpnl/Xbal

13,5 ul saf GFP- Kpnl/Xbal

18,5 ul saf GFP- Kpnl/Xbal

1 ul saf pChlamy 3 -
Kpnl/Xbal

3 ul saf pChlamy_3 -
Kpnl/Xbal

2,5 pl saf pChlamy 3 -
Kpnl/Xbal

3.2.9. Konstriikt pChlamy_3-GFP plazmitinin DH5a hiicrelerine transormasyonu

Konstriikt pChlamy_3-GFP plazmiti boliim 3.2.2°de belirtilen protokole gore

DH5a E. coli susuna transforme edilerek gogaltildi.

3.2.10. Plazmit DNA saflastirilmasi

Vektor olarak kullanimlari ve molekiiler klonlama i¢in plazmit DNA’lar, “EZ-10
Spin Column Plasmid DNA MiniPreps” kiti kullanarak boliim 3.2.3’teki protokole gore
saflastirildi.

3.2.11. Plazmit DNA’larin PCR ile analizi

Ligasyon reaksiyonu sonucunda olusturulan rekombinant pChlamy_3-GFP

plazmiti E. coli DHS5a‘dan saflastirildiktan sonra genin plazmite dogru bir sekilde

klonlanip klonlanmadigimni anlamak amaciyla GFP Kpnl sense ve GFP Xbal reverse
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primerleri kullanilarak bir dogrulama PCR‘1 gerceklestirildi. PCR reaksiyonunda kalip
olarak olusturulan rekombinant plazmit kullanildi.
o 28,5 ul H,O (DNAz & RNAz free)
o 5 ul 10x PCR reaksiyon tamponu
o 4 ul MgSO4 (25mM)
o 3 ul ANTP karigimi (10 mM)
. 4 ul primer “sense” (SuM)
. 4 ul primer “reverse” (SuM)
o 1 ul kalip DNA (pChlamy_3-GFP)
o 0,5 pl Tag DNA polimeraz (5U/ pl)
seklinde toplam 50 ul olan PCR tiipleri hazirlandi. PCR isleminde; sicaklik degerleri
her bir dongii i¢in asagidaki gibi ayarlanmig ve toplamda 30-35 dongiiyle PCR islemi
tamamlanmustir.
1. Denatiirasyon: 94°C
2. Primer Annealing: 55°C
3. Ekstensiyon: 72°C
PCR islemleri gergeklestirildikten sonra 20 pul PCR karisimindan alinarak %1 ‘lik

agaroz jelinde analiz edildi ve jelin fotografi alindu.

3.2.12. DNA dizileme

Transforme olmus plazmit DNA ‘larindan 30 pl alindi ve T7 promotor primeri ile

dizi analizi yapilmak iizere "REFGEN" firmasina DNA dizilemeye gonderildi.

3.2.13. C. reinhardtii'ye gen aktarim

C. reinhardtii kiiltiirii ve biiviime kosullari

C. reinhardtii CC-125 yabani tip susu, Chlamydomonas Genetics Center (Duke
University)’ den temin edildi. C. reinhardtii i¢in biiylime ortami olarak Tris-Acetate-
Phosphate (TAP) besiyeri kullanildi. Besiyerleri iklimlendirme dolabinda, ortalama 155
umol/mzls aydinlatmada genellikle 12:12 saat aydinlik: karanlik (L:D) periyodunda, 3-6
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giin boyunca Optik dansite (750nm’de) 0.3- 0.5 arasinda olana kadar inkiibasyona

devam edildi (Invitrogen User Guide).

pChlamy 3-GFP vektoriiniin linearizasyonu

Niiklear transformasyon C. reinhardtii‘de halkasal vektor DNA's1 ile basarilmigsa
da linearize edilmis vektor DNA's1 ile yaklasik % 70 daha verimli olmaktadir (Pasquali
ve ark., 2013). Bu nedenle pChlamy_3-GFP vektor DNA's1 Scal enzimi ile kesildi.

Elektroporasyon

Elektroporasyon, iretici firmanin (“Invitrogen, Life Technologies”) oOnermis
oldugu protokolde bazi1 degisiklikler ile asagida belirtilen sekilde gergeklestirilmistir;
o C. reinhardtii kiltiiriiniin optik dansitesi spektrofotometrede Olgiilerek en iyi
performans i¢in OD7sp 0.3- 0.5 arasinda olana kadar inkiibasyona devam edildi.
o 15 ml kiiltiirden alinarak oda sicakliginda 2500 rpm'de 10 dk santrifiij yapildi.
. Siipernatant uzaklastirilarak pellet oda sicakliginda 250 ul TAP-40mM sukroz
solusyonunda tekrar ¢oziildii.
o 30 upl lineerize edilmis plazmit DNA siispanse edilmis hiicreler icerisine
eklenerek 1yice karistirildi.
o 250 pl transformasyon karisimi 4 ml'lik elektroporasyon kiivetine aktarildi ve
oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.
. Trasnformasyon karigimi oda sicakliginda inkiibe edilirken 1 ml TAP-40mM

sukroz ¢ozeltisi oda sicakliginda 1.5 ml'lik ependorflara eklendi.

o Elektroporasyon parametreleri asagidaki sekilde ayarlanarak hiicrelere
uygulandi.

Voltaj: 1190 V

Siire: 2,1 ms
o Transformasyon karisimi ikiye boliinerek 125 pl'lik her bir karigim onceden

hazirlanmis olan ve igerisinde 1 ml TAP-40mM sukroz bulunan ependorflara eklendi.

o Icerisinde transformasyon karisimi bulunan ependorflar iklimlendirme dolabina
koyularak ortalama 155 pmol/m?/s aydinlatmada genellikle 12:12 saat aydinlik: karanlik
(L:D) periyodunda, 24 saat boyunca inkiibe edildi.
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o Hiicreler oda sicakliginda 2500 rpm'de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklagtirildu.

. Hiicreler iizerine oda sicakliginda 150 pl TAP-40 mM sukroz ¢ozeltisi eklenerek
hiicreler tekrar siispanse edildi.

. Icerisinde transformasyon karisimi bulunan 150 pl TAP-40 mM sukroz ¢dzeltisi,
TAP-agar-hygromycin bulunan kati besiyerlerine yayma ekim yapildi.

. Ekim yapilan petriler 28°C ve 155 pmol/m?/s 'e ayarlanmis iklimlendirme
dolabina yerlestirildi.

° Petriler, C. reinhardtii kolonileri net bir sekilde goriilene kadar inkiibe edildi.

o Gelisen kolonilerde entegrasyonun saglanip saglanmadigini test etmek i¢in

hiicrelerden genomik DNA izolasyonu yapilarak kontrol PCR'1 yapildi.
3.2.14. C. reinhardtii genomik DNA'sinin izolasyonu

Tiirtin Genomik DNA izolasyonu "Zymo Research (ZR Fungal/Bacterial DNA
Mini Prep)" Kiti kullanilarak asagidaki protokole gore yapildi.

. 50- 100 mg alg hiicresi 200 ul su veya izotonik tampon (6rnegin; PBS) ZR

BashingBead™ Lysis Tiip igerisinde ¢oziildii ve tizerine 750 pl Lizis Solusyonu

eklendi.

o Tiip max. hizda 5 dk vortekslendi ve sonra 3 mm ucu olan sonikatorle 1 dk
hiicrelerin parcalama islemi gergeklestirildi.

o ZR BashingBead™ Lysis Tiipii 10 000 x g 1 dk santrifiij edildi.

o 400 pl stipernatant Zymo-Spin™ IV Spin Filter (turuncu kapakli) kolletor tiipe

aktarilir ve 7 000 rpm 1 dak santrifiij yapildi.

o 1,2 ml of Fungal/Bacterial DNA Binding Tamponu 4. basamaktaki kollektor

tiipe ilave edildi.

o Zymo-Spin™ [IC Column kolektor tiipli igerisine yerlestirildi ve 800 pl

karisimdan ilave edildi. 10 000 x g 1 dk santrifiij edildi. Kollektor tiiptindeki sivi

uzaklastirilip islem tekrarlandi.

o Zymo-Spin™ [IC Column yeni kollektor tiipli igerisine yerlestirildi ve filtre

tizerine 200 ul DNA Pre-Wash Tamponu ilave edilerek 10 000 x g 1 dk santrifiijlendi.
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Daha sonra 500 ul Fungal/Bacterial DNA Wash Tamponu eklendi ve tekrar ayn1 sekilde
santrifiijlendi.
. Zymo-Spin™ IIC Column 1,5 ml ependorf igerisine dikkatlice yerlestirildi ve
tizerine 100 pl DNA Elution Tamponu ilave edildi. Tiipler 10 000 x g 30 s
santrifiijlenerek filtrede tutulan DNA alltaki ependorf tiipiinde toplandi.

Alglerin izolasyonunun sonrasinda 3.2.11'de belirtildigi sekilde dogrulama

PCR’1 gergeklestirildi.

3.2.15. C. reinhardtii'de GFP proteininin varhgmin SDS-PAGE ile belirlenmesi

Hiicre kiiltiiriinden alman 100ul’lik numuneler 100ul jel yiikleme tamponuyla
kangtirihip, 100 °C’de 2 dk denatiire edilerek 6nceden hazirlanan SDS PAGE
(sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi) jelinin kuyucuklarma 30’ar pl
yiikklendi. SDS-PAGE tamamlandiktan sonra distile su ile yikanan jel sonrasinda
Coomassie mavisi ile boyandi. Boyanan jelden boya '"destain" soliisyonu ile
uzaklastirildi. Daha sonra bir tarayici ile taranarak dijital ortama alindi (Laemmli,
1970).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. GFP DNA Dizisinin PCR ile Amplifikasyonu

Kalip DNA pETGFP i¢in dizayn ettigimiz primerler ile basglik 3.2.4'te anlatilan
PCR reaksiyonu sonucunda yaklasik 804 bg'lik ilgili gen dizisinin amplifiye edildigi
goriildii (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. GFP Kpnl sense ve GFP Xbal reverse primerleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goriintiisii 1: GFP'nin amplifiye edilmis DNA pargas,
2: MHind III-EcoR I DNA markdrii

4.2. pChlamy_3 Vektoriiniin Konak DH5a ile Cogaltilmasi

Shuttle vektoriimiiz, 1s1 soku yontemi ile DHS5a bakterisine aktarilarak ¢cogaltma
islemi gerceklestirildi (Sekil 4.2). Boylece basarili bir sekilde birgok pChlamy 3
plazmit DNA's1 olusturuldu. Elde edilen plazmit DNA'lar daha sonraki g¢aligmalarda

kullanilmak tizere - 20°C'de saklandi.
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Sekil 4.2. pChlamy_3 plazmitini igeren DH5a bakteri kolonisi

4.3. Plazmit ve PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

pChlamy_3 plazmiti “EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps” ve GFP
DNA’s1 “EZ-10 Spin Column PCR Products Purification” kiti kullanilarak iireticinin
tavsiye ettigi protokole uygun olarak saflastirildi.

4.4. pChlamy_3-GFP Plazmit DNA’larinin Restriksiyon Enzimleri ile Analizi

pChlamy_3-GFP plazmit DNA's1 Xbal-Kpnl restriksiyon enzimleri ile kesilip
ligasyon islemi gerceklestirildikten sonra E. coli DH5a susu kullanilarak transforme
edildi. Ardindan ampisilin i¢eren petri tabaklarina ekim yapildi. Bir gece inkiibasyonun
ardindan beliren kolonilerden 4’er ml’lik sivi besiyeri iceren tiiplere inokiile edildi.
Daha sonra hiicrelerin “EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps” Kiti ile plazmit
DNA saflagtirilmasi yapildi. Saflastirma sonucunda elde edilen iriinler agaroz jelde
analiz edildi. Gergeklestirilen kesimlerde {irlin olarak plazmit'e ait (pChlamy_3) 4517
be'lik ve insert (GFP)'e ait 804 bg'lik birer DNA bant1 goriildii (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. pChlamy_3-GFP plazmitinin restriksiyon enzimleri ile dogrulama kesimi sonucunda elde
edilen agaroz jel goriintiisii 1: A/ Hind I11-EcoR T DNA markoért, 2-13: Kpnl-Xbal
restirksiyon enzimlerinin kesim iiriinleri

Bu islemlerden sonra olusturulmus olan rekombinant pChlamy 3-GFP
plazmitini pozitif olarak tagiyan hiicrelerden izole edilen plazmit DNA’lar primerler ile
beraber DNA dizileme (sequencing) islemi yapilmast i¢in “REFGEN” firmasina
gonderildi.

4.5. DNA Dizi Analizi
GFP proteinini kodlayan DNA fragmanimin pChlamy_3 vektoriine herhangi bir

cergeve kaymasi problemi olmaksizin basarili bir sekilde klonlandigi asagidaki DNA
dizileme kromatograminda (Sekil 4.4) ortaya ¢ikmaktadir.
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4.6. C. reinhardtii'nin Kat1 ve Siv1 Besiyerlerinde Uretilmesi

C. reinhardtii CC-125 yabani tip susu, Chlamydomonas Genetics Center (Duke
University)’ den temin edildi. Kat1 besiyerinde gelen hiicrelerin yatik agar kiiltiiriinde
basarili bir sekilde cogaltildi (Sekil 4.5a). Elektroporasyon isleminde kullanilmak tizere
yatik agar kiiltlirlinden alinan hiicreler icerisinde TAP bulunan 1 ml'lik ependorf tiiplere
inokiile edildi (Sekil 4.5b). 1 ml'lik ependorflarda ¢cogalan hiicrelerin hacmini biiyiitmek
icin sirasiyla 10 ml ve 50 ml'lik TAP besiyerlerine aktarilarak 1 hafta boyunca
iklimlendirme dolabinda inkiibe edildi (Sekil 4.5¢-d).

Sekil 4.5. C. reinhardtii'nin kat1 ve siv1 kiiltiirleri

4.7. Elektroporasyon

DNA dizi analizi sonuglari pozitif ¢ikan pChlamy_3-GFP plazmitlerinin
cogaltilan C. reinhardtii hiicrelerinin niiklear genomuna elektroporasyon yoluyla
aktarimi basarili bir sekilde gerceklestirildi. Elektroporasyonu gergeklestirilen

transgenik hiicrelerin, Hygromycin antibiyotigini igeren segici besiyerine yayma ekimi
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yapildi. Yaklagik 6-7 giinlik inkiibasyondan sonra beliren kolonilerden alinarak
boliinmiis petrilere ¢izgi ekim uyguland: (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Transgenik C. reinhardtii kolonilerinin segici besiyerindeki goriintiisii

4.8. GFP Proteinin Ekspresyon Calismalari

Plazmit DNA'nin C. reinhardtii'nin niiklear genomuna entegre olup olmadigini
dogrulamak icin segici kat1 besiyerinde gelisen koloniler hygromycin igeren sivi
besiyerine (TAP) aktarildi. Sivi besiyerinde gelisen transformantlarin Baglik 3.2.14'te
belirtildigi protokole gore genomik DNA izolasyonlari yapildi. Dizayn edilen primerler
ile dogrulama PCR’1 gergeklestirildi. PCR {iriinlerinin agaroz jel analizinde pChlamy_3-
GFP plazmit DNA'sinin C. reinhardtii niiklear genomuna basarili bir sekilde entegre
oldugu gozlemlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. pChlamy_3-GFP plazmit DNA's1 entegrasyonunun dogrulama PCR'inin agaroz jel goriintiisii.
1: Pozitif kontrol (Kalip GFP DNA's1); 2: A/Hind I1I-EcoR I DNA markérii; 3: Elektroporasyon
sonucunda C. reinhardtii niiklear genomuna entegre olmus GFP DNA's1

S1vi besiyerinde kiiltiirii yapilan hiicrelerden alinan numuneler % 12’lik SDS
PAGE’ye tabi tutuldu. Elektroforez islemleri bittikten sonra SDS PAGE jelleri
kasetlerden c¢ikartilarak Coomassie brillant mavi boyast ile boyandi. Boyama
islemlerinin akabinde iyice yikanip temizlenen jeller tarayicit kullanilarak incelendi.
Sonu¢ olarak GFP ekspresyonunun varligin1 gosteren herhangi bir protein bantina

rastlanmadi.
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3. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada C. reinhardtii'de, rekombinant DNA teknolojisi ile GFP
tretilmeye calisilmistir. Hedef genimiz olan GFP (Yesil Floresans Protein)
elektroporasyon yontemiyle C. reinhardtii yesil alg tiiriine aktarilmistir. Aktarilma
sonrasinda pozitif mikroorganizmalar hyromycin igeren besi ortamindan alinmustir.
Yapilan kontrol PCR''nda GFP proteinini kodlayan geninin model organizma C.
reinhardtii'nin niiklear genomuna entegre oldugu tespit edilmistir. SDS-PAGE analizi
sonucunda ise GFP proteininin overekspresyonu ( fazla miktarda {iretimi)
gbzlenememistir.

C. reinhardtii ‘de, yabanci proteinlerin ekspresyonunu etkileyen bazi problemler
s06z konusudur. Bunlardan ilki yiiksek rekombinant protein ekspresyonu i¢in dnemli bir
unsur olan kodon optimizasyonudur. Eger aktarilacak genin kodon kullanimi konak
organizma ile uyumlu olmazsa protein ekpsresyonu istenen Olgiide gerceklesemez
(Ferrante ve ark., 2008).

Aktarilan genin, konak organizmanin genomunda yerlesim yeri de son derece
onemlidir. Yabanci genetik materyalin konak organizmanin niiklear genom DNA’sina
entegrasyonu rastgele genomun herhangi bir bolgesine olabilir (Kindle ve ark., 1989).
Yani aktarim, homolog olmayan rekombinasyon ile transgenlerin farkli kromozomal
lokasyonlarina entegre olur. Tekrarli (repetitive) DNA yakinina veya heterokromatin
icerisine entegre olan genler dogrudan inaktif hale gelebilirler (Schroda ve ark., 2002).

Bunun yani sira DNA dizisinde herhangi bir modifikasyon olmaksizin gen
anlatimindaki kalitsal epigenetik degisimler, genlerin sessizlesmesine (Silencing) neden
olabilmektedir. Epigenetik degisimler transkripsiyonel seviyede DNA metilasyonu,
posttranskripsiyonel seviyede RNA interferans (RNAi) gibi dogal islemler ile
gerceklesebilir. Metilasyon DNA’nin inaktive olmasina neden olarak protein
ekspresyonunu engelleyebilecek bir sistemdir. RNAI, ilgili gen bolgesini protein haline
getirecek olan mRNA molekiiliinii inhibe ederek ya da pargalayarak protein sentezini
engelleyebilir (Jeong ve ark., 2002).

Ayrica endojen enhansir elementleri, diizenleyici mekanizmalar, transformasyon
ile ilgili mekanizmalar, proteazlara kars1 duyarlilik ve proteinin lokalizasyonu gibi

bircok faktoriin etkilesimi C. reinhardtii' de protein ekspresyonunu etkileyebilir ve
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mikroalglerde rekombinant protein {iretimi i¢in standart bir sistem olusturulmasinda
giicliiklere neden olabilir (Rosales-Mendoza ve ark., 2012).

Asagida belirtilen oneriler gergeklestirebildigi takdirde daha yiiksek seviyede
protein ekpresyonu elde edilebilir.

C. reinhardtii niiklear genomu % 64 yiiksek GC baz igerigine sahiptir. Buna
gore biyoinformatik araglar ile diisiik siklikla ifade edilen nadir kodonlar (rare codon),
daha yiiksek siklikla ifade edilen kodonlarla degistirilip kodon optimizasyonu
saglanabilir.

Alg ekspresyon vektorleri, aynen maya sistemlerinden Pichia pastoris’de oldugu
gibi C. reinhardtii organizmasinda en yiiksek seviyede iretilen proteinin genom
icerisindeki lokusuna entegre edebilecek sekilde yeniden dizayn edilebilirler
(Balamurugan ve ark., 2007).

Alglerde, kloroplast transformasyonu daha verimli olacagindan yeni tasarlanan
vektor bu organele entegre olacak sekilde dizayn edilebilir. Kloroplast genomunun
organizasyonu, prokaryotik tipte oldugu igin gen sessizlesmesi gibi kompleks
mekanizmalardan yoksundur. Buna ek olarak kloroplast genomu niiklear genoma goére
daha kiiciiktiir. Bu sebeple homolog rekombinasyon ile yonlendirilmis gen transferi
yapmak miimkiin olabilir (Rosales-Mendoza ve ark.,, 2012). Ancak kloroplast
transformasyonu, 6zellikle yiiksek posttranslasyonel modifikasyon isteyen protein igin
uygun olmayabilir.

Mikroalgler, rekombinant gen ekpresyonu i¢in konak organizma olarak yeni
yeni kullanilmaya baslandigindan yukarida belirtilen problemler heniiz ¢oziilememis ve
tam anlamiyla listesinden gelinememistir. Mikroalgler i¢in gelistirilecek yeni ve giiclii
promotorler, markdrler, raportorler ve farkli yontemlerle ayni zamanda da bu
organizmalarin kompleks molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile bu sorunlar
ortadan kaldirilarak mikroalgler daha etkili ve tercih edilir hale gelebilir (Neupert ve
ark., 2012).

Ayrica C. reinhardtii, giivenli bir organizma olmasi sayesinde, hem gida
sanayiinde hem de farmasétik teknolojide kullanimi, son derece uygun olacagindan

ticari onem tasiyan rekombinant proteinlerin bilyiik ¢apta iiretimine katki saglayabilir.
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