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Bu ¢alismanin amaci son yillarda rekombinant protein iiretiminde basaril1 bir sekilde kullanilan
metilotropik Pichia pastoris SMD1168 susunu kullanarak domates bitkisinden izole edilen
ekspanzin enziminin iiretilmesidir. Bu amagla domates (Solanum lycopersicum) genomundan
toplam RNA izole edilmis ve spesifik primerler vasitastyla ¢ogaltilarak pHOI1 sinyal sekans
bolgesine sahip pHIL-S1 vektoriine aktarilmistir. PZR yontemi ile 918 baz giftlik LeExpl
geninin vektdr igerisindeki varligi tespit edilmis ve hedef geni tastyan pHIL-S1 vektorii
cogaltilarak P. pastoris SMDI1168 susuna elektroporasyon yolu ile transfer edilmistir.
Transgenik P. pastoris SMD1168 susundan ekspresyon yolu ile ekspanzin proteini {iretilmis ve
ekspresyon sonunda toplam protein konsantrasyonu ile kuru hiicre agirligi 6lgtimleri yapilmistir.
SDS-PAGE analizi ile elde edilen proteinin ekspanzin oldugu dogrulanmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda P. pastoris SMD1168 susu ve pHIL-S1 vektorii kullanilarak rekombinant ekspanzin
proteini tiretimi gerceklestirilmistir.

Recombinant Expansin Production Using Pichia pastoris SMD1168
Strain

Abstract

The aim of this study was production of recombinant expansin protein isolated from tomatoes

pHIL-SI by using methylotrophic Pichia pastoris SMDI1168 strain which have been using for

LeExpl recombinant protein production succesfully in recent years. For this purpose total RNA was
isolated from Solanum Ilycopersicum and LeExpl gene cDNA was amplified cloned from
tomato genome by using specific primers and transferred pHIL-S1 plasmid which have pHO1
signal sequence. The presence of 918 bases LeExpl gene in the vector was determined by PCR
method and the vector was amplified and transferred to P. pastoris SMDI1168 strain by
electroporation. Expansin protein was produced by expression of transgenic P. pastoris
SMD1168 strain and dry cell weight and total protein concentration measurements were made
at the end of expression. It was confirmed by SDS-PAGE analysis that the obtained protein
from transgenic P. pastoris SMD1168 was expansin. As a result of this study, the production of
recombinant expansin protein was performed using P. pastoris SMD1168 strain and pHIL-S1
vector.

1. GIRiS INTRODUCTION)

Rekombinant proteinler; biyofarmatik, ziraat, enzim endiistrisi, gibi énemli alanlarda; beslenme, tekstil,
ilag, gida, kagit, plastik vb. birgok {iriiniin {iretiminde biiyiik katkilar saglamaktadir [1]. ilk protein asis1
1796'da Jenner tarafindan; ilk farmasotik protein iiretimi ise 1922'de Banting ve Best tarafindan
gergeklestirilmistir (insiilin). Modern biyoteknoloji temelleri ilk olarak 1971'de atilmis ve bu tarihten 1-2
yil sonra ise rekombinant DNA teknolojisi kesfedilmistir. Rekombinant DNA teknolojisi ve molekiiler
genetik caligmalar1 alaninda son yillarda artan gelismeler sayesinde arastiricilar farkli organizmalardan
elde ettikleri DNA molekiillerini in vitro ortamda birlestirme imkéani elde etmistir. Bu sayede bitki ve
hayvan enzimleri mikrobiyal fermentasyon ile elde edilebilmektedir ayrica enzim {iretimi amaciyla
kullanilan ¢esitli mikroorganizma tiirleri mevcuttur. Giiniimiizde rekombinant DNA teknolojisi ve protein
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miihendisligi sayesinde kullanicilarin veya kullanilan proseslerin ihtiyacina yonelik enzim iiretimi
yapilabilmektedir. Endiistriyel enzimlerin yarisindan fazlasi maya ve kiiflerden; %30'u bakterilerden;
%8'i hayvanlardan ve %4'l bitkilerden elde edilmektedir. Yiiksek miktarlarda protein elde etmek igin
uzun yillar boyunca uygun mikroorganizma arastirilmis ve mutasyondan faydalanilmistir [2].

Enzimlerin 6nemli boliimii yiiksek maliyete ragmen 1970'lerde bitki ve hayvanlardan geleneksel olarak
elde edilmekte iken 1980-1990'larda mikrobiyal enzimlerin kullanilmaya baglanmasi ile enzim endiistrisi
gelismeye baslamistir [3]. Gida ve yem sanayii endiistriyel enzimlerin en fazla kullanildigi alanlardir.
Mikroorganizmalarm bitki ve hayvanlardan daha hizli, daha ucuz c¢ogaltilmasi ve ayrica
mikroorganizmalarda istenen kalite ve miktarda enzim iiretiminin yapilabilmesi mikrobiyal enzim iiretim
caligmalarii arttirmistir. Farkli tiirlere ait bakteri, maya ve kiifler endiistriyel enzim {iiretiminde
kullanilmaktadir.

Metilotropik bir maya olan Pichia pastoris uzun yillardir rekombinant protein iiretiminde kullanilan bir
mikroorganizmadir. P. pastoris mayasi sahip oldugu Okaryotik yapisi sayesinde dogada az miktarda
bulunan veya endiistriyel neme sahip proteinlerin iiretiminde bir biyofabrika olarak kullanilabilmektedir.
P. pastoris mayas1 translasyon sonrasi proteinlerde meydana gelen modifikasyonlar1 dogru sekilde
yapmasi, proteinlerin aktif formlarina uygun sekilde katlanmalarina olanak saglamasi, g/L diizeylerinde
protein iiretme yetenegine sahip olmasi, basarili transformasyonlarma olanak saglayan metotlarin
gelistirilmis olmasi, hiicre digina ¢ok az natif protein salgilamasi ve dolayisiyla ekstraseliiler proteinlerin
iretim ve saflagtirllmasini kolaylastirmasi nedenlerinden dolay1 son yillarda yaygin olarak heterolog
protein iretiminde kullanilmaktadirlar. SMD1168 (prbl pep4) susu proteaz icermeyen P. pastoris susu
olup baz1 heterolog proteinlerin iiretiminde ¢ok rahat olarak kullanilmaktadir.

Ekspanzinler hiicre duvarma lokalize olmus, kiiglik boyutlu ve yaklasik molekiil agirligi 25 — 30 kDa
arasinda olan proteinlerdir [4, 5]. Literatiirde bulunan bilgilere gore ekspanzin proteinleri selilloz
mikrofibrilleri arasindaki hidrojen baglarim parcalayarak veya karbonhidrat polimerlerini hiicre duvarinda
lokalize olan enzimlerin daha kolay ulasabilecegi hale getirerek hiicre duvart modifikasyonlarinda rol
oynadig1 hipotez olarak one siiriilmektedir [6]. Rose ve ark. [7] yaptiklar1 ¢aligmada domateslerde meyve
ve olgunlagsmaya 6zgili LeExpl geninin eksprese oldugunu gostermistir. Bu genin meyvenin yumusamaya
basladig1 ve dolayisiyla hiicre duvar1 parcalanma ve modifikasyon asamalarinda maksimum seviyeye
ciktig1 durumlarda spesifik olarak ifade edilmesi ekspanzin proteinleri ile hiicre duvart bilesenlerinin
parcalanmas1 arasinda pozitif anlamda bir korelasyon olduguna isaret etmektedir. Bu verileri
destekleyecek sekilde ekspanzin proteinlerinin transjenik yontemlerle yiiksek miktarda eksprese edildigi
meyvelerin kontrol Orneklerine gore daha yumusak oldugu ve hatta yumusama reaksiyonlariin
olgunlagma periyodundan 6nce harekete gectigi tespit edilmistir [8]. Ekspanzin transkriptlerinin benzer
sekilde klimakterik olmayan tiziim, ¢ilek gibi meyvelerde bulundugu belirlenmis ve bu tiir meyvelerde de
yumusama ve dolayistyla karbonhidratlarin pargalanma reaksiyonlarina katildiklar1 fikrine isaret etmistir
[9, 10]. Dolayisiyla ekspanzin proteinlerinin hiicre duvarini parcalama yetenekleri géz oniine alindiginda
son yillarda bu proteinler iizerinde yapilan ¢aligsmalar yogun olarak devam etmistir.

Bu calisma kapsaminda domateste ekspanzin proteini liretiminden sorumlu LeExpl geni pHIL-SI
vektoriine uygun enzimler vasitasiyla klonlanmis ve hedef geni tasiyan pHIL-S1 vektorii elektroporasyon
yontemi ile P. pastoris SMD1168 susuna transfer edilmistir. Uygun ekspresyon kosullar1 saglanarak
transgenik P. pastoris susundan ekspanzin proteini iiretilmistir.

2. MATERYAL - METOD
2.1 Materyal

Bu calismada Ekspanzin gen kaynagi olarak domates bitkisi kullamilmistir. Domates (Solanum
lycopersicum cv. Ailsa craig) bitki materyalleri steril kosullar altinda doku kiiltiirii ortaminda
gelistirilerek DNA ve RNA kaynagi olarak kullanilmislardir.

P. pastoris SMD1168 susu, pHIL-S1 vektorii, RT-PCR analizi i¢in kullanilan Superscript One step RT-
PCR System with Platinium® Taq DNA Polymerase kiti, 6zgiin primerler, besiyerleri Invitrogen (San
Diego, CA) firmasindan; Taq DNA polimeraz, DNA ligaz, DNA Restiriksiyon Endoniikleaz enzimleri
New England Biolabs (UK) firmasindan temin edilmistir. Arastirmada kullanilan kimyasal materyaller
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analitik saflik diizeyinde olup Sigma Aldrich Co. (Taufkirchen, Germany) ve Merck (Darmstadt,
Germany)'den temin edilmislerdir.

2.2. Domates Bitkisinden Hedef Gen Bélgesi (LeExp1) izolasyonu

Domates bitkisinden DNA izolasyonu yapilirken Muhammed ve ark. (1994) tarafindan yayinlanan metot
uygulanmstir.

2.3. Ekspanzin Geninin Yar:1 Kantitatif Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)
Vasitasiyla Cogaltilmasi

Yar kantitatif RT-PZR reaksiyonu icin SuperScriptTM III One-Step RT-PCR system with Platinum®
Taq DNA Polymerase kiti iiretici firmanin talimatlarma uygun olarak kullanilmistir (Invitrogen, Life
technologies). Buna gore; hazirlanan RT-PZR reaksiyonlari cDNA sentezi igin 55°C’de 30 dakika
boyunca bekletilmis ve PZR amplifikasyonundan énce 94°C’de 2 dakika bekletilerek ters transkriptaz
enzimi denatiire edilmistir. PZR profili olarak 94°C’de 3 dakika, 34 dongii boyunca 94°C’de 15 sn,
56°C’de 30 sn, 68°C’de 1 dakika ve devaminda tek bir dongii olarak 68°C’de 5 dakika olarak
belirlenmistir. PZR iiriinleri %1.2 agaroz jel iizerinde aynistirilmistir ve fotograflanmistir.

2.4. LeExpl1 geninin pHIL-S1 vektoriine klonlanmasi

PZR reaksiyonu esnasinda dizayn edilen primerler vasitasiyla LeExpl geninin cDNA’larinin her iki ug
bolgesine uygun DNA restriksiyon enzim tanima bolgeleri (Ecorl - Notl) eklenmistir. Hem klonlanacak
olan DNA parcaciklart hem de {izerine klonlama yapilacak olan pHIL-S1 vektdrii uygun restriksiyon
enzimleriyle kesilerek DNA ligaz enzimleriyle hedef DNA pargaciklarinin vektorlere yapistirilmasi
islemi gerceklestirilmistir. Bu iglem sonucunda domateslerden izole edilen LeExpl genini tasiyan ve
rekombinant Ekspanzin proteinini iiretebilir hale getirilmis pHIL-S1 vektorii elde edilmistir. Elde edilen
yeni vektor 'pHIL-S1-Expl1' seklinde adlandirilmagtir.

2.5. pHIL-S1-Exp1 vektoriiniin cogaltilmasi

pHIL-S1-Expl plazmidleri P. pastoris maya hiicrelerine aktarilmadan once c¢ogaltilmistir. Bu amagla
hedef geni tastyan plazmidler JM109 Escherichia coli (E. coli) hiicrelerine transforme edilerek
¢ogaltilmustir. Uretici firmanin el kitabma bagli kalmarak Standart 'E. coli IM109 Competent Cells
Transformation' yontemi vasitasiyla E. coli hiicreleri vektorlerle transforme edilmistir.

2.6. pHIL-S1-Exp1 vektoriiniin kompetent P. pastoris SMD1168 hiicrelerine elektroporasyonu

Hedef genleri tagiyan pHIL-S1-Expl vektorii hazirlanan kompetent maya hiicrelerine aktarilmadan 6nce
dogrusal hale getirilmistir. Elektroporasyon cihazi {iretici firmanin tavsiyelerine uygun olarak
Saccharomyces  cerevisiae’ye gore ayarlanarak elektroporasyon islemi  gergeklestirilmistir.
Elektroporasyon islemi sonunda transgenik P. pastoris SMD1168 maya hiicreleri elde edilmistir.

2.7 Transgenik Mayalarin PZR Reaksiyonu

Elektroporasyon isleminin dogru bir sekilde gergeklesip gerceklesmedigi PZR yontemi kullanilarak
arastirllmigtir. Bu amagla SMD1168 maya kolonilerinden DNA izolasyonu yapilmis ve bu DNA’ya bagh
olarak hedef genlerin maya genomundaki varliklar tespit edilmistir. PZR yontemi sonucunda elde edilen
veriler agaroz jel {lizerinde degerlendirilmistir. Pozitif kontrol ve negatif kontrol 6rnekleri kullanilarak
dizayn edilen PZR sonucunda elde edilen veriler elektroporasyon uygulanmis mayalarin genomlarinda
hedef geni tasidiklarini gostermistir.

2.8 Transgenik Mayalarin Antibiyotikli Besiyerinde Secilimi

Rekombinant maya hiicrelerinin antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla mayalar farkl
konsantrasyonlarda (0,5, 1, 2 ve 4 mg/ml) Geneticin G418 antibiyotigi iceren Yeast Peptone Dextrose
(YPD) besiyerlerinde gelistirilmistir.

2.9 Transgenik Maya Hiicrelerinin Ekpsresyonu

Basarili transformasyon islemi gergeklestirilmis maya hiicrelerinden tek koloni alinarak 6n zenginlestirme
yapilmis ve hiicreler ekspanzin proteinini liretmek {izere uygun ekspresyon ortamina transfer edilmistir.
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Ekspresyon islemi Buffered Minimal Methanol (BMM) besiyerinde 30°C'de, 250 rpm'de, 96 saat siireyle
gergeklestirilmigtir.

2.10 Toplam Protein Konsantrasyonu

Toplam protein konsantrasyonunun olgiimii spektrofotometrik bir yontem olan Bradford assay [11]
prensibine gore yapilmistir.

2.11 Kuru Hiicre Agirhg Olgiimii

Ekspresyon siiresi boyunca hiicrelerin toplam kuru hiicre agirliklari hesaplanmistir. Bu amagla,
ekspresyonun 24, 48, 72 ve 96. saatlerinde fermentasyon ortamindan 6rnek alinarak 10000xg’de 4'C’de 5
dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda supernatant uzaklastirilarak pelletler 105°C’de
kurutulmustur. Hiicrelere ait toplam kuru agirlik Wang ve ark.,’in (2010) metoduna gore hesaplanmistir
[12].

2.12 SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) Analizi
Proteinler SDS-PAGE yontemiyle Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) ayristiritlmistir [13].

3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. LeExp1 Geninin PZR Vasitasiyla Cogaltilmasi

Ekspanzin proteinlerini kodlayan LeExpl genlerini izole edebilmek igin kullanilan niikleik asitler
domates bitkilerinden izole edilmistir. Bu amacgla domates bitkisinin genomundan LeExpl genini
kodlayan DNA ve RNA ekstraksiyonlar1 yapilmustir. Izole edilen niikleik asitlerin molekiiler calismalarda
kullanilabilir nitelikte olup olmadiklar jel elektroforezi ile teyit edilmistir. LeExpl genine ait cDNA’larin
%1.2’1lik agaroz jel goriintiisii Sekil 1°de verilmistir. Genler klonlama igleminde kullanilmak {izere
[lustra™ GFX™ PCR Gel Band Purification Kit kullanilarak saflagtirilmistir. Spesifik primer kullanima,
jel agarozu ayristirmasi sonucunda beklenen biiyiikliikte DNA pargaciklarinin ¢ogaltilmis olmasi ve DNA
dizi analizi sonucunda elde edilen sekans bilgilerine gére gogaltilmasi planlanan gen bolgesi kesin olarak
elde edilmistir.

918 bp

Sekil 1. DNA markorii (1. kuyucuk), LeExpl (2. kuyucuk) genine ait ¢cDNA’larin %1.2°lik agaroz jel
gortintiisii.

3.2. LeExp1 geninin pHIL-S1 vektoriine klonlanmasi

PZR reaksiyonu ve bdlgesel yonlendirilmis mutasyonlara uygun dizayn edilen primerler vasitasiyla ilgili
genin (LeExpl) cDNA’sinim her iki ug bdlgesine uygun DNA restriksiyon enzim tanima bdlgeleri (Ecorl
- Smal) eklenmistir. Hem klonlanacak olan DNA pargaciklar1 hem de {izerine klonlama yapilacak olan
pHIL-S1 vektorii uygun restriksiyon enzimleriyle kesilerek DNA ligaz enzimleriyle hedef DNA
parcaciklarinin vektorlere yapistirilmasi iglemi gerceklestirilmistir.
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3.3. pHIL-S1 Plazmidinin E.coli Hiicrelerinde Cogaltilmasi

LeExpl hedef genini iceren pHIL-S1-Expl vektoriiniin sub-cloning islemi JM109 E. coli hiicrelerinde
gergeklestirilmigtir. pHIL-S1-Expl vektorii JM 109 E.coli hiicrelerine 1si-soku yoluyla transfer
edilmistir. Is1 soku uygulamasit kompetent JM109 E.coli hiicrelerini iireten Promega firmasinin ilgili
manueline gore gergeklestirilmistir. pHIL-S1-Expl vektori JM109 kompetent E.coli hiicrelerine
transforme edilmistir. Transfer igsleminden sonra 100 pl transforme edilmis bakteri hiicresi alinarak
100pg/ml ampisilin iceren LB agar kat1 besiyerine ekim yapilmistir ve bir gece 37°C'de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin  sonucunda ampisilinli ortamda gelisen hiicrelerin  vektér igerdigi
degerlendirilmistir. Gelisim gosteren ve tek koloni olusturan E. coli hiicrelerinin 6rnek bir petri resmi
Sekil 2'de gosterilmektedir.

Sekil 2. 100 ug/ml ampisilin iceren Luria Bertani kati besiyerinde gelistirilen pHIL-S1-Exp1 vektoriinii
iceren JM109 kompetent E. coli hiicreleri

100 pg/ml ampisilin igeren LB agar’da gelisen E. coli hiicrelerinin sahip olduklar antibiyotik
direngliliklerine bagli olarak pHIL-S1 vektoriinii igerdikleri degerlendirilmistir. Ancak sadece
antibiyotikli ortamda gelismis olmalar1 yani vektoriin sagladigi antibiyotik direncliligi vektor iceren E.
coli hiicrelerinin se¢iminde yeterli goriilmemistir ve bu nedenle PZR yontemi de kullanilarak hiicrelerin
ikinci bir dogrulama metoduyla pHIL-S1 vektoriinii ve bu vektére bagh olarak hiicre igine aktarilan
LeExpl genini igerip i¢ermedigi ikinci bir adimda analiz edilmistir. Bu amagla E. coli bakteri hiicre
kiiltiiriinden ‘Plasmid DNA Preparation from E. coli by the Alcaline Lysis Procedure’ yontemine gore
plazmid DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Plazmid DNA izolasyonu islemi sonucunda elde edilen
plazmid DNA’lar PZR yonteminde DNA kaynagi olarak kullanmilmistir. PZR yontemiyle transformasyon
isleminin basarili bir sekilde gerceklestigi ve pHIL-S1-Exp1 vektoriiniin hedef gen bolgesini kesin olarak
tagidigr Sekil 3'te verilen agaroz jel goriintiisii ile dogrulanmustir.

Sekil 3. E. coli hiicre kiiltiiriinden izole edilen pHIL-S1 plazmidinin DNA kaynagi olarak kullanildig
PZR analiz sonucu. Birinci kuyucuk DNA markéri, ikinci ve iigiincii kuyucuklar yaklasik 900 bp’lik
LeExpl genini ¢ogaltacak sekilde tasarlanmis primer ¢iftinin kullanildigi PZR tirviinii; dordiincii kuyucuk
yvaklasik 650 bp’lik LeExpl gen parcacigimi ¢ogaltacak sekilde tasarlanmis primer ¢iftinin kullanildig
PZR iiriinii; beginci kuyucuk negatif kontrol.
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3.4. pHIL-S1 plazmidinin P. pastoris SMD1168 susuna transformasyonu

Hedef geni tagiyan pHIL-S1 vektorii hazirlanan kompetent maya hiicrelerine aktarilmadan 6nce dogrusal
hale getirilmistir. LeExpl genini tasiyan vektor Sac/ enzimi ile 37°C’de gece boyunca inkiibe edilerek
dogrusal hale getirilmis ve elektroporasyon yontemiyle mayalara aktarilmislardir. Elektroporasyon
islemi i¢in dogrusal hale getirilen vektdrlerden 10 pl alinarak 80 pl kompetent maya hiicre kiiltiirii
tizerine aktarilmistir. Karigim daha onceden sogutulmus 0.2 cm’lik steril elektroporasyon kiivetine
transfer edilmis ve buz iizerinde 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Bu esnada elektroporasyon cihazi
iretici firmanin tavsiyelerine uygun olarak Saccharomyces cerevisiae’ye gore ayarlanmistir. Buz
tizerindeki  inkiibasyon sonunda kiivet cihaza yerlestirilmis ve elektroporasyon islemi
gerceklestirilmistir. Elektroporasyon islemi tamamlaninca elektropore olmus hiicreler {izerine
sogutulmus 1 ml 1 M sorbitol ilave edilmis ve hiicreler steril mikrosantrifiij eppendorf tiiplerine
aktarilmistir. Hiicre kiiltiirlerinden 200 — 250 pl alinarak yayma yontemiyle Minimal Dextrose (MD) kati
besiyerine ekim yapilmistir ve koloni olusumu goézlenene kadar 30°C’de inkiibe edilmistir. 3-5 giin siiren
30°C’deki inkiibasyon sonucunda hedef geni tastyan pHIL-S1 vektoriinii tagiyan transgenik P. pastoris
SMD1168 maya hiicreleri gelismeye baglamislardir (Sekil 4). Elde edilen transgenik maya hiicresi
'SMD1168-pHIL-S1-Exp1' seklinde adlandirilmastir.

Sekil 4. pHIL-S1-Expl vektorii ile transforme edilmis SMDI1168 maya hiicreleri (SMD1168-pHIL-SI-
Expl)

3.5 Transgenik Mayalarin Histidinsiz Ortamda Gelisim Ozelliklerinin Belirlenmesi

Normal kosullarda P. pastoris mayalan gelisebilmek i¢in bulunduklar besiyeri ortaminda histidin amino
asidi bulunmasina ihtiya¢ duyarlar ya da histidin bulunmadig1 durumlarda metabolik olarak bu amino
asidi iiretebilme yeteneginde olmalar1 gerekir ancak dogal P. pastoris mayalari histidin {iretme yoniinden
negatiftirler. Yapilan dizayna gore P. pastoris SMD1168 maya hiicrelerinin genomuna rekombine olma
yeteneginde bulunan pHIL-S1 vektorii yapisinda hedef genin yani sira histidin iiretimini katalizleyen
HIS4 genini ve antibiyotik direnglilik genlerini bulundurmaktadir. Dolayisiyla ancak genomuna pHIL-S1-
Expl vektoriiniin yerlestigi P. pastoris maya hiicrelerinin histidin bulunmayan selektif besiyerinde koloni
olusturma yetenegine sahip olabilecekleri 6nkabiiliinden yola ¢ikilarak ilk adimda vektor igeren mayalarin
se¢imi bu prensibe gore yapilmistir. Igerdigi vektor sayesinde histidin bulunmayan selektif besiyerinde
gelisme yetenegini gosteren maya hiicreleri ise His" olarak adlandirilmigtir.

3.6 Transgenik Mayalarin PZR Reaksiyonu

Elektroporasyon sonrasi bagarili bir sekilde maya genomuna rekombinasyon olaymin gergeklesip
gerceklesmedigi ilk seviyede mayalarin histidin bulunmayan ortamda gelisebilme yeteneklerine bagh
olarak tayin edilmistir. Icerdigi vektdr sayesinde Histidin bulunmayan selektif besiyerinde gelisme
yetenegini gosteren maya hiicreleri His" olarak adlandirilmislardir ve His" kolonilerden DNA izolasyonu
yapilarak bu DNA’lara bagh olarak hedef genlerin maya genomundaki varliklari PZR yontemiyle
arastirilmigtir. DNA izolasyonunda mayalardan DNA ekstraksiyonu yapilmasina olanak saglayan genel
DNA saflagtirma yontemi uygulanmigtir. Buna gore oncelikle 6-10 adet His® rekombinant maya
kolonileri secilerek MD sivi besiyerine asilanmig ve ODgoo degeri 5-10 araligina ulasana kadar 30°C’de
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inkiibe edilmistir. Santrifiijle ¢oOktiiriilen maya peleti sirasiyla su ve SCED tampon c¢ozeltisinde
¢ozlindiiriildiikten sonra Zimolaz enzimi vasitasiyla hiicre duvarlan parcalanarak DNA molekiillerinin
cikisi saglanmigtir. Daha sonra SDS ve Potasyum Asetat ¢ozeltileri ile muamele edilerek hiicre ve organel
membranlar1 pargalanarak DNA molekiilleri ¢ozelti icerisinde dagitilarak fenol-kloroform-izoamil alkol
karigimi ile ekstrakte edilip amonyum asetat vasitasiyla ¢okeltilip ardindan etanol ile yikanmistir. Elde
edilen DNA ekstraktlar1 PZR analizlerinde DNA kaynag: olarak kullanilmis ve igerisinde hedef genlerin
var olup olmadiklar arastirnllmigtir. PZR analizinden elde edilen sonuglar %1.2 agaroz jel iizerinde (Sekil
5) gosterilmektedir.

P T—

Sekil 5. Rekombinant P. pastoris SMD1168 maya hiicrelerinden spesifik LeExpl primerleri kullamimiyla
elde edilen reaksiyon tiriinlerinin %1.2 agaroz jel tizerinde gosterimi. 1. kuyucuk DNA markorii, 2, 3, ve
4. kuyucuklar PZR tiriinleri.

3.7 Transgenik Mayalarin Antibiyotikli Besiyerinde Secilimi

PZR sonucunda elde edilen veriler elektroporasyon uygulanmis mayalarin genomlarinda hedef genleri
tagidiklarin1  gdstermistir. Bu yontem Histidin seleksiyonu sonrasinda elektroporasyon isleminin
dogrulugunu gosteren ikinci bir kontrol basamagi olarak degerlendirilmistir. Uciincii ve nihai seleksiyon
yontemi olarak ise rekombinant mayalarin Geneticin 418 antibiyotigi iceren besiyerlerinde gelistirilmesi
yolu kullanilmistir. PZR reaksiyonuyla LeExpl genini icerdigi belirlenen mayalar sirasiyla 0,5, 1, 2 ve 4
mg/ml konsantrasyonuna kadar konsantrasyonlarda antibiyotik igeren Yeast Peptone Dextrose (YPD)
besiyerlerinde gelistirilmis ve antibiyotik direngliligi gosteren mayalar ekspresyon caligmalarinda
kullanilmagtir.

3.8 Transgenik Maya Hiicrelerinin Ekpsresyonu

Basarili transformasyon islemi gerceklestirilmis ve 4 mg/mL antibiyotik direngliligine sahip toplam 48
maya hiicresinden ayr1 ayn tek koloni almarak 250 mL’lik erlen igerisindeki 25 mL BMG (Buffered
Minimal Glycerol) besiyerine aktarilmis ve ODsoo degeri 2-6'ya ulasincaya kadar 30°C'de 250 rpm'de
inkiibe edilmistir. Hiicreler santrifiij vasitasiyla toplanip siipernatant uzaklastirildiktan sonra rekombinant
protein ekspresyonunun indiiklenmesi i¢in ODggo degeri 1.0 olacak sekilde taze BMM (Buftered Minimal
Methanol) besiyerinde siispanse edilmistir. Indiiksiyonun devamu igin her 24 saatte konsantrasyonu %0.5
olacak sekilde ortama %100 saf metanol eklenmistir. Ekspresyonun kontrolii igin 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60,
72, 84 ve 96. saatlerde maya Kkiiltiiriinden 1’er ml almarak eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Oda
sicakliginda 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant ve pellet birbirlerinden ayristirilmigtir
ve daha sonra siipernatantlar yeni tiiplere aktarilarak analizlerde kullanilmstir.

3.9 Toplam Protein Konsantrasyonu

Ekspresyon ¢aligmalar1 sonucunda yapilan Bradford analizlerine gore transgenik maya hiicrelerinin 24.,
48., 72. ve 96. saatler sonunda iiretmis oldugu maksimum protein miktarlar1 birim hacimde ¢6ziinen
toplam protein (mg/L) seklinde tespit edilmistir ve 48 hiicreye ait ortalama deger Tablo 1'de gosterilmis
olup Sekil 6'da ise bu degerlerin zamana baglh degisim grafigi verilmektedir.



108 Asliye KARAASLAN, Hasan VARDIN, Mehmet KARAASLAN / HRU Muh Der, 4(2): 101-111 (2019)

Tablo 1. SMD1168-pHIL-S1-Expl transgenik maya hiicrelerinden ekspresyon boyunca elde edilen
ortalama rekombinant protein miktarlar

Zaman (saat) 24 48 72 96
Uretilen
rekombinant 46 78 183 252
protein miktar:
(mg/L)
300 -
250 -
=
) 200 -
g
g 150
f_i
g 100 |
g
2 50 -
S
-»
0
24 48 72 96

Zaman (saat)

Sekil 6. SMD1168-pHIL-S1-Expl transgenik maya hiicrelerinden ekspresyon boyunca elde edilen
ortalama rekombinant protein miktarlarimin zamana bagh degisim grafigi

3.10 Kuru Hiicre Agirhg:

P. pastoris maya hiicrelerinin 30°C'de maksimum hiicre agirligina ulagtig: literatiirdeki bircok kaynakta
yer almistir [14, 15, 16, 17, 18, 19]. Ayrica P. pastoris SMD1168 konakg1 hiicrelerinin rekombinant
protein iiretimi optimizasyonu iizerine yapilan bir caligmada hiicrelerin 30°C'de optimum gelisim
gosterdigi tespit edilmistir [16]. Transgenik maya hiicrelerinin 24., 48., 72. ve 96. saatler sonunda ulagsmis
oldugu kuru hiicre agirliklart (g/L) diizeyinde tespit edilmis ve 48 hiicreye ait ortalama kuru hiicre
agirliklart Tablo 2'de gosterilmis olup Sekil 7'de zamana bagli degisim grafigi verilmektedir.

Tablo 2. SMD1168-pHIL-SI-Expl transgenik maya hiicrelerinin ekspresyon boyunca ulastigi ortalama

kuru hiicre agirliklar:

Zaman(saat) 24

48

72

96

Kuru hiicre

agirhg (g/L) 78

12.6

20.4

35.1
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40,00 -
35,00 -
30,00 -
8o 25,00 -
5 20,00 |
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00

(g/L)

rl

Kuru hiicre

24 48 72 96

Zaman (saat)
Sekil 7. SMD1168-pHIL-S1-Expl transgenik maya hiicrelerinin ekspresyon boyunca ulagtigi ortalama
kuru hiicre agirliklarinin zamana bagl degisim grafigi

3.11 SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) Analizi

SMD1168-pHIL-S1-Exp1 transgenik maya hiicrelerinden ekstraseliilar rekombinant protein ekspresyonu
boyunca Ornek alinarak siipernatant ve pellet birbirinden ayristirilmistir. Siipernatant igerisindeki
proteinler saflagtirildiktan sonra SDS-PAGE vasitasiyla aynistirilmistir. SMD1168-pHIL-S1-Expl
transgenik maya hiicrelerinin fermentasyon ortamlarindan elde edilen siipernatantlarin SDS-PAGE
sonuglart Sekil 8'de gosterildigi gibidir. Sekilde verildigi haliyle slipernatantin ayrigtirilmasi1 sonucunda
ekspanzin proteinlerinin molekiiler agirliklarina karsilik gelen protein bandlar gdézlenmistir. Gozlenen
bantlarin ekspanzin proteinlerinin boyutlarina uygun olmasi nedeniyle rekombinant maya hiicrelerinin
basarili bir sekilde protein ekspresyonu yapabildikleri belirlenmistir. P. pastoris mayalari ¢ok az sayida
ekstraseliiler protein iiretmektedirler ve dolayisiyla bu mayalarin fermentasyon ortaminda ekstraseliiler
olarak {retilen rekombinant protein haricinde c¢ok sayida farkli protein bandi bulunmasi
beklenmemektedir.

-
‘(— 30 kDa

B

Sekil 8. SMD1168-pHIL-S1-Expl hiicrelerinin fermentasyon ortamindan aliman siipernatantin SDS-
PAGE goriintiisii

4. SONUC

P. pastoris mayalar1 kullanilarak heterolog rekombinant protein iiretimi basarili bir sekilde yillardir
uygulanmaktadir. Rekombinant protein iiretimi i¢in dnemli basamaklardan bir tanesi uygun konak¢i sus
ve vektoriin belirlenmesidir. Bu ¢alismada domates bitkisinden izole edilen ekspanzin proteinini iiretmek
amaciyla P. pastoris mayasinin ticari olarak liretilen ve proteaz genleri inhibe edilmis SMD1168 susu ile
pHIL-S1 vektdr kombinasyonu kullanilmigtir. LeExpl gen bolgesine sahip pHIL-S1 vektdriiniin maya
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hiicrelerine elektroporasyonu sonucunda elde edilen transgenik karakterdeki hiicrelerden uygun
ekspresyon kosullar1 altinda dogada az miktarda bulunan ekspanzin proteininin rekombinant iiretimi
basarili bir sekilde tamamlanmistir. Ekspresyon siiresi sonunda hiicrelerden 252 mg/L diizeyinde
rekombinant ekspanzin elde edilmistir. Bundan sonraki benzer ¢aligmalarda farkli sus ve vektor dizaynlari
ile karsilagtirmali rekombinant protein iiretimleri gerceklestirilebilir.

TESEKKUR

Bu calisma TUBITAK tarafindan 1130392 nolu proje kapsaminda desteklenmistir. Arastiricilar
TUBITAK ’a saglamis oldugu destekten dolay1 tesekkiirlerini sunarlar.
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