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TUBITAK
Onsoz

“Metabolik miihendislik ve reaksiyon miihendisligi prensipleriyle insan biiyiime hormonu
uretimi icin yeni biyoteknolojik proses gelistiriimesi” konulu arastirma projesi, Orta Dogu
Teknik Universitesi, Kimya Mihendisligi Bélumi, “Endistriyel Biyoteknoloji ve Metabolik
Muhendislik Laboratuvarinda” yarttilmastir. Arastirma grubumuzun rekombinant protein Gretimi,
ve metabolik mihendislik arastirma alanlarinda olusturdugu birikimi, insan bliylime hormonunu
biyoteknolojik prosesle uretimi icin TUBITAK 114R091 projesi destegi ile strdurilmustar.

Tuarkiye'nin Avrupa Birligine, Bagimsiz Devletler Topluluguna, Orta Dogu Pazarlarina yakinhgi ve
blaylk ndfusu, ortaya ¢ikan ve yeni ¢ikacak taleplerin karsilanmasi igcin dogal kaynaklarimizin
kullanilarak yeni UrUnler Gretilmesini ve bunun igin 6zgln proseslerin gelistiriimesini, bu cercevede
biyoteknolojik proseslerle birim fiyati yuksek drtnler Gretimini oncelikli aragtirma ve uygulama
alani yapmaktadir. Bilim-bulus-teknoloji guidimunde sanayilesmenin temel strateji olarak
benimsendigi 10. Plan Doneminde tamamlanan 114R091 Projesi biyoteknolojik Grtnler Gretim
alaninda, protein Uretim sektdriniin olusmasi icin dnemli bir arastirma projesidir. Ulkemizde
Uretimi olmayan, rekombinant insan blylime hormonunun global pazardaki payinin 2015-2019
yillari arasinda yillik %4.22 oraninda biyumesi beklenmektedir. 2013 yilinda %28’lik hacimsel pay
orani ile Nova Nordisk rhGH pazarina liderlik etmistir. 2014 yilinda Nova Nordisk, Norditropin
satisi ile $1.080 milyar pazarda satis payi elde etmistir. Metilotrofik maya Pichia pastoris, yabanci
proteinleri ylksek miktarlarda Uretebilme 6zelligi ile, insan blylme hormonunun rekombinant
dretimi icin gUclu bir alternatif olusturmaktadir.

TUBITAK-114R091 projesi alti degerli lisans-Ustii arastiricinin yetismesi igin olanak saglamistir.
Proje kapsaminda elde edilen bilgiler dogrultusunda literatire 6nemli katkilar yapilmaktadir.
Birincisi Journal of Theoretical Biology, ikincisi Biotechnology & Bioengineering, tclncusu Journal
of Chemical Technology and Biotechnology’de, dérdincisl Biochemical Engineering Journal dort

makalemiz yayinlanmistir; besinci arastirma makalemiz de hazirlik agsamasindadir.

Pinar Calik

23 Temmuz 2018
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OzET

insan biyiime hormonu (hGH), 22 kDa molekiil agirhginda, 191 amino asitten olusan, beynin én
lobundaki hipofiz bezi tarafindan Uretilen bir proteindir. Hipofiz bezlerindeki somatotropik hticreler
tarafindan dog@al olarak sentezlenen, kanda bulunan hGH'nin, insan organizmasinda eksik, bozuk
(defective) Uretiminin neden oldugu problemlerin dizeltiimesi icin disaridan verilme ihtiyaci —diger
hormonlar gibi- bu farmasoétik temel maddenin biyoteknolojik prosesle endustriyel dretimini onemli
yapmaktadir. Bu proje kapsaminda, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz baslaticisinin (promotor)
(Peap) Uzerinde bulunan transkripsiyon faktorlerinin  baglanma bdlgelerini  transkripsiyon
muhendisligi ile modifiye ederek rekombinant protein (r-protein) Gretimini artirmak hedeflenmistir.
Pichia pastoris’te en ¢ok kullanilan baglaticilardan biri olan Pgap, olasi transkripsiyon faktorlerinin
(TF) baglanma bdlgeleri agisindan analiz edilmistir. Bulunan TF baglanma bdlgeleri silinerek ya
da dogal konumlarinda duplike edilerek Pgap varyant kitiphanesi olusturulmustur. Ayni zamanda,
secilen TF’ler asiri-ekspres edilerek ya da silinerek, bu faktérlerin r-protein Uretimine etkisi
arastinlmigtir.  Gelistirilen Pgap varyantlari altinda modifiye yesil floresan proteini Gretiminin
ekspresyon seviyeleri, dogal Pcar'a kiyasla 0.35-3.10 kat arasinda degisim gostermistir. En
yuksek ekspresyon seviyelerine ulasan baslatici varyantlari olan Pro9 (Gal4-benzeri TF baglanma
boélgesinin duplike edildigi) ve Pro10 (Rfx1 baglanma bdlgesinin silindigi) kontroli altinda ikinci
model protein, rekombinant insan blyime hormonu (rhGH), ekspres edilmis; dogal Pcar’a kiyasla,
siraslyla, 2.4 ila 1.6 kat daha fazla rhGH Uretilmistir. Yari-kesikli biyoreaktor isletim kosullarinda,
Pro9 kontroll altinda ve Gal4-benzeri TF’nin agiri-ekspres edildigi sus ile rhGH Uretiminde birim
hiicre bagina 2.2 kat artis elde edilmistir. Gelistirilen hibrit yari-kesikli isletim ile en yliksek rhGH
derisimi t = 8 st’'te, Cingn = 611 mg dm- elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Insan blylme hormonu, Pichia pastoris, promotdr, ortam tasarimi,

biyoreaktor isletim kosullari, oksijen aktarim karakteristikleri, metabolik yolizi analizi.
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ABSTRACT

Human growth hormone (hGH), an important human therapeutic protein, is synthesized and
secreted by the anterior lobe of the pituitary gland during the entire life of the individual, and in
higher quantities in the pre-adult period. Pichia pastoris, a methylotrophic yeast, is a strong
alternative for hGH production, having the ability of producing foreign proteins at high levels. In
this project, to enhance the expression strength of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
promoter (Pcap) for improved recombinant protein (r-protein) production through modifying the
transcription factors (TF) that regulate the functioning of Pgap by transcriptional engineering. Pcap
was analyzed in terms of putative TF binding sites. A synthetic library was constructed with
distinct regulatory properties through deletion and duplication of these putative transcription factor
binding sites and selected TFs genes were overexpressed or deleted to understand their roles on
r-protein production. Using enhanced green fluorescent protein as the first model protein, an
expression strength in a range between 0.35- and 3.10-fold of the wild-type Pcap Was obtained in
P. pastoris. Recombinant human growth hormone (rhGH) was produced under control of selected
promoter variants, and 2.4- to 1.6-fold higher product titers were reached compared to wild-type
Pcap. The specific glucose consumption rate and ethanol production rates were increased by 1.7-
and 8-fold in P. pastoris Gal4-like transcription factor overexpression mutants compared to wild-
type P. pastoris, respectively. The hybrid fed-batch bioreactor-operation was developed for the
production of recombinant human growth hormone (rhGH) in Pichia pastoris under GAP promoter.
The highest rhGH production was attained as 611 mg dm=at 8 h.

Keywords: Human growth hormone, Pichia pastoris, promoter, bioprocess, bioreactor operation

condition, oxygen transfer characteristics, metabolic flux analysis.
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1. GIRIS

Son geyrek asirda dnce molekuller genetik tekniklerin geligsimi ile, son 15 yilda ise genom
analiz projelerinin  olusturdugu bilgi birikiminin saghk sektéri-arastirma projelerinin
organizasyonunda kullaniimasi sonucu énemli gelismeler saglanmistir. Farmasaétik Grtinler
arasinda, terapétik biyomolekiller (antibiyotikler, hormonlar, enzimler, monoklonal antikorlar,
agllar), hastaliklarin tanimlanmasinda kullanilan immunodiagnostik testler icin gerekli
proteinler ve DNA problari ile dogum 6ncesi kalitsal hastaliklarin tanisinda kullanilan kitler dnemlidir.
Biyoteknolojik Grunlerin Gretiminde Urdn verimi ve secimliligi, her ne kadar ortam bilesimi ve
biyoreaktor isletim kosullarinin gelistiriimesiyle arttirilabilse de, mikroorganizmanin tretim
kapasitesi ile sinirlidir. Mikroorganizma, biyoreaktér i¢erisinde mikro-biyoreaktdr olarak iglev
yaparak hem cogalmakta hem de hucre-ici tepkime sistemi Uzerinden istenen biyomolekilu
Uretmektedir. Ancak canl istenen biyomolekili dogal olarak Uretemiyorsa, bir metabolik
muhendislik tasarimi yapilarak énce yabanci geni tagsiyan rekombinant plasmid olusturulmali
ve sonra sOz konusu urlnd Uretebilecek rekombinant mikroorganizma gelistirilmelidir. Dogal
olarak insan metabolizmasinda uretilen bir biyomolekdl, terapdtik kullanim igin Uretilmek
istenirse, dnce insan genomundan biyomolekulin Gretiminden sorumlu gen izole edilir, sonra
bu gen, tasiyict DNA molekdlleri olan plasmidlere aktarilir. Uygun bir konak hicreye transfer
edilip orada cogaltilan rekombinant DNA, mikroorganizma igine transfer edildiginde geni
tasiyan rekombinant hicre elde edilmis olunur. Tablo 1.1’de rekombinant DNA teknolojisiyle
Uretilen farmasotik proteinler érneklendiriimistir.

Biyoteknolojik Grtnlerin Uretiminde -sirasiyla- ABD, Japonya, ve basta Almanya, Hollanda,
Fransa, ingiltere, Danimarka, isve(;, isvi(;re ve italya olmak Gzere Avrupa Ulkelerinin bir kismi
-Universitelerde yapilan temel ve arastirma merkezlerinde yapilan uygulamali arastirmalarla-
buluslari zamaninda endustriye aktararak, 1990 yilinda yaklagik 10 milyar dolar degerinde ve
2007 yihinda 48 milyar dolar degerinde bir ticaret buyuklugu elde etmiglerdir. Ginimuzde
endustriyel yeni kimyasal maddeler sektdrinde Japonya, endustriyel enzimler sektérinde ise
AB dunya lideridir. Turkiye klasik fermentasyon urtnleri sektorinde maya uretimi ve ihraci ile
Fransa'dan sonra dinya ikincisidir. Gelecek on vyilda biyoteknolojik urlnlerin ve
biyoteknolojinin saglik ve endustriyel yeni kimyasal maddeler sektorlerine etkisi, sirasiyla,
¢ok buylk ve buydk olarak 6ngérilmektedir. 1981 yilindan gunimuize dek 239 terapétik
protein onay almistir ve bu sayisinin 6numuzdeki 5 yilda 400’e ulagsacacagi dugunulmektedir.
Terapotik proteinlerin Uretimi 2012 yilinda 59 milyar dolar ve 2017 yilinda 141 milyar dolar

degerinde iken, bu rakamin 2022 yilinda 241 milyar dolara ulasmasi beklenmektedir.
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Tablo 1. 1. Rekombinant farmasoétik proteinler ve kullanim alanlari

Farmasotik Protein

Kullanim Alani

Alfa-1-antitripsin
Adrenokortikotropik hormon
B-hicre ¢ogalma faktorleri
Kalsitonin

Koloni uyarici faktorler
Koryonik gonadotropin
Endorfinler ve enkefalinler
Epidermal ¢ogalma faktoru
Eritropoietin

Faktor VI

Faktor IX

BUyume hormonu

Blyume hormon salgilama faktoru
insdlin

interferonlar (a,B,y)
interldkinler

Limfotoksin

Makrofaj aktive edici faktor
Sinir gogalma faktori
Platelet kaynakli blyime faktori
Relaksin

Serum albimin
Somatomedin C

Doku plazminojen aktivator
Tumor nekroz faktord
Urogastron

Urokinaz

Amfizem tedavisi

Romatizmal hastaliklar tedavisi
Bagisiklik dizensizlikleri tedavisi
Osteomalazi tedavisi

Kan duzensizlikleri tedavisi
Anovulasyon tedavisi

Analjezik ajan

Yara tedavisinde hizlandirici

Anemi tedavisi

Koagulasyon faktéri;hemofili tedavisi
Koagulasyon faktéri;hemofili tedavisi
Blyume hizlandirici

Blyume hizlandirici

Diyabet tedavisi

Antiviral, antitimor, antikanser ajan
Kanser terapi; bagisiklik diuzensizlikleri tedavisi
Antitimor ajan

Antitimor ajan

Onarim hizlandirici

Aterosklerosis tedavisi

Dogum kolaylastiric

Plazma destekleyici

Buyume hizlandirici

Trombolitik ajan

Antitimor ajan

Antillser ajan

Trombolitik ajan
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Proteinler amino asitlerin peptit baglari ile baglanmasi sonucu olusan ve biyokimyasal
tepkimeleri katalizleyen biyopolimerlerdir. ila¢g piyasasindaki degeri bir milyar dolarin
uzerinde olan insan buyume hormonu (hGH), 22 kDa molekul agirhiginda, 191 aminoasitten
olusan, beynin 6n lobundaki hipofiz bezi tarafindan uretilen bir proteindir. Basta ¢cocuklarda
bayime geriligi olmak Gzere kemik kiriklari, yanik tedavisi, mide kanamalari ve yaralarin
iyilestiriimesinde ve bircok hastaligin tedavisinde etkili olan hGH’nin, molekller genetik
tekniklerle gelistirilen mikroorganizmalarca biyoteknolojik yontemlerle Uretimi igin
arastirmalar, genomu ilk analizienen mikroorganizma olan Escherichia coli konak-hlcre
olarak kullanilarak baglamig ve hGH geni Goeddel vd. (1979) tarafindan klonlanmigtir. E.
coli'de lac promotéru kontrolinde eksprese edilen hGH geniyle 191 amino asitten olusan
dogal hGH ile ayni immunolojik Ozelliklere sahip protein Uretilmistir (Goeddel vd., 1979;
Ikehara vd., 1984; Gray vd., 1985; Becker vd., 1986). Rekombinant hGH’nin (rhGH) hiicre-
digi Uretimi, biyoreaktdr Griin karisimindan ayirma iglemlerini ¢ok kolaylastiracagindan ve
uretim maliyetini duslUreceginden, s6z konusu protein hucre-digi Uretim potansiyeli olan ve
genom analizi tamamlanmis Bacillus subtilis ve tirleri ile de Uretilmigtir (Franchi vd., 1991;
Kajino vd., 1997; Ozdamar vd., 2009). Okaryot bir mikroorganizma olan Pichia pastoris ile
hGH Uretimi, P. pastoris’in yiksek hicre derigsimlerine ulagsmasi ve yiuksek hicre-digi protein
uretim kapasitesine sahip olmasi nedeniyle arastinimistir (Ecamilla-Trevino vd., 2000;
Eurwilaichitr vd., 2002; Calik vd., 2008).

E. coli ile gergeklestirilen ¢alismalarda hGH periplazmik, sitoplazmik ve hicre-digi olarak
Uretilmistir. Gray vd. (1985), Becker ve Hsiung (1986), Chang vd. (1987), Yamakawa vd.
(1989) arastirmalarinda sirasiyla hGH, OmpA, STII, hGH sinyal peptitlerini ve trp, Lpp-lac,
phoA, tac promotérlerini (baglatici) kullanarak hGH’yi periplazmik olarak Uretmislerdir. Kato
vd. (1987) ise gerceklestirdikleri calismada Bacillus penisilinaz sinyal peptidini iki farkl
promotér (Ex-K ve EX) ile kullanarak E. col’de hGH'nin sirasiyla hem hicre-disi hem de
periplazmik Uretimini gerceklestirmislerdir. Goeddel vd. (1979), Ikehara vd. (1984), Shin vd.
(1998) ve Tabandeh vd. (2004) hGH'yi periplazmik olarak Uretmislerdir. Literatirde Bacillus
turleri ile yapilan ilk aragstirmada Nakayama vd. (1988) gelistirdikleri phGH526 plazmidini B.
subtilis’e transforme ederek, hGH’nin hiicre-digi Uretimini gerceklestirmislerdir. Calismada
gelistirilen ilk plazmid, phGH324, transkripsiyon terminatéri igermediginden nétral proteaz
terminatoért tagsilyan phGH526 plazmidi geligtirilmis ve her iki plazmid B. subtilis MT500
konak-hucresine transforme edilerek hGH Uretim potansiyelleri arastinimistir. phGH526
plazmidini tasiyan hucrelerde 40 mg dm= hGH kultir ortamina salgilanirken, phGH324
tasiyanlarda bu oranin 10 kat azaldig1 goérdimustir. Baslaticilari ve sinyal peptitleri ayni olan
bu iki plazmidin farkl Gretim potansiyellerine sahip olmalari, nétral proteaz terminatérinin
aktivitesinin  6nemini gostermistir. Calismada oksijen aktarim kosullari belirtiimeden
¢6zinmuls oksijen derisiminin hGH Uretimi Uzerindeki etkisi de incelenmis ve ¢dzinmus

3
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oksijen derigsimi arttiginda, hGH Uretiminde disis gézlenmistir; yiksek hldcre yogunlugunun
ise Uretimi pozitif etkiledigi gorilmustir. Uretilen hGH’nin, dogaliyla ayni yapida ve biyolojik
aktiviteye sahip oldugu bildirilmigtir. Ozdamar vd. (2009), biyolojik aktif yapida terapétik
protein olarak kullanimi i¢in biyoteknolojik prosesle recombinant B. subtiliste hicre-disi ve
dogala 6zdes hGH dretimi icin metabolik mihendislik tasarimi yapmis; subC sinyal dizini
pre(subC), hGH gen dizininin online entegre edilerek (pre(subC)::hGH) hibrit-gen sistemi
olusturulmus, ve hGH dogru yapida uretilmistir. Tasarlanan glikoz temelli ortam kullanilarak
mekanik karistirmali, pH, sicaklik, ¢oziinmis oksijen ve karistirma hizi kontrollii Vg = 1.0 dm?3
hacimli kesikli biyoreaktorlerde Qo/Vr = 0.5 vwvm, N =800 min oksijen aktarim kosulunda en
yuksek derisimde hGH t = 32 st’'te, Chen = 0.07 kg m olarak elde edilmistir. Ecamilla-Trevino
vd. (2000) konak hiicre olarak P. pastoris'i kullanarak biyolojik olarak aktif hGH’nin Gretimini
biyoreaktdérde arastirmis, 48 saatlik metanol indiksiyonundan sonra 49 mg dm= rhGH
dretmiglerdir. Eurwilaichitr vd. (2002) hGH Uretimi i¢in optimum kosullarin %3 (h/h) metanol
derisiminde 3 gunlik indiksiyon oldugunu belirtmis ve 190 mg dm-2 hGH Uretmiglerdir. Calik
vd. (2008) P. pastoris ile rhGH sentezi ve saflastiriimasini gergeklestirmis, MALDI-TOF

spektrometre ile yapisal analiz calismalarini yapmiglardir. Orman vd. (2009) P. pastoris ile

rhGH Uretiminde gliserol, metanol ve kompleks ortamin hGH Uretimine etkisini MutS ve Mut*
fenotiplerini kullanarak arastirmislardir. TUBITAK 109R015 projesi kapsaminda, Calik vd.
(2010-a) 6nceki galismasinda (Calik vd. 2008) rhGH Uretimi igin gelistirdigi P. pastoris hGH-

Mutt ile rhGH Uretimine hidrojen iyon (H*) derigiminin etkisini arastirmis ve en yiiksek hiicre
derisimine (0.27 g dm) ve rhGH uretimine (0.25 g dm) ulagsmak igin en uygun kosulun pH
= 5.0 oldugunu bildirmislerdir. Calik vd. (2010-b) P. pastoris hGH-Mut* ile rhGH Uretimine,
fermantasyon ve oksijen aktarim karakteristiklerinin etkisini arastirmiglardir. Prosese kesikli
sorbitol ve 6ngdrulen farkl spesifik gogalma hizlarinda Ustel besleme stratejisiyle yari-kesikli
metanol beslemesi yapilmistir. rhGH derisimi ve oksijen aktarim karakteristikleri gz dnine
alinarak; biyoprosese 6ngoérilen spesifik gogalma hizinin yo = 0.04 st oldugu Ustel besleme
stratejisiyle baslanilip, t = 15 st'te yo = 0.03 st¥e diglrilerek iki-asamali igletim stratejisi
geligtirilebilecegi bildirilmistir. Calik vd. (2011) P. pastoris ile rhGH Uretiminde, hicre-igi
tepkime sistemine metanol besleme hizinin etkisini arastirmak igin éngoérilen Gg farkli (po =
0.02, 0.03, 0.04 st'; MS-0.02, MS-0.03, MS-0.04) spesifik codalma hizinda Ustel-besleme
stratejisi gelistirmiglerdir. Biyoproses, hucre- ve rhGH- derisim egrileri g6z 6nune alinarak,
dort periyota ayrilmistir. Periyot | (t = 32-42 st) erken Ustel cogalma evresi, Periyot Il (t = 42-
48 st) spesifik hlicre gogalma hizinin azaldigi ustel cogalma evresi, Periyot Il (t = 48-51 st)
hicre ve rhGH sentezinin yavasladigi evredir. En ylksek hiicre sentezi aki degerlerine,
Periyot I, Il, lll'te, sirasiyla, MS-0.02, MS-0.03, MS-0.04 igletimlerinde; en yuksek rhGH aki
degerlerine ise Periyot I, Il, llI'te, sirasiyla MS-0.03, MS-0.02, MS-0.03 isletimlerinde
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ulasiimistir. Hlcre-igi reaksiyon akilarina gére Periyot I'de MS-0.03 metanol besleme hizi ile
baslanarak Periyot II’'nin ortasinda metanol besleme hizi MS-0.02'ye dusurilerek, rhGH
uretiminin arttinlabilecegdi bildirilmigtir. Calik vd. (2013), yari-kesikli biyoreaktor igletimi igin
surekli besleme stratejileri tasarlamis; tasarladiklari stratejilerin rhGH Uretimine etkisini
arastirmiglardir. Prosesin t = 0-15 st'i arasinda biyoreaktérde sorbitol derigiminin 50 g dm
degerinde sabit tutuldugu ve metanol lzerinden 6n-hesaplanmis spesifik gogalma hizinin po
= 0.03 st oldugu strateji ile Cingn = 640 mg dm-2 Uretilmistir. Gelistirilen strateji ile, Cingn =
640 mg dm Uretildiginde, hiicre derisimi Cx = 105.3 g dm®’e ulasmis; cift substrath Gretim
stratejisinde, toplam substrat temel alinarak hesaplanan en ylksek Urln ve hlcre verimleri,
sirasiyla, Ycmewis =1.83 mg g* ve Yxs = 0.21 g g* olmustur. Glines vd. (2016), Uretim
ortamindaki metanol derisimini proses stresince 5 g dm=te tutarak 1.2 g dm= rhGH Uretmislerdir.
P. pastoris, literatiirde ve endustride ¢ok calisilan S. cerevisiae’'ya goére gunumuzde,
avantajli bir alternatif olarak gdsterilen ve endustride kullanimi hizla artmakta olan, metilotrof
bir mayadir. En 6nemli avantajlari, yabanci proteinleri ¢ok yuksek derisimlerde Uretebiliyor
olmasi ve bilinen en glgli promotdrlerden AOX1 (alkol oksidaz 1) promotdriine sahip
olmasidir (Cereghino ve Cregg, 1999). Literatlirde P. pastoris mayasi ile rhGH Uretimi icin
biyoreaktér isletim parametrelerinin  etkisinin  belirlenmesi sonrasi metabolik yolizi
muahendisligi analizi ile hdcre-ici tepkime hizlarinin belirlendigi herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. hGH’nin maya tarafindan sentezlenmesi, Uretim maliyetlerini disardp,
verimliligi artiracaktir. Bu kapsamda, P. pastoris ile hGH dretimi igin substrat besleme
stratejisinin ve pH’nin fermentasyon karakteristikleri Gzerine etkisi, hGH, alkol oksidaz I, ve
proteazlarin ekpresyon seviyelerinin dedisimi, substrat besleme stratejisinin hlcre-igi
tepkime hizlarina etkisi, 109R015 projesinde arastiriimig; yapilan yayinlarla evrensel bilime
ve uluslararasi literattre katkilar yapiimistir (Calik vd., 2010a, 2010b; Calik vd., 2011).
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) promotoérd, Peap, Pichia ekspresyon sisteminde
rekombinant protein (r-protein) Uretimi icin siklikla kullanilan en gugli promotdrlerden biridir
(Calik vd., 2015). 35.4 kDa molekll agirhigina sahip ve 333 aminoasitten olusan
homotetramerik yapidaki GAPDH proteini, glikolizis ile glukoneogenezis yolizindeki NAD-
baglayan énemli bir enzimdir (Waterham vd., 1997). Waterham vd. (1997) tarafindan yapilan
izolasyon ve karakterizasyon calismalarina gore, Pgap konstitltif bir promotérdir ancak
ortamda o6zellikle glikoz ya da gliserol bulundugunda ekspresyon seviyeleri kayda deger
Olgude yukselmektedir. Bu durum, Pgap’in kullanilan karbon kaynagina bagh bir promotor
oldugunu gbéstermektedir. Dolayisiyla, Pgap kullanilarak yapilan r-protein dretiminde karbon
kaynaginin sec¢imi ¢cok énemlidir. Cogu durumda, en ylksek ekspresyon seviyelerine glikoz
kullanilarak ulasilirken, gliserol kullanilarak da yiksek ekspresyon seviyelerine
ulasilabilmektedir (Calik vd., 2015).
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P. pastoris ekspresyon sistemlerinde kullanilan promotdérler arasinda, Pcar 6zellikle Paoxa
kullanimi ile ilgili problemleri giderdigi icin siklikla tercih edilmektedir. En fazla kullanilan
promotoérlerden biri olan Paoxi, ¢ok kuvvetli bir sekilde regtle edilen ve metanol varliginda
indUklenen bir promotdrdir. Paoxi-kontroll altinda gercgeklestirilen Gretimlerde ¢ok yiksek
ekspresyon seviyelerine ulasilabilmektedir ve bu Uretimlerin oturmus bir fermentasyon
protokoli bulunmaktadir. Ancak, Paoxi-kontroli altinda gergeklestirilen Gretimlerin
avantajlari, promotoru indiklemek icin sagliga zararli ve pahali bir kimyasal olan metanol
kullaniimasindan 6tlri tekrar dusundimelidir. Bu sebeple, Pcap, P. pastoris igin toksik
olmayan proteinlerin Uretimi agisindan umut vadeden bir alternatiftir. Pgap-kontroll altinda
gercgeklestirilen Uretim sistemlerin en buyluk avantajlar arasinda, r-protein Gretiminin htcre
¢ogalmasiyla dogru orantili olmasi, metanol kullanimi ile ilgili problemlerin elimine edilmesi,
hicrelerin oksijen ihtiyaclarinin azaltilmasi ve Uretim fazindaki karbon kaynagdi degisimi
asamasl olmamasindan 6tlrd prosesin basitlestiriimesi olarak sayilabilir. (Vassileva vd.,
2001; Kottmeier vd., 2012; Ferreira vd., 2012; Goodrick vd., 2001; Pepeliaev vd., 2011;
Potvin vd., 2012; Qin vd., 2011a; Zhang vd., 2007). Ayrica, Pcapr konstitltif bir promotor
oldugu icin, gen dozu ayarlanarak ve iyi tasarlanmis besleme stratejileri yardimiyla r-
proteinlerin ylksek miktarda Uretilmeleri saglanmaktadir (Cos vd., 2006; Ferreira vd., 2012;
Potvin vd., 2012; Wu vd., 2003a; Wu vd., 2003b; Zhang vd., 2009).

Paox1 ve Pgap promotdrleri karsilastirildiginda, farkli arastirmacilar tarafindan farkli sonuglar
rapor edildigi gorulmektedir. Ancak, ¢ogu durumda, Paoxi-kontroli altinda gerceklestirilen
Uretimlerde daha ylksek ekspresyon seviyeleri bildirilmistir (Cos vd., 2006; Calik vd., 2015).
Bununla birlikte, kontrol edilebilen ve guglu bir promotorin ulasabildigi ekspresyon seviyesi
transkripsiyon faktorlerinin, RNA polimerazin ve diger bilegsenlerin baglanabilecedi spesifik
DNA-baglanma boélgeleri tagimasiyla dogrudan ilintilidir (Vogl and Glieder 2013). Dolayisiyla,
promotdr muhendisligi yardimiyla, farkli regulasyon 6zelliklerine sahip bir promotor
kGtuphanesi olugturularak ayni konak hucrede daha yuksek ekspresyon seviyelerine
ulasmak mumkindir (Qin vd., 2011a; Qin vd., 2011b); bdylece farkl sentetik promotoérier
tasarlanabilir. Ancak, bugune kadar, literatirde Pgap Uzerinde bulunan ve transkripsiyonu
etkileyen faktorlerin calisildigi sistematik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sadece Qin vd.
(2011a) rastgele mutagenez yontemi kullanarak farkh 6zelliklere sahip Pgar’lardan olusan bir
kGtiphane kurmus ve 19.6 kat daha fazla ekspresyon seviyesine ulasmislardir. Bunun
disinda, Paox: Uzerinde bulunan elementlerin silinmesi ya da tekrarlanmasiyla yapilan
c¢alismalar sayesinde, 1.6-10 kat daha fazla transkripsiyon seviyelerine ulasabilen bir Paox1
kGtdphanesi kurulmustur (Ruth vd., 2010; Hartner vd.,2008). Burada belirtimesi gereken
nokta, yapisi bu denli iyi bilinen bir promotdr olan Paoxi’'in ulasabildigi ekspresyon
seviyelerinde bile hala artis elde edilebiliyorsa, Pcap gibi gérece daha yeni olan bir promotdr

icin, Pear’In regulasyonunda etkili olan transkripsiyon faktorlerinin arastiriimasi gibi promotér
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mihendisligi yontemleriyle, daha ylksek ekspresyon seviyelerine ulasabilme potansiyeli
vardir denebilir. Boylelikle, kolaylikla manipulle edilebilen bir sentetik promotér tasarlayarak,
P. pastoris ya da diger bagka konak hlcreler tarafindan r-protein tretiminde kullanilacak bir
promotor tasarimi yapilabilir (Vogl vd., 2014).
Bu baglamda promotdér muhendisligi, daha glgli ya da kontrol edilebilir promotdrlerin
tasarimi icin rasyonel yontemler sunmaktadir ve genel olarak dért kategoride incelenebilir.

1.1. Hata-egilimli PCR

Hata egilimli PCR, rastgele mutasyonlar sonucu farkli promotdrlerin elde edilmesini
saglamaktadir. Bu yaklasimla 6zglin promotor varyantlari elde edilebilir. Ancak, rastgele
mutasyona dayandigi icin, promotdrun regulasyonu ile ilgili bilgi almak ya da rasyonel bir
tasarim gercgeklestirmek mumkin degildir. Ancak, ¢ok sayida ve farkli ekspresyon
seviyelerine sahip promotdrler kisa slrede elde edilebilir (Alper ve Fischer, 2005; Nevoigt
vd., 2006). P. pastoris ve Pgap promotori ile bu yéntemle yapiimis tek calisma Qin vd.
(2011) tarafindan yapilmistir ve 6zgin Pgap promotorine gore %8-218 arasi ekspresyon

seviyesine sahip Pgap varyantlari elde edilmistir.

1.2. Spacer Bolgelerin Mutasyonu

Bu yontem, promotér sekansindaki degisken bdlgelerin mutasyonuna dayanmaktadir ve
consensus bodlgeye dokunmaz. Bu anlamiyla, hata egdilimli PCR yéntemine gore, 6zellikle
bakteriyal promotérler icin daha rasyonel bir yéntemdir. Bu yontemle tasarlanan ve 2 Ger1p,
2 Rap1p baglanma boélgesi ve bir TATA kutusu igeren bir S. cerevisiae promotoru ile
arastirmacilar 37 varyant iceren bir kitliphane olusturmuslar ve farkli ekspresyon
seviyelerine ulagabilen promotorler elde etmislerdir (Jeppson vd., 2003).

1.3. Hibrit Promotoér Muhendisligi

Hibrit promotdr mihendisligi aktivatér bolgelerle ana bdlgenin fizyon edilmesine dayanan bir
yontemdir ve oOzellikle S. cerevisiae promotorleri igin kullaniimistir (de Boer vd., 1983;
Guarente vd., 1984; Guarente ve Hoar, 1984; Johnston vd., 1994). Bunun yanisira, farkli
aktivator baglanma bolgelerinin farkli sayilarda eklenmesi de promotdrin kuvvetini artirabilir
(Blazeck vd., 2012). Bu yontemle, galaktoz ile indiklenen promotdrlerin glici neredeyse 50

kat artirilabilmistir.
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1.4. Transkripsiyon Faktorlerinin Baglanma Bolgelerinin (TFBB) Modifiye Edilmesi

Bu yobntem, kisaca, bir promotor Ustiindeki TFBB’lerin rasyonel ve sistematik bir bigimde
tasarimina (silinmesi, eklenmesi, degistiriimesi) dayanir. TFBB’ler ile ilgili bilginin gittikge
artmasiyla, bu bédlgelerin dogrudan modifikasyonu ve farkh &zelliklere sahip promotér
varyantlarinin olusturulmasi mimkudn kilinmaktadir. Bu yéntemin bir uygulamasi Hartner vd.
(2008) tarafindan P. pastoriste uygulanmis ve %6-160 arasinda degisen ekspresyon
seviyelerine sahip Paoxi varyantlari elde edilmistir.

P. pastoris’te kullanilan promotorlerin regulasyonu ile ilgili bilgimiz kisithdir. En yaygin
kullanilan promotorlerden biri olan Paox1 ile ilgili yapilan calismalar sonucunda 5
transkripsiyon faktoranan (Mit1, Mxr1, Trm1, Mig1-1 ve Migl-2) regulasyonda gorev aldigi
gosterilmistir (Lin-Cereghino vd., 2006; Wang vd., 2016b; Wang vd., 2017). Bunlara ek
olarak HXT1 ya da GSS1 genlerinin silinmesinin de Paox:'in glikoz iceren ortamda
derepresyonuna sebep oldugu arastirilmistir (Polupanov vd., 2012; Zhang vd., 2010). Ayrica
Wang vd. (2016a), Nrg?1’in Paoxi’in glikoz ya da gliserol iceren ortamda baskilanmasinda
gérev aldigini gostermislerdir. Son olarak, Ata vd. (2017) transkripsiyon faktorlerinin
baglanma bdlgelerini silerek ya da ekleyerek bir kiitliphane olusturmuslar ve 0.35-3.1 katlk

ekspresyon seviyelerine bagl Pgap varyantlari elde etmiglerdir.
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2. LITERATUR OZETIi
2.1. Biyoteknolojik Uriin ve Proses ile ilgili Temel Bilgiler
2.1.1. Hormonlar ve Biyokimyasi

Biyolojik sistemlerin katalizorleri olan hormonlar protein yapisindadirlar. Protein molekulleri,
amino asitlerin birbirlerine kovalent baglarla 6zgln bir dizin olusturarak polimerlesmeleriyle
olusurlar. Bir a-amino asit, karbon atomuna bagli bir amino grubuna, bir karboksil grubuna,
bir hidrojen atomuna ve amino asiti simgeleyen hidrofilik veya hidrofobik; asitik, notral veya
bazik; alifatik veya aromatik bir R grubuna sahiptir. R gruplarinin etkisiyle o6zellikleri
farkhlasan amino asitler degisik gruplamalarla siniflandiriimaktadirlar. Enzimlerin ve
proteinlerin yapisi ve fonksiyonlari agisindan R gruplarinin polaritelerine dayanan

siniflandirma en 6nemlisidir. Buna gore amino asitler dort ana gruba ayirilirlar:
a. Polar olmayan (nonpolar) veya hidrofobik R grubuna sahip amino asitler,
b. Nétral (yuksuz) polar R gubuna sahip amino asitler,

c. Pozitif yukli (bazik) R grubuna sahip amino asitler,

¢. Negatif yukli (asitik) R grubuna sahip amino asitler.

2.1.2. Hormonlarin Yapilari

Atomlarin, “protein yapisini” olusturan U¢ boyutlu 6zel dizenlerine “protein konformasyonu”
adi verilir. Bir protein, polipeptit zincirindeki peptit baglar ve peptit gruplar arasindaki
hidrojen baglari, hidrofobik baglar, van der Waals kuvvetleri, disulfit baglari ve elektrostatik
etkilesmeler gibi kovalent olmayan etkilesimler ile ¢ boyutlu ézel yapiya sahip olur. Bu
protein yapisi, kovalent olarak baglanmamis atomlar arasindaki zayif molekdl igi kuvvetlerle
saglanir (Lehninger vd., 1979). Protein yapisi genellikle polipeptit zincirinin -termodinamik
acidan Gibbs serbest enerjisinin en dusuk degeri alarak- en kararli oldugu durumda olugur.
Dogal yapilarina gore protein molekilleri ¢ boyutlu karakteristik yapiya sahiptir ve 6zgil
yapilarina (konformasyon) gore de siniflandirilir. Yapilarina gére proteinler ipliksi ve kiresel
olmak (izere iki gruba ayirilirlar. ipliksi proteinler, bir eksen boyunca paralel yerlesmis uzun
serit seklindeki polipeptit zincirlerinden olusur. ipliksi proteinler, fiziksel olarak dayanikli; suda
veya tuzlu suda géziinmezler. ipliksi proteinler yiiksek yapili organizmalarin ézellikle baglanti
dokularinda temel yapi elemanlaridir. Elastik baglanti dokularindaki elastin, tendon ve kemik
dokusu Uzerindeki kollagen; sacta, tirnakta, deride bulunan o-keratin ipliksi proteinlere
orneklerdir. Kuresel proteinlerde ise polipeptit zincirleri kire seklinde siki olarak

sariimiglardir. Kiresel proteinlerin cogu suda ¢ézunur; hicre icinde genellikle hareketli veya
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dinamik igleve sahiptirler. Enzimlerin hemen timd, hormonlarin bir kismi, antikorlar, serum

albumin ve hemoglobin gibi tasinim islevi olan proteinler kiiresel proteinlerdir.

Proteinlerin yapisal 6zelliklerini agiklamak igin 6zgtn terimler kullanilir. Protein molekaillerinin
birincil (primer) yapisini, polipeptit zincirin kovalent baglarla amino asitlerden olusan
biyopolimerik omurgasi yani amino asit dizini belirler. Protein molekdllerinin ikincil (sekonder)
yapisi, olusan polipeptit zincirinin duzenli, tek-boyutta kovalent olmayan etkilesimlerle
sarilarak kivrilmasiyla olusur. Protein molekillerinin Gglncul (tersiyer) yapisi, uzun polipeptit
zincirinin  -yine kovalent olmayan etkilesimlerle- (lg-boyutta, birbiri Uzerine kivrilip,
katlanmasiyla meydana gelir; boylece kuresel proteinlerin kiresel yapisi ortaya ¢ikar. Protein
molekdllerinin dordincil (kuaterner) yapisi, iki veya daha fazla zincir iceren bir proteinin
birbirinden ayri polipeptit zincirlerinin etkilesimi icinde dizenini belirtir. DoérdlUncul yapi
Ozellikle enzim gdérevindeki proteinlerinde 6nem tasimakta ve enzim aktivitesi Uzerinde etkin
olmaktadir (Lehninger vd., 1993).

Hormonlar, insan vicudunun dizenleyici biyomolekilleridir. Hormonlar i¢ salgi bezleri ve
bazi organlarin hiicrelerinde Uretilen ve kan dolasimiyla hedef hicrelere ulasan, hicrelerdeki
dzglin metabolik olaylari dizenleyeren biyomolekillerdir. insan biyime hormonu (hGH),
dogal olarak beynin én-lobundaki hipofiz bezlerinden salgilanan, 191 amino asit iceren 22
kDa molekul agiriginda kuresel bir proteindir. hGH proteinini kodlayan gen “Kromozom 17”
Uzerinde bulunmaktadir. Terapétik protein hGH’nin yapisinda 4 “sistein” ve 2 “disUlfit bag:”
bulunmaktadir. izoelektrik noktasi pl = 5.1°dir. Gelisme ¢agdinda yiiksek seviyede salgilanan
hormonun vicuttaki derisimi yas ilerledikge azalmaktadir. Dogal hGH'nin en yogun
sentezlendigi periyot derin uykunun baglamasindan hemen sonradir. Bagta buylime geriligi
olmak Uzere kemik Kkiriklar, yanik tedavisi, mide kanamalari, yaralarin iyilestiriimesi,
beslenme yetersizliginden dolayr adelelerin gelismemesi, ve diger saglik sorunlarinin
tedavisinde hGH'nin terapdtik kullanimi vardir. Cocuklarda az salgilanmasi durumunda
buyume gecikmesi (cucelik-dwarfism) gortulmektedir. Kalp—damar hastaliklari, sismanlik,
saglarin beyazlamasi ve ciltte kingikliklar gibi yaslanma belirtilerinin ¢ogu, yaslanmayla
birlikte hGH sentezindeki azalmayla ilgilidir. Fazla salgilanmasi durumunda ise, genglerde
dev hastaligi (gigantizim); yaslilarda ise el ve ayak kemikleri, ¢cene, alin blylimesi olarak
ortaya ¢cikan akromegaliye sebep olmaktadir. hGH’nin biyolojik ve fizyolojik aktiviteleri ile
protein, yag ve karbonhidrat mekanizmasi Uzerindeki etkileri nedeniyle terapdtik protein
olarak tedavide onemli bir yere sahiptir.

Rekombinant insan biylime hormonu ilk kez 1985'te Genentech (ABD) tarafindan Protropin
drin-adiyla N-ucunda metiyonin bulunan ve 192 amino asit iceren yapida Uretilmigtir.
1986'da Eli Lilly 191 amino asitten olusan rekombinant hGH‘yi Humatrope urin adiyla

uretmis ve farkh bir kimyasal yapiya, sonug olarak farkli etkilere sahip oldugu igcin FDA (ABD)
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tarafindan lisans verilmistir. Rekombinant hGH (rhGH) Ureticileri ve tGrtn adlar Tablo 2.1.’de
verilmistir. insan proteinlerinin dogal, c¢6zlnebilir ve biyolojik olarak aktif yapida
Uretilebilmesi icin mikro-biyoreaktér olarak islev yapan rekombinant mikroorganizmadan
dogrudan biyoreaktér Uretim ortamina salgilanmasi 6nemlidir. Farmasétik proteinlerin
Uretiminde, genom analiz projesiyle genetik yapisi daha énce aydinlatiimis olmasi nedeniyle
E. coli en yaygin kullaniimis mikroorganizmadir. E. coli’'de protein Uretiminde karsilasilan
protein degradasyonu problemi sebebiyle alternatif mikroorganizmalar aranmasi
gerekmektedir. Pichia pastoris ise, sentezledigi proteinleri hicre-disina salgilama
Ozellikleriyle, dnemli bir alternatiftir.

2.2. Biyoteknolojik Proseslerde Uretimi Etkileyen Biyoproses Parametreleri

C kaynagi, N kaynagi, P kaynagi, inorganik tuzlar, vitaminler girdi olarak kullanilarak,
mikrobiyal, bitki doku veya hayvan doku hdcrelerinin, enzimlerin veya biyolojik sistemlerin
kullaniimasiyla -biyokimyasal bir tepkime yoliziyle- Uretilen Grlnlere biyoteknolojik (iriinler; bu
drtnlerin (antibiyotikler, farmasotik proteinler, amino asitler, organik asitler, enzimler) elde
edildigi ve cesitli ayirma islemleri ile istenen nitelije getirildigi proseslere de biyoteknolojik
prosesler denir. Biyoteknolojik proseslerle Gretim 20. ylzyilin ikinci yarisinda 6zellikle son
yirmi yilda -6nem sirasina gére- farmasoétik temel maddeler, biyokimyasal temel maddeler,
enzimler, klasik fermentasyon Urunleri yaninda hayvancilik-ormancilik-tarim sektorleri igin
biyoteknolojik drtnler, Uretim sektorlerinin hizli ve blyuk gelisimini saglamigtir. Dusuk
basingta ve disik sicakliklarda calisiimasi ile isletme maliyetinin disik olmasi, kiglk
Olgekte ylksek birim fiyath Grunlerin Uretilebilmesi, iyi tasarlanmis mikro ve kiguk o&lgekli
Uretim sistemlerinde arastirma-gelistirme (Ar-Ge) destegi ile ¢ok sayida drin Uretilebilmesi

kimya sanayinin biyoteknolojik Grtnler Uretim sektorlerine buyuk énem kazandirmaktadir.

Biyoteknolojik proseslerde uretimi etkileyen biyoproses ve biyoreaktor parametreleri :
1. Mikroorganizma
2. Ortam tasarimi
3. Biyoreaktor isletim turt ve hidrodinamigi
4. Biyoreaktor isletim parametreleri
a) Oksijen aktarimi ve stratejisi
* Havalandirma hizi, (Qo/V)
* Karigtirma hizi, (N)
b) Hidrojen iyonu derisimi (pH), ve sicakhktir.
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2.2.1. Model Protein: Yesil Floresan Protein

Floresan proteinlerin kesfi ile protein izleme, hedefleme ve canl hicrelerin takibinde oldugu
kadar bu proteinlerin model ya da reporter protein olarak kullaniimasinin 6ni agilmistir. En
fazla kullanilan floresan proteinlerden biri olan yesil floresan protein (YFP), ilk olarak
Aequorea victoria’dan izole edilmistir (Ormd and Cubitt, 1996). YFP, 238 aminoasitten
olusan ve 27 kDa agiriginda olan bir proteindir. 395 nm’de eksitasyon piki verir, 509 nm’de
ise emisyon pikini verir. YFP’nin bir ¢ok varyanti baska arastirmacilar tarafindan
geligtiriimistir. En buylk gelisme, Heim ve Tsien (1996) tarafindan S65T nokta-mutasyonu ile
gerceklestiriimis ve floresan miktarinda ve stabilitede bir artis elde edilmis ve eksitasyon piki
488 nm’ye kaymigtir. F64L mutasyonu ise gelistiriimis (eYFP veya eGFP) YFP varyantinin
olusturulmasini saglamis ve bu proteinin memeli hicreleri tarafindan kullaniimasini mimkan
kilmigtir (Cormack vd., 1996). P. pastoris'te YFP bir ¢cok farkli amaclar (protein izleme,
organel izleme, isaretleme ve promotdr varyantlarinin taranmasi gibi) icin kullanilimistir
(Hartner vd., 2008; Qin vd., 2011; Ruth vd., 2010; Prielhofer vd., 2013; Heiss vd., 2015;
Puxbaum vd., 2016; Rossanese vd., 1999; Sakai vd., 1998; Sjoblom vd., 2012).

2.2.2. Biyoreaktor igletim Tiirii ve Hidrodinamigi

Biyoreaktor igletim tird;

a) Kesikli veya yari-kesikli igletim
b) Surekli igletim
c) Periyodik pulse (fed batch) beslemeli igletim seklinde siniflandirilabilir.

Sivi faza goére kesikli, oksijene goére yarikesikli olan isletimler, kiglik ve orta kapasiteli

uretim proseslerinde kullanilirlar.

Tablo 2. 1. Rekombinant hGH Ureten kuruluslar ve ilag sanayindeki triin adlari

Kurulus Uriin adi
Eli Lilly Humatrope
Genentech

Nutropin & Protropin
Pharmacia & Upjohn Company Genotropin

Novo Nordisk Norditropin

Serono Laboratories Saizen & Serostim
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3. GEREG ve YONTEM
3.1. pGAPZaA::hGH Plazmidinin pPICZa-A ve PGAPZaA Kullanilarak Gelistirilmesi

pPpGAPZaA (Invitrogen) ve pPICZaA::hGH (Calik vd., 2008), caligmanin bu kisminda
kullanilan iki ana plazmiddir ve Sekil 3.1. ve 3.2.de gosterilmistir. pPICZaA::hGH
plazmidinde bulunan hGH’nin her iki ucunda plazmide klonlamak igin gerekli olan
restriksiyon enzim kesme bélgeleri, Gretim sonrasi rhGH'yi orijinal N-ucu ile saflastirmak igin
gerekli olan dizinler bulunmaktadir. N-terminus’ta bulunan His-tag protein saflastiriimasini
kolaylasmakta ve Faktér Xa ile kesildikten sonra proteinin orijinal N-ucu ile hGH elde
edilmesini  saglamaktadir. pGAPZaA'nin 3147 bp buaydklugundedir. hGH geni
pPICZaA::hGH'den (Calik vd., 2008), EcoRI ve Xbal restriksiyon enizmleri ile kesilerek,
saflastirildiktan sonra pGAPZaA’ya klonlanmistir.

EcoR |
Pmi |
Shil
BsmB |
Asp7181
Kpn |
Xho |
Sac
Not |

— Bspl19I

c-myc epitope @l

Sekil 3. 1. pGAPZaA’nin sematik gosterimi. Enzim kesme bdlgeleri de sekilde gérilmektedir

13



v

TUBITAK

< o= =
ém hGH @ é c-myc epitope 6xHis ®|

W 40x;
5/'/» 7)\/BamHl
o

f,&’

[y

{:; PICZOA :-hGH &
IS
0
\Q. ..\
\‘\,‘ ) ‘;\\
N

\
Bgl Ii BUc srmn—

Sekil 3. 2. pPICZoA::hGH’nin sahip oldugu His-tag ve Faktér Xa kesme bolgeleri ile birlikte

sematik gésterimi
3.1.1. pGAPZaA ve pPICZaA::hGH Plazmidlerinin izolasyonu

-80°C’de saklanan pGAPZaA ve pPICZaA::hGH plazmidlerini tagiyan E.coli DH5a suslari
ayri ayri segici antibiyotik olarak ZeocinTM igeren LSLB kati ortamina aktarilmistir (Tablo
3.1.). Cogalan hucreler daha sonra LB sivi ortamina aktarilmis ve 37°C’de 12-16 st inkube
edilmistir. Plazmid izolasyonu alkali lizis yontemiyle yapilmigtir. Plazmidler, sonugclari
dogrulamak adina, EcoRI enzimi ile kesilmistir. Kesme igslemi 37°C’de gercgeklestiriimistir ve
65°C’de 20 dk 1s1 inaktivasyonu yapilarak reaksiyon sonlandiriimigtir (Tablo 3.2.).

Tablo 3. 1. pPICZaA::hGH ve pGAPZoA tasiyan E. coli DH5a hicrelerinin gogaltildigi ortam

bilesimi

Bilesen Derisim (g dm3)
Tripton 10

Maya 6z0tl 5

NacCl 5

ZeocinTM 0.025

14
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Tablo 3. 2. pPICZaA::hGH ve pGAPZaA’nin lineerizasyon tepkime bilesimi

Bilesen Miktar

pPICZaA::hGH ve pGAPZaoA 0.5-1 pg

10X EcoRI Tamponu 2 ul

EcoRI (10 U ulY) 2 ul

H20 20 ul (Toplam hacim olacak sekilde)

3.1.2. pGAPZaA ve pPICZaA::hGH Plazmidlerinin Cift Kesilmesi

Bir sonraki asama, pGAPZoA ve pPICZaA::hGH plazmidlerinin EcoRI ve Xbal enzimleriyle
¢ift kesilmesi ve hGH ve kullanilacak olan pGAPZaA plazmidinin hazir hale getirilmesidir
(Tablo 3.3.). Kesme islemi 37°C’de gerceklestiriimis ve 65°C’de 20 dk isi inaktivasyonu

yapilarak reaksiyon sonlandiriimistir.

Tablo 3. 3. pPICZaA::hGH ve pGAPZaA’nin cift kesme tepkime bilesimi

Bilesen Miktar

pPICZaA::hGH ya pGAPZaA <1 ug

10X Tango Tamponu 4 ul

EcoRI (10 U ul?) 1 ul

Xbal 2 ul

H.0 20 pl (Toplam hacim olacak sekilde)

3.1.3. Cift Kesilen pGAPZaA ve pPICZaA::hGH’den Elde Edilen hGH’nin Ligasyonu

EcoRI ve Xbal ile ¢ift kesilen ve birbiriyle uyumlu uglara sahip olan DNA’lar T4 DNA ligaz
enzimi kullanilarak Uretici firma Thermo Scientific tarafindan belirtilen protokole gore
ligasyon tepkimesine sokulmustur (Tablo 3.4.). Ligasyon reaksiyonu igin kullanilan molar
oran 3:1-5:1 (hGH/cift kesilmis pGAPZaA) arasinda dedistiriimigtir. Ligasyon karisimi,
16°C’de 14 st boyunca inkibe edilmistir ve 65°C’de 10 dk isi inaktivasyonuyla reaksiyon
sonlandiriimistir. Ligasyon sonucu elde edilen Grin olan pGAPZaA::hGH’nin 3696 bp olup,
jel elektroforezde pPICZaA:hGH (4142 bp) ve pGAPZaA (3147 bp) arasinda

go6rintilenmesi beklenmektedir.
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Tablo 3. 4. Ligasyon tepkime karisimi

Bilesen Miktar

hGH geni 30-50 ng

pGAPZaA 100 ng

T4 DNA Ligaz (5 U plI?) 0.4 ul (2U)

10X T4 DNA Ligaz Tamponu 2 ul

H20 20 ul (Toplam hacim olacak sekilde)

3.1.4. E. coli DH5a Hicrelerinin pGAPZaA::hGH ile Transformasyonu ve Baz

Plazmidin Olusturulmasi

Ligasyondan sonra elde edilen pGAPZoA::hGH, E. coli DH5a hucreleri kullanilarak
transformasyonda kullaniimistir (Sambrook and Russell, 2001). 37°C’'de 16-24 st sonra
gériilen kolonilerden 6 tanesi segilmis ve plazmid izolasyonu yapilmistir. izole edilen
plazmidlerin blyUkligu jel elektroforezde kontrol edilmistir. Daha ileri dizeyde kontrol icin,
segilen 2 koloniye ait plazmidler GAP-ileri ve AOX-geri primerleri (Invitrogen) (Tablo 3.5.)
kullanilarak PCR'de kalip olarak kullaniimiglardir. Uretici tarafindan belirtildgi zere,
pGAPZaA dizinininde, bu iki primer arasinda kalan DNA dizini 540 bp uzunlugundadir.
hGH’nin plazmide aktariimasiyla birlikte bu kisim yaklagik 1080 bp olmalidir. PCR karigimi
ve kosullari Tablo 3.6. ve Tablo 3.7.’de verilmistir.

Tablo 3. 5. Tasarlanan primerler ve dizinleri

Isim Dizin
GAP lleri Primeri 5- GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-3’
AOX1 Geri Primeri 5- GCAAATGGCATTCTGACATCC-3

16
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Tablo 3. 6. PCR tepkime bilesimi

Bilesen Miktar

10X PCR Tepkime Tamponu (Mg**’siz) 5ul

dNTP (2 mM) 5yl

MgCl; (25 mM) 3ul,4ul

lleri GAP Primer (5 uM) 2 ul

Geri AOX Primer (5 uM) 2 ul

Kalip DNA (10pg-1 pg) 1 ul

Taq DNA polimeraz (5 U pl?) 0.3 ul

H-O 50 ul (Toplam hacim olacak sekilde)

Tablo 3. 7. PCR isletim kosullari

Dongii sayisi Sicaklik Zaman

1 déngu 94°C 3dk
94°C 1 dk

1 déngu 50°C 1dk
72°C 1 dk
94°C 1dk

29 doéngu 55°C 1dk
72°C 1 dk

1 déngu 72°C 10 dk

3.1.5. Pichia pastoris X-33’tin pGAPZaA::hGH ile Transformasyonu

P. pastoris X-33 hucreleri, Nsil (Mph1103l) restriksiyon enzimi ile lineerize edilmis
pGAPZaA::hGH plazmidi kullanilarak transforme edilmistir. Nsil enziminin plazmidde
bulundugu nokta Sekil 3.3.’te gorulebilir. Uretici firma tarafindan belirtildigi Gzere,
transformasyon kesilmemis plazmidle de gergeklesebilir, ancak bu durumda plazmidin
genome entegre olma olasihgi daha dusdktir (Invitrogen, 2010). Dolayisiyla,
pGAPZaA::hGH plazmidi lineer hale getirilip kullaniimigtir. pGAPZaA::hGH plazmidi, bu
plazmidi tasiyan ve daha énce raporda belirtildigi sekilde gelistirilen E. coli hlcrelerinden

17



v

TUBITAK

izole edilerek elde edilmigtir. Lineerizasyon tepkimesinin bilesenleri Tablo 3.8.’de verilmigtir.
Tepkime 37°C’de 5 st inkibasyondan sonra 65°C'de 25 dakika inklibe ederek isi
inaktivasyonuyla durdurulmustur. Tepkime sona erdikten sonra, karisim Thermoscientific
PCR Saflastirma Kiti ile kullanilarak saflastinimistir. Bu islemde, son asamada
pGAPZaA::hGH plazmidi, elisyon tamponu kullanilarak degil, steril saf su iginde
¢6zlUlmuUstdr. Lineerizasyon, jel elektroforezde kullanilarak kontrol edilmistir.

Tablo 3. 8. pGAPZaA::hGH’nin lineerizasyon tepkime bilesimi

Bilesen Miktar
pGAPZaoA::hGH 180-200 pL (10-15 ug)
10X R Tamponu 25 pl
Nsil (10 U plIt) 2 ul
H.O 250 ul (Toplam hacim olacak sekilde)
S
~
b
3
I

~ e s
oo il oxtie Lie Bl oo JERC) i SN )
I

DGAPZoA:hGH &

“ &
// PUC ori _,-dc'\
C.

"

-

Bglll

Sekil 3. 3. pGAPZaA::hGH plazmidi ve transformasyon ic¢in kullanilan Nsil enzimi kesme
bolgesi

Lityum asetat yontemi Pichia transformasyonu igin uygun olmadigdi i¢in (Invitrogen, 2010),
lityum klorid metodu transformasyon igin segilmistir. Bu amagla, P. pastoris X-33 hucreleri

YPD ortaminda ODeggo 0.8-1.0 araliginda olana dek g¢ogaltimis ve daha sonra saf suyla
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yikanan hucreler, Uretici firma (Invitrogen) tarafindan belirlenen metoda gore transformasyon
icin kullanilmistir. Transformasyon sonuglari, 60 st sonra kontrol edilmis ve 18 koloni
secilmigtir. Segilen koloniler ZeocinTM igeren YPD kati ortamina aktariimis ve 24 st boyunca
30°C’de inkibe edilmiglerdir. Alti adet muhtemel pozitif koloni secilmis, genomik DNA’lari
izole edilip (Burke vd., 2000) pGAPZaA::hGH plazmidi tasiyip tagimadiklari AOX-geri ve
GAP-ileri primerleri kullanilarak kosullari ve bilesenleri Tablo 3.7. ve Tablo 3.9.°da verilen
PCR ile kontrol edilmigtir.

Tablo 3. 9. PCR tepkime bilegimi

Bilesen Miktar

10X PCR Tepkime Tamponu (Mg**’siz) 5ul

dNTP (2 mM) 5 ul

MgClz (25 mM) 3yl

lleri GAP Primer (5 uM) 2 ul

Geri AOX Primer (5 uM) 2 ul

Genomik DNA (10pg-1 ug) 1.3 ul

Tag DNA polimeraz (5 U plI?t) 0.3 ul

H.0 50 pl (Toplam hacim olacak sekilde)

3.2. Peap Kiitiiphanesinin Olusturulmasi
3.2.1. Pgap Dizininin Analizi

Kontrol edilebilen ve guglli bir promotériin ulasabildigi ekspresyon seviyesi transkripsiyon
faktorlerinin, RNA polimerazin ve diger bilesenlerin baglanabilecedi spesifik DNA-baglanma
bolgeleri tasimasiyla dogrudan ilintilidir (Vogl and Glieder 2013). Dolayisiyla, promotoér
muhendisligi yardimiyla, farkh regilasyon &zelliklerine sahip bir promotdr kutliphanesi
olusturularak ayni konak hlcrede daha yuksek ekspresyon seviyelerine ulagabilmek
mumkdndur (Qin vd., 2011a; Qin vd., 2011b); bdylece farkh sentetik promotorler
tasarlanabilir. Bagka bir deyisle, Pcap’'in regulasyonunda etkili olan transkripsiyon
faktorlerinin (TF) arastinimasi gibi promotér muihendisligi ydntemleriyle, daha yuksek
ekspresyon seviyelerine ulasabilme potansiyeli vardir denebilir. Bu baglamda, Pgap ile
ulagilan ekspresyon seviyelerini artirmak amaciyla, Pcap Uzerinde bulunan putatif TF
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baglanma bdlgeleri Matlnspector (Cartharius vd., 2005) programi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu yazilim, veritabanlarinda bulunan TF baglanma bdlgelerini tarayarak, analiz
edilen dizin Uzerinde bulunan putatif TF baglanma bdlgelerini eglesme skorlariyla birlikte bir
liste olarak sunmaktadir. Pgap dizini, pGAPZa-A (Invitrogen) ticari vektorinin haritasindan
yararlanilarak bulunmustur (Sekil 3.4.).

Lo gg— 2
888&528

LRy -

pGAPZu A

(3.1 kb)

b <

RUC ori ¢

CTCETCCRRAT
CERRCERCCT

AGTRATECR
GTTARCCETCC

CREETRECCL
GCIGECRRCE
ACCRGRRRCE
CIAGERRRTT

TETAGRRELTE
ATCTGECTCC
CEGEETRLRER
ICICICTCCT

TCTTEETETIC
GITGECRRCTC
CTTRRATCETC
TCCRCCECCC

LEATCTITTIT
TCTCTGRRRET
TRRRATTCTC
TCTCTICCCT

TTACTCTGECT
CCRECRTTRC
CCRGEERTES
CATGETCRTGR
ACCITICCCR
ATTTCTICCCT

GERCGRECTTC
GTTGCEEETR
RRERBETCCOE
GRTTRTTGER
ATTTIGSTTT
ATTTCRRTCR

TICTRCEECC
RRRCEEREET
GLCETCECTICE
LRACCRCCRER
CTICCTERCCC
ATTGRARCERC

CCOCTITECRECL
CETETRACCCCER
GCRARTRARTRCEC
LATCERATRTREL
ARRGRCTTITRR
TET

ATGCTCTITC

CCTAGCRGT 3

GEECEERCE
LRGECERREC
ATTTARTTT

Sekil 3. 4. Pgap vektoranun haritasi ve Pgap dizini

Matlnspector tarafindan bulunan ve eslesme puani 0.8’den yuksek olan 41 putatif TF

baglanma bolgeleri fonksiyonlarina goére siniflandiriimistir (Tablo 3.10.).

20



v

TUBITAK

Tablo 3. 10. Matlnspector tarafindan bulunan putative transkripsiyon faktorleri

TF’nin Fonksiyonu Bulunan TF’ler

Karbon kullanimi ile ilgili olan glikolitik genler, . .
. T ) _ Hap2/3/4/5p kompleksi, CSRE’ler, Pip2p,
oksijen tuketimi ile ilgili olarak glikoz ile

Miglp, Mig2
baskilanan ya da aktive olan genler 9:p. MIgep
Stres yaniti Is1 soku transkripsiyon faktorleri
Raplp, Ssn6p, Tuplp, Rfxlp, rDNA
Genel TF'ler o
baglayici proteini, Reb1p, Fhi1p
Amino asit metabolizmasi Leu3p, Put3, Chadp
Gelisim ve gogalma ile ilgili yolizleri Teal, Mcmlp

Pcar, glikoliz ve glukoneogenezis yolizlerindeki bulunan GAPDH enzimini kodladigindan ve
ekspresyon seviyesi kullanilan karbon kaynagina badli oldugundan, Pgap varyantlarinin
tasarimi yapilirken glikolitik genlerin regllasyonunda ya da genel olarak represér ya da
aktivator gorevi olan TF’ler, dikkate alinmistir. Bunlara ek olarak, diger gliolitik genlerin
promotorleri de incelenmigtir. Bu genler, glikoz-6-fosfat izomeraz, fosfofruktokinaz, fruktoz
1,6-bifosfat aldolaz, fruktoz-1,6-bifosfataz, trioz-fosfat izomeraz, 3-fosfogliserat kinaz,
fosfogliseratmutaz, enolaz, piruvat kinazdir. Bulunan TF’lerin ait olduklari ailelere gore
glikoliz genlerinin promotoérlerindeki varliklari Tablo 3.11.de g0sterilmistir. Tim bunlar
disinda, Pgar tasarimi yapilirken segilen TF’ler sayilarina ve eslesme skorlarina gére segilmis
ve tasarim bu sekilde yapilmigtir. Bunlardan represor etkisi olan putatif TF baglanma
bolgeleri silinirken, aktivator etkisi olan putatif TF baglanma bdlgeleri dizindeki dogal
pozisyonlarinda tekrarlanmigtir. Bunlardan represor etkisi olan putatif TF baglanma bolgeleri
silinirken, aktivator etkisi olan putatif TF baglanma bélgeleri dizindeki dogal pozisyonlarinda
tekrarlanmistir.
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Bulunduklari

Promotoér Xli?érsliks Aciklama Ornek TFs
Sayisi
7 (= %70) YMCM  Maya hicre dénglsiu ve metabolik regulator Mcmlp
8 (=%80) RFXP Regulatér faktor X proteini Rfx1p
° TEAF TEA/ATTS DNA baglanma faktorleri Teclp
HOMD  Homeo boélgesi igeren transkripsiyonel regulatorler Pho2p, Yox1p
YMIG Maya GC-Box Protenleri Miglp(Migl-2p),
9 (%90) y .g p( 9 p)
Mig2p (Mig1-1p)
YSTR Maya stress yanit proteinleri Msn2p
BZIP Fungal bazik 16sin fermuar ailesi Yaplp, Haclp
CSRE Karbon kaynagi yanit elementleri Sip4p, Cat8p
ICGG Ters gevrilmis CGG Uglu bolgeler Tealp
10 (%100) ) )
MGCM  Monomerik Gal4-sinifi motifler Rgtlp, Yrrlp
YGAL Maya GAL4 faktori Galdp (Attlp)
YORE Maya oleat yanit elementleri Oaflp

Bu baglamda, tasarlanan promotorler ve dizinleri agagida verilmistir. Varyantlar ile ilgili 6zet

bilgi Tablo 3.12.°de mevcuttur.

3.2.2. Tasarlanan Pgap varyantlari

Pcap Varyant 1 (MIG1-2 Silinmesi): Migl-2p bir ¢inko parmak proteindir ve Ssn6-Tupl

represor kompleksini devreye sokarak glikoz represyonuna sebep olur. Bu baglamda, Pcap

Uzerinde bulunan Mig1-2p baglanma bélgesi silinmistir.

AGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTGTCCTCGTCCAATCAGGTAGCCA 50
TCTCTGAAATATCTGGCTCCGTTGCAACTCCGAACGACCTGCTGGCAACG 100
AANCICICEEEEIAA A CTTAAATGTGGAGTAATGGAACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCTTCTCTCTCCTTCCACCGCCCGTTACCGTCCCTAGGAAATT 200
TTACTCTGCTGGAGAGCTTCTTCTACGGCCCCCTTGCAGCAATGCTCTTC 250

CCAGCATTACGTTGCGGGTAAAACGGAGGTCGTGTACCCGACCTAGCAGC 300
CCAGGGATGGAAAAGTCCCGGCCGTCGCTGGCAATAATAGCGGGCGGACG 350
CATGTCATGAGATTATTGGAAACCACCAGAATCGAATATAAAAGGCGAAC 400

ACCTTTCCCAATTTTGGTTTCTCCTGACCCAAAGACTTTAAATTTAATTI

ATTTGTCCCTATTTCAATCAATTGAACAACTAT
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Pcap Varyant 2 (RGT1 Duplikasyonu): Pgap Varyant 1’in bulundugu bélge, Matinspector
tarafindan ayni zamanda glikoza duyarli transkripsiyon faktori baglanma bdlgesi olarak da
tespit edilmistir. Glikoza duyarli transkripsiyon faktorleri, glikolizte ve glikozun hicre-igine
tasiniminda aktivatér olarak goérev alirlar. Dolayisiyla, bu bélge dodal pozisyonunda

tekrarlanmistir.

AGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTGTCCTCGTCCAATCAGGTAGCCA 50
TCTCTGAAATATCTGGCTCCGTTGCAACTCCGAACGACCTGCTGGCAACG 100
AN CEEEEIAA A ACTTAAATGTGGAGTAATGGAACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCTTCTCTCTCCTTCCACCGCCCGTTACCGTCCCTAGGAAATT 200
TTACTCTGCTGGAGAGCTTCTTCTACGGCCCCCTTGCAGCAATGCTCTTC 250

CCAGCATTACGTTGCGGGTAAAACGGAGGTCGTGTACCCGACCTAGCAGC 300
CCAGGGATGGAAAAGTCCCGGCCGTCGCTGGCAATAATAGCGGGCGGACG 350

CATGTCATGAGATTATTGGAAACCACCAGAATCGAATATAAAAGGCGAAC 400
ACCTTTCCCAATTTTGGTTTCTCCTGACCCAAAGACTTTAAATTTAATTI 450
ATTTGTCCCTATTTCAATCAATTGAACAACTAT 483

Peap Varyant 3 (CSRE Duplikasyonu): Karbon kaynagina duyarli elementler (CSRE)
glikoliz ve glukoneogenezis yolizlerindeki genlerin aktivasyonunda goérev alirlar. Dolayisiyla,

bu bdlge dogal pozisyonunda tekrarlanmistir.

AGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTGTCCTCGTCCAATCAGGTAGCCA 50
TCTCTGAAATATCTGGCTCCGTTGCAACTCCGAACGACCTGCTGGCAACG 100
TAAAATTCTCCGGGGTAAAACTTAAATGTGGAGTAATGGAACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCTTCTCTCTCCTTCCACCGCCCGTTACCGTCCCTAGGAAATT 200

TTACTCTGCTGGAGAGCTTCTTCTACGGCCCCCTTGCAGCAATGCTCTTC 250
CCAGCATTACGTTGCGGGTAAAACGGAGGTCGTGTACCCGACCTAGCAGC 300
CCAGGGATGGAAAAGTCCCGGCCGTCGCTGGCAATAATAGCGCEBEBEREE 350
EBAIEIE A TGAGATTATTGGAAACCACCAGAATCGAATATAAAAGGCGAAC 400
ACCTTTCCCAATTTTGGTTTCTCCTGACCCAAAGACTTTAAATTTAATTT 450
ATTTGTCCCTATTTCAATCA ATTGAACAACTAT 483
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Pcar Varyant 4 (RAP1 Duplikasyonu): Rap1p maya hucrelerinde glikoliz yolizinde aktivatér
olarak gbérev yapan bir transkripsiyon faktoradur; dolayisiyla, bu bdlge dogal pozisyonunda

tekrarlanmigtir.

AGATCTTTTT I CIACRNAICHCIISEREHOISIEENS CA A TCAGGTAGCCA 50

TCTCTGAAAT ATCTGGCTCCGTTGCAACTCCGAACGACCTGCTGGCAACG 100

TAAAATTCTCCGGGGTAAAACTTAAATGTGGAGTAATGGAACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCTTCTCTCTCCTTCCACCGCCCGTTACCGTCCCTAGGAAATT 200
TTACTCTGCTGGAGAGCTTCTTCTACGGCCCCCTTGCAGCAATGCTCTTC 250

CCAGCATTACGTTGCGGGTAAAACGGAGGTCGTGTACCCGACCTAGCAGC 300
CCAGGGATGGAAAAGTCCCGGCCGTCGCTGGCAATAATAGCGGGCGGACG 350

CATGTCATGAGATTATTGGAAACCACCAGAATCGAATATAAAAGGCGAAC 400
ACCTTTCCCAATTTTGGTTTCTCCTGACCCAAAGACTTTAAATTTAATTI 450
ATTTGTCCCTATTTCAATCAATTGAACAACTAT 483

Pcap Varyant 5 (MIG1-1 ve MIG1-2 Silinmesi): Migl-1p bir ¢inko parmak proteindir ve
Migl-2p ile igbirligi yaparak benzer sekilde, glikoz ile indiklenen genlerin represyonunda
gorev alir. Dolayisiyla, Pecar Varyant 1’e benzer sekilde, MIG1-1 ve MIG1-2 baglanma

bdlgelerini igeren bu bolge, represor etkisinin azaltiimasi amaciyla silinmistir.

AGATCTTTTT TGTAGAAATG TCTTGGTGTC CTCGTCCAAT CAGGTAGCCA 50

TCTCTGAAAT ATCTGGCTCC GTTGCAACTC CGAACGACCT GCTGGCAACG
100

IAAANCICCCEEEIANACTIASICICISASIAN G CA ACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCT TCTCTCTCCT TCCACCGCCC GTTACCGTCC CTAGGAAATT 200
TTACTCTGCT GGAGAGCTTC TTCTACGGCC CCCTTGCAGCA ATGCTCTTC 250
CCAGCATTAC GTTGCGGGTA AAACGGAGGT CGTGTACCCGA CCTAGCAGC 300
CCAGGGATGG AAAAGTCCCG GCCGTCGCTG GCAATAATAGC GGGCGGACG 350
CATGTCATGA GATTATTGGA AACCACCAGA ATCGAATATAA AAGGCGAAC 400
ACCTTTCCCA ATTTTGGTTT CTCCTGACCC AAAGACTTTAA ATTTAATTT 450
ATTTGTCCCT ATTTCAATCA ATTGAACAAC TAT 483
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Pcap Varyant 6 (MIG1-1 Silinmesi): Migl-1p bir ¢inko parmak proteindir ve Mig1-2p ile
isbirligi yaparak benzer sekilde, glikoz ile indiklenen genlerin represyonunda goérev alir.

Dolayisiyla, represor etkisinin azaltiimasi amaciyla silinmistir.

AGATCTTTTT TGTAGAAATG TCTTGGTGTC CTCGTCCAAT CAGGTAGCCA 50
TCTCTGAAAT ATCTGGCTCC GTTGCAACTC CGAACGACCT GCTGGCAACG 100
TAAAATTCTC CGGGGTAAAH BIIAANIGICIEAGIARIGGA ACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCT TCTCTCTCCT TCCACCGCCC GTTACCGTCC CTAGGAAATT 200
TTACTCTGCT GGAGAGCTTC TTCTACGGCC CCCTTGCAGCA ATGCTCTTC 250
CCAGCATTAC GTTGCGGGTA AAACGGAGGT CGTGTACCCGA CCTAGCAGC 300
CCAGGGATGG AAAAGTCCCG GCCGTCGCTG GCAATAATAGC GGGCGGACG 350
CATGTCATGA GATTATTGGA AACCACCAGA ATCGAATATAA AAGGCGAAC 400
ACCTTTCCCA ATTTTGGTTT CTCCTGACCC AAAGACTTTAA ATTTAATTT 450
ATTTGTCCCT ATTTCAATCA ATTGAACAAC TAT 483

Pcar Varyant 7 (CSRE Duplikasyonu): Karbon kaynagdina duyarli elementler (CSRE)
glikoliz ve glukoneogenezis yolizlerindeki genlerin aktivasyonunda goérev alirlar. Dolayisiyla,

bu bolge, Pcar Varyant 3’te yapildigi gibi dogal pozisyonunda tekrarlanmigtir.

AGATCTTTTT TGTAGAAATG TCTTGGTGTC CTCGTCCAAT CAGGTAGCCA 50
TCTCTGAAAT ATCTGGCTCC GTTGCAACTC CGAACGACCT GCTGGCAACG 100
TAAAATTCTC CGGGGTAAAA CTTAARICICIEASIAAIEEA ACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCT TCTCTCTCCT TCCACCGCCC GTTACCGTCC CTAGGAAATT 200
TTACTCTGCT GGAGAGCTTC TTCTACGGCC CCCTTGCAGCA ATGCTCTTC 250
CCAGCATTAC GTTGCGGGTA AAACGGAGGT CGTGTACCCGA CCTAGCAGC 300
CCAGGGATGG AAAAGTCCCG GCCGTCGCTG GCAATAATAGC GGGCGGACG 350
CATGTCATGA GATTATTGGA AACCACCAGA ATCGAATATAA AAGGCGAAC 400
ACCTTTCCCA ATTTTGGTTT CTCCTGACCC AAAGACTTTAA ATTTAATTT 450
ATTTGTCCCT ATTTCAATCA ATTGAACAAC TAT 483
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Pcar Varyant 8 (CSRE Duplikasyonu): Karbon kaynagina duyarli elementler (CSRE)
glikoliz ve glukoneogenezis yolizlerindeki genlerin aktivasyonunda gérev alirlar. Dolayisiyla,
bu bdlge, Pcar Varyant 3 ve Pgap Varyant 7°de yapildidi gibi dogal pozisyonunda

tekrarlanmistir.

AGATCTTTTT TGTAGAAATG TCTTGGTGTC CTCGTCCAAT CAGGTAGCCA 50
TCTCTGAAAT ATCTGGCTCC GTTGCAACTC CGAACGACCT GCTGGCAACG 100
TAAAATTCTC CGGGGTAAAA CTTAAATGTG GAGTAATGGA ACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCT TCTCTCTCCT TCCACCGCCC GTTACCGTCC CTAGGAAATT 200
TTACTCTGCT GGAGAGCTTC TTCTACGGCC CCCTTGCAGCA ATGCTCTTC 250
CCAGCATTAC BICEEEEIAAEEE GGT CGTGTACCCGA CCTAGCAGC 300
CCAGGGATGG AAAAGTCCCG GCCGTCGCTG GCAATAATAGC GGGCGGACG 350
CATGTCATGA GATTATTGGA AACCACCAGA ATCGAATATAA AAGGCGAAC 400
ACCTTTCCCA ATTTTGGTTT CTCCTGACCC AAAGACTTTAA ATTTAATTT 450
ATTTGTCCCT ATTTCAATCA ATTGAACAAC TAT 483

Peap Varyant 9 (GAL4 Duplikasyonu): Bu bodlge GAL ve diger glikoliz genlerinin
aktivasyonunda gdérev alan bir TF olan maya GAL4 DNA-baglayan ¢inko kiimesinden bir TF

olarak tespit edilmigtir. Dolayisiyla, dogal pozisyonunda tekrarlanmistir.

AGATCTTTTT TGTAGAAATG TCTTGGTGTC CTCGTCCAAT CAGGTAGCCA 50
TCTCTGAAAT ATCTGGCTCC GTTGCAACTC CGAACGACCT GCTGGCAACG 100
TAAAATTCTC CGGGGTAAAA CTTAAATGTG GAGTAATGGA ACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCT TCTCTCTCCT TCCACCGCCC GTTACCGTCC CTAGGAAATT 200
TTACTCTGCT GGAGAGCTTC TTCTACGGCC CCCTTGCAGCA ATGCTCTTC 250
CCAGCATTAC GTTGCGGGINYY I eeicrYeeee) B TAGCAGC 300
CCAGGGATGG AAAAGTCCCG GCCGTCGCTG GCAATAATAGC GGGCGGACG 350
CATGTCATGA GATTATTGGA AACCACCAGA ATCGAATATAA AAGGCGAAC 400
ACCTTTCCCA ATTTTGGTTT CTCCTGACCC AAAGACTTTAA ATTTAATTT 450
ATTTGTCCCT ATTTCAATCA ATTGAACAAC TAT 483
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Pcar Varyant10 (RFX1 Silinmesi): Diizenleyici Faktér X Proteini (Rfx1p), Ssn6ép ve Tup1p
gibi represorleri bir araya getirerek promotoér ifadesinde azalmaya sebep olan bir TF’dir.
Dolayisiyla, Pcap Uzerinde 4 farkli noktada tespit edilen baglanma bdolgeleri, bu represor

etkisini azaltabilmek icin silinmistir.

AGATCTTTTT TGTAGAAATG TCTTGGTGTC CTCGTCCAAT CAGGTAGCCA 50
TCTCTGAAAT ATCTGE SR VXS VTG Iceicco Ve 100
TAAAATTCTC CGGGGTAAAA CTTAAATGTG GAGTAATGGA ACCAGAAACG 150
TCTCTTCCCT TCTCTCTCCT TCCACCGCCC GTTACCGTCC CTAGGAAATT 200
TTACTCTGCT GGAGAGCTTC TTCTACGGCC CCCTTGCAGCA ATGCTCTTC 250
CCAGCATTAC GTTGCGGGTA AAACGGAGGT CGTGTACCCGA CCTAGCAGC 300
CCAGGGATGG AAAAGTCCCG GCCGTCGCTG GCAATAATAGC GGGCGGACG 350
CATGTCATGA NIV YIFIIGA ATCGAATATAA AAGGCGAAC 400
ACCTTTCCCA ATTTTGGTTT CTCCTGACCC AAAGACTTTAA ATTTAATTT 450
ATTTGTCCCT ATTTCAATCA ATTGAACAAC TAT 483

Tablo 3. 12. Tasarlanan promotér varyantlari. Silinen TF baglanma bdlgeleri italik olarak

gOsterilmistir. Tekrarlanan TF baglanma bdlgeleri kalin italik olarak gosterilmistir

Varyant Olasi TF Bulundugu Bélge (bp)
Prol MIG1 (MIG1-2) -383/-366

Pros MIG1/MIG2 383/ .347

(MIG1-2/MIG1-1)

Pro6 MIG2 (MIG1-1) -365/ -347

Pro2 RGT1 -383/-366

Pro3 CSRE -142 /-128

Pro7 CSRE (SIP4) -358/-344

Pro8 CSRE -222 /-208

Pro4 RAP1 -469 / -448

Pro9 GAL4 -215/-189

Prol0 RFEX1 -418 /-384 ve -123 / -106

Tasarlanan Pgap varyantlari kimyasal olarak sentezletilmistir. Sentezlenen bu varyantlarin
PCR ile ¢ogaltiimasi igin primerler tasarlanmigtir (Tablo 3.13.). Tasarim yapilirken, Pcap
dizininin 3" ve 5 uglar degistiriimedigi icin ayni geri ve ileri primerler kullaniimistir.
Tasarlanan varyantlarin ifade gulcu, yesil floresan protein (YFP) kullanilarak belirlenmistir.
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YFP proteinine ait gen dizisi pPEGFP-N2 vektoru kullanilarak elde edilecektir. Bu amagla
tasarlanan primerler Tablo 3.13.’te verilmistir.

3.2.3. Temel Plazmidin Olusurulmasi

Farkli Pcap varyantlarini tasiyacak olan pGAPPro#:.egfp plazmidlerinin olusturulmasi igin
oncelikle temel plasmid olan pPICZa-A::egfp icin tasarim yapiimistir. Bu amacgla, pEGFP-N2
vektorh kalip olarak kullanilarak, bir 6nceki gelisim raporunda belirtilen primerler yardimiyla
egfp geni cogaltiimistir. Kullanilan PCR kosullari ve icerikleri Tablo 3.14. ve 3.15.te

verilmistir.

Tablo 3. 13. Pgap varyantlarinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilacak primerler. Alti gizili bolgeler

restriksiyon enzimlerinin baglanma bdolgeleridir

Primer Adi Dizin (5°—3’) Restriksiyon

Enzimi

GAPProV-ileri CGAGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTGTCCTC Balll

GAPProV-Geri GGAATTCCGTTITCGAAATAGTTGTTCAATTGATTG EcoRl,

Bsp119l
YFP-ileri GGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG EcoRI
YFP-Geri CCGGTACCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA Kpnl
Tablo 3. 14. PCR tepkime bilesimi
Bilesen Miktar
10X PCR Tepkime Tamponu (Mg**’siz) 5ul
dNTP (2 mM) 10 pl
MgClz (25 mM) 4 ul, 6yl 8yl
lleri GAP Primer (5 uM) 5yl
Geri AOX Primer (5 uM) 5l
Kalip DNA (10pg-1 pg) 1 ul
Tag DNA polimeraz (5 U plI?t) 0.5
H.0 50 pl (Toplam hacim olacak sekilde)

28



v

TUBITAK

Tablo 3. 15. PCR igletim kosullari

Dongii sayisi Sicakhik Zaman

1 déngl 94°C 2 dk
94°C 1 dk

1 déngl 50°C 1 dk
72°C 2 dk
94°C 1 dk

29 dongu 55°C 1 dk
72°C 2 dk

1 déngu 72°C 10 dk

Bu asamadan sonra, ¢ogaltilan egfp gen dizini pPICZa-A plazmidine uygun restriksiyon
enzimleri kullanilarak klonlanmistir. Bu amacla, cogaltilan egfp geni, ThermoScientific PCR
Saflagtirma Kiti kullanilarak saflastirildiktan sonra, EcoRI and Kpnl ile kesilmistir. Ayni
sekilde, pPICZa-A plazmidi de ayni enzimlerle kesilip ligasyon tepkimesine sokulmustur
(Tablo 3.16.). Ligasyon tepkimesi 22°C’de 1 saat inklbe edilerek gerceklestiriimis ve
65°C’de 10 dk tutularak sonlandiriimistir.

Tablo 3. 16. Ligasyon tepkime karigimi

Bilesen Miktar

egfp 50 ng

pPICZoA 200 ng

T4 DNA Ligaz (5 U ul?) 1ul(5U)

10X T4 DNA Ligaz Tamponu 2l

H.O 20 pl (Toplam hacim olacak sekilde)

Ligasyondan sonra elde edilen pPICZoA::egfp, E. coli TOP10 hucreleri kullanilarak
transformasyonda kullanilmistir (Sambrook and Russell, 2001). 37°C’de 16-24 st sonra
gorulen kolonilerden 4 tanesi secilmis ve plazmid izolasyonu yapilmigtir. Secilen
plazmidlerden bir tanesi tekli ve gift kesilerek, ve kalip olarak kullanilarak PCR ile kontrol
edilmistir. Daha sonra, dizin analizi ile egfp dizini daha ileri dizeyde kontrol edilmistir .

3.2.4. Bazal Plazmidin Olusturulmasi

Bazal plazmid, tasarlanan Pgap varyantlarinin ifade seviyelerinin kargilastirilacag: plazmid

olarak tasarlanmistir. Bu plazmid tasarlanirken, eGFP hlcre-i¢i degil hicre-disi Uretilecek
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sekilde tasarlanmistir. Bu sekilde protein salgllama prosesinin karmasikligi ortadan
kaldirimasi amaclanmistir ve sadece promotérin protein Uretimi UGzerindeki tekil etkisi
gorulmeye caligiimigtir. Bu amacla, pPICZa-A::egfp ve pGAPZa-A plazmidleri Bglll and
EcoRI enzimleriyle kesilerek, Paoxi promotdr bolgesi Pceapwr ile ligasyon tepkimesine
sokularak degistirilmistir. Ligasyon sonucu elde edilen trin E. coli TOP10 hucrelerine
transforme edilmistir. Transformasyon sonucu elde edilen hiicrelerden segilen plazmidlerden
2 tanesi tekli ve ¢ift kesme ve bu plazmidlerin kalip olarak kullaniimasiyla PCR ile kontrol
edilmistir. Cikartilan Paox1 dizini Pgapwr'den daha buylk oldugu icin, dogru Pcapwrt::€gfp

plazmidlerinin, pPICZa-A::egfp plazmidinin 6nlinde olmasi beklenmektedir.

3.2.5. Pgar Varyantlarini Tagiyan pGAPPro#::egfp Plazmidlerinin Olusturulmasi ve E.

coli Transformasyonu
3.2.5.1. Pcar Varyantlarinin Cogaltiimasi

Pear varyantlar Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) ile ¢ogaltiimiglardir. Bu amagla, uygun
restriksiyon enzimleri secilerek primerler tasarlanmistir (Tablo 3.17.) ve bu sekilde ¢ogaltilan
Pcap varyantinin daha dnce tasarlanan pPICZa-a::egfp plazmidinde bulunan Paox: ile
degistirilmesi saglanmistir (Sekil 3.5.). Peap varyantlarinda, 5’ ve 3‘ uglari degistiriimedigi icin
her bir varyant ayni primerlerle gogaltiimiglardir.

GAPPro# varyantlarinin en ylksek verimde cogaltilabilmesi i¢cin en uygun tuz derigimi
belirlenmistir ve PCR tepkime icerigi Tablo 3.18.de verilmistir. PCR isletim kosullar Tablo
3.19.’da verilmigtir. PCR tepkimesinden sonra érnekler %0.8 agaroz jelde 60 dakika boyunca

90 V'ta kosturulmus ve gorintilenmistir.

| ez) EZE @ | |@|
J | ‘I'AO,\/, »

AO/\’/ ,}

N
N '%
A / / "
@\ Replacement of AOX1 /
-

sequence with GAPPro#
sequence

e § PGAPPro#::egfp g

pPICZa-A::egfp §

, N \<\
g < PUC o —OF
PUC o —OF°

Sekil 3. 5. Temel plazmid olan pPICZa-a::egfp kullanilarak pGAPPro#::egfp plazmidlerinin

olusturulmasinin sematik gosterimi
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Tablo 3. 17. GAPPro# varyantlari ve egfp icin tasarlanmis primerler. Alti cizili dizinler

restriksiyon enzimlerini temsil etmektedirler

Dizin (5’ — 3’) Restriksiyon
Primer Adi Enzimi
GAPPro-ileri CGAGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTGTCCTC Balll
GAPPro-Geri GGAATTCCGTTTCGAAATAGTTGTTCAATTGATTG EcoRlI
EGFP-ileri GGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG EcoRI
EGFP-Geri CCGGTACCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA  Kpnl

Tablo 3. 18. GAPPro# varyantlarinin cogaltildigi PCR tepkime icerigi

Bilesen Miktar (pL)

Pfu DNA Polimeraz Tamponu (10X) 5

MgSOs4 4 (2 mM) — 6 (3 mM) — 8 (4 mM)
dNTP Karisimi (2 mM) 10

GAPPro-lleri primeri 5

GAPPro-Geri Primeri 5

Kalip DNA (pUCS57::GAPPro#) 1

Pfu DNA Polimeraz 0.5

Su 50 yL’ye tamamlayacak sekilde

Tablo 3. 19. GAPPro# varyantlarinin gogaltildigi PCR igletim kosullari

Dongl Sayisi Sicaklik Sure

1 déngu 94°C 2 dk
94°C 1 dk

1 déngu 50°C 1dk
72°C 1.5dk
94°C 1 dk

29 doéngu 55°C 1 dk
72°C 1.5dk

1 déngu 72°C 10 dk
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Uygun tuz derisiminin belirlenmesi i¢in, 2 mM, 3mM ve 4 mM derigimleri denenmigtir. TUm
GAPPro# varyantlarini temsilen, sadece GAPPro1 varyanti kalip DNA olarak kullaniimistir.
PCR sonrasi elde edilen drnekler, agaroz jel elektroforezde gorintilenmistir.

Tim GAPPro# varyantlarn Tablo 3.18. ve 3.19.’da verilen kosullara gore cogaltilmiglardir.
Tdm varyantlarin PCR sonucunda beklenen boyutlari Tablo 3.20.’de verilmistir. Elde edilen
PCR urinleri Thermo Fisher Scientific PCR Saflastirma Kiti ile saflastiriimistir.

3.2.5.2. Tasarlanan Plazmidlerin Olusturulmasi ve E. coli TOP10 Transformasyonu

Saflastirimis GAPPro# varyantlari ve izole edilmis temel plazmid olan, i.e pPICZa-A::egfp
ikili kesilerek ligasyon icin hazir hale getiriimistir. Plazmidlerin ve PCR urinlerinin kesim
reaksiyonu 37°C’de 2 st boyunca gerceklestirilmistir. Reaksiyon 1si inaktivasyonuyla 65°C’de
20 dk inkiibasyon ile sonlandiriimistir. ikili kesme kosullari Tablo 3.21.’de verilmistir.

Tablo 3. 20. GAPPro# varyantlarinin boyutlari

PCR Uriinii Beklenen boyut (bp)
GAPProl 474
GAPPro2 510
GAPPro3 507
GAPPro4 515
GAPPro5 455
GAPPro6 473
GAPPro7 507
GAPPro8 507
GAPPro9 517
GAPProl10 444
GAPWT 483

Tablo 3. 21. ikili kesme kosullari

Bilesen Miktar (uL)

10X Tango Tamponu 10

Bglll (10 U/uL) 2.5

EcoRI (10 U/pL) 2.5

DNA (GAPPro# veya temel plazmid) 10-50 (~2.5 ug)

Su 100 pL’ye tamamlayacak sekilde
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GAPPro# varyantlarinin kesildikten sonraki goérintisu, sadece bir ka¢ baz cifti kesildigi i¢in
farkh bir sekilde gorintilenememistir. Ancak temel plazmidin tamamen kesildigi, 1 pL
ornegin agaroz jel elektroforezde kosturulmasi ile gorantulenmigtir. Ayni miktarda GAPPro#
varyanti ve temel plazmid kullanildigi i¢in, kesme isleminin ayni slirede tamamlandigi kabul
edilmigtir. Ornekler ikili kesme tepkimesinden sonra Thermo Scientific Jel Eliisyon Kiti ile
jelden alinarak saflastiriimistir. Orneklerin derisimi, 10 kat seyreltimis 6rneklerin jel
elektroforez gorintisu kullanilarak tespit edilmis ve daha sonra ligasyon islemi bu derigimler
g6z onune alinarak yapilmistir. Ligasyon 1:1 molar orani kullanilarak yapilmistir (Tablo
3.22)).

Tablo 3. 22. Ligasyon reaksiyon igerigi

Bilesen Miktar (pL)

10X Ligaz Tamponu 2

Temel Plazmid 12 pL (~3.6 pg)

DNA (GAPPro#) 1.5 uL (~0.5 pg)

T4 DNA Ligaz 1

Su 20 yL’ye tamamlayacak sekilde

Ligasyon reaksiyonu 22°C’de 1 st inkubasyon ile gerceklestirimis ve 65°C’de 10 dk
bekletilerek sonlandinimigtir. Elde edilen ligasyon karigimi E. coli TOP10 hdcrelerinin
transformasyonu icin kullaniimistir. Transformasyon CaCl, metodu ile bir ka¢ modifikasyon
yapilarak gergeklestiriimistir (Sambrook ve Russell, 2001). 200 uyL hicre yerine 50 pL
kompetent hicre kullaniimig ve inkUbasyon suresi 60 dakikaya uzatimigtir.
Transformasyondan sonra hicreler 25 ug cm= Zeocin igeren LSLB kati ortamina aktariimis
ve 37°C’de 18-20 st inkiibe edilmiglerdir. Secilen koloniler yeni kati ortama aktariimis ve
plazmidleri Thermo Fisher Scientific Plazmid izolasyon Kiti kullanilarak izole edilmistir. Her
bir olasi pGAPPro#::egfp plazmidi igin 6 koloni plazmid izolasyonu igin secilmistir. izole
edilen plazmidler agaroz jel elektroforezde gérintilenmisir. Paox: dizini, yerine yerlestirilen
GAPPro# dizinlerinden daha wuzun oldugu igin, dogru plazmidlerin pPICZa-A::egfp
plazmidinin onunde goruntlenmesi beklenmistir. Dolayisiyla, temel plazmidden daha hizli
kosan plazmidler dogru transformant olarak kabul edilmis ve 2 tanesi segilerek daha ileri
kontrolleri yapilmistir. Bu ileri kontroller, izole edilen plazmdin tekli ve ikili kesilmesini ve bu
plazmidlerin PCR reaksiyonunda kalip olarak kullaniimasiyla gercgeklestiriimistir (Tablo 3.18.-
3.19.). Bu plazmidlerin ileri kontrollerinin sonuglari agaroz jel elektroforez kullanilarak
goérintilenmistir. Her bir pGAPPro#::egfp plazmidi igin bir adet koloni secilmis ve bu koloniye

ait plazmid sekanslanarak dogrulanmistir (ODTU Merkez Laboratuvari).

33



v

TUBITAK

3.2.6. Tasarlanan Pgap Varyantlarini Tagilyan P. pastoris Suslarinin Olusturulmasi
3.2.6.1. Plazmidlerin Hazirlanmasi

pGAPPro#::egfp plazmidleri kontrol edildikten sonra, plazmidin P. pastoris genomuna
integrasyonunu kolaylastirmak igin lineer hale getilirmistir. Lineerizasyon islemi plazmidlerin
uygun restriksiyon enzimi kullanilarak ve ortamdaki DNA miktarina goére 37°C’de 5-6 st
inkiibe edilerek gerceklestiriimistir. Lineerizasyon tepkimesinin icerigi Tablo 3.23.te

verilmistir.

Tablo 3. 23. Lineerizasyon tepkime icerigi

Bilesen Amount (uL)

10X Tampon O 40

Plazmid (pGAPPro#:.egfp) 230-249 pL (~10-12 pg)

Bglll 2.5

Su 400 pL’ye tamamlayacak sekilde

Lineer hale getiriimis DNA Urunu, Thermo Fisher Scientific PCR Saflastirma Kiti ile
saflastirimis; ancak elisyon asamasi elisyon tampon ile degil, steril su kullanilarak
gerceklestiriimistir. Saflastinlmis DNA’nin  derisimi 20 uylL’de 0.5-1 ug olacak sekilde

ayarlanmistir.

3.2.6.2. Pichia pastoris’in Transfeksiyonu

P. pastoris’in transfeksiyonu elektroporasyon yontemi ile gergeklestiriimistir (Invitrogen,
2010). Elektroporasyon igin hicreler déncelikle 28°C’de 5 cm?® YPD ortaminda 170 rpm’de bir
gece inkibe edilmistir. Buradan elde edilen kiltir, 200 cm?® ortama taze YPD ortamina
aktarilmistir. Aktarilan hicrenin miktari agsagidaki formuile gore hesaplanmigtir.

ODm % Vm * 1000
eﬂ*t ODpre

ODm: Ana kulturdeki t siire gectikten sonraki ODeoo miktari (1.8-3.0 arasi olmali)

\/inoc[ [JL] =

Vm: Ana kultirin hacmi (cm?3)

t: inkiibasyon siiresi (15-20 st arasi olmali)

M: 0.32 st (yabani sus icin YPD’de 28°C’deki spesifik bliylime hizi)
ODyre: Pre-kultirin ODego miktari
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Yukaridaki formal kullanilarak inoktlasyon miktari hesaplandiktan sonra hicreler arzu edilen
ODsoo’e miktarina kadar cogaltiimiglardir. Cogaltilan hiicreler daha sonra 1500 g x 4°C de 5
dk santrifij edilmislerdir. Hiicreler 2 cm® 1 M HEPES (pH 8.0) ve 2.5 cm3 1 M DTT iceren
100 cm?® 6nceden isitimis YPD’ye aktariimig ve 15 dakika boyunca 28°C’de 170 rpm’de
inkiibe edilmiglerdir Daha sonra hiicrelere 200 cm? soguk distile su eklenmis ve ayni sekilde
santriflij edilmislerdir. Coktirilen pellet 250 cm? steril 1 mM HEPES tamponunda yikanmis
ve tekrar santriflij edilmislerdir. Sonraki asamada, pellet 50 cm? soguk, steril 1 M sorbitol
¢ozeltisinde reslspanse edilmis ve tekrar santriflij edilmislerdir. Son olarak, ¢oktirilen
hiicreler 0.5 cm?® steril soguk 1 M sorbitolde reslispanse edilmis ve 80 ul olarak
eppendorflara dagitiimiglardir. Transformasyona kadar -80°C’de saklanmiglardir.

Kompetent hale getirilen hicreler daha sonra elektroporasyon yodntemiyle transfekte
edilmiglerdir (2000 V, 25 pF ve 200 Q). Transfekte edilen hiicreler, 25 ug cm-= Zeocin igeren
YPD ortaminda 30°C’de 48 st inklibe edilmistir. Her bir varyant icin 8 koloni secilmis ve bu

koloniler promotdr kuvveti agisindan taranmiglardir.

3.2.7. Tek-Kopya P. pastoris Suslarinin Segilmesi

Farkli GAPPro# varyantlarinin dogru bir sekilde ifade seviyelerinin karsilastirilabilmesi icin
Uretilen genin kopya sayisinin bilinmesi ve birbirine esit olmasi gerekir. Bu amacla Kantitatif
PCR (gqPCR) yapilmistir. gPCR igin segilen metot Mutlak Kuantifikasyon’dur. Bu yontemde
kisaca, genomdaki kopya sayisinin 1 oldugu bilinen referans bir genin gqPCR sonucunda
elde edilen kopya miktari kullanilarak, hedef genin genomdaki kopya sayisi
bulunabilmektedir. Bu amagla genomda 1 adet kopya tasididi bilinen ARG4 geni segilmigtir.

Hesaplama igin agsagidaki formal kullaniimistir:

Hedef genin kopya miktar: (eGFF)
Referans genin kopyva miktar: (ARG4)

Hedef genin kopya sayisi (eGFP) =

Bu yontemde hedef genin kopya sayisi, formulde 1-1.4 olarak arasinda ise 1 olarak, 1.5-2
arasinda ise 2 olarak kabul edilmektedir (Abad vd., 2011). gPCR icin kullanilacak olan
primerlerin tasarlanmasi esnasinda, ¢ogaltilan amplikon uzunliugu, GC igerigi, primerin
uzunlugu ve erime sicakhdi gibi parametreler disindimelidir (Arya vd., 2005). Bu
parametreler dusunulerek, uygun primerler PrimerBlast (NCBI) ile tasarlanmigtir (Tablo
3.24.).
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Tablo 3. 24. eGFP’nin kopya sayisinin bulunmasi icin tasarlanan gPCR primerleri

Cogaltilan
_ Erime Sicakhgi )
Primer Dizin (5’-3’) C) Amplikon
Uzunlugu (bp)
egfp-gPCR-lleri  GGACGACGGCAACTACAAGA  59.4 185
egfp-gPCR-Geri  CCTTGATGCCGTTCTTCTGC 59.4 185
ARG4-lleri TCCATTGACTCCCGTTTTGAG  57.9 84
ARGA4-Geri TCCTCCGGTGGCAGTTCTT 58.8 84

gPCR kogullarinin  belirlenmesinde Abad vd. (2011) makalesindeki parametrelerden
yararlaniimistir. On-denemeler sonucunda optimum primer derisimi olarak 200 nM ve
optimum genomik DNA derisimi olarak 8 ng bulunmustur. gPCR igin igletim kosullari Tablo
3.25.te ve tepkime icerigi Tablo 3.26.’da verilmistir. Tum deneylerde ornekler 3 tekrarh
olacak sekilde hazirlanmistir.

Tablo 3. 25. gPCR isletim kosullar

Dongii sayisi Sicaklik Siire
1 dongu 95°C 10 dk
95°C 15 sn
30 dongl
60°C 1 dk
Erime noktasi analizi 50-99°C 5 sn-1°C araliklarla

Tablo 3. 26. gPCR tepkime igerigi

Bilegen Stok Derigimi Final Derigimi
SYBR Green Karigimi 2X 1X

lleri Primer 5 uM 200 nM

Geri Primer 5uM 200 nM

DNA 4 ng/uL 8 ng (Toplam)

Su - 20 pL olacak sekilde

3.3. Gelistirilen Pcap Kiitliphanesinin Taranmasi

Pcar, glikolizde yer alan konstitltif bir promotér olmasi yaninda, farkh karbon kaynaklari
varliginda farkh ekspresyon seviyelerine erigsebilmektedir (Weinhandl vd., 2014, Waterham
vd., 1997). Ozellikle glikoz ve gliserol varliginda erisilen ekspresyon seviyesi artmaktadir.

Dolayisiyla, tasarlanan sentetik Pgap promotdér kutuphanesi farkli karbon kaynaklari
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varliginda denenmesine karar verilmigtir. Bu baglamda, P. pastoris metanoli metabolize
edebilen bir maya hicresi oldugu icin, tasarlanan promotorlerin ekspresyon gucindn
metabol indliklemesine yaniti da arastirilmigtir. Bunun yani sira, glikoliz, hlcrenin gogalmasi
ve Pgap kontroliinde uretilen rekombinant proteinin miktari birbirine bagli oldugundan, farkli
hizlarda hucre gogalmasini saglayacak kisitli miktarda glikoz igeren Uretim ortami da tarama
kosullarina dahil edilmigtir.

3.3.1. Tarama Kosullar

Farkli promotér varyantlari tarafindan Uretilen hicre-igi YFP proteininin  miktarinin
belirlenmesi igin 24-kuyulu petriler kullanimistir. Her bir varyant temsilen rastgele 6-8 klon
secilmistir. Klonlar énce 2 cm?® YP (Tablo 3.27.) ve 25 ug cm Zeocin igeren 6n-kaltir
ortaminda 24-26 st boyunca 25°C’de 280 rpm’de inkiibe ediimiglerdir. On-kiiltirden alinan
hicreler daha sonra belli bir baslangi¢ ODeoo olacak sekilde farkli karbon kaynaklari igceren
Uretim ortamina aktarilmistir. Bu tarama kosullari asir glikoz, asiri gliserol, kisith glikoz ve
metanol indiiklemesidir. Uretim ortaminin igerigi ve tarama kosullar sirasiyla Tablo 3.28. ve
3.29.da verilmigtir. Tablo 3.28.te verilen Uretim ortaminda karbon kaynagi
bulunmamaktadir. Tasarlanan ortama gore karbon kaynagi, final derigsimleri Tablo 3.28.’deki
gibi olacak sekilde eklenmigtir. Kisitl glikoz icin kullanilan 6 mm c¢apindaki glikoz disklerin
glikoz salinim profile Sekil 3.6.’da verilmistir.

Tablo 3. 27. On-kultir ortami kompozisyonu

Bilesen Derisim (g dm3)
Maya 6z0tl 20
Pepton 10

Tablo 3. 28. Uretim ortami kompozisyonu

Bilesen Derigim (g dm)
(NH4)2HPO, 3.15
MgSO4*7H20 0.49

KCI 0.8

CaCl>*2H.0 0.0268

Sitrik asit monohidrat 22

PTM1 1.47 cm?

Biyotin 2cm?
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Tablo 3. 29. Promotér kitliphanesinin tarandigi kosullar

. Karbon Kaynag ve

Uretim Kosulu Basglangi¢ ODsoo
Derigimi

Glikoz 20 g dm glikoz 0.1

Gliserol 20 g dm- gliserol 0.1

Kisitl Glikoz 1 adet 6 mm glikoz diski 4 q

(Kuhner, CH)

t = 0 stte %0.5 metanol
Metanol indiklemesi, t = 16 st'te %1 1.0
metanol indiklemesi

16.0
X 14.0 -
s
T 120 -
.._,_aﬁ /
£ 100
9
9 80
=]
W 6.0
c
® )
c 4.0
& 20 : _ :
(Glucose) = 0.79*t955 [mg/Disc]
0.0 T T T
0 20 40 60 80

t, st

Sekil 3. 6. Kisith glikoz ortami igin kullanilan disklerin salinim profili (Kuhner, CH)

Hucreler, 20 st boyunca 25°C’de 280 rpm’de inkibe edilmisler ve t = 20 st'te kiltlrlerden
ornek alhnmistir. Alinan hdcreler final ODeso 0.4 olacak sekilde 1 M soguk PBS iginde
seyreltilip ve YFP o6lcimiU yapilmistir. YFP 6lgimu igin flow sitometri kullaniimistir. Flow
sitometri icin kullanilan metot Stadlmayr vd. (2010) adapte edilmistir. Yabani tip P. pastoris
CBS7435 hucresinden gelen arka-plan sinyali, hicre populasyonunun geometrik
ortalamasindan c¢ikariimistir. Relatif YFP ekspresyonu, modifiye edilmemis Pgap kontroliinde
uretilen YFP seviyesine gore hesaplanmistir.

3.4. rhGH Uretimi igin Promotor Varyantlarinin Segimi

Farkh Uretim ortamlarinda ekspresyon kuvvetleri taranan promotdr varyantlarindan en fazla
yesil floresan protein (YFP) Uretim kapasitesine sahip olan iki promotdr, Pro9 ve Pro10,
rekombinant insan blyime hormonu (rhGH) Uretim kapasitesinin arastiriimasi igin

secilmigtir.
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3.4.1. pGAPPro#::hGH Plazmidlerinin Olusturulmasi ve E. coli Transformasyonu

3.4.1.1. a-faktér-rhGH DNA Fragmentinin Olusturulmasi

Pro9 veya Pro10 kontrolU altinda Uretilecek olan a-faktér-rhGH DNA fragmenti, trln hicre

disina salgilandiginda dogal N terminus icerecek sekilde tasarlanmistir (Sekil 3.7.).

Kex2 ile sinyal peptidin kesilmesi

rhGH’nin hiicrenin digina dogal
N terminusu ile salgilanmas:

Sekil 3. 7. rhGH’nin Kex2 ile kesilerek hiicre disina gikariimasi

a-faktor-rhGH DNA fragmentinin olusturulmasi icin fluzyon polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

teknigi kullaniimigtir (Sekil 3.8.). Bu amagla kullanilan primerler Tablo 3.30.’da verilmigtir. Bu

yontemde P2 ve P3 primerlerinin 5’ uglarinda diger DNA fragmenti ile Ust Uste gelen kisimlar

bulunmaktadir. Bu sekilde ilk PCR sonucunda elde edilen fragmentler, diger fragmente ait

cakisan dizinler tasiyacak sekilde elde edilmis olur. ikinci PCR vyapilirken, ilk PCR'da elde

edilen fragmentlerin ikisi de tepkime ¢dzeltisine konularak kalip seklinde kullanilir ve P1-P4

primerleri vasitasiyla ¢ogaltilir. Birinci ve ikinci PCR tepkime igerikleri ve isletim kosullari
Tablo 3.31. ve Tablo 3.32.’de verilmistir.

Tablo 3. 30. a-faktér-rhGH DNA fragmentinin olusturulmasinda kullanilan primerler

Primerin
Primerin Dizini (5’-3’) Hedefi
Adi
P1-afactor- _
c CTTCGAAACGGAATTCATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGC okt
aktor
P2-afactor- _
GATAGTGGTATAGTTGGGAAAGCTTCAGCCTCTCTTTTCT
R faktor
P3-hgh-F CGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTTTCCCAACTATACCACTATCTC rhGH
P4-hgh-R ATGGTACCCTAGAAGCCACAGCTGCCC rhGH
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)

4

a-faktor rhGH C

Sekil 3. 8. Fuzyon PCR yontemiyle a-faktér-rhGH fragmentinin olusturulmasi. A: P1-P2 ve
P3-P4 primerleri ile a-faktdor ve rhGH genlerinin ayri ayri ¢ogaltiimasi. B: A kisminda elde
edilen DNA fragmentlerinin ikinci PCR ile birlestirilmesi. C: ikinci PCR sonunda elde edilen

urdin

Tablo 3. 31. a-faktoér ve rhGH genlerinin gogaltiimasi icin kullanilan PCR tepkime igerigi

Bilesen Miktar (uL) (1. PCR) Miktar (uL) 2.PCR

g5 PCR Tamponu (5X) 4 4

dNTP (2 mM) 2 2

Kalip (100-400 ng/uL) 1 0.5 uL a-faktér, 0.5 uL rhGH

g5 Polimeraz (2U/uL) 0.2 0.2

Su 20 ul’ye tamamlayacak sekilde 20 . ubye  tamamlayacak
sekilde

ileri Primer (10 uM) 1 1

Geri Primer (10 uM) 1 1
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Tablo 3. 32. a-faktér ve rhGH genlerinin cogaltilmasi icin kullanilan PCR igletim kosullari

Asama Sicaklik (°C) Sire Doéngi Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 98 1dk 1
Denatiirasyon 98 10 sn

Baglanma 70 30 sn 30

Uzama 72 30 sn

Son uzama 72 2 dk 1

3.4.1.2. pGAPZa::hGH ve pGAPPro#::hGH Plazmidlerinin Olusturulmasi

Farkli Pgap varyantlarini tasiyacak olan pGAPPro#::hGH plazmidlerinin olusturulmasi igin

tasarlanan pGAPZ::egfp ve pGAPPro#::egfp plazmidleri kullaniimistir (Sekil 3.9.). Bu amacla

dncelikle Bsp1191 ve Kpnl enzimleri kullanilarak egfp geninin uzaklastinimistir. ikili kesme

reaksiyonu 37°C’'de 2 st sliresince gergeklestiriimistir ve tepkime bilesimi Tablo 3.33.’te

verilmistir. Reaksiyon isi inaktivasyonuyla 65°C’de 20 dk inktbasyon ile sonlandiriimistir.

Tablo 3. 33. ikili kesme kosullari

Bilesen Miktar (pL)
10X Tango Tamponu 5

Bsp1191 (10 U/uL) 2

Kpnl (10 U/pL) 2

DNA (Plazmid ya da a-faktér-rhGH DNA fragmenti) 10-50 (~2 ug)

Su

50 yL’ye tamamlayacak sekilde

| B2l
P

& £

AOx
y % '7‘ R

o~
%

b¥<

r§ pGAPProf#::egfp £ » §
1 f.

pUC oni /Oﬁ‘

egfp geninin Bsp199I ve Kpnl enzimleri
ile kesilerek ¢ikarilmasi ve yerine hgh

geninin yerlegtirilmesi

Sekil 3. 9. Bsp119I ve Kpnl enzimleri ile kesilerek egfp geninin uzaklastiriimasi ve yerine a-

faktor tasiyan hGH geninin yerlestiriimesi
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a-faktér-rhGH DNA fragmentinin kesildikten sonraki goérintlsi, sadece bir ka¢ baz ifti
kesildigi icin farkh bir sekilde gorintilenememistir. Ancak plazmidlerin tamamen kesildigi, 1
ML érnedin agaroz jel elektroforezde kosturulmasi ile gértntilenmistir. Ayni miktarda plazmid
ve DNA fragmenti kullanildigi icin, kesme isleminin ayni surede tamamlandigi kabul
edilmigtir. Ornekler ikili kesme tepkimesinden sonra Thermo Scientific Jel Elisyon Kiti ile
jelden alinarak saflastiriimistir. Orneklerin derisimi, 10 kat seyreltimis 6rneklerin jel
elektroforez gorintisu kullanilarak tespit edilmis ve daha sonra ligasyon islemi bu derigimler
g6z onune alinarak yapilmigtir. Ligasyon 3:1 molar orani kullanilarak yapilmistir (Tablo
3.34.). Ligasyon reaksiyonu 22°C’de 1 st inklibasyon ile gerceklestiriimis ve 65°C’de 10 dk
bekletilerek sonlandiriimistir.

Tablo 3. 34. Ligasyon reaksiyon icerigi

Bilesen Miktar (pL)

10X Ligaz Tamponu 2

Plazmid 5 (~100 ng)

a-faktor-rhGH DNA fragmenti 5 (~100 ng)

T4 DNA Ligaz 1

Su 20 yL’ye tamamlayacak sekilde

3.4.1.3. pGAPZa::hGH ve pGAPPro#::hGH Plazmidlerinin E. coli’ye Transformasyonu

Elde edilen ligasyon karigimi E. coli TOP10 hucrelerinin transformasyonu igin kullaniimigtir.
Transformasyon CaCl, metodu ile bir ka¢ modifikasyon vyapilarak gergeklestiriimistir
(Sambrook ve Russell, 2001). 200 pL hicre yerine 50 yL kompetent hicre kullaniimig ve
inkibasyon siresi 60 dakikaya uzatimistir. Transformasyondan sonra hiicreler 25 ug cm
Zeocin igeren LB kati ortamina aktariimis ve 37°C’de 18-20 st inkube edilmiglerdir. Secilen
koloniler yeni kati ortama aktarilmis ve plazmidleri Thermo Fisher Scientific Plazmid
izolasyon Kiti kullanilarak izole edilmistir. Her bir olasi pGAPPro#::hGH plazmidi igin 6 koloni
plazmid izolasyonu icin secilmistir. izole edilen plazmidler agaroz jel elektroforezde
goruntilenmisir. a-faktér-rhGH DNA fragmenti, yerine yerlestirilen egfp gen dizininden 168
bp daha uzun oldugu igin, dogru plazmidlerin negative kontrol plazmidi (pGAPPro#::egfp)
plazmidinin arkasinda goruntlenmesi beklenmistir. Dolayisiyla, temel plazmidden daha yavasg
kosan plazmidler dogru transformant olarak kabul edilmis ve 3 tanesi segilerek daha ileri
kontrolleri yapilmigtir. Bu ileri kontroller, izole edilen plazmidin hem yerlestirilen a-faktor-
rhGH DNA fragmentini hem de plazmidi kesen Bglll enzimi ile kesilmesi ile
gerceklestiriimigtir. Kesme kosullari Tablo 3.35.te verilmigtir. Bu plazmidlerin ileri
kontrollerinin sonuclari agaroz jel elektroforez kullanilarak gértntilenmistir. Beklendigi gibi,
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Bglll negative kontrol olan plazmidleri tek bir bolgeden kesitgi icin tek bant elde edilirken,
olasi pozitif pGAPPro#a::hGH plazmidini iki noktadan keserek iki bant gortlmesine sebep
olmustur. Her bir pGAPPro#::hGH plazmidi igin iki adet koloni secilmis ve bu koloniye ait
plazmidler sekanslanarak dogrulanmistir (ODTU Merkez Laboratuvari). Dogru sekansa
sahip olan plazmidleri tasiyan E. coli hicrelerinin gliserol stodu yapilarak daha sonra
deneylerde kullaniimak tzere -80°C’de saklanmistir.

Tablo 3. 35. ileri kontrol igin gergeklestirilen ikili kesme kosullari

Bilesen Miktar (pL)

Tampon O 5

Bglll (10 U/uL) 2

Kontrol edilen plazmidler 5 (~1 ug)

Su 20 yL’ye tamamlayacak sekilde

3.4.2. pGAPZa::hGH ve pGAPPro#::hGH Plazmidlerinin P. pastoris’e

Transformasyonu
3.4.2.1. Plazmidlerin Hazirlanmasi

pGAPPro#::hGH plazmidleri kontrol edildikten sonra, plazmidin P. pastoris genomuna
integrasyonunu kolaylastirmak igin lineer hale getilirmigtir. Lineerizasyon islemi plazmidlerin
uygun restriksiyon enzimi kullanilarak ve ortamdaki DNA miktarina gére 37°C’de 1-2 st
inkibe edilerek gergeklestiriimistir. Lineerizasyon tepkimesinin igerigi Tablo 3.36.da

verilmistir.

Tablo 3. 36. Lineerizasyon tepkime icerigi

Bilesen Miktar (pL)

10X Tampon BamHI 40

Plazmid (pGAPPro#::hGH) ~1 ug

BamHI 2.5

Su 50 pL’ye tamamlayacak sekilde

Lineer hale getiriimis DNA Urund, Thermo Fisher Scientific PCR Saflastirma Kiti ile
saflastinimis; ancak elisyon asamasi elisyon tampon ile degil, steril su kullanilarak
gerceklestirilmigtir.
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3.4.2.2. Pichia pastoris’in Transformasyonu

P. pastoris’in transformasyonu LiCl yontemi ile gerceklestiriimistir (Invitrogen, 2010). Bunun
icin hicreler 6ncelikle 28°C’de 5 cm® YPD ortaminda 170 rpm’de bir gece inkiibe edilmistir.
Buradan elde edilen kiltir, 200 cm?® ortama taze YPD ortamina aktariimistir. Aktarilan

hicrenin miktari asagidaki formile gbére hesaplanmistir.

ODm *Vm 1000

Vinod uL] = ot ODpre

ODm: Ana kulturdeki t stre gegtikten sonraki ODesoo miktari (1.8-3.0 arasi olmali)
Vm: Ana kiltirin hacmi (cm?)

t: inkiibasyon siiresi (15-20 st arasi olmali)

M: 0.32 st (yabani sus icin YPD’de 28°C’deki spesifik cogalma hizi)

ODpre: On-kiiltliriin ODgoo miktari

Yukaridaki formil kullanilarak inokiilasyon miktari hesaplandiktan sonra hiicreler arzu edilen
0.8-1.0 ODsoo’'e kadar gogaltiimiglardir. Cogaltilan hicreler daha sonra 1500 g x 4°C de 10
dk santrif(ij edilmiglerdir. Coktirtlen hiicreler 25 cm?® saf su ile yikandiktan sonra yeniden
santifiij edilerek 1 cm® 100 mM LiCl'de resispanse edilmistir. Maksimum hizda 15 saniye
boyunca c¢oktlrilen hicreler 400 yL 100 mM LiCl'de reslspanse edilmistir. Her bir
transformasyon icin 50 yL kompetent hicre kullaniimistir. Ayrilan 50 uL kompetent hicre
maksimum hizda 15 saniye boyunca ¢oktiruldikten sonra Gzerine 240 pL %50 PEG (3350),
36 yL 1 M LiCl, 25 pL 2 mM tek iplikli salmon sperm DNA ve 50 pyL hacimde olacak sekilde
yaklasik 0.5-1 ug DNA eklenmistir. C6zinine kadar vortekslenen karisim énce 30°C’de 30
dakika boyunca inkilibe edilmis, daha sonra 42°C’de 25 dakika boyunca isi sokuna maruz
birakilmigtir. Bu asamadan sonra 6000-8000 rpm’de 15 saniye boyuca ¢okturulen hicreler, 1
cm?® taze YPD ortaminda resispanse edilerek 3-4 saat boyunca 30°C’de calkalanarak
inkibe edilmigtir. Transforme edilen hicreler, 25 ug cm= Zeocin igeren YPD ortaminda
30°C’de 48-60 st inkibe edilmistir. Her bir varyant icin 6-8 koloni secilmis ve bu koloniler

rhGH Uretim performansi agisindan taranmislardir.
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3.4.3. pGAPZaA::hGH ve pGAPPro#::hGH Tasiyan r-P. pastoris’in rhGH Uretim

Performansinin Arastiriimasi

Pcar, glikolizde yer alan konstitltif bir promotér olmasi yaninda, farkh karbon kaynaklari
varliginda farkli ekspresyon seviyelerine erigebilmektedir (Weinhandl vd., 2014, Waterham
vd., 1997). Ozellikle glikoz varliginda erisilen ekspresyon seviyesi artmaktadir. Dolayisiyla
rhGH Uretim kapasitesinin arastiriimasi icin karbon kaynagi olarak glikoz kullaniimasina
karar verilmistir. Ayrica, standart olarak kullanilan glikoz temelli bir besleme stratejisinde
glikoz genellikle kisith kosullarda beslendigi icin kisith glikoz kogullarinin da tarama surecine
eklenmesi uygun goérulmastar.

3.4.3.1. pGAPZaA::hGH ve pGAPPro#::hGH Tasiyan r-P. pastoris’in rhGH Uretim igin

Uretim Ortami Kosullarinin Belirlenmesi

Segilen promotér varyantlarinin rhGH dretim kapasitesinin arastirilmasi igin iki farkl tretim
ortami denenmistir. Farkl promotér varyantlari tarafindan Uretilen hicre-disi rhGH
proteininin miktarinin belirlenmesi i¢in 24-kuyulu petriler kullanimigtir. Her bir varyant
temsilen rastgele 6-8 klon segilmistir. Klonlar énce 2 cm® YP (Tablo 3.37.) ve 25 yg cm?®
Zeocin igeren on-kultir ortaminda 24-26 st boyunca 25°C’de 280 rpm’de inkiibe edilmislerdir.
On-kiltirden alinan hiicreler daha sonra belli bir baslangic ODeoo’'ll olacak sekilde farkli
dretim ortamlarina aktariimistir. Aktarilan Gretm ortamlarinin bilesenleri Tablo 3.38. ve
3.39.’da verilnistir. Kisith glikoz igin kullanilan 12 mm c¢apindaki glikoz disklerin glikoz salinim
profili Sekil 3.10.da verilmigtir. Uretim kosullari Tablo 3.40.ta g6steriimistir. Uretim
kosullarinin belirlenmesi igin yapilan deneylerde, karsilastirma amaglh, sadece pGAPWT::a-
hGH plazmidini tagiyan r-P. pastoris susu kullaniimistir.

Tablo 3. 37. Rekombinant P. pastoris i¢in 6n-sivi codalma ortami

Bilesen Derigim (g dm3)
Maya 6z0tl 20
Pepton 10
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Tablo 3. 38. Rekombinant P. pastoris biyoreaktor Gretim ortami-1

Bilesen Derisim (g dm)
(NH4)2HPO4 3.15
MgSO4*7H20 0.49

KCI 0.8

CaCl*2H.0 0.0268

Sitrik asit monohidrat 22

PTM1 1.47 cm3

Biyotin 2cm?d

Tablo 3. 39. Rekombinant P. pastoris biyoreaktor Gretim ortami-2

Bilesen Derigim (g dm)
(NHa),HPO, 6.3
MgSO.*7H,0 0.49
(NH2)2SO4 0.8
KCI 2.64
CaCl;*2H,0 0.0535
Sitrik asit monohidrat 22
PTM1 1.47 cm3
Biyotin 2cm?d
NH.OH (%25) 20 cm?®

450

=4

2400 1

& 350

E

= 300

£ 250

E 200

=]

= 150

[=T]

c 100

£ 5pd ;

3 Glikoz = 1.63%t"™ (mg / disk)

0.0 - -
0 20 40 &0 80

Zaman, st
Sekil 3. 10. Kisitli glikoz ortami i¢in kullanilan disklerin salinim profili
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Tablo 3. 40. Secilen promotérlerin rhGH Uretim kapasitesinin tarandigi kosullar

Uretim Kosulu Uretim Ortami  Karbon Kaynag: ve Derisimi Baslangi¢ ODgqo
Glikoz 1 20 g dm glikoz 2
1 adet 12 mm glikoz diski (Kuhner,
Kisith Glikoz 1 CH), guinde iki kez 50 pL glikoz (Stok 7.5
derisimi 200 g dm3) enjeksiyonu
Glikoz 2 20 g dm glikoz 2
1 adet 12 mm glikoz diski (Kuhner,
Kisith Glikoz 2 CH), guinde iki kez 50 pL glikoz (Stok 7.5

derisimi 200 g dm-3) enjeksiyonu

Hucreler, 48 st boyunca 25°C’de 280 rpm’de inkibe edilmisler ve t = 48 st'te kilttrlerden
ornek alinmistir. Alinan htcreler 1500 g’de 5 dakika boyunca santriflije dildikten sonra
supernatantlari rhGH Uretimini hesaplamak icin kullaniimig, pellet ise yas hicre agirlik
Olcimd icin kullanilmistir. Elde edilen siipernatantlarda bulunan rhGH miktari SDS-PAGE ile
belirlenmigtir. rhGH derisimi, Coomasie Brilliant Blue (PageBlue Protein Staining Solution,

ThermoFisher) ile boyanan jellerin ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) ile analizi yapilarak

belirlenmigtir. Relatif rhGH Uretimi, modifiye edilmemis Pgap kontrolinde Uretilen rhGH
seviyesine gore hesaplanmigtir. Klon basina uretilen rhGH miktari, birim hiicre (g dm3)

derisimine boélunerek hesaplanmistir.

3.5. Yari-kesikli Biyoreaktérde hGH Uretimi

Rekombinant hGH (retimi 7 dm® (Sartorius BIOSTAT® C-plus, Germany) hacimli, 1.6 dm?3
minimum calisma kapasiteli, sicaklik, pH, kdpuik, karistirma hizi, besleme hizi ve oksijen
aktarim kosullarinin  kontrol edildigi biyoreaktorlerde gergeklestiriimistir. Biyoreaktor
sisteminde sogutucu, elektrikli isitici, sterilizasyon ve sicakligin sabit tutulmasi amaciyla
kullanilan ceket bulunmaktadir. Biyoreaktorde karistirma alti bigakh bir karistirici, dort baffle
ve havanin homojen karismasini saglayan sparger araciliiyla saglanmistir. Reaktérde
bulunan PID kontrol Unitesi sayesinde hava giris hizi, karigtirma hizi ve surekli besleme hizi
kontrol edilmistir. Sisteme hava kompresér (Larfon Top Silent 1.5, Italy) yardimiyla
beslenmigtir. Oksijen derisimini sabit tutmak i¢in gaz akis hizini, karistirma hizini veya
beslenen saf oksijen miktarini kontrol eden bir kaskat sistemi kullaniimistir. Substrat
cozeltileri steril kosullar altinda peristaltik pompalar araciligiyla sisteme beslenmisgtir.

Yari-kesikli biyoreaktér Uretimi Pgap ve Pro9 suslarinin hGH dretim kapasitelerinin
arastiriimasi igin 2 kademeli olarak tasarlanmistir: i) kesikli faz, ii) yari kesikli faz. ilk fazda,
karbon kaynagi olarak, htcrelerin ODgoo = 80-85 (Cx ~20 g dm=3, tr = 21 st) ulagsmasini
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saglayacak kadar gliserol kullaniimistir. ikinci fazda ise, karbon kaynagi glikoz ile

degistirilmis ve dnceden belirlenmis eksponensiyal besleme hizina gére besleme yapilmistir:

Vo Gy
D:H 0 i;”e#f
Yys Cg

Burada Qo voliimetrik hiz (dm3 / st), pyo 6nceden belirlenmis 6zgll ¢cogalma hizi (st?), Vo
baslangi¢c hacmi (dm3), Cxo (g dm) baslangic¢ hlicre derisimi, Yxs (9/g) substrat tGzerindeki
hiicre verimi, Cg° besleme ¢ozeltisindeki glikoz derigimidir (g dm?). Ikinci fazdaki
parametreler su sekildedir: po= 0.1 st?, Vo= 1.9 dm3, Cxo= 20 g dm3, Yxs= 0.48 g/g, Cs° =
500 g dm3.

Uretim slresince sicaklik 30°C’de, pH 5.0te (%25 amonyum gozeltisi kullanilarak)
tutulmustur. Kesikli fazda, ¢6zinmuUs oksijen derisimi %20’ye ayarlanmis ve N = 600 rpm ve
Qo/V = 1 vvm ile baslayarak giderek artan volimetrik hizlarla kontrol edilmigtir. t = 21 st'ten
sonra, yari-kesikli faza gecilmis ve t = 0 st olarak alinmistir. Yari-kesikli fazda, ¢6zlinmus
oksijen derisimi Gunes ve Calik (2016) makalesinde arastirildigi tzere DO = %15 olarak
tutulmustur. Sisteme beslenen hava, gerektiginde en fazla Qo/V = 2 vvm olacak sekilde
oksijen ile zenginlestiriimistir. Fazla kdpuk %10 anti-kdpuk c¢ozeltisi (Y-30 Solution, Sigma)
eklenerek uzaklastiriimistir.

Gliserol stoktan alinan hicreler -eder gerekiyorsa- 25 pug cm= Zeocin igeren YPD'ye
aktarildiktan sonra 2 gin 30°C’de inkube edilmigtir. Buradan alinan hucreler BMGY (Tablo
3.41.) iceren ortama baslangic ODeoo ~0.2 olacak sekilde aktarilmis ve 30°C’de 200 rpm’de
15-18 st boyunca inklbe edilmistir. Hicreler steril distile suyla iki kez yikandiktan sonra,
coktarllen hucreler (2000 g, 4°C, 2-3 dk) homojen bir fazda biyoreaktoére aktarilabilmesi igin
YP ortamina transfer edilmistir. Burada 6 st boyunca 200 rpm’de 30°C’de inklbe edilmis ve
son asamada biyoreaktdr ortami olan BSM’ye (Tablo 3.42.-43.) baslangic ODesoo = 2 olacak
sekilde aktariimistir.
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Bilesen Derisim (g dm®)
Maya Ozitl 10

Pepton 20

Potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH=6.0) 0.1M

Maya Nitrojen Baz (YNB) (amino asitsiz) 13.4

Amonyum Siilfat 10

Biyotin 4 x 10°

Gliserol 10

Kloramfenikol 0.034

Tablo 3. 42. BSM Kompozisyonu

Bilesen Derisim (g dm)
%85 H3zPO.4 26.7 cm3
CaS04-2H20 1.17
MgSO4-7H20 14.9

KOH 4.13

K2SO4 18.2

Gliserol 40

Kopuk Onleyici (%10) 1

PTM1 4.35 cm?®
Kloramfenikol 0.034

Tablo 3. 43. Eser Tuz Coézeltisi (PTM1) Kompozisyonu

Bilesen Derisim (g dm®)
CuSO04-5H,0 6
Nal 0.08
MnSQO4 -H.0 3
Na:MoO, -2H-0 0.2
HsBO3 0.02
ZnCl, 20
FeSO, - 7H,O 65
CoCl, 0.5
H>SO4 5
Biyotin 0.2
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3.6. Analizler
3.6.1. Hiicre Derigimi

Kuru ve yas hicre derigimleri ODsoo’'de yapilan olgimleri kullanilarak hazirlanan kalibrasyon
egrisi yardimiyla hesaplanmistir. Kuru hire agirligi icin, logaritmik fazda o6rnek alinan
hicreler distile suyla yikanmig, ve agirligi daha énceden tartiimis beherlerde 100°C’de 24 st
inkiibe edilmistir. Yas hicre agirligi iginse, hticreler santriflij edildikten sonra daha énceden

tartiimig falkon tiplerinde tartiimiglardir.

3.6.2. eGFP Uretimi

eGFP dretiminin 6lcimu igin flow sitometre (Gallios™, Beckman Coulter) kullaniimistir
(Stadimayr vd., 2010). Yabani tip P. pastoris CBS7435’ten gelen arkaplan floresan sinyali
tim popllasyonun geometrik ortalamasindan cikariimis ve eGFP ekspresyon seviyesi
modifiye edilmemis Pgap altinda Uretilen eGFP sinyaline gére relative olarak hesaplanmistir.
Her 6lcim igin, toplam 10000 hicre g6z online alinmistir. eGFP o6lgiminde suslar arasi

farkhlik Student’s t-testi ile istatistik olarak hesaplanmistir.

3.6.3. rhGH Uretimi

rhGH derisimi SDS-PAGE ve Coomassie R250 kullanilarak hesaplanmistir. Kullanilan ¢ozelti
derigimleri Tablo 3.44.’te verilmistir. rhGH derisiminin belirlenmesi igin 13 uL slpernatant 5
uL boya ile (4X) kanstiriimis ve indirgeyici madde olarak 2 uL DTT eklenmistir. Daha sonra
ornekler 95°C’de 5 dakika boyunca inklbe edilmis ve buz Ustiinde 5 dakika bekletilmistir.
Ornekler ve protein marker poliakrilamit jele yiiklenerek 200 V'ta yaklagik 40-50 dakika
boyunca kosturulmustur. Jelin fikse etme solisyonunda 1 saat inkibasyonundan sonra,
boyamaya gegilmis ve 1 saat boyunca boyama ¢ozeltisinde inkibe edilmistir. Son olarak, jel,
destain ¢ozeltisi 1’e alinarak arkaplan rengi acgilana kadar inkiibe edilmistir. Goérintileme
yapilacak olan jel, destain ¢Ozeltisi 2'ye alinarak, Uretilen rhGH derigimi ImageJ (Schneider
vd., 2012) ile hesaplanmis ve modifiye edilmemis Pcap promotoru altinda Uretilen rhGH’ye
relatif olarak hesaplanmistir. Mutlak derisimin hesaplanmasi gerektigi durumlarda derigimi
bilinen rhGH c¢o6zeltisi standard olarak kosturulmustur. rhGH dlgimUinde suslar arasi farkllik

Student’s t-testi ile istatistik olarak hesaplanmigtir.
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Tablo 3. 44. Coomassie Boyama Cozeltileri

Fiksasyon Cozeltisi (500 cm?)

%25 glutaraldehid 4 cm3
Etanol 150 cm?3
Sodyum asetat trihidrat 13.61
Distile Su 500 cm®e kadar
Boya Gozeltisi (1 dm?)

Coomassie Blue R250 1

Asetik Asit 50 cm?
Metanol 300 cm?®
Distile Su 650 cm?
Yikama Cozeltisi 1 (1 dm?®)

Metanol 300 cm?
Asetik Asit 50 cm?
Distile Su 650 cm?
Yikama Gozeltisi 2 (1 dm3)

Metanol 50 cm?
Asetik Asit 70 cm3
Distile Su 880 cm?

3.6.4. Organik Asit Derigimi

rhGH Uretiminde Uretim ortamina mikroorganizma tarafindan salgilanan organik asitlerin
derisimlerinin belirlenmesinde ylksek basing sivi kromatografisi (Waters, Alliance 2695,
Organik Asit Analiz Sistemi) kullaniimistir. Organik asit derigimleri, derigimleri bilen standart
organik asit analizleriyle elde edilen standart kromatogramlar yardimi ile hesaplanmistir.
Organik asitlerin analiz kosullari asagidadir (ileri, 2006):

Kolon : Capital Optimal ODS, 5 um
Kolon boyutlari ©4.6 mm x 250 mm

Sistem : Ters faz kromatografi
Hareketli faz akis hizi : 0.8 cm3/dk

Kolon sicakligi : 30°C
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Dedektor, dalga boyu ve duyarlilik  : Waters 2487 Dual absorbans dedektér, 254 nm

Enjeksiyon hacmi 25l
Analiz suresi : 15 dk
Hareketli faz bilegimi : % 3.6 (NH4)2HPO, (a/h), % 96.4 Deiyonize su

3.6.5. Proteaz Aktivitesi

Asidik proteaz akitivitesi igin biyoreaktdr érneklerinden alinan sipernatantlar kullaniimistir.
300 uL 6rnek 700 uL %0.5 kazein iceren 0.05 M sodium asetat tamponu ile seyreltildikten
sonra 30°C’de 20 dakika inklbe edilmistir. Reaksiyon 2 cm® %10 trikloroasetik asit
¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandiriimis ve ornekler 20 dakika boyunca buzda bekletilmigtir.
10500 g’de 10 dakika boyunca 4°C’de santiflj edilen hlcreler, oda sicakliginda 5 dakika
inkibe edildikten sonra, 275 nm’de absorbanslari okunmustur. 1 U proteaz aktivitesi asagida
formule gére hesaplanmigtir (Calik, 1998):

Aproteas (Ufm]g) = Absorbans x 15.625 x Sevreltme faktori

3.6.6. Hiicre-i¢ci Tepkime Hizlarinin Hesaplanmasi

Karbon bilegiklerinin P. pastoris’te biyokimyasal yolizi Uzerindeki akigini tanimlamak igin hicre-
ici tepkimeler ve biyokimyasi arastiriimig; metabolik yolizlerinin kesisme ve dallanma
noktalarindaki bilesikler dikkate alinarak (Calik vd, 1999; Calik ve Ozdamar, 1999) biyokimyasal
tepkime sistemi belirlenmistir (Calik vd., 2011). Toplam 102 metabolit iceren 147 reaksiyondan
olusan tepkime agi EK-2'de verilmistir. Hiicre-i¢i reaksiyon akilari, her bir metabolit icin yazilan
stokiyometri temelli 102 adet kitle korunum denkleminin GAMS 2.25 (General Algebraic
Modelling System, GAMS Development Corp, Washington DC) optimizasyon programiyla
¢bzulmesi sonucu bulunmustur. C6zim igin hicre-igi rhGH akisi minimize edilmigtir.

Tepkime agindaki metabolik bilegigin birikim hizi, bilesigi Ureten tim tepkimeler ile bilesigi
tuketen tepkimelerin cebirsel toplamina esitlenerek metabolik yolizindeki bilesik sayisina (m =
105) esit sayida katle korunum temelli stokiyometrik denklemlerden olusan matematik model
kurulmustur. Bu sekilde kurulan denklem sistemi matris notasyonu ile;

A*r(t) = c(t) (3.1)
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Vektor diferansiyel denklemiyle tanimlanir. Burada; A, metabolik tepkime sisteminin mxn
stokiyometrik katsayilar matrisi; r(t), nx1 tepkime hiz (aki) vektért; ve c(t) ise metabolik

bilesikler icin mx1 birikim hiz vektérudir.
c(t) = ca(t) + co(t) 3.2

ci(t) ve co(t) sirasiyla hicre-disi ve hicre-ici metabolit birikim vektérleridir. Hulcre-disi
metabolitlerin birikim ve tiketim hizi, kalma sulresi ile derisim degisimi egrilerinden iki derisim
arasindaki egimden bulunmustur. MYM analizinin yapildidi evrede, hicre icinde yaklagik
yatigkin kosul varsayimi yapilmis ve bdylece c»(t)=0 oldugundan, denklem-3.2 denklem-3.3'e

indirgenmistir:

c(t) =ca(t) (3.3)
Lineer bir optimizasyon programiyla, amag fonsiyonu Z;

Z=af (3.4)
i-bilegigi icin a; stokiyometrik katsayilar ile ri hizlarinin ¢arpiminin lineer toplami olarak
tanimlanan denklem-3.4, hicre iginde rhGH Uretim hizi (R146) ile rhGH'nin hicre disina

aktarim hizinin (dCrnen/dt/Cx) farki olarak tanimlanan Z fonksiyonu minimize edilerek denklem

sistemi ¢ozulmustdr.
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4. BULGULAR
4.1. pGAPZaA::hGH Plazmidinin pPICZa-A ve PGAPZaA Kullanilarak Gelistirilmesi

pPpGAPZaA (Invitrogen) ve pPICZaA::hGH (Calik vd., 2008), caligmanin bu kisminda
kullanilan iki ana plazmiddir ve Sekil 4.1. ve 4.2.de gosterilmistir. pPICZaA::hGH
plazmidinde bulunan hGH’nin her iki ucunda plazmide klonlamak igin gerekli olan
restriksiyon enzim kesme bdlgeleri ve Uretim sonrasi rhGH'yi orijinal N-ucu ile saflastirmak
icin gerekli olan dizinler bulunmaktadir. N-terminus’ta bulunan His-tag protein
saflastiriimasini kolaylastirmakta ve Faktér Xa ile kesildikten sonra proteinin orijinal N-ucu ile
hGH elde edilmesini saglamaktadir. pGAPZaA’nin 3147 bp buyudklugundedir. hGH geni
pPICZaA::hGH'den (Calik vd., 2008), EcoRI ve Xbal restriksiyon enizmleri ile kesilerek,
saflastirildiktan sonra pGAPZaA’ya klonlanmistir.

— Bspl19I

—®
i toctor ST Ty e
885228853 ST |

AO,\/, 7}
N\

o

0

-

PGAPZoA £

Sekil 4. 1. pGAPZaA’nin sematik gésterimi. Enzim kesme boélgeleri de sekilde gorilmektedir
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Sekil 4. 2. pPICZoA::hGH’nin sahip oldugu His-tag ve Faktér Xa kesme bolgeleri ile birlikte

sematik gésterimi
4.1.1. pGAPZaA ve pPICZaA::hGH Plazmidlerinin izolasyonu

-80°C’de saklanan pGAPZaA ve pPICZaA::hGH plazmidlerini tasiyan E. coli DH5a suslari
ayri ayri segici antibiyotik olarak ZeocinTM igeren LSLB kati ortamina aktarildiktan sonra
¢ogalan hicreler daha sonra LB sivi ortamina aktarilmis ve 37°C’de 12 - 16 st inklbe
edilmistir. Plazmid izolasyonu alkali lizis yontemiyle yapilmistir (Sekil 4.3.). Plazmidler,
sonuglari dogrulamak adina, EcoRl enzimi ile kesilmigstir. Kesme iglemi 37°C’de
gerceklestiriimistir ve 65°C’de 20 dk 1sI inaktivasyonu yapilarak reaksiyon sonlandiriimistir.

Kesme igleminin sonuclari Sekil 4.4.'te gorulmektedir.
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Baz cifti M 1 23 45 6M

4361 bp

2322bp
2027 bp

Sekil 4. 3. pGAPZoA'ya ait 2, pPICZaA::hGH'ye ait 4 farkli koloniden izole edilen
plazmidlerin jel elektroforez goéruntiustd. M: DNA marker ADNA/Hindlll, 1. ve 2. kuyu:
pGAPZaA plazmidleri, 3., 4., 5., 6., kuyu: pPICZaA::hGH plazmidleri

Baz gifti M 1

(5]

Wy
-
(&

M

4361bp 4361 bp

2322 bp
2027 bp

I

Sekil 4. 4. EcoRl ile kesildikten sonra elde edilen pGAPZoA and pPICZaA::hGH plazmidlerin
jel elektroforez gorintiusu. M: DNA marker ADNA/Hindlll, 1. ve 2. kuyu: Lineer pGAPZaA
plazmidleri, 3., 4., 5. kuyu: lineer pPICZaA::hGH plazmidleri

4.1.2. pGAPZaA ve pPICZaA::hGH Plazmidlerinin Cift Kesilmesi

Bir sonraki asama, pGAPZaA ve pPICZaA::hGH plazmidlerinin EcoRI ve Xbal enzimleriyle
cift kesilmesi ile hGH ve kullanilacak olan pGAPZoA plazmidinin hazir hale getiriimesidir.
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Kesme iglemi 37°C’de gerceklestiriimis ve 65°C’de 20 dk 1si inaktivasyonu yapilarak
reaksiyon sonlandiriimistir. Cift kesme sonucu elde edilen plazmidlere ait jel elektroforez
gérantisu Sekil 4.5.’te gosterilmistir. Sekil 4.6.’da daire igine alinarak gdsterilen bantlar

jelden alinmig, saflastiriimis ve jel elektroforezde goértntilenmistir.

Baz ¢ift

4361 bp

2322 bp
2027 bp

700 bp
600 bp

Sekil 4. 5. Cift kesilen pGAPZoA ve pPICZaA::hGH plazmidlerinin jel elektroforez gérintisa.
M: DNA marker ADNA/Hindlll ve 50-bp DNA marker, 1. ve 2. kuyu: Cift kesilen pGAPZaA,
3., 4., 5. kuyu: Cift kesilen pPICZoA::hGH.

Baz ¢ift

Sekil 4. 6. Cift kesilen ve saflastirlan pGAPZaA and pPICZaA::hGH plazmidleri. M: DNA
marker ADNA/Hindlll ve 50-bp DNA marker, 1. kuyu: saf, ¢ift kesilmis pGAPZaA, 2. ve 3.
kuyu: cift kesilmis pPICZaA::hGH plazmidinden elde edilen saflastiriimis hGH.
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4.1.3. Cift Kesilen pGAPZaA ve pPICZaA::hGH’den Elde Edilen hGH’nin Ligasyonu

EcoRI ve Xbal ile ¢ift kesilen ve birbiriyle uyumlu uglara sahip olan DNA’lar, T4 DNA ligaz
enzimi kullanilarak Uretici firma Thermo Scientific tarafindan belirtilen protokole goére
ligasyon tepkimesine sokulmustur. Ligasyon reaksiyonu igin kullanilan molar oran 3:1-5:1
(hGH/cift kesilmis pGAPZaA) arasinda degistirilmistir. Ligasyon karisimi, 16°C’de 14 st
boyunca inkube edilmistir ve 65°C’de 10 dk isI inaktivasyonuyla reaksiyon sonlandiriimigtir.
Ligasyon sonucu elde edilen Urlin olan pGAPZaA::hGH’nin 3696 bp olup, jel elektroforezde
pPICZaA::hGH (4142 bp) ve pGAPZaA (3147 bp) arasinda gérintilenmesi beklenmektedir.

41.4. E. coli DH5a Hicrelerinin pGAPZaA::hGH ile Transformasyonu ve Baz

Plazmidin Olusturulmasi

Ligasyondan sonra elde edilen pGAPZoA::hGH, E. coli DH5a hucreleri kullanilarak
transformasyonda kullaniimistir (Sambrook and Russell, 2001). 37°C'de 16 - 24 st sonra
gériilen kolonilerden 6 tanesi segilmis ve plazmid izolasyonu yapiimistir. izole edilen
plazmidlerin blyUklugu jel elektroforezde kontrol edilmistir (Sekil 4.7.).

(3]

3 45 6 78 M

Baz ¢ifti M 1

4361 bp
2322 bp 3000 bp
2027 bp 2000 bp
1000 bp
500 bp

Sekil 4. 7. izole edilen pGAPZoA::hGH'lerin jel elektroforez gériintiisi. M: DNA marker
ADNA/Hindlll ve DNA marker 100-bp, 1. kuyu: pPICZaA::hGH, 2., 3., 4., 5., 6., 7. kuyular:
Secilen kolonilerden izole edilen pGAPZa::hGH plazmidleri, 8. kuyu: pGAPZaA

Sekil 4.7.’de de goruldugl uzere 5 tane olasi pozitif transformant elde edilmigtir. Bu 5
transformanttan elde edilen plazmidler, EcoRI ve Xbal ile ¢ift kesilmis ve ileri kontrolleri de
yapilmistir (Sekil 4.8.). Sekil 4.8.'de kesilen hGH de gérilmektedir.
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Daha ileri dizeyde kontrol igin, segilen 2 koloniye ait plazmidler GAP-ileri ve AOX-geri
primerleri (Invitrogen) kullanilarak PCR’de kalip olarak kullanilmiglardir. Uretici tarafindan
belirtildigi Uzere, pGAPZaA dizinininde, bu iki primer arasinda kalan DNA dizini 540 bp
uzunlugundadir. hGH’nin plazmide aktarilmasiyla birlikte bu kisim yaklasik 1080 bp olmaldir.
PCR sonuclarinin jel elektroforez gorintistd Sekil 4.9.da verilmigtir. PCR yapilirken,
optimum kosullarin bulunabilmesi icin 2 farkli MgCl, (1.5 mM — 2 mM) derisimi denenmistir.
Secilen bu iki koloniye ait plazmidler sekans analiziyle de kontrol edilmis; hGH geninin dogru

olarak klonlandigi ispatlanmistir.

Baz ¢ift M 1 2 3 4 5 6 M

4361 bp
2322bp

Sekil 4. 8. EcoRI ve Xbal ile ¢ift kesilmis plazmidlerin jel elektroforez gortntisti. M: DNA
marker ADNA/Hindlll ve DNA marker 100-bp, 1. kuyu: EcoRI ve Xbal ile ¢ift kesilmis
pPICZaA::hGH; 2., 3., 4., 5., 6. kuyu: Olasi pozitif transformantlardan elde edilen, EcoRI ve
Xbal ile ¢ift kesilmis pGAPZa::hGH plazmidleri
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Baz ¢ifti

3000 bp

1000 bp
500 bp

Sekil 4. 9. Secilen transformantlara ait plazmidlerin PCR sonucunun jel elektroforez
go6rantistu. M: DNA marker 100-bp ve DNA marker 50-bp, 1., 2., 3., 4. kuyu: Secilen
pGAPZaA::hGH plazmidlerinin kalip olarak kullanildigi PCR drunleri (her koloni igin 1.5 ve 2
mM tuz derisimi denenmigtir); 5. ve 6. kuyu: pozitif kontrol olarak kullanilan pGAPZaA
plazmidi (sirasiyla 1.5 mM ve 2 mM MgCl, derigimi)

4.1.5. Pichia pastoris X-33’Uin pGAPZaA::hGH ile Transformasyonu

P. pastoris X-33 hicreleri, Nsil (Mph1103l) restriksiyon enzimi ile lineerize edilmis ve
pGAPZaA::hGH plazmidi kullanilarak transforme edilmigtir. Nsil enziminin plazmidde
bulundugu nokta Sekil 4.10.da goérilebilir. Uretici firma tarafindan belirtildigi Gzere,
transformasyon kesilmemis plazmidle de gergeklesebilir, ancak bu durumda plazmidin
genome entegre olma olasiigi daha dusuktir (Invitrogen, 2010). Dolayisiyla,
pGAPZaA::hGH plazmidi lineer hale getirilip kullaniimistir. pGAPZaA::hGH plazmidi, bu
plazmidi tasiyan ve daha 6nce raporda belirtildigi sekilde geligtirilen E. coli hicrelerinden
izole edilerek elde edilmistir. Lineerizasyon tepkimesi 37°C’de 5 st inklibasyondan sonra
65°C'de 25 dakika inkube ederek 1s1 inaktivasyonuyla durdurulmustur. Tepkime sona
erdikten sonra, karisim Thermoscientific PCR Saflastirma Kiti ile kullanilarak saflastirilmigstir.
Bu islemde, son asamada pGAPZaA::hGH plazmidi, elisyon tamponu kullanilarak degil,
steril saf su icinde ¢ozllmustir. Lineerizasyon, jel elektroforezde kullanilarak kontrol
edilmigtir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4. 10. pGAPZaA::hGH plazmidi ve transformasyon igin kullanilan Nsil enzimi kesme

bolgesi

Lityum asetat yontemi Pichia transformasyonu igin uygun olmadidi i¢in (Invitrogen, 2010),
lityum klorid metodu transformasyon igin secilmistir. Transformasyon sonuglari, 60 st sonra
kontrol edilmis ve 18 koloni secilmistir. Secilen koloniler ZeocinTM iceren YPD kati ortamina
aktariimis ve 24 st boyunca 30°C’de inkibe edilmislerdir. Alti adet muhtemel pozitif koloni
secilmis, genomik DNA’lar izole edilip (Burke vd., 2000) pGAPZaA::hGH plazmidi tasiyip
tasimadiklari AOX-geri ve GAP-ileri primerleri kullanilarak kosullari ve bilesenleri PCR ile
kontrol edilmigtir. izole edilen genomik DNA’larin gorintiisi Sekil 4.12.’de gosterilmistir.
Gergeklestirilen PCR deneyinin sonucunun goérintisi Sekil 4.13.’te verilmistir. Kontrol edilen
kolonilerin stoklari sonraki deneylerde kullaniimak Uzere hazirlanmistir.
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Baz ¢ifti M 1 2 M

5000 bp
4361 bp
2322 bp Lineer pGAPZaA::hGH
2027 bp

Sekil 4. 11. pGAPZaA::hGH plazmidinin Nsil enzimi ile kesildikten sonraki jel elektroforez
go6rintistu. M: DNA marker ADNA/Hindlll ve DNA marker GeneRuler Express, 1. kuyu:
sirkiiler pGAPZaA::hGH, 2. kuyu: saflastiriimis, lineerize edilmis pGAPZaA::hGH

Baz ifti M 1 2 3 4 5 6

Sekil 4. 12. pGAPZaA::hGH tasiyan olasi P. pastoris transformantlardan izole edilen
genomik DNA’larin jel elektroforez gérintist. M: A-DNA Hind Ill marker. 1., 2., 3., 4., 5., 6.
kuyu: izole edilen genomik DNA’lar
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Baz gifti M 1

1500 bp

1000 bp
750 bp

Sekil 4. 13. pGAPZaA::hGH tasiyan kolonilerden izole edilen genomik DNA'larin GAP-ileri
ve AOX-geri primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucunun jel elektroforez gorintusi. M:
DNA marker GeneRuler express, 1., 2., 3., 4., 5., 6. kuyu: izole edilen ve kalip olarak
kullanilan genomik DNA’larin PCR sonucu. Beklenen DNA boyutu 1080 bp’dir.

4.2. Pgap Kiitiiphanesinin Olusturulmasi
4.2.1. Pgap Dizininin Analizi

Kontrol edilebilen ve guglu bir promotorin ulasabildigi ekspresyon seviyesi transkripsiyon
faktorlerinin, RNA polimerazin ve diger bilesenlerin baglanabilecedi spesifik DNA-baglanma
boélgeleri tasimasiyla dogrudan ilintilidir (Vogl and Glieder 2013). Dolayisiyla, promotor
muhendisligi yardimiyla, farkl regulasyon Ozelliklerine sahip bir promotoér kutuphanesi
olusturularak ayni konak hlcrede daha yuksek ekspresyon seviyelerine ulasabilmek
mdmkindir (Qin vd., 2011a; Qin vd., 2011b); bdylece farkh sentetik promotoérier
tasarlanabilir. Baska bir deyisle, Pcar'in regulasyonunda etkili olan transkripsiyon
faktorlerinin (TF) arastirimasi gibi promotdér muhendisligi yontemleriyle, daha yuksek
ekspresyon seviyelerine ulasabilme potansiyeli vardir denebilir. Bu baglamda, Pcar ile
ulasilan ekspresyon seviyelerini artirmak amaciyla, Pcap Uzerinde bulunan putatif TF
baglanma bodlgeleri Matinspector (Cartharius vd., 2005) programi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu yazilim, veritabanlarinda bulunan TF baglanma bdlgelerini tarayarak, analiz
edilen dizin Uzerinde bulunan putatif TF baglanma bdlgelerini eslesme skorlariyla birlikte bir
liste olarak sunmaktadir. Pgap dizini, pGAPZa-A (Invitrogen) ticari vektdriinin haritasindan
yararlanilarak bulunmustur (Sekil 4.14.).
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REATCITTIT TETRGRRATE TCTIZETICIC CTICETCCRARAT CREETAGOCR 50
TCTCTERRAT ATCTHEECTCC GTTECRERCTC CCRRCGRCOCT CGLTEGCARCE 100
TRRRATTCTC COGCSTRARRR CTTARATCETE GAGTAATGGA ACCAGSRRRCGE 150
TCTCTTCCCT TCTICTICICCT TCCRCCGOCC GITACCETCC CTAGGRARTT 200
TTACTCTGCT FERCGRCGCTTC TTCTACGECC COCITGCRECAR ATECTCTITC 250
CCRGCRTTAC CTTGCCEEGETA ARRCCEERGET CETIGTACCCCEA CCTRCECREC 300

CCRGEEATGEE RRRARETCCOG
CATGTCRTGER
RCCTTTCCCR ARTTTIGETIT
LATTTETCCCT ATTTCRATCR ATTGRACRRC

GCOGTCECTICE

TiT

GCRARTRRTREC
GATTATTGER RRLCCRCCRGR ATCGRATATAR RRCEGCGERAC
CTCCTGERCCC RREREACTTTAR ATTTRRTITT

GEECEERCE 3

Sekil 4. 14. Pgap vektorinin haritasi ve Pgap dizini

Matinspector tarafindan bulunan ve eslesme puani 0.8'den yilksek olan 41 putatif TF

baglanma bdlgeleri fonksiyonlarina gore siniflandinimistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4. 1. MatInspector tarafindan bulunan putative transkripsiyon faktorleri

TF’nin Fonksiyonu

Bulunan TF’ler

Karbon kullanimi ile ilgili olan glikolitik genler,
oksijen tuketimi ile ilgili olarak glikoz ile

baskilanan ya da aktive olan genler

Hap2/3/4/5p kompleksi,
Miglp, Mig2p

CSRE'’ler, Pip2p,

Stres yanit

Is1 soku transkripsiyon faktorleri

Genel TF'ler

Raplp, Ssn6p, Tuplp, Rifxlp, rDNA

baglayici proteini, Reb1p, Fhl1p

Amino asit metabolizmasi

Leu3p, Put3, Chadp

Gelisim ve ¢ogalma ile ilgili yolizleri

Teal, Mcmlp

Pcar, glikoliz ve glukoneogenezis yolizlerinde bulunan GAPDH enzimini kodladigindan ve

ekspresyon seviyesi kullanilan karbon kaynagina bagli oldugundan, Pgcap varyantlarinin
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tasarimi yapilirken glikolitik genlerin regllasyonunda ya da genel olarak represér ya da
aktivatér gorevi olan TF’ler, dikkate alinmistir. Bunlara ek olarak, diger gliolitik genlerin
promotorleri de incelenmigtir. Bu genler, glikoz-6-fosfat izomeraz, fosfofruktokinaz, fruktoz
1,6-bifosfat aldolaz, fruktoz-1,6-bifosfataz, trioz-fosfat izomeraz, 3-fosfogliserat kinaz,
fosfogliseratmutaz, enolaz, piruvat kinazdir. Bulunan TF’lerin ait olduklari ailelere gore
glikoliz genlerinin promotorlerindeki varliklari Tablo 4.2.’de gdsterilmistir. Tim bunlar disinda,
Pcap tasarimi yapilirken TF’ler sayilarina ve egslesme skorlarina gore secilmis ve tasarim bu
sekilde yapilmistir. Bunlardan represor etkisi olan putatif TF baglanma bdlgeleri silinirken,
aktivatdr etkisi olan putatif TF baglanma bolgeleri dizindeki dogal pozisyonlarinda

tekrarlanmistir.

Tablo 4. 2. Glikolitik genlerin TF baglanma bdlgeleri acisindan analizi

Bulunduklari

. Matriks .
Promotor o Aciklama Ornek TFs
Ailesi
Sayisi
7 (= %70) YMCM Maya hticre déngusu ve metabolik regulator Mcm1p
8 (=%80) RFXP Regulator faktér X proteini Rfx1p
° TEAF TEA/ATTS DNA baglanma faktorleri Teclp
HOMD Homeo bdlgesi iceren transkripsiyonel regulatdrler  Pho2p, Yox1p
YMIG Maya GC-Box Protenleri Miglp(Migl-2p),
9 (%90) Yy _9 p( 9 p)
Mig2p (Mig1-1p)
YSTR Maya stress yanit proteinleri Msn2p
BZIP Fungal bazik 16sin fermuar ailesi Yaplp, Haclp
CSRE Karbon kaynagi yanit elementleri Sip4p, Cat8p
ICGG Ters gevrilmis CGG Uglu bolgeler Teal
10 (%100) ¢ . ¥ ¢ . X P
MGCM Monomerik Gal4-sinifi motifler Rgtlp, Yrrlp
YGAL Maya GAL4 faktéri Galdp (Attlp)
YORE Maya oleat yanit elementleri Oaflp

Bu baglamda, tasarlanan promotorler ve dizinleri agsagida verilmistir. Varyantlar ile ilgili 6zet
bilgi Tablo 4.3.’te mevcuttur.
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Tablo 4. 3. Tasarlanan promotdr varyantlari Silinen TF baglanma bdlgeleri italik olarak

gosterilmistir. Tekrarlanan TF baglanma bdlgeleri kalin italik olarak gosterilmistir.

Varyant OlasiI TF Bulundugu Bolge (bp)

Prol MIG1 (MIG1-2) -383 to -366

Pro5 MIGLMIG2 -383 t0 -347
(MIG1-2/MIG1-1)

Pro6 MIG2 (MIG1-1) -365 to -347

Pro2 RGT1 -383 to -366

Pro3 CSRE -142 to -128

Pro7 CSRE (SIP4) -358 to -344

Pro8 CSRE -222to -208

Pro4 RAP1 -469 to -448

Pro9 GAL4 -215/-189

Prol10 RFX1 -418 /-384 ve -123 / -106

4.2.2. Temel Plazmidin Olusurulmasi

Farkh Pcap varyantlarini tasiyacak olan pGAPPro#:.egfp plazmidlerinin olusturulmasi igin
oncelikle temel plasmid olan pPICZa-A::egfp igin tasarim yapiimistir. Bu amacla, pEGFP-N2

vektoru kalip olarak kullanilarak, egfp geni gogaltiimistir. Yapilan PCR sonucunda 720 bp’lik
bir DNA bandi gérulmesi beklenmistir (Sekil 4.15.).

M1 1 2 3 M2

3000 bp

2000 bp

1500 bp

1200 bp

1031 bp
900 bp
800 bp

1000 bp
900 bp

700 bp
600 bp

500 bp

Sekil 4. 15. Farkli tuz derisimlerinin denendigi egfp amplifikasyonu i¢in yapilan PCR. M1-M2:
Marker, 1: 2mM MgCl,, 3: 3 mM MgCls, 4: 4mM MgCl.
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Farkli tuz derigsimleri denendikten sonra, en uygun tuz derigiminin 3 mM oldugu saptanmigtir.
Bu asamadan sonra, cogaltilan egfp gen dizini pPICZa-A plazmidine uygun restriksiyon
enzimleri kullanilarak klonlanmistir. Bu amagla, ¢ogaltilan egfp geni, ThermoScientific PCR
Saflastirma Kiti kullanilarak saflastirildiktan sonra, EcoRI and Kpnl ile kesilmistir ve pPICZa-
A plazmidi ile ligasyon tepkimesine sokulmustur. Ligasyon tepkimesi 22°C’de 1 saat inkibe
edilerek gercgeklestiriimis ve 65°C’de 10 dk tutularak sonlandiriimistir.

Ligasyondan sonra elde edilen pPICZaA::egfp, E. coli TOP10 hicreleri kullanilarak
transformasyonda kullaniimistir (Sambrook and Russell, 2001). 37°C’'de 16-24 st sonra

gériilen kolonilerden 4 tanesi segilmis ve plazmid izolasyonu yapilmistir. izole edilen

plazmidlerin buyutklugu jel elektroforezde kontrol edilmistir (Sekil 4.16.).

M 1 2 3 -+ 5

23130 bp

9416 bp

6557 bp

4361 bp

Sekil 4. 16. Transformasyon sonrasi izole edilen plazmidler. M: Marker, 1: Bos pPICZa-A
(3593 bp), 2-5: izole edilen olasi pPICZa-A::egfp (4286 bp)

Secilen plazmidlerden bir tanesi (Sekil 4.16.-Kuyu 3) tekli ve gift kesilerek, ve kalip olarak
kullanilarak PCR ile kontrol edilmistir (Sekil 4.17.). Daha sonra, dizin analizi ile egfp dizini

daha ileri duzeyde kontrol edilmistir.

4.2.3. Bazal Plazmidin Olusturulmasi

Bazal plazmid, tasarlanan Pgap varyantlarinin ifade seviyelerinin karsilastirilacagr plazmid
olarak tasarlanmistir. Bu plazmid tasarlanirken, eGFP hicre-igi degil hicre-digi Uretilecek
sekilde tasarlanmistir. Bu sekilde protein salgilama prosesinin karmasikliginin ortadan
kaldirimasi amaclanmigtir ve sadece promotdériin protein Uretimi Uzerindeki tekil etkisi
goérilmeye calisiimistir. Bu amacla, pPICZa-A::egfp ve pGAPZa-A plazmidleri Bglll and

EcoRI enzimleriyle kesilerek, Paoxi promotor bolgesi Pcapwr ile ligasyon tepkimesine
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sokularak degistirilmistir. Ligasyon sonucu elde edilen trin E. coli TOP10 hucrelerine
transforme edilmistir. Transformasyon sonucu elde edilen hiicrelerden secilen plazmidlerden
2 tanesi tekli ve ¢ift kesme ve bu plazmidlerin kalip olarak kullaniimasiyla PCR ile kontrol
edilmistir (Sekil 4.18.). Cikartilan Paoxi dizini Peapwr'den daha blyuk oldugu igin, dogru
Pearwt::€gfp plazmidlerinin, pPICZa-A::egfp plazmidinin dninde olmasi beklenmektedir.

Ml 1 2 3 4 M2 5 6 7
4361 bp

3000 bp
2322 bp

2027 bp

€ ¢

2000 bp

1500 bp

1200 bp

1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

~.
~-
e
.
-
- W -
-

564 bp

Sekil 4. 17. Secilen koloniye ait plazmidin agaroz jel elektroforez goéruntusu. M1: Lambda
DNA/HindIll Marker, 1: EcoRl ile kesilmis pPICZa-A (3593 bp), 2: EcoRl ile kesilmis pPICZa-
A:egfp (4286 bp), 3: EcoRI/Kpnl ile kesilmis pPICZa-A, 4: EcoRI/Kpnl ile kesilmis pPICZa-
A:egfp, M2: 100 bp DNA Ladder 5: eGFP igin pozitif kontrol (720 bp), 6: EGFP-ileri ve
EGFP-Geri primerleri kullanilarak pPICZa-A::egfp’nin kalip olarak kullanildigi PCR urana
(720 bp), 7: AOX-ileri ve AOX-Geri primerleri kullanilarak pPICZa-A::egfp’'nin kalip olarak
kullanildigi PCR artint (1308 bp)
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M1 1 2 3 4

wn
(=}

|
[}

M2
4361 bp

3000 bp

2000 bp

1500 bp

1200 bp
1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp

564 bp

400 bp

Sekil 4. 18. Secilen kolonilere ait plazmidlerin agaroz jel elektroforez goéruntusu. M1:
Lambda DNA/HindIll Marker, 1: EcoRI ile kesilmis pPICZa-A::egfp (4286 bp), 2-3: EcoRl ile
kesilmis pGAPWT-A::egfp (3571 bp) plazmidleri, 3: Bglll/EcoRlI ile kesilmis pPICZa-A::egfp,
5-6: Bglll/EcoRl ile kesilmis pGAPWT-A::egfp, 7-8: GAPPro-ileri ve GAPPro-Geri primerleri
kullanilarak pGAPWT-A::egfpnin kalip olarak kullanildigi PCR Grini (1308 bp), M2: 100 bp
DNA Ladder

4.2.4. Pcap Varyantlarini Tasiyan pGAPPro#::egfp Plazmidlerinin Olusturulmasi ve E.

coli Transformasyonu
4.2.4.1. Pgap Varyantlarinin Gogaltiimasi

Pcap varyantlari Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) ile ¢ogaltiimiglardir. Bu amagla, uygun
restriksiyon enzimleri secilerek primerler tasarlanmistir ve bu sekilde c¢odaltilan Pgcap
varyantinin daha o6nce tasarlanan pPICZa-a::egfp plazmidinde bulunan Paox: ile
degistiriimesi saglanmigtir (Sekil 4.19.). Peap varyantlarinda, 5’ ve 3° uglar degistiriimedigi
icin her bir varyant ayni primerlerle gcogaltiimistir.

GAPPro# varyantlarinin en yuksek verimde cogaltilabilmesi amaciyla en uygun tuz
derigiminin belirlenmesi igin 2 mM, 3mM ve 4 mM derisimleri denenmistir. Tim GAPPro#
varyantlarini temsilen, sadece GAPPro1 varyanti kalip DNA olarak kullaniimistir. PCR
sonras! elde edilen d6rnekler, agaroz jel elektroforezde goruntilenmis ve en uygun tuz
derisimi olan 4 mM MgSO. derisimi segcilmistir (Sekil 4.20.). Tum varyantlarin PCR
sonucunda beklenen boyutlari Tablo 4.4.’de verilmigtir. Elde edilen PCR Urtnleri Thermo
Fisher Scientific PCR Saflastirma Kiti ile saflastiriimistir. Saflastirildiktan sonra érnekler 10

kat seyreltiimis ve agaroz jelde goruntilenmistir (Sekil 4.21.-Tablo 4.4.).
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Sekil 4. 19. Temel plazmid olan pPICZa-a::egfp kullanilarak pGAPPro#::egfp plazmidlerinin

olusturulmasinin sematik gdésterimi.

1 2 3 M
1000 bp
900 bp

800 bp
700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

300 bp
250 bp

Sekil 4. 20. Farkli tuz derigimlerinin denendigi PCR sonugclarinin agaroz jel elektroforez
g6rantisu. 1: 2mM, 2: 3 mM, 3: 4 mM, M: GeneRuler 50 bp DNA Ladder

Tablo 4. 4. GAPPro# varyantlarinin boyutlar

PCR Uriinii Beklenen boyut (bp)
GAPProl 474
GAPPro2 510
GAPPro3 507
GAPPro4 515
GAPPro5 455
GAPPro6 473
GAPPro7 507
GAPPro8 507
GAPWT 483
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Sekil 4. 21. Pgap varyantlarinin PCR’den sonraki agaroz jel elektroforez goérintisu.
GAPProV-ileri ve GAPProV-Geri primerleri kullaniimistir. 1: Peapproz, 2: Peapproz, 3: Peappros, 4:
Pcapproa, 5: Peappros, 6: Pcappros, 7: Pcappro7, 8: Peappros, 9: Peapwt, M: GeneRuler 100 bp DNA
Ladder  Bantlarin boyutlari Tablo 4.4.’de verilmistir

4.2.4.2. Tasarlanan Plazmidlerin Olusturulmasi ve E. coli TOP10 Transformasyonu

Saflastirimis GAPPro# varyantlari ve izole edilmis temel plazmid olan, i.e pPICZa-A::egfp
ikili kesilerek ligasyon icin hazir hale getirilmigtir. Plazmidlerin ve PCR durlnlerinin kesim
reaksiyonu 37°C’de 2 st boyunca gergeklestiriimistir. Reaksiyon is1 inaktivasyonuyla 65°C’de
20 dk inkubasyon ile sonlandiriimistir.

GAPPro# varyantlarinin kesildikten sonraki goérintisu, sadece bir ka¢ baz cifti kesildigi icin
farkli bir sekilde goruntilenememigtir. Ancak temel plazmidin tamamen kesildigi, 1 uL
Ornegin agaroz jel elektroforezde kosturulmasi ile goéruntilenmistir (Sekil 4.22.). Ayni
miktarda GAPPro# varyanti ve temel plazmid kullanildigi igin, kesme isleminin ayni surede
tamamlandigi kabul edilmistir. Ornekler ikili kesme tepkimesinden sonra Thermo Scientific
Jel Eliisyon Kiti ile jelden alinarak saflastiriimistir. Orneklerin derigimi, 10 kat seyreltilmis
orneklerin jel elektroforez gorintisi kullanilarak tespit edilmis ve daha sonra ligasyon islemi
bu derigsimler goz onune alinarak yapimigtir. Ligasyon 1:1 molar orani kullanilarak

yapilmigtir.
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23130 bp

9416 bp
6557 bp

4361 bp

3078 bp

2322 bp
2027 bp

1208 bp

564 bp

Sekil 4. 22. Bglll ve EcoRI ile kesilmis pPICZa-A::egfp (4286 bp) plazmidin agaroz jel
elektroforez goérintisi. M: Lambda DNA/Hindlll DNA Marker, 1: Bglll/EcoRI ile kesilmis
pPICZa-A::egfp. Yukardaki bant plazmidin Paox: ve a-faktor kesildikten sonra kalan kismidir
(3078 bp), asagidaki bant Paoxi + a-faktor dizinidir (1208 bp).

Ligasyon reaksiyonu 22°C’de 1 st inkubasyon ile gergeklestirimis ve 65°C’de 10 dk
bekletilerek sonlandiriimistir. Elde edilen ligasyon karigimi E. coli TOP10 hucrelerinin CaClz
yontemi ile transformasyonu igin kullaniimigtir (Sambrook ve Russell, 2001). Segilen
koloniler yeni kati ortama aktarimis ve plazmidleri Thermo Fisher Scientific Plazmid
izolasyon Kiti kullanilarak izole edilmistir. Her bir olasi pGAPPro#::egfp plazmidi igin 6 koloni
plazmid izolasyonu igin secilmistir. izole edilen plazmidler agaroz jel elektroforezde
goruntilenmisir. Paox: dizini, yerine yerlestirilen GAPPro# dizinlerinden daha uzun oldugu
icin, dogru plazmidlerin pPICZa-A::egfp plazmidinin énidnde goéruntlenmesi beklenmistir.
Dolayisiyla, temel plazmidden daha hizli kosan plazmidler dogru transformant olarak kabul
edilmis ve 2 tanesi secilerek daha ileri kontrolleri yapilmistir. Bu ileri kontroller, izole edilen
plazmdin tekli ve ikili kesilmesini ve bu plazmidlerin PCR reaksiyonunda kalip olarak
kullaniimasiyla gergeklestiriimistir. Bu plazmidlerin ileri kontrollerinin sonuglari agaroz jel
elektroforez kullanilarak goéruntilenmistir (Sekil 4.23.a-c). Her bir pGAPPro#::egfp plazmidi
igin bir adet koloni segilmis ve bu koloniye ait plazmid sekanslanarak dogrulanmistir (ODTU
Merkez Laboratuvari). Bu plazmidlerin ileri kontrollerinin sonuglari agaroz jel elektroforez
kullanilarak goéruntilenmistir (Sekil 4.23.a-c). Her bir pGAPPro#::egfp plazmidi icin bir adet
koloni segilmis ve bu koloniye ait plazmid sekanslanarak dogrulanmistir (ODTU Merkez
Laboratuvari).
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M 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 1 12

23130 bp
9416 bp
6557 bp
4361 bp

1000 bp

2322 bp 900 bp

2027 bp 800 bp

700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp

564 bp

Sekil 4. 23. a Transformasyondan sonra izole edilen pGAPPro#::egfp plazmidlerinin agaroz
jel elektroforez goérintisi. (Sol) M: Lambda DNA/Hindlll DNA Marker, 1: EcoRI ile kesilmis
pPICZa-A::egfp (4286 bp), 2-3: EcoRI ile kesilmis pGAPPro1::egfp (3553 bp), 4. EcoRl ile
kesilmis pGAPPro2::egfp (3589 bp), 5-6: EcoRI ile kesilmis pGAPPro3::egfp (3586), 7:
EcoRI/Bglll ile kesilmis pPICZa-A::egfp (3078 bp), 8-9: EcoRI/Bglll ile kesilmis
pGAPProl:.egfp (3078 bp), 10: EcoRI/Bglll ile kesilmis pGAPPro2::egfp (3078 bp), 11-12:
EcoRI/Bglll ile kesilmis pGAPPro3::egfp (3078 bp) (Sag) M: GeneRuler 50 bp DNA Ladder,
1-2: pGAPProl::egfp (474 bp) icin PCR sonucu 3: pGAPPro2::egfp igin PCR sonucu (510
bp), 4-5: pGAPPro3::egfp igin PCR sonucu (507 bp), 6: pGAPWT:.egfp icin PCR sonucu
(483 bp). PCR GAPProV-ileri ve GAPProV-Geri primerleri kullanilarak Tablo 3.18.-3.19.’daki
kosullar kullanilarak yapilmigtir

23130 bp
9416 bp
6557 bp
4361 bp

1000 bp
900 bp

800 bp
700 bp

600 bp

2322 bp
500 bp

2027 bp
400 bp
300 bp

564 bp

Sekil 4.23 b Transformasyondan sonra izole edilen pGAPPro#::egfp plazmidlerinin agaroz
jel elektroforez goruntusu. (Sol) M: Lambda DNA/Hindlll DNA Marker, 1-2: EcoRl ile kesilmis
PGAPPro4::egfp (3594 bp), 3-4: EcoRl ile kesilmis pGAPPro5::egfp (3534 bp), 5: EcoRl ile
kesilmis pGAPPro6::egfp (3552 bp), 6: EcoRlI ile kesilmis pPICZa-A::egfp (4286 bp), 7-8:
EcoRI/Bglll ile kesilmis pGAPPro4:egfp (3078 bp), 9-10: EcoRI/Bglll ile kesilmis
pGAPPro5::egfp (3078 bp), 11: EcoRI/Bglll ile kesilmis pGAPPro6::egfp (3078 bp), 12:
EcoRI/Bglll ile kesilmis pPICZa-A::egfp (3078 bp) (Sag) M: GeneRuler 50 bp DNA Ladder,
1-2: pGAPPro4::egfp icin PCR sonucu (515 bp) 3-4: pGAPPro5::egfp icin PCR sonucu (455
bp), 5: pGAPPro6::egfp icin PCR sonucu (473 bp), 6: pGAPWT::egfp i¢cin PCR sonucu (483
bp). PCR GAPProV-ileri ve GAPProV-Geri primerleri kullanilarak Tablo 3.18.-3.19.’daki
kosullar kullanilarak yapilmigtir
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 M 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

10000 bp
8000 bp
6000 bp
5000 bp
4000 bp
3500 bp
3000 bp
2500 bp

2000 bp
1500 bp

1200 bp
1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp

Sekil 4.23 ¢ Transformasyondan sonra izole edilen pGAPPro#:.egfp plazmidlerinin agaroz
jel elektroforez gorintisi. (Sol) M: Gene Ruler DNA Ladder Mix, 1. EcoRlI ile kesilmis
pPICZa-A::egfp (4286 bp), 2-3: EcoRl ile kesilmis pGAPPro7::egfp (3586 bp), 4-5: EcoRl ile
kesilmis pGAPPro10::egfp (3523 bp), 6: EcoRI/Bglll ile kesilmis pPICZa-A::egfp (3078 bp),
7-8: EcoRI/Bglll ile kesilmis pGAPPro7:egfp (3078 bp), 9-10: EcoRI/Bglll ile kesilmis
pGAPProl0::egfp (3078 bp), 11-12: pGAPPro7::egfp icin PCR sonucu (507 bp), 13-14:
pGAPProl0::egfp (444 bp) icin PCR sonucu. (Sag) M: Gene Ruler DNA Ladder Mix, 1:
EcoRl ile kesilmis pPICZa-A::egfp (4286 bp), 2-4: EcoRl ile kesilmis pGAPPro8::egfp (3586
bp), 5: EcoRl ile kesilmis pGAPPro9::egfp (3596 bp) 6: EcoRI/Bglll ile kesilmis pPICZa-
A::egfp (3078 bp), 7-9: EcoRI/Bglll ile kesilmis pGAPPro8::egfp (3078 bp), 10: EcoRI/Bglll ile
kesilmis pGAPPro9::egfp (3078 bp), 11-13: pGAPPro8::egfp icin PCR sonucu (507 bp), 14:
PGAPPro9::egfp igin PCR sonucu (517 bp). PCR GAPProV-ileri ve GAPProV-Geri primerleri
kullanilarak Tablo 3.18.-3.19.’daki kosullar kullanilarak yapilmistir

4.2.5. Tasarlanan Pgap Varyantlarini Tasiyan P. pastoris Suslarinin Olusturulmasi

4.2.5.1. Plazmidlerin Hazirlanmasi

pGAPPro#::egfp plazmidleri kontrol edildikten sonra, plazmidin P. pastoris genomuna
integrasyonunu kolaylastirmak igin lineer hale getirilmistir. Lineerizasyon islemi plazmidlere
uygun restriksiyon enzimi kullanilarak ve ortamdaki DNA miktarina gére 37°C’de 5 - 6 st
inkiibe edilerek gergeklestiriimistir. Lineer hale getiriimis DNA Grinld, Thermo Fisher
Scientific PCR Saflastirma Kiti ile saflastirlmis; ancak elisyon asamasi elisyon tamponu ile
degil, steril su kullanilarak gercgeklestiriimistir. Saflastiriimis DNA’nin derisimi 20 uL’de 0.5-1
Mg olacak sekilde ayarlanmistir.

4.2.5.2. Pichia pastoris’in Transfeksiyonu

P. pastoris’in transfeksiyonu elektroporasyon yontemi ile gergeklestirilmistir (Invitrogen,
2010). Transfekte edilen hiicreler, 25 ug cm= Zeocin igeren YPD ortaminda 30°C’de 48 st
inkiibe edilmistir. Her bir varyant icin 8 koloni secilmis ve bu koloniler promotér kuvveti
agisindan taranmiglardir.
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4.2.6. Tek-Kopya P. pastoris Suslarinin Segilmesi

Farkli GAPPro# varyantlarinin dogru bir sekilde ifade seviyelerinin kargilastirilabilmesi igin
Uretilen genin kopya sayisinin bilinmesi ve birbirine esit olmasi gerekir. Bu amacla Kantitatif
PCR (gPCR) yapilmigtir. gPCR icin secilen metot Mutlak Kuantifikasyon’dur. Bu ydntemde
kisaca, genomdaki kopya sayisinin 1 oldugu bilinen referans bir genin gPCR sonucunda
elde edilen kopya miktari kullanilarak, hedef genin genomdaki kopya sayisi
bulunabilmektedir. Bu amacgla genomda 1 adet kopya tasididi bilinen ARG4 geni segilmistir.
Hesaplama icin asagidaki formal kullaniimistir:

Hedef genin kopvamiktar: (eGFF)

Hed in kopy ns1 (eGFP) = .
edef genin kopya sayist (eGFP) Referans genin kopya miktar: (ARG4)

Bu yéntemde hedef genin kopya sayisi, formilde 1-1.4 olarak arasinda ise 1 olarak, 1.5-2
arasinda ise 2 olarak kabul edilmektedir (Abad vd., 2011). Tipik bir gPCR datasinin temsili
grafigi Sekil 4.24 ’te verilmistir. Tipik bir erime noktasi analizi gérintlsu Sekil 4.25.te, gPCR
sonucunda elde edilen tipik bir standart egri ise Sekil 4.26.’da verilmistir. qPCR analizi
Qiagen Corbett Rotor Gene Q cihazi ve Rotor Gene 6000 Software ile yapiimistir. Kopya
sayisinin belirlenmesi icin SYBR Green Mix (Roche) kullaniimistir. Sonug olarak kopya

sayisl 1.0 olan en az 6 koloni, tek kopya koloni olarak segilmistir.

100 -

80 -

60 -

Fluorescence

40 -

20 -

1

5 10

Y

30 35

Cycle

Sekil 4. 24. gPCR sonucunda elde edilen ham datanin gorintusu
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Concentration
Sekil 4. 25. gPCR sonucunda elde edilen standart egri. Mavi noktalar standart olusturmak
icin kullanilan ve kopya miktari bilinen drnekleri, kKirmizi noktalar ise kopya miktari bilinmeyen

ve kopya sayisinin belirlenmesi istenilen érnekleri géstermektedir

4 -

s e 8 70 75 80 8 91 85 100
deq.

Sekil 4. 26. gPCR sonucunda elde edilen tipik bir erime noktasi analizi. TUm deneyler igin

negatif kontroller hazirlanmis ve erime noktasi analizi sayesinde herhangi bir kontaminasyon

ya da spesifik-olmayan urun olusup olusmadigi kontrol edilmistir
4.3. Gelistirilen Pcap Kutiiphanesinin Taranmasi

Pcapr, glikolizde yer alan konstitutif bir promotdr olmasi yaninda, farkh karbon kaynaklari
varliginda farkli ekspresyon seviyelerine erigsebilmektedir (Weinhandl vd., 2014; Waterham
vd., 1997). Ozellikle glikoz ve gliserol varliginda, erigilen ekspresyon seviyesi artmaktadir.
Dolayisiyla, tasarlanan sentetik Pcap promotér kiatiphanesinin farkli karbon kaynaklari
varliginda denenmesine karar verilmistir. Bu baglamda, P. pastoris metanolu metabolize
edebilen bir maya hicresi oldugu icin, tasarlanan promotorlerin ekspresyon gucindn
metabol indliklemesine yaniti da arastirilmigtir. Bunun yani sira, glikoliz, hlicrenin gogalmasi
ve Pgap kontroliinde uretilen rekombinant proteinin miktari birbirine bagli oldugundan, farkh
hizlarda hucre gogalmasini saglayacak kisitli miktarda glikoz igeren Uretim ortami da tarama
kosullarina dahil edilmigtir.
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4.3.1. Tasarlanan Varyantlarin Farkli Tarama Kosullarindaki Kuvvetleri

Farkli promotér varyantlari tarafindan Uretilen hicre-igi YFP proteininin  miktarinin
belirlenmesi i¢in 24-kuyulu petriler kullanimistir. Tasarlanan Pgap varyantlarinin farkli tretim
kosullarindaki ekspresyon seviyeleri Tablo 4.5. ve Sekil 4.27.'de verilmistir. Bu amagcla asiri
glikoz, asiri gliserol, kisith glikoz ve metanol indiklemesi kullaniimistir. Farkli klonlardan
gelecek varyasyonu ortadan kaldirmak igin rastgele 6-8 klon secilmistir ve ekspresyon
seviyesi (floresan) ve standart sapmalar bu klonlarin ortalamalarina gore hesaplanmistir.
Ayrica, analiz sonucu yorumlanirlen sadece monovaryant dagilima sahip olan klonlar dikkate
alinmigtir. Her bir tarama iki kez gergeklestirilmistir.

Tablo 4.5. ve Sekil 4.27.’de gorllebilecegi Uzere, promotdor varyantlari farkli Uretim
ortamlarinda beklenildigi gibi farkli tepkiler vermiglerdir. Daha yiksek spesifik ¢codalma
hizlarini () saglayan Uretim ortamlarinda (asin glikoz ve gliserol) modifiye edilmemis Pgar’a
goére daha fazla ekspresyon seviyesine ulasilan promotorler oldugu gibi, bu kosullarda farkh
bir yanit vermeyen, ancak disuk spesifik codalma hizlarini () saglayan dretim ortamlarinda
(kisith glikoz ve metanol) daha yiksek ekspresyon seviyelerine ulasabilen promotorler
mevcuttur. Farkll TF’ler farkli kosullarda Pcap regulasyonunu dizenledigi i¢in, bu sonug¢
beklenmektedir. Ayrica, Prielhofer vd. (2015) makalesinde, farkli karbon kaynaklarinin
metabolizma Uzerinde farkl etkileri oldugu agik bir sekilde belirtiimistir. Buna ek olarak, asiri
glikoz ve gliserol ortamlarinda elde edilen profillerin, kisith glikoz ve metanol kosullarinda
elde edilen profillere gore birbirlerine benzer oldugu sdylenebilir.

Asiri glikoz ve gliserol kosullarinda 10 kat daha az hlcreyle Uretime baslanmasina ragmen,
yaklasik 1.5 kat daha fazla hicreye ulasiimistir; bu sebeple bu Uretim ortamlarinda daha
yuksek spesifik gogalma hizina ulasildigi sdylenebilir. Rebnegger vd. (2014), galismalarinda,
farklh blylme hizlarinin metabolizmaya etkisini arastirmiglar ve sonugta, farkh TF’lerin
hucrelerin spesifik c¢odalma hizlarina goére Uretimlerinin azaldigini ya da arttigini
bulmuslardir. Tim bunlar géz 6nine alindiginda, Pcap’Iin transkripsiyonel regllasyonunun
farkli Uretim ve tarama kosullarinda farkli olacagi sonucuna ulasabiliriz. Tablo 4.5. ve Sekil

4.27.de verilen bulgular da bunu desteklemektedir.
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Tablo 4. 5. Tasarlanan varyantlarin modifiye edilmemis Pcar’a gore ekspresyon kuvvetleri
(%)

\P/;c:;;ztt?r Modifikasyon Asiri Glikoz  Asin Gliserol Kisith Glikoz Metanol
WT None 10045.6 1005.2 100+4.9 100+1.3
Pro6 MIG1-1 107+1.2 101+0.3 99+2.9 95+3.2

Prol MIG1-2 109+0.7 93+0.6 104+0.5 85+7.0

Pro5 MIG1-1/MIG1-2  115+1.3 97+1.8 106+1.5 89+4.2

Prol0 RFX1 98+5.5 107+2.3 188+3.4 146+3.2
Pro2 RGT1 86+3.0 103+4.9 82+0.1 104+3.7
Pro3 CSRE 105+4.8 114+6.6 101+3.9 106+1.7
Pro7 CSRE (SIP4) 8614.7 100£0.5 137+4.7 11416.2
Prog CSRE 108+3.2 109+1.0 115+4.7 1276.5
Pro4 RAP1 95+3.7 10524.0 100+1.4 1111.2
Pro9 GAL4 139+1.3 135+0.2 151+1.7 120+3.6

= Asin Glukoz = Asin Gliserol Kisith Glukoz Metanol
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Sekil 4. 27. Tasarlanan varyantlarin modifiye edilmemis Pcap’a gore ekspresyon kuvvetleri
(%)

MIG genlerinin ve kodladigi TF’lerin glikoz represyonunda S. cerevisiae’da 6nemli oldugu
bilinmektedir (Gancedo, 1998). Dolayisiyla, bu TF’lerin baglanma bédlgelerinin silinmesinin
(Pro1, Pro5, Pro6) etkisini en ¢gok gosterdigi kosul asiri glikoz varligindadir. Bunun yaninda,
Prol (MIG1-2) ve Pro6 (MIG1-1) diger Uretim kosullarinda farkli tepkiler vermislerdir. Ayrica,
ikili silmenin gergeklestigi (Pro 5-MIG1-1/MIG1-2) varyantin regulasyon profili Pro1’e
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Pro6'dan daha ¢ok benzemektedir. Gergekten de, MIG1-1 ve MIG1-2 ters yonde regule
edilmekte ve MIG1-2'nin transkript miktari MIG1-1’den daha fazladir (Prielhofer vd., 2015).
Bu sonugclara bakarak, MIG1-2'nin Pcap Uzerinde, MIG1-1'e gore daha 6nemli bir rold oldugu
sdylenebilir. Ayrica, MIG1-1 ve MIG1-2'nin ayri ayri silinmesinin Pgap Uzerindeki etkisi, ikili
silindikleri yarattiklar etkiden daha fazladir ve asin glikoz varhiginda, YFP’nin Uretimi %15
artmigtir.
Pro1 ve Pro6, asin gliserol varliginda farkli tepkiler vermiglerdir. Pro1’de elde edilen YFP
ekspresyon seviyesi Pcap’a gére %7 daha azken, Pro6’da neredeyse degismemistir. Bu
sonuglara bakarak, gliserol gibi fermente edilmeyen bir karbon kaynagi varliginda, Mig1-1p
ve Migl-2p’nin farkli davrandigi soylenebilir. Ancak, yine fermente edilmeyen baska bir
karbon kaynagi olan metanol varliginda ise, Pro1 ve Pro6, benzer bir profil géstermistir.
Ancak, P. pastoris metilotrofik bir maya htcresi oldugu icin, metanol ve gliseroliin ikisi de
fermente edilmeyen karbon kaynaklari oldugu halde, metabolizmalari farkl regule
edilmektedir (Prielhofer vd., 2015). Dolayisiyla, metanol ve gliserol varliginda farkli sonuglar
elde etmek beklenen bir durumdur.
RGT1(Pro2) ve MIG1-2(Pro1) Matlnspector analizi sonucunda ayni yere baglaniyor oldugu
tahmin edilmistir. RGT1, heksoz transport genlerinin reglilasyonunda goérev almaktadir ve
yuksek glikoz derigimlerinde aktivator olarak goérev yapar ve HXT1 genlerinin S.
cerevisiae’da Uretimini, dolayisiyla glikoz transport hizini artirir. Dolayisiyla, asiri glikoz
kosulunda, Pro2’nin daha Pcar’a gére daha fazla YFP Uretimi saglamasini bekleyebiliriz.
Ancak, sonuglar aksini gostermektedir ve asiri glikoz kosullarinda elde edilen ekspresyon
seviyesi Pgap'in %86’sidir. Dolayisiyla bu bdélgenin Pgap Uzerinde Rgt1p icin baglanma
bdlgesi olmayacadi sonucunu c¢ikarabilecegimiz gibi, Mig1-2p ve Rgt1p arasinda Pgar’a
baglanmak i¢in bir rekabet oldugunu ve denenen kosullarda Mig1-2p’nin daha iyi
baglandigini da sdyleyebiliriz.
CSRFE’ler (Carbon Source Responsive Elements) genellikle glukoneogenezisten sorumiu
genlerin yapisinda bulunan baglanma bdlgeleridir (Schiller, 2003). Bu bdlgelere baglanan
onemli TF’ler arasinda CAT8-1, CAT8-2 ve SIP4 bulunmaktadir ve bu TF’ler glikoz
yoklugunda S. cerevisiae’da glukoneogenezis genlerini aktive ederler (Roth vd., 2004). Her
ne kadar Pcap glukoneogeneziste yer alan bir geni kodlamasa da pentoz fosfat yolizi gibi bir
nodda yer aldigi ve karbon-kaynagi-bagimli bir promotér olarak tanimlandidi igin,
Matlnspector tarafindan bulunan 3 farkhh CSRE potansiyel promotér muhendisligi hedefi
olarak dikkate alindiginda bu bdlgelerin tekrarlanmasiyla U¢ farkli varyant tasarlanmistir
(Pro3,7,8). Sekil 4.27.’de gorildigu uzere, her Ug varyant da farkh Gretim kosullarinda farkh
profiler sergilemiglerdir. Dolayisiyla, bu bélgelere baglanan farkli TF’ler oldugunu ve Pgap’'in
regulasyonunda farkl sekilllerde gorev aldiklarini sdyleyebiliriz. Ama, genel olarak, her Ug
varyantta da en ylksek ekspresyon seviyelerine glikoz olmadiginda ya da kisitl oldugunda
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ulasiimistir (Tablo 4.5.). Bu ¢ varyant icinde, Pro3 en disik kuvvete sahip olan promotér
olmustur ve Pro7 ve 8’e gore diusuk veya yluksek hizla ¢cogalma kosullarinda daha farkh bir
profil sergilemigtir. Ancak, CAT8-2'nin c¢ogalma ile negatif olarak iligkisi oldugu
gosterildiginden (Rebnegger vd., 2014) ve bu TF kisith glikoz ve metanol varlijinda daha
fazla Uretildiginden, metanol ve kisitli glikoz gibi dusuk hizla ¢ogalan hicrelerin bulundugu
kosullarda, Pro7 ve 8de gdzlemlendigi gibi, Pcar’tan daha yliksek ekspresyon seviyelerine
ulasiimasi beklenen bir sonucgtur. Dolayisiyla bu sonuglar, Pgapr’ta -142/-128 bp arasinda
bulunan (Pro3) CSRE bdlgesinin ya baska bir TF tarafindan kontrol edildigini ya da Pcap
regulasyonu agisindan fonksiyonel olmadigini goéstermistir. Sonug¢ olarak, CSRE’lerin Pgap
regulasyonunda énemli bir rol oynadigi agiktir, ancak hangi TF’lerin gorev aldi§i konusunda
yorum yapmak i¢in bilgimiz henlz yetersizdir.

Regulator faktér X (RFX1) S. cerevisiae’da genel bir represér olarak goérev vyapar.
Matlinspector analizi sonucunda Pgap Uzerinde 4 farkli Rfx1p badlanma bdlgesi bulunmus ve
bunlarin timu silinmistir (Pro10). Pro10, asir glikoz ve gliserol kosullarinda hi¢ bir degisiklik
gbstermezken, kisith glikoz ve metanol varlidinda, Pcartan %88 ve %49 daha fazla YFP
uretimi gergeklestirmiglerdir. Bu sonug, Rfx1p’nin 6zellikle diistik spesifik cogalma hizlarinin
mevcut oldugu kosullarda Pgap regllasyonunda goérev aldidini gdstermektedir. Gergekten
de, RFX1 digUk buyume hizlarinda daha fazla Uretilirken, ylksek bayime hizlarinin oldugu
kosullarda daha az uretilmektedir (Rebnegger vd., 2014). Dolayisiyla, asiri glikoz ya da
gliserol gibi bliyime hizlarinin daha yuUksek oldugu kosullarda Rfx1p’nin transkript miktar
daha az oldugu i¢in Pgap reglilasyonunda etkisi gézlenemezken, kisith glikoz ya da metanol
gibi hiicre gogalmasinin daha yavas oldugu kosullarda Rfx1p transkript miktari daha fazla
oldugu gdézlemlenmistir. Sonug olarak, Rfx1p’nin, hicre disik hizlarda ¢ogalirken, Pgap
tarafindan daha disik ekspresyon seviyelerine ulagmasinda rol oynayan TF’lerden biri
oldugu soylenebilir ve bu TF’nin baglanma bdlgesi silinerek kisith glikoz kosullarinda yaklasik
2 kat daha fazla YFP uretimi saglanabilmistir.

Galdp, S. cerevisiae’da galaktoz kullanimindan sorumlu genlerin aktivasyonunda goérevli bir
TF’dir. Ancak P. pastoris galaktoz kullanamaz, dolayisiyla Gal4p’nin metabolizmada farkli bir
gorevi oldugu dasunulebilir. Dolayisiyla, bu TF, proje kapsaminda hedef olarak belirlenen
TF’lerden biri olmustur ve Gal4p’nin baglanma bdlgesi tekrarlanarak Pro9 olusturulmustur.
Tablo 4.5. ve Sekil 4.27.’de gorilebilecegi Uzere, Pro9, hangi Uretim kosulu kullanilirsa
kullanilsin her zaman Pgap'tan daha yuksek ekspresyon seviyelerine ulasmistir. En yuksek
Uretim seviyesine ise kisitli glikoz kosullarinda ulasiimis ve Pgar’tan 1.5 kat daha fazla YFP
dretimi belirlenmistir. Sonug¢ olarak, Gal4p’nin Pcap reglilasyonunda goérev alan genel bir
aktivatoér oldugunu sdyleyebiliriz ancak mekanizmasi henliz tam olarak bilinmemektedir.
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4.4. pGAPZaA::hGH Tasiyan r-P. pastoris’in rhGH Uretim Performansinin Arastiriimasi

pGAPZa-A::hGH tasiyan P. pastoris susu ile pilot 6lcek rhGH Uretiminde, hicre ve rhGH
derigiminin kalma suresi ile degisimi Sekil 4. 28.’de verilmigtir. Sekillerde Uretim fazi, glikoz
yari-kesikli beslenmeye baslama fazi (Faz Il), anlatimda kolaylik saglamasi icin t = O st
olarak gosterilmigtir. En yiliksek hiicre derisimi t = 15 st'te Cx= 75 g dm olarak bulunmustur.
rhGH derisimi t = 12 st'te 70 mg dm olarak elde edilmistir.

Bu sus ile yapilan fermentasyon slresince ortamdaki glikoz ve etanol derigimleri dlgiimus,
analiz sonuglari Sekil 4. 29.da sunulmustur. t = 15 st’e kadar ortamdaki glikozun tamaminin
tuketildigi, t = 15 st'ten sonra ise hucre derigsiminin dismesi ile glikoz konsantrasyonunda
yukselme goézlemlenmistir. Bununla birlikte maksimum glikoz derisimi t = 18 st'te Cc =96 ¢
dm= olarak bulunmustur. t = 0 - 6 st'leri arasinda ortamda etanol bulunmadigi, t = 6 st'ten
sonra ise etanol derisiminin artmaya basladigi ve t = 15 st'te en yuksek degeri olan 0.33 g
dm=~e ulastigi belirlenmistir.
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Sekil 4. 28. Hiicre ve rhGH derisimlerinin kalma siresi ile degisimi
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Sekil 4. 29. Glikoz ve etanol derisimlerinin kalma suresi ile degisimi
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Spesifik rhGH Uretim hizi (qmen) Sekil 4. 30'da verilmistir. t = 6 st'e kadar qmen artmis ve
maksimum deger olan 0.126 mg/g.st'e ulasmistir. Proses sonuna kadar ise qmen degeri

dlismustar.
Q@
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t, st
Sekil 4. 30. Kalma siresiyle spesifik rhGH Uretim hizinin degisimi

4.5. Pcar Metabolik Aki Analizi (MFA)

Yeni (novel) piruvat- dallanma noktasi promotoérlari r-protein tliretimi yoniinde karbon
akisini indukler:

Pear altinda caligan r- P. pastoris igin hucre ici aki dagilimlari glikoz yari-kesikli besleme
evresi (GFB) iki asamaya boélunerek tasarlandi ve olusturuldu. Fermantasyonun GFB
evresinin ilk kismi olan birinci agsama (0 < t < 3 st) rhGH sentezinin bagladidi suredir. rhGH
dretimin arttigi ve en yuksek derigimine ulastigi sure ise ikinci asamadir (3 st <t < tmax hcH).
Birinci asamanin t = 3 st icin ve ikinci asamanin tmax zamanindan 2 - 3 st dncesi icin gergek
akilar ve goéreceli akilar ve bunlarin degisimlerini ifade etmek icin glikoz tuketimine gore
metabolik akilar (mmol gDCW-! st') ve normalize edilmis akilar (NF) hesaplandi. En ylksek
r-protein derisiminin elde edildigi zaman tmax Saatidir ve bu saatten sonra fermantasyon
durdurulmustur. ikinci asama icin t=6 st icin Pgap kontroliinde r-P. pastoris
fermantasyonlarinin metabolik aki analizleri yapiimistir. GFB’nin ikinci asamasinda glikoz
tuketim akilari Pcap biyoreaktori (BRgar) igin 1.19 gDCW / st olarak elde edilmistir. Birinci ve
ikinci asamadaki glikoliz izyolu iginde gliseraldehit 3-fosfat (G3P) dallanma noktasi
cevresinde normalize edilmis hlcre i¢i reaksiyon akilari R9 akisina gére hesaplanmistir (Sekil
4.31). Bununla birlikte, normalize akilar piruvat dallanma noktasi ¢evresinde R15 akisina
(Sekil 4.32.) gére elde edilmistir. Glikoliz izyolundaki karbon akisi G3P ve PEP’ten piruvata
dogru iki asamada da tersinemez bir sekilde gerceklesmistir.
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BRgar icin yapilan metabolik aki analizi pentoz fosfat izyolunun biylk él¢lde aktif oldugunu
ve glikoz katabolizmasinin 6nemli bir boliminin pentoz fosfat izyoluna gittigini
g6stermektedir. TCA donglstine giden karbon akisinin kisith oldugunu gdsteren, glikoliz
izyolundan dallanan reaksiyonlarin akilari ve anaplerotik (yerine koyma reaksiyonlarinin)
reaksiyonlarin akilari da yuksek bulunmustur. Bundan dolayl, P. pastoris aerobik
fermantasyonlarinda yiksek anaplerotik tepkime akilari ve distk TCA doéngusu akilari P.
pastoris fenotipinde crabtree negatiften crabtree pozitife bir duzenleyici anahtar (regulatory
switch) bulunabilirligini, arastima grubumuzunda ¢alisiltigi Gzere, belirtmektedir.

G3P’den baslayarak glikoliz izyolunun ikinci (pay-off) fazinda akilar yuksektir. TCA déngusu
P. pastoris’te sorunsuz bir sekilde ¢alismadigi icin, piruvat kinaz tarafindan katalizlenen R15
reaksiyonu sitrat tarafindan inhibe edilmemistir. Bununla birlikte, piruvat karboksilaz
tarafindan katalizlenen R28 tepkimesi PEP tarafindan inhibisyona ugramamistir. Pyr'tan
AcCoA’ya glikoliz izyolunda R16 reaksiyon akisi GFB’nin her iki asamasinda da sifir
bulunmustur. Bundan baska, AcCoA olusumu ile ilgili reaksiyon R36 sadece GFB evresinin
ikinci asamasinda aktiftir. R16 reaksiyon akisi olmamasina ragmen sirekli glikoz
beslemesinden dolayr karbon molekul akisi glikoneojenez izyoluna ydnlenmemigtir. R16
tepkimesinin  etkisizlesmesi Pyr'tan AcCoA Ureten reaksiyonun inhibe edildigini
gOstermektedir. BRear fermantasyonunda R29 tepkimesi ile piruvat, asetat sentezlenmesi

icin kullaniimistir.

. [R9: 100; 100)

. (R26: 26.44; 26.94)

BRy.. (R7Z 033 0.42) l
. (R140: 0.20; 0.26) @ﬁ®

Rsee (R22+R24: 49.93; 50.00)

e ([R11: 123.56; 123.23)

Sekil 4. 31. G3P dallanma noktasindaki aki dagilimi
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Sekil 4. 32. Piruvat dallanma noktasindaki aki dagihmi

4.6. pGAPPro#::hGH Tasiyan Klonlarin Gelistiriimesi

4.6.1. rhGH Uretimi igin Promotér Varyantlarinin Segimi

Bir 6nceki bolumde tartigildiyi Gzere, farkh dretim ortamlarinda ekspresyon kuvvetleri

taranan promotoér varyantlarindan en fazla yesil floresan protein (YFP) Uretim kapasitesine

sahip olan iki promotér, Pro9 ve Pro10, rekombinant insan bluylime hormonu (rhGH) Uretim

kapasitesinin arastiriimasi i¢in secilmistir.

Tablo 4.6.’da goruldugu tzere, Pro10 varyantinin ekspresyon seviyesi ortamda asiri glikoz

varken (%2), Pcar’la yaklagik ayni degerdedir. Ancak kisith glikoz igeren dretim ortami

kullanildiginda, ekspresyon seviyesi neredeyse 2 kat daha fazladir. Standart bir Uretim

prosesinde glikozun kisitli bir sekilde beslendigi gdéz 6nine alinarak, Pro10 da Pro9 ile

birlikte rhGH Uretim kapasitesinin arastiriimasi igin segilmistir.

Tablo 4. 6. rhGH Uretimi icin segilen promotdr varyantlarinin 6zellikleri

Pcar’ta < Pcar’a gére
Varyant TFBB motifit bulundugu Baglana? Yapilan ekspresyon
.. olasi TF- degisiklik I
bolge seviyesi (%)
Asiri Glikoz:
ggTCGGgtaca -215 to 139%
Pro9 cgacctccgtttta 189 GAL4 Tekrarlanma Kisith Glikoz:
%150
gctccgttGCAActc  -418'den Asir Glikoz:
Pro10 tcggagttGCAAcgg 384’e REX1 Silinme 101%

acctgctgGCAAcgt -123'den -
gattattgGAAAcca 106’ya

Kisitli Glikoz:
%190

L TFBB: Transkripsiyon faktori baglanma bolgesi

2 TF: Transkripsiyon faktorG
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4.6.2. pGAPPro#::hGH Plazmidlerinin Olusturulmasi ve E. coli Transformasyonu
4.6.2.1. a-faktér-rhGH DNA Fragmentinin Olusturulmasi

Pro9 veya Prol0 kontroll altinda Uretilecek olan a-faktér-rhGH DNA fragmenti, trln hicre

disina salgilandiginda dogal N terminus icerecek sekilde tasarlanmistir (Sekil 4.33.).

— T

Kex2 ile sinval peptidin kesilmesi

thGH nin hiicrenin digina dogal
N terminusu ile salgilanmas:

Sekil 4. 33. rhGH’nin Kex2 ile kesilerek hiicre disina ¢ikariimasi

Flzyon PCR yontemiye codaltilan hGH geninin agaroz jel goéruntusu Sekil 4.34.a’da
gOsterilmistir. Bu PCR sonucunda elde edilen Grunler saflastinlarak ikinci PCR’de kalip
olarak kullaniimigtir. En son drun olan ao-faktér-rhGH DNA fragmentinin PCR ile
amplifikasyon sonucu Sekil 4.34.b’de verilmistir. Elde edilen a-faktér-rhGH DNA fragmenti
saflagtinlarak  pGAPZa::hGH ve pGAPPro#::hGH plazmidlerinin  olusturulmasinda
kullaniimigtir.
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M 1 2 M1

621 bp

267 bp 888 bp

a b
Sekil 4. 34. (a) a-faktdr ve rhGH’nin ¢ogaltildigi 1. PCR sonucu. M: 50 bp DNA Ladder,
Gene Ruler; 1: a-faktér, 2: rhGH (b) a-faktér ve rhGH’nin birlestirildigi 2. PCR sonucu. M:
GeneRuler Express DNA Ladder, 1: a-faktor-rhGH DNA fragmenti.

4.6.2.2. pGAPZa::hGH ve pGAPPro#::hGH Plazmidlerinin Olusturulmasi

Farkl Pgap varyantlarini tasiyacak olan pGAPPro#::hGH plazmidlerinin olusturulmasi igin
daha 6nceki gelisim raporlarinda tasarlanan pGAPZ::egfp ve pGAPPro#::egfp plazmidleri
kullaniimigtir (Sekil 4.35.). Bu amagla dncelikle Bsp1191 ve Kpnl enzimleri kullanilarak egfp
geni uzaklastirilmistir. ikili kesme reaksiyonu 37°C’de 2 st sliresince gerceklestirilmistir.
Reaksiyon, 1sI inaktivasyonuyla 65°C’de 20 dk inkuibasyon ile sonlandiriimistir. a-faktér-rhGH
DNA fragmentinin kesildikten sonraki gérintisl, sadece bir ka¢ baz cifti kesildigi icin farkli
bir sekilde gérunttlenememistir. Ancak plazmidlerin tamamen kesildigi, 1 yL érnegin agaroz
jel elektroforezde kosturulmasi ile gérintilenmigstir (Sekil 4.35.). Ayni miktarda plazmid ve
DNA fragmenti kullanildidi igin, kesme igleminin ayni sirede tamamlandigi kabul edilmistir.
Ornekler ikili kesme tepkimesinden sonra Thermo Scientific Jel Ellisyon Kiti ile jelden
alinarak saflastinlmistir. Orneklerin derisimi, 10 kat seyreltiimis drneklerin jel elektroforez
goruntusu kullanilarak tespit edilmis ve daha sonra ligasyon iglemi bu derigimler géz 6nune
alinarak yapilmistir. Ligasyon 3:1 molar orani kullanilarak yapiimistir. Ligasyon reaksiyonu
22°C’de 1 st inkubasyon ile gergeklestiriimis ve 65°C’de 10 dk bekletilerek sonlandiriimistir.
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a b

Sekil 4. 35. ikili kesme tepkimesinden sonra elde edilen saflagtiriimis plazmidler ve a-faktér-
rhGH DNA fragmenti. (a) 1: Bspl119l ve Kpnl ile kesilmis pGAPWT:egfp plazmidi, 2:
Bsp119l ve Kpnl ile kesilmis a-faktér-rhGH DNA fragmenti, M: GeneRuler Express DNA
Ladder (b) M: Gene Ruler Express DNA Ladder, 1: Bspl119l ve Kpnl ile kesilmis a-faktor-
rhGH DNA fragmenti, 2: Bsp119l ve Kpnl ile kesilmis GAPPro9::egfp plazmidi, 3: Bsp119I
ve Kpnl ile kesilmis GAPPro10::egfp plazmidi.

4.6.2.3. pGAPZa::hGH ve pGAPPro#::hGH Plazmidlerinin E. coli’ye Transformasyonu

Elde edilen ligasyon karigimi, E. coli TOP10 hicrelerinin CaCl, ydntemiyle transformasyonu
icin kullanilmistir (Sambrook ve Russell, 2001). Segilen koloniler yeni kati ortama aktarilmis
ve plazmidleri Thermo Fisher Scientific Plazmid izolasyon Kiti kullanilarak izole edilmistir.
Her bir olasi pGAPPro#::hGH plazmidi icin 6 koloni, plazmid izolasyonu igin segilmistir. izole
edilen plazmidler agaroz jel elektroforezde gérintilenmisir (Sekil 4.36.). a-faktér-rhGH DNA
fragmenti, yerine yerlestirilen egfp gen dizininden 168 bp daha uzun oldugu igin, dogru
plazmidlerin negatif kontrol plazmidi (pGAPPro#::egfp) temel plazmidin arkasinda
goéruntilenmesi beklenmigtir. Dolayisiyla, temel plazmidden daha yavas kosan plazmidler
dogru transformant olarak kabul edilmis ve 3 tanesi secilerek daha ileri kontroller yapiimistir.
Bu ileri kontroller, izole edilen plazmidler i¢erisinde a-faktor-rhGH DNA fragmentinin varligini
hem PCR kontroll ile hem de plazmidin Bglll restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu
kanittamistir. Bu plazmidlerin ileri kontrollerinin sonuglari agaroz jel elektroforez kullanilarak
goruntulenmistir (Sekil 4.37.). Beklendigi gibi, Bglll negatif kontrol olan plazmidleri tek bir
bolgeden kesmis ve tek bir bant elde edilmistir, olasi pozitif pPGAPPro#a::hGH plazmidini ise
iki noktadan keserek iki bant gérilmesine sebep olmustur. Her bir pGAPPro#::hGH plazmidi
icin iki adet koloni secilmis ve bu kolonilere ait plazmidler sekanslanarak dogrulanmistir
(ODTU Merkez Laboratuvari). Dogru sekansa sahip olan plazmidleri tasiyan E. coli
hucrelerinin gliserol stogu yapilarak daha sonra deneylerde kullaniimak Uzere -80°C’de

saklanmistir.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14

M1 2 3 45 67 8 9 M

-

a b
Sekil 4. 36. Transformasyon sonucu elde edilen izole plazmidler. (a) M: GeneRuler Express

DNA Ladder, 1: GAPPro9:.egfp (negatif kontrol), 2-7: Olasi pozitif GAPPro9::a-hGH
plazmidleri, 8: GAPProl0::egfp (negatif kontrol), 9-14: Olasi pozitif GAPPro10::a-hGH
plazmidleri. (b) M: GeneRuler Express DNA Ladder, 1. GAPWT:.egfp (negatif kontrol), 2-9:
Olasi pozitif GAPWT::a-hGH plazmidleri.

a b

Sekil 4. 37. Bglll ile kesilen transformasyondan sonra secilmis plazmidlerin agaroz jel
goruntusu. (a) M: GeneRuler Express DNA Ladder, 1: GAPPro9::egfp (negatif kontrol), 2-4:
Olas! pozitif GAPPro9::a-hGH plazmidleri, 5: GAPPro10::egfp (negatif kontrol), 6-8: Olasi
pozitif GAPPro10::a-hGH plazmidleri. (b) M: GeneRuler Express DNA Ladder, 1:
GAPWT::egfp (negatif kontrol), 2-4: Olasi pozitif GAPWT::a-hGH plazmidleri.

4.6.3. pGAPZa::hGH ve pGAPPro#::hGH Plazmidlerinin P. pastoris’e

Transformasyonu

pGAPPro#::hGH plazmidleri kontrol edildikten sonra, plazmidin P. pastoris genomuna
entegrasyonunu kolaylastirmak icin lineer hale getirilmistir. Lineer hale getirilmig DNA Grund,
Thermo Fisher Scientific PCR Saflastirma Kiti ile saflastiriimis; ancak elisyon asamasi

elisyon tampon ile dedil, sterii su kullanilarak gergeklestiriimistir. P. pastoris’in

89



TUBITAK
transformasyonu elektroporasyon yontemi ile yapilmigtir (Invitrogen, 2010). Secilen

kolonilerin rhGH Uretim kapasitesinin arastirilmasi icin gliserol stoklari hazirlanmis ve -
80°C’de saklanmiglardir.

4.7. pGAPZaA::hGH ve pGAPPro#::hGH Tasiyan r-P. pastoris’in rhGH Uretim

Performansinin Hava Filtreli Calkalamali Biyorektorlerde Arastiriimasi

Pcar, glikolizde yer alan konstitutif bir promotér olmasi yaninda, farkli karbon kaynaklari
varliginda farkli ekspresyon seviyelerine erisebilmektedir (Weinhandl vd., 2014; Waterham
vd., 1997). Ozellikle glikoz varliginda ekspresyon seviyesi artmaktadir. Dolayisiyla rhGH
uretim kapasitesinin arastiriimasi i¢in karbon kaynagi olarak glikoz kullaniimasina karar
verilmistir. Bunun yani sira, daha &nceki boélimde tartisildigi Uzere, segilen promotor
varyantlari en yuksek ekspresyon seviyesine kisitli glikoz kosullarinda ulagsmistir. Ayrica,
standart olarak kullanilan glikoz temelli bir besleme stratejisinde glikoz genellikle kisith
kosullarda beslendidi icin kisitli glikoz kosullarinin da tarama surecine eklenmesi uygun
go6raimustar.

4.7.1. pGAPZaA::hGH ve pGAPPro#::hGH Tasiyan r-P. pastoris’in rhGH Uretim igin

Uretim Ortami Kosullarinin Belirlenmesi

Segcilen promotér varyantlarinin rhGH dretim kapasitesinin arastirilmasi igin iki farkl Gretim
ortami denenmigtir. Farkli promotor varyantlan tarafindan Uretilen hiicre-digi rhGH protein
miktarinin belirlenmesi i¢in 24-kuyulu petriler kullanilmigtir. Her bir varyanti temsilen rastgele
6-8 klon segilmistir. Uretim kosullarinin belirlenmesi igin yapilan deneylerde, karsilagtirma
amagl, sadece pGAPWT::a-hGH plazmidini tasiyan r-P. pastoris susu kullaniimigtir.

Farkli klonlar ile elde edilen biyokutle dlgimlerinde anlamh bir fark gézlenmemistir. Ancak,
dretim ortami 1’de Uretim ortami 2’ye goére yaklasik %20 daha az biyokultle elde edilmistir.
Uretim ortami 2'de daha yiiksek biyokiitle elde edilmistir ve buna bagl olarak, daha fazla

rhGH Uretimi saglandidi igin sonraki deneylerde kullaniimak tzere Uretim ortami 2 segilmistir.

4.7.2. pGAPZoA::hGH ve pGAPPro#:hGH Taslyan r-P. pastoris’in rhGH Uretim

Kapasitesinin Arastiriimasi

Pro9 ve Pro10 kullanilarak yapilan rhGH (retim kapasiteleri degerlendirilmistir. Uretim
sonunda %2 baslangi¢ glikoz derigimi iceren ortamda hiicreler yaklasik 60 g dm- derigime
ulasirken, kisitli glikoz ortaminda yaklasik 100 g dm derisime ulagsmistir. Ne suslar ne de
klonlar arasi elde edilen final biyokutle miktarinda bir fark gézlenmemistir. Pro9 ve Pro10’un
dogal Pcar’a gore rhGH Uretimini gosteren veriler Sekil 4. 38.’de verilmigtir.
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Sekil 4. 38. Pro9 ve Pro10’un dogal Pcap’a gore rhGH Uretimi kapasiteleri

Sekil 4.38.’de goéruldugu Uzere, hem Pro9 hem de Pro10, rhGH Uretim kapasitesi agisindan
dogal promotdr olan Pgap’a gore daha gugli bir ekspresyon seviyesine ulasmistir. Asiri
glikoz iceren ortamda Pro9 Pgap’a gore 2.2- katlik bir artis saglarken, Pro10 1.6 katlk bir
artis saglayabilmigtir. Ancak, her iki promotor igin de, kisitl glikoz igeren uretim ortaminin,
ulagtiklari rhGH uretimi acgisindan daha uygun kosullar sagladigi gorulmektedir. Kisitli glikoz
iceren ortamda, Pro9 ve Pro 10, dogal promotdr olan Pcap’a gore, sirasiyla 2.4 ve 2 kat daha
fazla rhGH Uretimi gerceklestirebilmislerdir. Standart bir glikoz tabanli tretim prosesinde,
glikozun kisitli olarak kullanildigini g6z 6nune alirsak, tasarlanan promotdrlerin endustriyel
Uretim agisindan umut vadedici oldugu ¢ikarimi yapilabilir. Tasarlanan varyantlardan Pro9,
her iki kogulda da hem Pro10’dan hem de dogal promotdr Pgap'tan daha fazla rhGH Gretim
kapasitesine sahip olmasi sebebiyle, Pcap ile birlikte projenin sonraki asamalarinda
laboratuvar dlgekli biyoreaktor deneylerinde kullaniimak tzere secilmistir.

4.8. Yari-kesikli Biyoreaktérde Pcar ve Pro9 Promotérlerinin rhGH Uretim

Kapasitesinin Arastiriimasi

Yari-kesikli biyoreaktor Uretim prosesi Pgap ve Pro9 suslarinin hGH uretim kapasitelerinin
arastiriimasi igin 2 kademeli olarak tasarlanmistir: i) kesikli faz, ii) yari kesikli faz. ilk fazda,
karbon kaynagi olarak, hicrelerin ODgoo = 80-85 (Cx ~20 g dm3, tr = 21 st) ulasmasini
saglayacak kadar gliserol kullaniimistir. ikinci fazda ise, karbon kaynagi glikoz ile
degistiriimis ve dnceden belirlenmis eksponansiyel besleme hizina gére po = 0.1 st? olacak
sekilde besleme profili olusturulmustur.
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Uretim siresince sicakllk 30°C'de, pH 5.0'te (%25 amonyum ¢ozeltisi kullanilarak)
tutulmustur. Kesikli fazda, ¢6zinmus oksijen derisimi %20’ye ayarlanmis ve N = 600 rpm ve
Qo/V = 1 vvm ile baslayarak giderek artan volimetrik hizlarla kontrol edilmigstir. t = 21 st'ten
sonra, yari-kesikli faza gecilmis ve t = 0 st olarak alinmistir. Yari-kesikli fazda, ¢ézliinmus
oksijen derisimi Gines ve Calik (2016) makalesinde arastirildigi Uzere DO = %15 olarak
tutulmustur. Sisteme beslenen hava, gerektiginde en fazla Qo/V = 2 vvm olacak sekilde
oksijen ile zenginlestirilmistir. Asiri kdpiklenme %10 anti-képlk c¢dzeltisi (Y-30 Solution,
Sigma) ortama eklenerek engellenmistir.

4.8.1. Glikoz Tiiketimi, Etanol Uretimi ve Hiicre Gogalmasi

Glikoz ve hicre derigimi profilleri Sekil 4.39.'de verilmistir. Sekilden géruldiga Gzere, t = 15
st’ten itibaren biyoreaktordeki glikoz derisimi artmaya baslamasi, bu saate kadar beslenen
glikozun hucreler tarafindan tamamen tiketildigini gdstermektedir. Biyoreaktor Uretimleri
boyunca hesaplanan spesifik glikoz tlketim hizlari Tablo 4.7.a’da verilmistir. Pcap ve Pro9
suslari igin spesifik glikoz tuketim hizlari sirasiyla 0.17-0.19 ve 0.15-0.18 g glikoz/gpcw St
olarak hesaplanmistir. En ylksek rhGH derisimine ulasildi§i tnax'ta, spesifik glikoz tiketim
hizlari sabit kalmasina ragmen, hicre derisimi azalmaya baslamistir. Hlcre derisiminin
artmasiyla, hucreler agregat olustururak biyoprosesin oksijen- ya da glikoz-transferi
acgisindan kisith hale gelmesine yol agabilirler; bu da hicre lizisini indUkleyebilir, hicre
derigimi azalir ve glikoz birikmeye baglar. En ylksek hicre derigimi Pcap ve Pro9 suslari igin t
= 15 st'te sirasiyla Cx = 114 g dm= ve 113 g dm™ olarak elde edilmigtir. t = 18 st'ten sonra
ise etanol Uretimi baslamis ve t = 21 st'te sirasiyla 7.3 ve 4.2 g dm®’e ulagmistir.
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Sekil 4. 39. Pcap ve Pro9 suslarina ait hiicre, glikoz ve etanol derisim profilleri. t = 0 st, yari-
kesikli fazin basladigi zamani bildirmektedir. Mavi (e): Pcap susu, Turuncu (A): Pro9 susu.
Duz ¢izgi: Hucre derigsimi, noktal gizgi: glikoz derigsimi, kesikli ¢izgi: etanol derisimi. Ok, en
yuksek rhGH derisiminin elde edildigi saati gostermektedir

Sonug olarak, Sekil 4.39. ve Tablo 4.7.a, iki farkli susun belirlenen uretim kosullarinda farkli
Uretim kapasitelerini agikga gostermistir. Ayrica, bu iki susun, rhGH Uretim kapasiteleri farkli

olsa da, glikoz tiketim, hiicre olusumu ve etanol Uretim profilleri benzer oldugu gézlenmistir.

4.8.2. rhGH Uretimi

En ylksek rhGH derisimi Pcap ve Pro9 ile t = 18 st’te sirasiyla 27 mg dm ve 44 mg dm-3
olarak elde edilmistir (Sekil 4.40.). Ozgiil hizlar ve verimler her iki sus igin Tablo 4.7.b'de
verilmistir. Spesifik rhGH Gretim hizlari, Pcar susu igin neredeyse sabit kalmig ve t = 18 st'e
kadar 0.03-0.02 mg rhGH/ gocw araliginda elde edilmigtir. Pro9 igin de benzer bir profil elde
edilmis, ve 6zgll rhGH Uretim hizlari t = 18 st’e kadar 0.03-0.05 mg rhGH/gocw arasinda
degismistir.
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Sekil 4. 40. Pgap ve Pro9 suslarina ait rhGH uretim profilleri. t = 0 st, yari-kesikli fazin

basladi§i zamani bildirmektedir. Mavi (e): Pcap susu, Turuncu (A ): Pro9 susu.

Tablo 4. 7. a Ozgil hizlarin biyoproses boyunca anlik degisimi. En yiksek rhGH derisiminin

elde edildigi saat kalin olarak verilmistir

Jdc, de,
M, Yxis, Yess, mg  Yex, mg
Sus t, st g /gocw Mg rhGH/
st? Jocw/g rhGH/g rhGH/gpcw
St Obcw St
3 0.11 0.19 0.03 0.57 0.15 0.27
0.11 0.18 0.03 0.55 0.17 0.31
b 0.11 0.17 0.03 0.56 0.20 0.36
o 011 0.17 0.03 0.53 0.19 0.35
15 0.10 0.17 0.02 0.50 0.14 0.29
18 0.07 0.18 0.02 0.25 0.09 0.37
3 0.10 0.18 0.04 0.52 0.20 0.40
0.10 0.17 0.04 0.55 0.23 0.42
0.10 0.17 0.05 0.54 0.33 0.61
Pro9
12 0.08 0.15 0.05 0.49 0.34 0.70
15 0.08 0.15 0.03 0.38 0.20 0.53
18 0.04 0.18 0.03 0.09 0.15 1.67

94



v

TUBITAK

Tablo 4. 7. b En yuksek rhGH derisiminin elde edildigi saate (tmax) kadar hesaplanan toplam

6zgul hiz ve verimler

ge, Ypix,
) M, de. Yxs, Yps, Mg
Strain  tmax, St mg rhGH/ mg rhGH/
st g/gocw st Jocw/g rhGHI/g
Opcw St Opcw
Pcap 18 0.06 0.18 0.02 0.49 0.12 0.46
Pro9 18 0.07 0.17 0.03 0.40 0.18 0.75

4.8.3. Proteolitik Aktivite

Her iki susun da Urettigi asidik proteaz miktari dlgtilmuis ve Sekil 4.41.’de verilmistir. Her iki
sus i¢in de, proteolitik aktivite biyoproses boyunca artmistir. Elde edilen proteaz miktarlari

Pcap ve Pro9 susu icin benzerdir.
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Sekil 4. 41. Pgap ve Pro9 suslarina ait asidik proteaz Uretim profilleri. t = 0 st, yari-kesikli
fazin bagladigi zamani blidirmektedir. Mavi (e): Pgap susu, Turuncu (A ): Pro9 susu.

4.8.4. Organik Asit Uretimi

Suslarin biyoproses boyunca urettigi organik asitlerin profilleri, hiicre-igi metabolik izyolu
hakkinda daha fazla bilgi edinmek igin arastirimistir. Bu amagla, suslara ait stksinik asit,
fumarik asit, malik asit, okzalik asit, asetik asit ve pirtvik asit derigsimleri biyoproses boyunca

OlclimuUs ve Sekil 4.42. a-b’de verilmigtir.
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Sekil 4. 42. a Pcap susu icin biyoproses slresince elde edilen organik asit derisim profili. t =
0 st, yari-kesikli fazin bagladigi zamani bildirmektedir. PA: Pirtvik asit, MA: Malik asit, OA:
Okzalik asit, FA: Fumarik asit, AA: Asetik asit, SA: Suksinik asit
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Sekil 4. 42. b Pro9 susu igin biyoproses suresince elde edilen organik asit derisim profili. t =
0 st, yari-kesikli fazin basladigi zaman bildirmektedir. PA: Pirtvik asit, MA: Malik asit, OA:
Okzalik asit, FA: Fumarik asit, AA: Asetik asit, SA: Stksinik asit

Sekil 4.42. a-b, en fazla Uretilen organik asitlerin pirlvik ve asetik asit oldugunu
gOstermektedir. Analiz, tma’a kadar, Uretilen toplam organik asitlerin %18’i asetik asit,
%79unun ise pirtvik asit oldugunu ortaya koymustur. TCA dénglsinde Uretilen slksinik
asit, malik asit, okzalik asit ve fumarik asit ortamda tespit edilse de, derigimlerinin 0.5 g dm-
¥0n altinda kalmasi, bu organik asitlerin verimli bir sekilde (Uretilip tuketildigini ve
birikmedigini géstermistir. Sonuclar ayrica, bu organik asitlerin, rhGH Uretiminin azalmasiyla

tmax'tan sonra arttigini ortaya koymustur.
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4.9. Peap Altinda Oksijen Transfer Kosullarinin Hiicre Gogalmasi ve rhGH Uretimi
Uzerindeki Etkisi

P. pastoris’'te, Pgap altinda rhGH Uretimine dlsuk- ile orta- oksijen aktarim kosullari arasinda
oksijen aktariminin hiicre ¢gogalmasi ve rhGH (zerindeki etkileri incelenmistir. Reaktor isletim
kosullar Tablo 4. 8.’de verilmistir. Biyoreaktdr isletimi kesikli- ve kesiksiz-Uretim fazlarindan
olusmaktadir. Kesikli-Uretim fazi hicrelerin 6n-kiltir asamasindan sonra ylksek derisime
ulagsmalarini saglamak igin uygulanmigtir. Tim biyoreaktér deneylerinde kesikli-Gretimden
kesiksiz-Uretime gecis Cx= 21.5 g dm derisiminde yapilmistir.

Tablo 4. 8. Biyoreaktor isletim kosullari

Kesikli-tiretim Fazi

N (rpm) pH Sicaklik (°C) Coo (%)
Biyoreaktor 1 (BR1) 600 5.5 30 20
Biyoreaktor 2 (BR2) 600 5.5 30 20
Biyoreaktor 3 (BR3) 600 5.5 30 20

Kesiksiz-liretim Fazr*

N (rpm) pH Sicaklik ("C) Coo (%)
Biyoreaktor 1 (BR1) 700 5.5 30 1
Biyoreaktor 2 (BR2) 700 55 30 5
Biyoreaktor 3 (BR3) 700 5.5 30 15

* TUm biyoreaktoér deneylerinde t = 0 st'te Cx=21.5 g dm?3

Oksijen aktarim kosullarinin etkisi ¢éziinen sabit-oksijen derigimlerinde (Cpo): Coo = %1, %5,
ve %15te, U¢ oksijen aktarim kosulunda arastirilmigtir. En yiksek hiicre ve rhGH derisimleri,
Coo = %15 oksijen aktarim kosulu i¢gin elde edilmistir. Hlcre derigimi, Cpo = %5 ve Cpo = %1
oksijen aktarim kosullarindan 1.7 ve 3.4 kat daha ylksekken, rhGH derisimleri Cpo = %5 ve
Coo = %1 kosullarindan 2.04 ve 2.64 kat daha yuksek bulunmustur. En ylksek hicre ve
rhGH derisimlerine ulasilan Cpo = %15te, t = 15 st’e kadar etanol birikimi élgiimemigtir. t =
15 st'ten sonra en ylksek etanol derisimi Ceon = 9.8 g dm=3, t = 18 st, olarak olgiimistir
(Akguin, 2018). Bu sonuglar 1siginda Cpo = %15 kosulu en iyi olarak belirlenmistir. Bu ylizden
Pro10 biyoreaktér prosesi igin ¢6zinen sabit-oksijen derisimi Cpo = %15 olarak karar

verilmistir.
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4.10. Pro10 Altinda rhGH Uretimi

Tasarlanan varyantlarin farkli tarama kosullarindaki kuvvetleri incelendiginde Pro10, asiri
glikoz ve gliserol kosullarinda hi¢ bir degisiklik gostermezken, kisith glikoz ve metanol
varliginda, Pcaptan daha fazla YFP uretimi gergeklestirmistir. Bu sonug, Rfx1p’nin 6zellikle
dusuk spesifik ¢cogalma hizlarinin mevcut oldugu kosullarda Pgap regilasyonunda gérev
aldigini gostermektedir. Dolayisiyla, asir glikoz ya da gliserol gibi blyime hizlarinin daha
yuksek oldugu kosullarda Rfx1p’nin transkript miktari daha az oldugu igin Pgap
regulasyonunda etkisi gozlenemezken, kisith glikoz ya da metanol gibi hlicre ¢ogalmasinin
daha yavas oldugu kosullarda Rfx1p transkript miktari daha fazla oldugu gdézlemlenmistir.
Sonug olarak, Rfx1p’nin, hiicre dusik hizlarda gogalirken, Pgap tarafindan daha disik
ekspresyon seviyelerine ulasmasinda rol oynayan TF’lerden biri oldugu sdylenebilir ve bu
TF’nin baglanma bdlgesi silinerek kisith glikoz kosullarinda yaklasik 2 kat daha fazla YFP
Uretimi saglanabilmistir.

Bu bilgiler i1siginda Pro10’un hiicre ¢ogalmasi ve rhGH Uretiminin zamana bagh olarak
degisimlerini anlamak ic¢in biyoreaktdr ¢alismasi yapiimistir. Reaktdr isletim kosullari kesikli
ve yari-kesikli iki fazdan olusmaktadir. Yari-kesikli fazda igletim kosullari; Cpo = %15, pH =5
ve karigtirma hizi 900 rpm olarak belirlenmigtir. t = 0 st'te Cx = 20.2 g dm= olup hiicre
derisimi t = 21 st'te Cx = 140 g dm®e ulasmistir. Ek olarak, rhGH Uretimi t = 9 st'te baslamis
olup t = 21 st'te 194.3 mg dm*e ulagmistir.

Cs (g dm?)

0 3 6 9 12 15 18 21
t (st)

Sekil 4. 43. P. pastoris’in varyant GAP promotoérl, Pro10, altinda biyoproses siresince

hicre derisimindeki degisimler
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Sekil 4. 44, P. pastoris’in varyant GAP promotdru, Pro10, altinda biyoproses suresince rhGH

derisimindeki degisimler

Biyoproses suresince, Pcar Ve Pro10 altinda hicre ve rhGH derisimlerinde olan degdisimler
karsilastiriidiklarinda, Pgap altinda Cpo = %15 kosulu igin Cx = 114 g dm™ ve Cien = 27 mg
dm-2 degerlerine ulasiimistir ve bu sonuglar 1s1ginda Pro10, Pgap'tan hiicre derisimi igin 1.23
kat, rhGH Uretimi igin ise 7.2 kat bir Gretime ulasiimistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda Pro10, Pgap’a karsi hem hicre derisimi hem de rhGH
derisimi agisindan daha ylksek degerlere ulasmistir. Bu sonuglar da, Rfx1p’nin dusuk
spesifik cogalma hizlarinda Pgap regllasyonunda goérev aldigini ve Rfx1p’nin, hicre dusuk
hizlarda ¢ogalirken, Pgap tarafindan daha disik ekspresyon seviyelerine ulasmasinda rol
oynayan TF’lerden biri oldugunu kanitlamaktadir.

Pro10 biyoprosesi boyunca oksijen tiketim hizi reaktore giren ve c¢ikan oksijen miktarlari
Uzerinden hesaplanmigtir. Oksijen tiketim hizinda salinimlar gézlemlenmis olup (Sekil
4.45.), bunun sebebinin aralikli substrat beslemesinden kaynakli oldugu anlasiimistir. Ayrica,

oksijen tiketim hizi, artan hicre derisimi ile artis gostermistir.
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Sekil 4. 45. Oksijen tlketim hizinin biyoproses stiresince degisimi
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P. pastorisin varyant GAP promotériu, Pro10, biyoprosesi icin HPLC ile Uretim ortamindaki
organik asit derisimleri dlcliimustir. t = 3 st’e kadar pirlvik asit birikiminin oldugu ve t = 6
st'ten itibaren kayda deger pirtvik asit birikimi gézlenmemistir (Sekil 4.46.). t = 15 st'ten
sonra suksinik asitte birikme goézlenmistir. Bu asamada sitrik asit dongusu dusinildigiinde
alfa-ketoglutarattan siksinata gegciste bir dar bogaz olustugu gézlenmistir. t = 9 st'ten
itibaren ortamda kayda deger bir asetik asit derisimi Olcilmustir. t = 9 st'ten sonra

fermentatif izyolunun aktif oldugu anlasiimaktadir.
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Sekil 4. 46. Organik asit olusum profili

4.11. Yari-kesikli ve Hibrit Yari-kesikli Biyoreaktor Operasyonlarinin Kiyaslanmasi

Hibrit yari-kesikli isletim, yiksek hicre derigiminin hedeflendigi fermantasyon prosesleri icin
kesikli ve yari-kesikli igletimin bir araya getirildigi bir uygulamadir. iglem, yari-kesikli olarak
baslayip kesikli olarak devam eden slirecin bir déngu halinde tekrarlandigi, bdylece substrat
tuketiminin kontrol altinda tutulmasiyla hicre-i¢i reaksiyon aginin optimum reaksiyon yolizine
yonlendirildigi, ve Uretim ile verimin arttirildigi yenilik¢i bir tasarimdir. Bu metot, P. pastoris'te
GAP promotori kontroll altinda rhGH Uretimi icin iki farkli karbon kaynagy, i) glikoz ve ii) esit
mol degerinde glikoz ve fruktoz igceren 6n islemden gecirilmis hidrolize seker pancari melasi,
kullanilarak test edilmistir (Cizelge 4.9).

4.11.1. Glikoz-beslemeli Yari-kesikli ve Hibrit Yari-kesikli Biyoreaktor Operasyonlarinin

Kiyaslanmasi

Glikoz beslemeli yari-kesikli ve hibrit yari-kesikli isletimlerde rekombinant P. pastoris hiicre
derisiminin zamanla degisimi Sekil 4.47.'de verilmigtir. Daha ylksek hlcre konsantrasyonlarinin

elde edildigi hibrit yari-kesikli isletim stratejilerinden, p = 0.10 st? 6zgll ¢cogalma hizi ile
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tasarlanmis GH2’de en yiksek, y = 0.125 st 6zgul ¢ogalma hizi ile tasarlanmig GH3'te en
dusuk hicre konsantrasyonuna ulasiimistir. Yari-kesikli ve hibrit yari-kesikli igletimler igin
hicre konsantrasyonu profilleri, hibrit yari-kesikli igletimlerde 7-10 st arasinda goérilen hafif
karakteristik ddonme noktasi disinda t = 9 st’e kadar neredeyse ayni iken sonrasinda giderek
farkhlagmistir. Hibrit yari-kesikli isletimlerin hlcre derisim egrileri karakteristik dénim
noktalari tGzerinden bir maksimum degere dogru eksponansiyel olarak artmis ve en yuksek
hiicre derisimine GH2'de t = 13.5 st'te 136 g dm™ olarak ulagsiimistir. Ote yandan p = 0.10 st
1 6zgll gogalma hizi ile tasarlanmis GF1 ve y = 0.15 st 6zgll ¢cogalma hizi ile tasarlanmis

GF2'de, hucreler stasyoner faza daha hizli girmiglerdir (sirasiylat =12 st ve t = 9 st).

Kiyaslama igin, iki yari-kesikli isletim disinda, en ylksek r-protein Gretiminin oldugu p = Hopt
degeri Ust limitinin ve maksimum r-protein konsantrasyonuna karsilik gelen tnax degerinin
belirlenmesi icin, dnceden belirlenmis Y = Pmin + AP degerleriyle dizayn edilen hibrit yari-
kesikli biyoreaktor operasyonlarinda rhGH konsantrasyonunun zamana goére degisimi analiz
edilmistir (Sekil 4.48.). Hibrit yari-kesikli igletim GH2de ulasilan en yuksek rhGH
konsantrasyonu t = 8 st'te 611 mg dm iken, GH3’de fermantasyon hacmindeki artisa bagli
olarak t = 10 st'te neredeyse ayni diizeyde Uretim saglanmigtir. Uretimin GH3’ten yiiksek
oldugu hibrit yari-kesikli biyoreaktér operasyonu GH2'de optimum dizayn parametreleri p =
Mopt = 0.10 st ve t = tmax = 8 st olarak belirlenmistir. GH2'ye kiyasla, p = 0.10 st degeri ile
dizayn edilmig, maksimum Gretim miktarinin t = 8 st'te 380 mg dm- olarak bulundugu yari-
kesikli isletim GF1 sonuglarina gbre dnceden belirlenmis u degeri sirekli besleme akis
dizayninda proses zamanini etkileyen belirleyici bir faktordir.
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Tablo 4. 9. rhGH Uretimi icin tasarlanmis yari-kesikli ve hibrit yari-kesikli biyoreaktor

operasyonlarinin kisaltmalari ve agiklamalari

Kisaltma Strateji

p=0.10 st 6zgll gogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
besleme debisi ile glikoz beslemeli yari-kesikli igletim

GF1

p=0.15 st 6zgll gogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
besleme debisi ile glikoz beslemeli yari-kesikli igletim

GF2

p=0.07 st 6zgll cogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
GH1 besleme debisi ile Atrg=1.5 st glikoz beslemeli yari-kesikli isletimin Atg=
0.5 st kesikli igletim ile degistigi hibrit yari-kesikli igletim

p=0.10 st 6zgll cogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
GH2 besleme debisi ile Atrg=1.5 st glikoz beslemeli yari-kesikli isletimin Ats= 0.5
st kesikli isletim ile degistigi hibrit yari-kesikli igletim

p=0.125 st 6zgll cogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
GH3 besleme debisi ile Atrg=1.5 st glikoz beslemeli yari-kesikli isletimin Ats= 0.5
st kesikli isletim ile degistigi hibrit yari-kesikli isletim

p=0.07 st 6zgil cogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
besleme debisi ile hidrolize melas beslemeli yari-kesikli isletim

MF1

p=0.10 st 6zgil gcogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
besleme debisi ile hidrolize melas beslemeli yari-kesikli isletim

MF2

p=0.07 st 6zgil gcogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
MH1 besleme debisi ile Atrg=1.5 st melas beslemeli yari-kesikli igletimin Atg=
0.5 st kesikli isletim ile degistigi hibrit yari-kesikli isletim

p=0.10 st 6zgiil cogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
MH2 besleme debisi ile Atrg=1.5 st melas beslemeli yari-kesikli igletimin Atg=
0.5 st kesikli isletim ile degistigi hibrit yari-kesikli isletim

p=0.15 st 6zgll gogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel
MH3 besleme debisi ile Atrg=1.5 st melas beslemeli yari-kesikli igletimin Atg=
0.5 st kesikli isletim ile degistigi hibrit yari-kesikli igletim

Ek olarak, substrat aliminin hibrit yari-kesikli biyoreaktor sistemi ile kontrol edilmesi, hucre-igi
yol izi duzenlemeleri Uzerinde olusturdugu etki sonucu, karbon molekillerinin hicre-igi
reaksiyon alaninda optimuma-yakin ya da optimum hucre-i¢i reaksiyon hizlarini elde edecek
sekilde akmasini saglamaktadir. y = pmin = 0.07 st? ile dizayn edilen GH1, t = 8 st'te
maksimuma ulasan ama p = 0.15 st ile dizayn edilen GF2'den daha iyi bir performans
gbsteren GF1'e gbére daha az Uretim saglamistir. Deneysel olarak belirlenen dizayn
parametresi tmax hibrit yari-kesikli biyoreaktér ve yari-kesikli biyoreaktér operasyon dizayni

icin 6zgun bir degerdir ve bu deger sonrasinda r-protein, yan urlin proteaz tarafindan
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hidrolize edilir. Proteaz sentezi ve salgilanmasi Uretim fazinda baslar ve zamanla artar.
Fermantasyonun sonlandigi tmax’dan sonra, yari-kesikli GF1 ve GF2'de, ve hibrit yari-kesikli
GH2 ve GH3'de proteaz saliniminin artmasi rhGH’nin proteolitik parcalanma hizinin
salgilanma hizindan ylksek oldugunu gésterir. En disik rhGH pargalanmasi, en disik

proteaz salgisinin oldugu GH1’de dlgtlmusgtar.

Hibrit yari-kesikli operasyonlarda, yari-kesikli igletimden kesikli isletime gegiste Cc — 0
oldugundan Atg periyodu boyunca glikoz alimi yoktur. Stratejinin hicre ici reaksiyon agi
yoluyla karbon molekilleri akisi Uzerindeki etkilerini kantitatif olarak belirlemek igin,
metabolik aki analizi ylratalebilir. Kalitatif olarak, Ateg boyunca gecerli yari-kesikli igletimde,
surekli beslemesi saglanan glikozun prekirsér metabolitlere donustiraldigld ve ATP’deki
yuksek enerjili fosfat baglarinda veya NADPH / NADP* ve NADH / NAD*nin indirgenmis
hallerinde tutulan Gibbs serbest enerjisine déndstlrildigl sitoplazmaya ylksek bir alim
hiziyla aktarilir. Ardindan, hicrenin ana yapisini olusturan makromolekullerin olusumu, yapi
taglarininin sentezini ve ardindan polimerizasyonunu gerektirir. Bu noktada hicre,
ribozomlardaki protein sentezini dolayisiyla da enerji harcamasini kontrol eder. Kesikli
isletime gecildiginde, glikoz alimi durur; hicre ¢odalma hizi r kisa sireli Ats periyodu
boyunca azalir ve substratin tamamen tikendigi durumda rx — 0 ulasir. Karbon molekiillerin
akisi makromolekiillerin ve r-proteinin sentezine ydnlendirilirken, substratin ve Grindn enzim
katalizorlugunde gergeklesen reaksiyonlar Uzerinde agiga cikardidi inhibisyonlar belli bir

dereceye kadar kaldirilir ve hiicrenin fenotipi glikoz alim hizinin kontroli ile kontrol edilebilir.
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Sekil 4. 47. Glikoz bazli besleme stratejilerinde hucre derisiminin zamana bagh degisimi:
GF1 (o), GF2 (A), GH1 (m), GH2 (), GH3 ().
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Sekil 4. 48. Glikoz bazli besleme stratejilerinde rhGH derigiminin zamana bagli degisimi:
GF1 (o), GF2 (A), GH1 (m), GH2 (+), GH3 (#).

4.11.2. Melas-beslemeli Yari-kesikli ve Hibrit Yari-kesikli Biyoreaktor Operasyonlarinin

Kiyaslanmasi

Fruktoz ve rekombinant P. pastoris hiuicre konsantrasyonlarinin melas-beslemeli yari-kesikli
ve hibrit yari-kesikli igletimlerde zamanla degisimi, sirasiyla Sekil 4.49. ve 4.50.'de verilmigtir.
Fruktoz ile rekabet halinde iken segici olarak tuketildiginden, MH1 hari¢ higbir yari-kesikli ya
da hibrit yari-kesikli isletimde t = 4 st'e kadar ortamda glikoz saptanmamis, MH2 ve MH3'te
de glikoz derigimi limitli kogullarda kalmaya devam etmigtir. MH1'de, hibrit yari-kesikli isletim
boyunca ortamda glikoz saptanmamigken; MH2'de t = 10 st'e kadar Cs < 0.06 g dm olan
glikoz derigimi hafif bir sekilde artarak tmax = 13.5 st'te Cg = 0.26 g dm?®'e ulasmistir. En
yuksek 6zgil ¢gogalma hizi ile tasarlanan (u = 0.15 st') MH3'te de, glikoz konsantrasyonu
cok dusuk dizeylerde kalmaya devam etmistir (t = 12 st'e kadar Cc < 0.2 g dm3). Fruktoz
birikimi, sirasi ile y = 0.10 st?! ile tasarlanan yari-kesikli isletim MF2'de ve y = 0.07 st ile
tasarlanan yari-kesikli igletim MF1'de, en yuksek Ozgul ¢ogalma ile tasarlanan MH3
haricindeki diger tim hibrit yari-kesikli isletimlerde oldugundan daha yuksektir. MH1 ve
MH2'nin Ck(t) egrileri, cok benzer ve fruktoz tuketiminin glikoz sinirlamasi nedeniyle arttigi
yari-kesikli isletimden kesikli isletime gecis periyodlarindaki degerler acisindan da yakindir.
MH1 ve MH2 basta olmak Uzere, hibrit yari-kesikli igletimle, yari-kesikli igletime kiyasla daha
yuksek hicre derisimine ulasiimistir. MH2'deki hiicre ¢ogalmasi t = 6 st'e kadar en ylksek
hizla olmak Uzere t = 14 st'e kadar devam etmigtir. MH1'deki ¢ogalma t = 7st'e kadar
MH2'den biraz daha dislik olmasina ragmen, MH1'deki Cx(t) t = 14 st'e kadar neredeyse
sabit ve MH2'dekinden daha yiiksek bir hiz ile devam etmis ve Cx = 90 g dm™ degerine ulagmistir.
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Kiyaslama igin, iki yari-kesikli igletim sistemi disinda, en yuksek r-protein Uretiminin oldugu p
= Mopt de@eri Ust limitinin ve maksimum r-protein konsantrasyonuna karsilik gelen tmax
degerinin belirlenmesi igin, 6nceden belirlenmis Y = pmin + Ap degerleriyle dizayn edilen hibrit
yari-kesikli biyoreaktor operasyonlarinda rhGH konsantrasyonunun zamana goére degisimi
analiz edilmistir (Sekil 4.51.). En ylksek rhGH konsantrasyonuna t = 13.5 st'te 625 mg dm-
olarak p = 0.10 st degeri ile dizayn edilen MH2'de ulasiimistir. Hibrit yari-kesikli isletim
MH2’de en yuksek verimlilige ulasilan optimum dizayn parametreleri 4 = pop:= 0.10 st ve t =
tmax = 13.5 st olarak belirlenmistir. Melas kullanimina dayali gelistirilen stratejilerden bir digeri
de p = 0.07 st ile dizayn edilmis, t = 17 st'te elde edilen 650 mg dm-2 Uretim miktariyla yari-
kesikli MF1 operasyonudur. S6z konusu isletim, verimlilik daha distk olsa da dikkate deger
bulunmustur. Uretim alaninda en disik p ile dizayn edilmis MF1 stratejisinde, iki ayri karbon
kaynagi ve c¢esitli amino asitler ile organik asitleri yapisinda barindiran kompleks bilesen
melasin sirekli beslemesi operasyon suresini uzatmistir. Buna karsilik, p’deki artis (u = 0.07
stten y = 0.10 st¥e) MF2'de t = 14 st’e kadar MF1’dekinden daha ylksek miktarda Uretim
olmasini saglamistir. Fermantasyonun sonlandigi tma’dan sonra, yari-kesikli isletim MF2, ve
hibrit yari-kesikli isletim MH1, MH2 ve MH3'te proteaz saliniminin artmasi rhGH’nin
proteolitik parcalanma hizinin salgilanma hizindan yuksek oldugunu gésterir. En dusuk rhGH
konsantrasyonu, en yuksek proteaz salgisinin oldugu MH3’te dlglimustur.

Sonug olarak, en basarili biyoreaktér operasyonlari, (i) g = 0.10 st? 6zgil ¢ogalma hizi
kullanilarak hesaplanan eksponansiyel besleme debisi ile Atrg = 1.5 st glikoz beslemeli yari-
kesikli isletimin Ats= 0.5 st kesikli igletim ile devam ettigi hibrit yari-kesikli isletim GH2, ve
pM=0.10 st! 6zgul ¢ogalma hizi kullanilarak hesaplanan eksponansiyel besleme debisi ile
Atre=1.5 st melas beslemeli yari-kesikli isletimin Atg= 0.5 st kesikli igletim ile devam ettigi
hibrit yari-kesikli isletim MH2 olarak belirlenmistir. GH2'de en yuiksek rhGH dretimi t = 8 st'te
611 mg dm iken; MH2'de t = 13.5 st'te 625 mg dm olarak Olgllmustir. GH2'de, rhGH
Uretimi, proses suresi yariya duserken 1.37 kat artmistir. Oysa, amino asit ve organik asit
gibi diger substratlarla zenginlegtiriimig iki karbon kaynagi iceren kompleks bilegsen melas
beslemesinin saglandi§gi MH2'de daha dusuk verimlilik dederi ve acgiga ¢ikan daha masrafli
ve karigik alt akim iglemleri gerekliligine ragmen daha ylksek rhGH Uretimine ulagiimistir.
Tdm bu bilgiler 1s1ginda, tek karbon kaynagi ile hibrit yari-kesikli igletim guglt bir tasarim
metodudur. Fakat melas ile yudrutulen hibrit yari-kesikli igletimlerde kesikli igletim
basamaginda ortamda biriken ikinci karbon kaynaginin tiketimi devam etmekte ve sonug
olarak birden fazla karbon kaynagi, 6zellikle kesikli isletim periyotlarinda hiicre gogalmasini
tesvik ederek proses siresi tmax'! arttirmaktadir. Bu kapsamda, kompleks besin ortami
kullanimina dayanan fermantasyonlarda hibrit yari-kesikli isletiminin cazibesi bir noktaya
kadar golgelenmektedir.
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Sekil 4. 49. Melas bazli besleme stratejilerinde fruktoz derisiminin zamana bagh degisimi:
MF1 (o), MF2 (A), MH1 (m), MH2 (*), MH3 ().
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Sekil 4. 50. Melas bazli besleme stratejilerinde hilicre derisiminin zamana bagh degisimi:
MF1 (o), MF2 (A), MH1 (m), MH2 (*), MH3 ().
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t, st

Sekil 4. 51. Melas bazli besleme stratejilerinde rhGH derisiminin zamana bagli degisimi:
MF1 (o), MF2 (A), MH1 (m), MH2 (*), MH3 ().
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5. SONUGLAR

Sonug¢ olarak, bu verilerle birlikte, promotér muhendisligi yontemlerinin rekombinant protein
dretimini artirmak igin rasyonel bir baslangi¢c noktasi oldugu ortaya konulmustur. Yapilan
promotor analizinden sonra, promotorin kuvveti ve regulasyonu uzerinde etkisi olabilecek
transkripsiyon faktérlerinin baglanma bolgeleri tespit edilmis ve bu bdlgeler, faktorlerin
etkilerine gore silinmis ya da artirlmistir. Boylelikle, 10 farkli varyanttan olugan bir promoto6r
kitiphanesi olusturulmus ve bu promotérlerde, YFP proteini reporter gen olarak kullanilarak
farkh Gretim kosullarinda taranmistir. Yapilan deneyler, promotér varyantlarinin farkh
kosullarda regulasyonlarinin farkh oldugunu ortaya koymustur ve modifiye edilmemis Pgap'e
gbre %86-188 arasinda daha yiuksek YFP uretimi elde edilmigtir. Bu yontemin, nihai amag
olan rekombinant protein Uretimini artirma Uzerindeki etkisini gérmek icin rhGH geni secilmis
ve iki promotdr varyanti (Pro9-Pro10) altinda ekpres edilmistir. Bunun sonucunda protein
uretiminin kisith glikoz ortaminda sirasiyla 2.4 ve 2 katlk bir artisa ulastigi saptanmistir. Bu
sonuglar g6z énlne alinarak, Pro9 laboratuvar dlgekli biyoreaktdérde rhGH dretimi yapiimasi
amaciyla secilmis ve Pgap altinda yapilan rhGH dretimi ile karsilastinimistir. Biyoreaktor
Uretimleri de, daha 6nce yapilan deney sonuglarini desteklemis ve Pro9 ile 1.6 kat daha fazla
rhGH Uretimi gergeklestirilmistir. Hlcre derisimi, glikoz tiiketimi, etanol Gretimi ve organik asit
profilleri gézénlne alindiginda iki sus arasinda rhGH Uretim kapasitesi disinda bir fark

gbzlenmemistir.
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EK-1 Agaroz Jel Goriintiilemelerinde Kullanilan DNA Markerlari

GeneRuler Express DNA Ladder, ready-to-use

bp ng/0.5p9 %

—5000 40 8
—3000 40 8
—2000 40 8
—1500 100 20
—1000 40 8
—750 40 8
—500 100 20
2 —300 50 10
S
g —100 50 10
0.5 pg/lane, 8 cm length gel, 1% agarose
1XTAE, 7 V/cm, 40 min 0.5 pg/lane, 1X TAE, 23 V/icm,

5-15 min

GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use

bp ng/0.5pg %

1000 30 6 1000
900 30 6 900
=R
700
600 30 6 — 600
— 500 75 15 __
400 30 6 500
00 30 6 400
250 75 15
200 35 7 300
—150 35 7 250
10 3 7 200
50 3 7 150
— 100

2.5% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/cm, 1 h

5% polyacrylamide

0.5 pg/lane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8 \W/em, 3 h
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EK-2 P. pastoris Hiicre igi Tepkimeleri

MeOH Metabolizmasi

1. MeOH — FormAl

2. FormAl — For + NADH

3. For - NADH + CO:

4. Xyl5P + FormAl + ATP — ADP + 2 G3P

Sorbitol Metabolizmasi
5. Sorb + ATP — ADP + F6P +NADH

Glikoliz ve Glukoneogenezis Yolizi

6. Glc + ATP — G6P + ADP

7.F6P — G6P

8. G6P — FG6P

9. F6P + ATP — 2 G3P + ADP

10.2 G3P — FG6P + Pi

1. G3P +ADP +Pi — 3PG + ATP + NADH
12. 3PG + ATP + NADH — G3P + ADP + Pi
13.3PG — PEP

14. PEP — 3PG

15. PEP +ADP — Pyr + ATP

16. Pyr —» AcCoAm + CO2+ NADH,

Pentoz Fosfat Yolizi

17. G6P — R5P + 2 NADPH + CO»
18. R5P — Xyl5P

19. Xyl5P — R5P

20. R5P — Rib5P

21. Rib5P — R5P

22. Xyl5P + Rib5P — S7P + G3P
23. S7P + G3P — Xyl5P + Rib5P
24. Xyl5P + E4P — F6P + G3P
25. F6P + G3P — Xyl5P + E4P
26. G3P +S7P — F6P + E4P

27. F6P + E4P — G3P +S7P
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Glikoliz Yolizinden Dallanmalar

28. Pyr — Acet + CO;

29. Acet — Ac + NADPH

30. Acet + NADH — EtOH

31. EtOH — Acet + NADH

32 Ac + 2ATP — AcCoA + 2 ADP + 2Pi

33. AcCoA — AcCoAm

34. Pyr + NADH — Lac

35. Lac — NADH + Pyr

36. Pyr —For + AcCoA

37. For + AcCoA — Pyr

Anaplerotik Reaksiyonlar

38. Mal — Pyr+ CO; + NADPH
39. Pyr + CO, + NADPH —Mal

40. Pyr + CO,+ ATP — OA + ADP
41. OA+ATP — PEP +ADP + CO;

Trikarboksilik Asit Donglisi

42. AcCoAm + OA — Cit

43.Cit — ICit

44. ICit — aKG +CO,+ NADHn

45. aKG — SucCoA + CO, + NADH,
46. SucCoA + Pi + ADP — Suc +ATP
47.Suc + ATP —  SucCoA+ ADP + Pi
48. Suc — Fum + FADH;

49. Fum + FADH, — Suc

50. Fum — Mal

51. Mal — Fum

52. Mal — OA+ NADH;

53. NADH,, + OA — Mal

Serin Grubu Amino Asitlerin Sentezi

54. 3PG + Glu — Ser+ aKG + NADH + Pi
55. Ser + THF — Gly + MetTHF

56. Ser + AcCoA + H,S — Cys

121



v
TUBITAK
Alanin Grubu Amino Asitlerin Sentezi
57. Pyr + Glu — Ala + aKG
58. 2 Pyr + NADPH — Kval + CO;
59. Kval + Glu — Val + aKG
60. Kval + AcCoAn + Glu — Leu + aKG + NADH + CO;

Histidin Sentezi
61. R5P + ATP — PRPP + AMP
62. PRPP + ATP + GIn — His + PRAIC + aKG + 2 PPi + 2 NADH + Pi

Aspartik Grubu Amino Asitlerin Sentezi

63.OA+Glu — Asp + aKG

64.Asp + GIn + ATP — Asn + Glu + AMP + PPi

65. Asp + ATP + 2 NADPH — Hser + ADP + Pi

66. HSer + ATP — Thr + ADP + Pi

67. Thr+ NADPH + Glu + Pyr — lle + aKG + NH4 +CO;
68. AcCoA + HSer + H.S + MTHF — Met + THF

Aromatik Grubu Amino Asitlerin Sentezi

69. 2 PEP + E4P + ATP + NADPH — Chor + ADP + 4 Pi

70. Chor + Glu — Phe + aKG + CO;

71.Chor + Glu — Tyr + aKG + NADH + CO;

72. Chor + GIn + PRPP + Ser — Trp + Glu + Pyr + G3P + CO, + PPi

Glutamik Grubu Amino Asitlerin Sentezi

73. aKG + NHs + NADPH — Glu

74.Glu + ATP+ NHs — GIn + ADP + Pi

75. Glu + ATP + 2 NADPH — Pro +ADP + Pi

76. GIn + CO2 + 2 ATP — CaP + Glu + 2 ADP + Pi

77.2 Glu + AcCoAn + 4ATP + NADPH + CaP + Asp — Arg + aKG + 4ADP + Fum + 5Pi
78. 2 Glu + AcCoA + 3 ATP + 2 NADPH — Lys + aKG + CO2 + 2NADH
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ino Asit Katabolizmasi
Ala + aKG — Pyr + Glu
Arg+ aKG + NADPH — Glu + 2 NHs+ CO;
Asn — Asp + NH4
Asp + aKG + NADH — Glu + Mal
Cys — Pyr+ NHs+ H.S
GIn — Glu + NH.
Glu - NHs+ NADH + oKG
Gly + MetTHF — Ser + THF
His +THF — Glu + F10THF + NH4
lle + aKG — Glu + FADH; + 2 NADH + CO; + AcCoA + SucCoA
Leu + aKG + ATP — Glu + FADH; + NADH + 2 AcCoA + ADP + Pi
Phe + NADH — Tyr
Pro — Glu + NADH + FADH.
Ser — Pyr+ NH4
Thr — Gly + NADH + AcCoA
Trp + NADPH — 2 AcCoA + Ala + CO2+ NH4 + For + 2NADH + FADH;
Tyr + aKG — Glu + Fum + 2 AcCoA + CO;
Val + aKG +ATP — Glu + FADH2 + 3 NADH + CO + SucCoA
Lys + AcCoA+ 2aKG — 2 Glu + NADH + CO;

Niikleotidlerin Sentezi

98.

PRPP + 2 GIn + Asp + CO2 + Gly + 4 ATP + F10THF — 2 Glu + PPi +

4ADP + 4 Pi + THF + PRAIC + Fum

99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.

PRAIC + F1I0THF — IMP +THF

IMP + GIn + ATP — NADH + GMP + Glu + AMP + PPi
GMP + ATP —  GDP +ADP

ATP+ GDP — ADP+ GTP

GTP+ADP — ATP + GDP

NADPH + ATP — dATP

NADPH + GDP +ATP — dGTP + ADP

IMP + GTP + Asp — GDP + Pi + Fum + AMP

AMP + ATP — 2 ADP

PRPP + Asp + CaP — UMP + NADH + PPi + Pi + CO:
UMP + ATP — UDP +ADP

UDP +ATP — ADP + UTP
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111. UTP + NH; + ATP — CTP + ADP + Pi
112. CTP +ADP — CDP +ATP
113. CDP + ATP — CTP +ADP
114. CDP + ADP — CMP +ATP
115. ATP+ NADPH + CDP — dCTP + ADP

116. UDP + MetTHF + 3ATP + NADPH — dTTP + DHF + 3 ADP + Ppi + Pi

Tek-Karbonlu Ogelerin Sentezi ve Ara-doéniigiimii
117. DHF + NADPH — THF

118. Gly + THF — MetTHF + NH4+ NADH + CO>
119. MetTHF + NADH — MTHF

120. MetTHF — MeTHF + NADPH

121. MeTHF — F10THF

Oksidatif Fosforilasyon (P/O = 2)
122. NADHm +2ADP + 2 Pi — 2 ATP
123. FADH, + ADP +Pi — ATP

Tasinim Tepkimeleri

124. CO; — exp

125. imp — CO;

126. imp — NH4

127. NHs — exp

128. 2ATP + 4 NADPH — AMP + ADP + H,S + PPi + Pi
129. PPi — 2Pi

130. imp —  Pi

131. Pi  — exp

132. NADH — NADHn

Karbonhidrat Sentezi
133. ATP + G6P — ADP + 6 CARBH + 2 Pi
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Lipidlerin Sentezi
134. AcCoA+ATP + CO2 — ADP + MaCoA + Pi
135. AcCoA + 7 MaCoA + 14 NADPH — 7 CO2 + PLM
136. NADPH + PLM + ATP — PLLM
137. AcCoA + 8 MaCoA + 16 NADPH — 8 CO2 + STE
138. NADPH + STE + ATP — OLE
139. 1.70LE+44PLLM+14PLM+ STE — 85FA
140. 2FA+ G3P — PA
141. CTP + PA+ Ser —» 2Pi+ CMP + PS
142. PS — CO2+ PE
143. PE + 3ATP + 3 Met — PC + 3 AcCoA + 3 H,S + 3 HSer + 9 Pi
144, PA+ CTP+ G6P — CMP + PINS

Biyokiitle Sentezi

145. 0.459 Ala + 0.161 Arg + 0.102 Asn + 0.297 Asp + 0.007 Cys + 0.105 GIn + 0.302
Glu + 0.290 Gly + 0.066 His + 0.193 lle + 0.296 Leu + 0.286 Lys + 0.051 Met +
0.134 Phe + 0.165 Pro + 0.185 Ser + 0.191 Thr + 0.028 Trp + 0.102 Tyr + 0.265 Val +
0.051 AMP + 0.051 GMP + 0.067 UMP + 0.05 CMP + 0.0024 dATP + 0.0016 dGTP +
0.0016 dTTP + 0.0024 dCTP + 0.0101 OLE + 0.0081 PLM +0.0263 PLLM + 0.0061
STE + 0.0006 PA + 0.005 PINS + 0.002 PS + 0.005 PE + 0.006 PC + 2.5 CARBH +
23.917 ATP — Biyokitle + 23.917 ADP + 23.946 Pi

insan Biiyiime Hormonu Sentezi

146. 7Ala+ 11 Arg+ 9Asn+ 11 Asp+4 Cys + 13 GIn + 14 Glu + 8 Gly + 3 His + 8 lle
+ 26 Leu+9Lys+3Met+13Phe+8Pro+ 18 Ser+10Thr+1Trp+ 8 Tyr + 7 Val
+ 1168 ATP — rhGH + 1168 ADP + 1168 Pi

Maintenance Enerji
147. ATP — ADP + Pi
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Kisaltmalar

Ac
AcCoA
ADP
Ala
AMP
Arg
Asn
Asp
ATP
CaP
CDP
Cit
Citr
Chor
CMP
CMPKDO
CO;
CTP
Cys
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
DHF
E4P
F10THF
F6P
FA
FADH
Fum
G6P
GDP
Glc
GIn
Glu
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Asetat

Asetil koenzim A
Adenozin 5’-difosfat
L-Alanin

Adenozin 5’-monofosfat
L-Arginin
L-Asparagin
L-Aspartat
Adenozin 5'-trifosfat
Karbomil-fosfat
Sitidin 5’-difosfat
Sitrat

Sitrulin

Korisimat

Sitidin 5’-monofosfat

CMP-3-deoksi-D-manno-oktulosonik asit

Karbondioksit
Sitidin 5’-trifosfat
L-Sistein
2’-Deoksi-ATP
2’-Deoksi-CTP
2’-Deoksi-GTP
2’-Deoksi-TTP
7.8-Dihidrofolat
Eritiroz 4-fosfat
N°-Formil-THF
Fruktoz 6-fosfat
Yag asitleri

Flavin adenin dinukleotit (indirgenmis)

Fumarat

Glikoz 6-fosfat
Guanozine 5'-difosfat
Glikoz

L-Glutamin
L-Glutamat
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Gly
GMP
GTP
H>S
His
Hser
ICit
lle
IMP
aKG
Kval
Lac
Leu
Lys
Mal
MeOH
Met
MeTHF
MetTHF
MTHF
NADH
NADPH
OA
PEP
Phe
Pi
PPi
PRAIC
Pro
PRPP
Pyr
R5P
Rib5P
S7P
Ser
Sorb
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L-Glisin
Guanozin 5’-monofosfat
Guanozin 5'-trifosfat
Hidrojen sulfid
L-Histidin
Homoserin
izositrat
L-1zol6zin
indosinmonofosfat
a-ketoglutarat
Ketovalin
Laktat
L-L6zin
L-Lizin
Malat
Metanol
L-Metiyonin
N5- N°-metenil-THF
N®- N10-metilen-THF
N®- metil-THF
Nikotinamid-adenindinukleotid (indirgenmis)
Nikotinamid-adenindinukleotid fosfat (indirgenmis)
Okzaloasetat
Fosfofenolpurivat
L-Fenilalanin
inorganik ortofosfat
inorganik pirofosfat
5’-Fosforiboz-4-karboksiamid-5-aminoimidazol
L-Prolin
5-Fosfat-D-ribozilpirofosfat
Pdrivat
Ribuloz 5-fosfat
Riboz 5-fosfat
Sedoheptuloz-7-fosfat
L-Serin
Sorbitol
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Suc
SucCoA
Xyl5P
TCA
THF
Thr
Trp
Tyr
UDP
UMP
UTP
Val
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Siksinat

Siksinat koenzim A
Ksiloz 5-fosfat
Trikarboksilik asit déngusu
Tetrahidrofolat
L-Treonin
L-Triptophan
L-Tirozin

Uridin 5’-difosfat
Uridin 5’-monofosfat
Uridin 5’-trifosfat
L-Valine
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Oz:

insan biiyiime hormonu (hGH), 22 kDa molekiil agirhiginda, 191 amino asitten olusan, beynin
6n lobundaki hipofiz bezi tarafindan uretilen bir proteindir. Hipofiz bezlerindeki somatotropik
hicreler tarafindan dogal olarak sentezlenen, kanda bulunan hGH?nin, insan organizmasinda
eksik, bozuk (defective) tretiminin neden oldugu problemlerin duzeltiimesi igin digaridan
verilme ihtiyaci ?diger hormonlar gibi- bu farmasétik temel maddenin biyoteknolojik prosesle
endustriyel Uretimini 6nemli yapmaktadir. Bu proje kapsaminda, gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz baslaticisinin (promotér) (PGAP) Gzerinde bulunan transkripsiyon faktdrlerinin
baglanma bolgelerini transkripsiyon mihendisligi ile modifiye ederek rekombinant protein (r-
protein) uretimini artirmak hedeflenmistir. Pichia pastoris?te en ¢ok kullanilan baslaticilardan
biri olan PGAP, olasi transkripsiyon faktorlerinin (TF) baglanma bdlgeleri agisindan analiz
edilmigtir. Bulunan TF baglanma bdlgeleri silinerek ya da dogal konumlarinda duplike edilerek
PGAP varyant kituphanesi olusturulmustur. Ayni zamanda, secilen TF?ler agiri-ekspres
edilerek ya da silinerek, bu faktorlerin r-protein tretimine etkisi arastiriimistir. Geligtirilen
PGAP varyantlari altinda modifiye yesil floresan proteini tGretiminin ekspresyon seviyeleri,
dogal PGAP?a kiyasla 0.35-3.10 kat arasinda degisim gdstermistir. En yuksek ekspresyon
seviyelerine ulasan baslatici varyantlari olan Pro9 (Gal4-benzeri TF baglanma bélgesinin
duplike edildigi) ve Pro10 (Rfx1 baglanma bélgesinin silindigi) kontrolu altinda ikinci model
protein, rekombinant insan buyime hormonu (rhGH), ekspres edilmis; dogal PGAP?a kiyasla,
siraslyla, 2.4 ila 1.6 kat daha fazla rhGH Uretilmistir. Yari-kesikli biyoreaktor isletim
kosullarinda, Pro9 kontroll altinda ve Gal4-benzeri TF?nin agiri-ekspres edildidi sus ile rhGH
Uretiminde birim huicre basina 2.2 kat artis elde edilmistir. Gelistirilen hibrit yari-kesikli isletim
ile en ylksek rhGH derisimi t = 8 st?te, CrhGH = 611 mg dm-3 elde edilmistir.
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