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OZET

Pichia pastoris MAYASI ILE REKOMBINANT KSILANAZ ENZIM
URETIMININ OPTIMIiZASYONU

Hilal YILDIZ KURAL

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Mehmet INAN
Ocak 2015, 44 Sayfa

Son yillarda, ksilanazlarin ¢ok farkli endiistiiriyel alanlarda kullanilmasinin
yaninda, hayvan yemlerinin formiilasyonuna giren onemli bir bilesim unsuru oldugu
goriilmektedir. Giiniimiizde endiistriyel kullanimi olan enzim preparatlari i¢in en 6nemli
konu enzim {iretim maliyetinin ve buna bagli olarak da prosese girdi maliyetinin
disiiriilmesidir. Ksilanazin da aralarinda bulundugu alfa amilaz, seliilaz, pektinaz,
proteazlar, lipazlar gibi enzimlerin iiretimi {izerine siirdiiriilen arastirmalar, uygun bir
iretici mikroorganizmanin bulunmasi ve ayni zamanda ucuz ve bol bulunabilen
kaynaklardan olusan bir iiretim ortami kompozisyonun olusturulmasi yoniinde devam
etmektedir. Enzim tiretim prosesine iliskin diger problemler 6nemli dl¢iide agilmustir.
Ksilanaz enzimi bakteri, maya ve fungus grubunda yer alan gesitli mikroorganizmalar
tarafindan tretilebilmektedir.

Bu calisma {ic bolimden olusmaktadir. Ilk bolimde ksilanaz enziminin
rekombinant ve ekstraseliiler olarak dort farkli sinyal protein, HSA(Insan serum
albumin), PIR(Protein with Internal Repeats), PHO(Asit fosfotaz) ve a-mating faktor,
kullanilarak P. pastoris te iiretimi yapilmistir. Bu boliim sonucunda hepsinde iiretim
gorilmiistiir.

Ikinci boliimde iiretim verimler karsilastirilmis ve verimin en yiiksek oldugu
sinyal protein belirlenmistir. Bu boliim sonucunda, HSA 4147 U/ml, PIR 5366 U/ml,
PHO 4252 U/ml ve a-mating faktor 4247 U/ml enzim iirettigi belirlenmistir. En yiiksek
iiretimin PIR sinyal proteininde oldugu goriilmiistiir. Uglincii béliimde ise iiretilen
enzim saflastirilmis ve enzimin optimum ¢alisma sicakligi ve pH s1 belirlenmistir.

Sonug olarak, Pichia pastoris mayasi ile ksilanaz iiretimi gergeklestirilmis ve en
uygun sekresyon sinyalinin PIR oldugu belirlenmistir. Ksilanaz enziminin sonundaki
polihistidin kuyrugu uzaklastirildiginda firincilik iiriinlerinde ve hayvan yemlerinde
kullanilma imkani bulunmaktadir. .

ANAHTAR KELIMELER: Pichia pastoris, ksilanaz, HSA(Insan serum albumin),
PIR(Protein with Internal Repeats), PHO(Asit fosfotaz), a-mating faktor
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF RECOMBINANT XYLANASE PRODUCTION
IN Pichia pastoris

Hilal YILDIZ KURAL

MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN
January 2015, 44 Pages

In recent years, xylanases are important ingredient of animal feed formulations
in addition to other industrial applications. The most important issue for use of enzymes
for industrial applications is reduction of production cost and the cost of goods. Studies
are ongoing to determine the best production host and cheap media compositions for
production of enzymes including xylanases, alpha amylase, cellulase, pectinase,
proteases and lipaes etc. The other problems related to the enzyme production process
relatively solved.  Xylanase are produced in bacteria, yeast and by various
microorganisms.

This study consists of three parts. In the first part, four secretion signal
sequences were evaluated for extracellular production of Aspergillusniger xylanase
(XyIB) in Pichia pastoris. These sequences were namely; Saccharomyces cerevisiae a -
matingfactor (a -MF), Human Serum Albumin (HSA), P. pastoris Acid Phosphatase
(PHO1) and P. pastoris Protein with Internal Repeats (PIR1) secretion signals.
Xylanase production was achieved with all constructs.

In the second part of the study, the production efficiency of xylanse was
compared with four leader sequences and best signal for secretion was determined.
Xylanase enzyme activities for single-copy clones with a-MF, HSA, PHO1 and PIR1 as
secretion sequence were 4247, 4147, 4252 and 5366 U/mL, respectively. The best
production signal was determined to be PIR. The last part of the study consist of
purification of the enzyme product and determination of the optimum temperature and
pH.

Consequently, xylanase production in Pichia pastoris was achieved and PIR
secretion signal was determined to be the best secretion signal among the tested signals.
Xylanase produced in Pichia pastoris can be utilized in animal feed and bakery
products after removing the His-tag sequence.

KEYWORDS: Pichia pastoris, xylanase, HSA(Human serum albumin), PIR(Protein
with Internal Repeats), PHO(acid phosphatase), a-mating factor
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ONSOZ

Molekiiler biyoloji tarihsel siire¢ agisindan ele alindiginda ¢ok yakin bir
donemde karsimiza ¢ikmasina ragmen son yillarda oldukca fazla gelismistir. Inceleme
alam1 ve Ozellikleri itibariyle molekiiler biyoloji, gelecegin arastirma alani olarak
goriilmekte ve daha da gelisen teknolojiyle daha iist seviyelere ulasacag asikardir.
Molekiiler biyolojiden tip, ilag, gida, tarim, biyomedikal gibi genis bir alanda
faydalanilmaktadir.

Bu calismayla yem sanayinde besin degerini artirict katki maddesi olarak
kullanilan ksilanaz enziminin en yiiksek verimde iiretimini saglayan sinyal peptidi
belirlenmistir. Bu ¢alismada PHO, HSA, a-mating faktorii ve PIR sinyal peptidlerinin
hiicre dis1 ksilanaz tretimine etkileri arastirilmis ve karsilagtirlmigtir. Daha Once,
Pichia pastoris'te ksilanaz enzimi iiretilmesine ragmen, enzim verimini etkileyen en
onemli faktorlerden biri olan ve liretilen proteinin hiicre disina salgilanmasini saglayan
sinyal proteinlerinin verime etkileri karsilastirmali olarak literatirde mevcut
olmadigindan literatiire katkis1 olacaktir.

Bu ¢alismamda benden bilgisini, sabrini ve yardimlarini esirgemeyen danigsman
hocam Saym Prof. Dr. Mehmet INAN'a, laboratuar arkadaslarima, ayrica maddi ve
manevi destekleri ile her zaman yanimda olan annem Bilir YILDIZ'a, babam Mehmet
YILDIZ'a, 6zellikle esim Ramazan Ozgiir KURAL'a tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calisma Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir.

Vi



ICINDEKILER

OZET ottt bbbttt [
ABSTRACT < I
ONSOZ .ot iii
ICINDEKILER .....ooviiiceeieieteectete ettt seete et en sttt en st sn et iv
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI......ccccooiiiiiiiiiiesscessee e Vi
SEKILLER DIZINI.....cooiiiieiiiiieiceeeee ettt n sttt viii
CIZELGELER DIZINI ..ottt IX
L GIRIS o 1
2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI........cccccovreviriiriireriiiennns 4
2.1, Ksilan Ve KSHANAZ .........ccoviiiiiiiie s 4
2.2. Uretim Susu Olarak PiChia PAStOriS..........ccoeieieviiiieeiie st 7
2.3. Metanol Metabolizmasi ve Metanol Kullanim Fenotipleri............cccoocvveriennee. 9
2.4. Rekombinant Protein Uretiminde Kullanilan Pichia Pastoris Promotorlari ... 11
2.5. Pichia Pastoris Seleksiyon Markirlart..........cccooeiiieiiiiiieienenese e 13
2.6. SEIEKSIYON SIFAtEJISi....ccvveiiieeieiiieiie e 13
2.7. EKSPIeSYOn SUSIATT......coveiiiiiiiieiiicie e 13
2.8. Ekspresyon Vektorleri, Transformasyon ve Pichia Pastoris Genomuna
ENTEGIaSYONU......ceeiiiiiiiiciec e 15
3. MATERYAL VE METOT ..o 17
3L MALEIYAL .. 17
3.1.1. Ksilanaz gen Kaynagl ........ccoeceeiiieiiiiii e 17
3.1.2. Sinyal PEPLITIET ... 17
3.1.3. Konake1 plazmitler........cccviiiiiiiiiiiiiiiis i 17
3.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler ve restriksiyon enzimleri............c.ccccoveunene 18
B2, MIBLOL ... 18
3.2.1. GenomMik DNA 1ZOIaSYONU.......coviiieiiieiiecee e 18
3.2.2. Polimeraz zinCir reakSIYONU.........c.couerierieiiiiniiiieieeee e 18
3.2.3. Agaroz jel elektroforezi ve jelin goriintilenmesi.........cccooevvvviiiciinnen, 19
3.2.4. Ligasyon Ve tranSformMasyON ..........ccevererereniniisieieeesee e 19
3.2.5. PIazmit iZOIaSYONU ........ccueiiiiiieiecee e 20
3.2.6. PZR {irtinlerinin saflagtirtlmast .........ccceeiieiiieiieiiiee e 20
3.2.7. Jelden DNA parcalarinin ekstrakSiyonu ..........ccccovveiiiiiiiniiiniincnieenns 20
3.2.8. SDS-PAGE ve Western blot analizi............c.ccccoovieoiiiiiiiiiiiic 21
3.2.9. DNA ve plazmit miktarlarimnin 6l1¢lImesi.........ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiee 21
3.2.10. Sourthern BIot @NAlIZI.........c.ccvoiieiiiee e 21
3.2.11. Rekombinant protein Uretimi ........o.cevvieiiieiiniiieeiiee e 22
3.2.12. Ksilanaz enzim aktivitesinin S1gUIMEsi........cccvevvivereeresieeseeresieseeieas 22
3.2.13. Rekombinant proteinin saflagtirtlmast .........ccceevrveiiiiiiiciiiiiicieee 23
3.2.14. Rekombinant proteinin karakterizasyonu ...........cccceceverenenenenennnnnan 23
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ottt 24
4.1. Plazmitlerin Sinyal Peptitler Igin Hazirlanmasi.............cccccevvvevcveveriiiincnernans 24
4.2. Ksilanaz Geninin Farkl1 Sinyal Peptit igeren Plazmitlere Klonlanmasi.......... 24
4.3. Ekspresyon Vektorlerinin Pichia Pastoris KM71H Susuna
TraNSTOIMASYONU ..vecuviiiiiieiie ettt e et e e te et eeaeeaneas 24
4.4, Protein UTEHIMI....cucveveveeeeercececeeeseesesesesesesesesssesesesesesesesesesesssssssssesssesssssesssesesesees 27
4.5. Gen Kopya Sayisinin Belirlenmesi (Southern Blot Analizi) ...........ccccevvinne 28

vii



4.6. Ksilanaz Enzim Aktivitesinin OIGHIMESI........cocveviveeieeieieeeee s 29

4.7. Ksilanaz Enziminin HIS-TAG Kolon ile Saflagtirilmas...........cccoeevevevcuenann 31

4.8. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine pH Degerinin EtKiSi........cccoovrvevennnee. 31

4.9. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Sicaklik Degerinin EtKisi.................. 32
5. TARTISMA L.ttt b ettt et nbe e b 33
B. SONUC ...ttt b e h e b e e st e e e bt e sab e e be e e st e e nbeeanbeesbeeenbeennneenes 34
T KAYNAKLAR Lottt bttt et e et 35
TR = S I PSP PRR 40

Ek 8.1. Calisma Siiresince PZR Denemelerinde Kullanilan Primerler................... 40

Ek 8.2. Ksilanaz Geninin SEKaANSI.........ccceiiviiiieiiieeiie e sie st see e sree e sneenee 41

Ek 8.3. Calismada Kullanilan DNA ve Protein Standartlart...........cccccoeevveiveenenns 42
OZGECMIS

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

cm santimetre

d devir

dak dakika

kbg Kilo baz cifti

kV kilo volt

L litre

M mikro(10°®)

m mili(10®)

M molar

n nano(10°®)

oD optik yogunluk (optical density)

g goreceli santrifiij kuvveti (relative centrifugal force, rcf)

S saniye

sa. saat

t slire (saat cinsinden)

™m erime sicakligi (melting temperature)

U linite

© sonsuz

Kisaltmalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

Amp amfisilin

AOX Alkol Oksidaz

bg baz ¢ifti

BMGY tamponlanmis karmasik gliserol besiyeri (buffered glycerol complex
medium)

BMMY tamponlanmis karmasik metanol besiyeri (buffered methanol complex
medium)

DIG digoksijenin (digoxygenin)

DHAS Dihidroksiaseton sentaz

DHA Dihidroksiaseton

DNA deoksiriboniikleik asit

DNS Dinitrosalisilik asit

FDH Format Dehidrogenaz

FLD Formaldehit Dehidrogenaz

GAP Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz

HSA Insan Serum Albumin (Human Serum Albumin)

LB Luria-Bentani

MA molekiil agirlhig

MD minimal dekstrozlu besiyeri

MDH minimal dekstrozlu histidin i¢ceren besiyeri

PAGE poliakrilamid jel elektroforezi

PHO Asit Fosfotaz

PZR polimeraz zincir tepkimesi (PCR-polymerase chain reaction)



RNA
SDS
SSC
TAE
TE
TGM
TGS
YNB
YPD

Riboniikleik asit

sodyum dodesil siilfat

tuzlu sodyum sitrat (saline sodium citrate)

Tris-Asetat-EDTA

Tris-EDTA

Tris-Glisin-Metanol

Tris-Glisin-SDS

maya azot kaynagi (Yeast Nitrogen Base Sulfate without amino acids)
Maya Pepton Dekstroz (Yeast Peptone Dextrose)
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1. GIRIS

Seliilozik maddeleri pargalayan enzimler, yemlerin besin degerini (biyo
yararliligini) arttirmak i¢in tek mideli ve gevis getiren hayvan yemlerinde katki maddesi
olarak kullanilmaktadir. Bu amagla, bakteriyel ve fungal kaynakli enzimler endiistriyel
Olgekte tretilip, enzim preperati olarak kullanilmaktadir. Enzimi dogal olarak {ireten
organizmalarin endiistriyel 6lgekte verimlerinin diisiik olmasindan dolayi, enzim iiretimi
daha yiiksek verimli iiretim saglayacak konukgu organizmalarda (Saccharomyces
cerevisiae, Escherichia coli, Bacillus sp., ve Pichia pastoris) gerceklestirilir.

Giliniimiizde endiistriyel kullanim1 olan enzim preparatlari i¢in en énemli konu
enzim Uretim maliyetinin ve buna bagli olarak da prosese girdi maliyetinin
diisiiriilmesidir. Ksilanazin da aralarinda bulundugu alfa amilaz, seliilaz, pektinaz,
proteazlar, lipazlar gibi enzimlerin iiretimi {izerine siirdiiriilen arastirmalar, uygun bir
tiretici mikroorganizmanin bulunmasi ve ayni zamanda ucuz ve bol bulunabilen
kaynaklardan olusan bir iiretim ortami kompozisyonun olusturulmasi yoniinde devam
etmektedir. Enzim {iretim prosesine iliskin diger problemler 6nemli dl¢iide agilmastir.
Ksilanaz enzimi bakteri, maya ve fungus grubunda yer alan ¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan tretilebilmektedir.

Ksilan, bitkilerde en fazla bulunan hemiseliilozdur ve seliilozdan sonra ikinci en
biiyiik bilesim unsurudur. Ksilanaz enzimi, ksilanin B-1,4 baglarimi hidrolize ederek
hemiseliilozik maddelerin biyo yararliligmni artirir. Ksilanaz enziminin yem katki
maddesi olarak kullanimi mevcuttur. Bu enzimin hayvanlarin verim ve performansini
olumlu yonde degistirdigi belirtilmektedir.

Ksilanazlar, gidalarin fiziksel 6zelliklerini gelistirmede, tek hiicre proteini, sivi
ya da gaz yakitlarin iiretimi, ¢oziicliler ve seker suruplarmin {retimi gibi genel
uygulamalarda, ligno-seliilozik materyallerin doniisiimii, tarimsal atiklarin fermentatif
iriinlere parcalanarak doniisiimii, meyve sularinin berraklastirilmasi, biranin kivaminin
diizenlenmesi, kagit endiistrisinde agartmayr iyilestirici olarak kullanilirlar ve
biyoteknolojik uygulamalar i¢in yaygin potansiyelleri vardir (Beg vd 2001,
Subramaniyan ve Prema, 2002). Ayrica ksilanazlarin énemli bir kullanim 6zelligi de
zirai alanda, kanatli hayvanlarin (Bedford ve Classen 1992, Wu vd 2004), domuzlarin
(Thacker ve Baas 1996, Barrera vd 2004) ve sigirlarin (Beachemin vd 1999)
polisakkarit ve proteinlerden daha fazla yararlanmasini saglayarak verim ve
performanslarini artirmasidir.

Pichia pastoris, rekombinant protein iiretiminde kullanilmak tizere ekspresyon
platformu olarak gelistirilmis metilotrofik bir mayadir. Pichia pastoris’te bugiine kadar
cok sayida farkli proteinin iiretimi gergeklestirilmistir. Pichia ekspresyon sisteminin
endiistriyel rekombinant protein iiretiminde giderek artan popiilerligini saglayan
ozellikler;

1) genetik modifikasyon i¢in gereken tekniklerin kolayligr ve mayanin gelisimi
icin gerekli olan ortam ve kiiltiir kosullariin basitligi,

2) hiicre i¢ci ve hiicre disi olarak yiiksek protein ekspresyon seviyelerine
ulasabilmesi,
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3) translasyon sonrasi oOkaryotik protein modifikasyonlarini (glikozilasyon,
distilfit baglarinin olugmasi gibi) gergeklestirebilme yetisi,

4) ticari ekspresyon Kkitlerinin var olmasi seklinde siralanabilir (Lin-Cereghino
ve Cregg 2000).

Pichia pastoris sisteminde heterolog proteinlerin ekspresyonu, genellikle alkol
oksidaz | geninin (AOX1) promotoru kontroliinde gergeklestirilir. AOX1, metanol
metabolizmasindaki ilk enzim olan alkol oksidazi kodlayan gendir. AOX1
promotorunun arastirmalarda ve uygulamada en fazla kullanilan promotor olmasinin
sebebi, Pichia pastoris’te karakterize edilen ilk promotor olmasi ve ticari kit olarak
(Invitrogen, CA, ABD) piyasaya sliriilmesinin yaninda ¢ok gii¢lii olmas1 ve karbon
kaynaklar tarafindan ¢ok siki bir sekilde regiile edilmesidir. AOX1ekspresyonu, farkli
karbon kaynaklarina tepki olarak gelisen represyon, derepresyon ve indiiksiyon
mekanizmalart ile regiile edilir. AOX1 promotoru metanol tarafindan ¢ok kuvvetli bir
sekilde tetiklenmekte fakat glukoz, gliserol, asetat, etanol gibi diger karbon kaynaklari
tarafindan baskilanmaktadir. Sorbitol, mannitol, trehaloz ve alaninde ise AOX1
promotoru baskilanmamakta fakat indiiksiyon i¢in metanole gereksinim duyulmaktadir
(Inan ve Meagher 2001b).

AOX1 promotorunun indiiksiyonunun derecesi, karbon kaynagi olarak
metanoliin varhigina baghdir. Metanol esas olarak, gida iirlinleri ve katkilarinin
tiretiminde kullanilmaya pek uygun olmayan petrokimyasal kaynaklardan elde edilir.
Biiyiik 6l¢ekli fermentasyon endiistrisinde metanol kullanim1 ve depolanmasi, toksik ve
yanict oldugundan tehlike arz etmektedir. Ayrica, metanolde biyokiitle iiretimi igin
gerekli olan oksijen miktari, karbon kaynagi glukoz oldugunda gerekli olan miktardan
3-4 kat daha fazladir. Oksijenin fazla miktarda kullanimi 1s1 iiretimini arttirmakta ve
biyoreaktoriin sicakligini yiikseltmektedir (Zhang vd 2010). Yiiksek oksijen temini ve
sogutma ihtiyact liretim maliyetini arttirmakta ve Olgek biiylitmede zorluklara neden
olmaktadir.

Pichia pastoris’te yapisal ve tetiklenebilir baska promotorlar da bulunmasina
ragmen (AOX2, DAS, GAP, ICL1, FLD1, PEX8, TEF1, PGK1, YPT1 gibi) ¢ogu
calismada ve uygulamada bazi avantajlarindan dolayt AOX1 promotoru
kullanilmaktadir. Ornegin, FLD1, AOX1 promotoruna iyi bir alternatif olarak goriinse
de indiiksiyon icin baska bir toksik ve yanict madde olan metilamin ya da formaldehite
ithtiya¢ duymaktadir. Diger promotorlar ise diisiik ekspresyon diizeylerinden dolay:
AOX1 promotoru kadar yaygimn kullanilamamaktadirlar. Pichia pastoris ekspresyon
sistemini kullanan ¢ogu arastirmacinin temel amact maksimum miktarda rekombinant
protein eldesi oldugundan, yiiksek promotor fonksiyonu istenen bir dzelliktir. Ornegin;
YPT1 promotoru altinda iiretilen a-glucuronidaz ekspresyon seviyesi, glukozda gelisen
GAP promotoru altinda iiretilen miktardan 10 kat az iken metanolde gelisen AOX1
promotoru altinda elde edilen miktardan 80 kat daha az bulunmustur (Sears vd 1998).
Diger taraftan, GAP, TEF1, PGK1 ve YPT1 promotorlar1 yapisal olduklarindan, kontrol
ettikleri genlerin transkripsiyonlarini tetikleyici ihtiyaci olmadan siirekli bir sekilde
gergeklestirirler. Yapisal promotor kullanilirken genin ekspresyona basladig1 an kontrol
edilemez. Bu yiizden, konuk¢u organizmaya toksik etkisi olan rekombinant bir protein
liretiminin yapisal bir promotor altinda gerceklestirilmesi beklenemez.
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Bu c¢alismanin amaci, gida, yem, kagit sanayisinde ¢okca kullanilan ksilanaz
enziminin farkli sinyal peptitler kullanilarak rekombinant ve ekstraseliiler olarak Pichia
pastoris'te iretimini yapmak, verimleri karsilastirmak, iiretilen enzimin optimum
calisma sicaklik ve pH sin1 belirlemektir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Ksilan ve Ksilanaz

Ksilan, bitkilerin hiicre duvarinda, selillozdan sonra en fazla bulunan
hemiseliilozik bir polisakkarittir. Bazi1 bitkilerin toplam kuru maddesinin %35’ini
olusturur (Coughlan, 1985). Tahil danelerinin lif igeriklerinin 6nemli bir kismi
ksilanlardan olusur (Cowan, 1996). Ksilanlar, ksilanazlar (B-1,4-D-endoksilanaz (EC
3.2.1.8)) tarafindan B-1,4 baglarimin hidrolizi ile D-ksiloz {initelerine parcalanir (Biely,
1985) (Sekil 3.1). Ksilan, seliiloz ve lignin, birlikte bitki hiicre duvarinin ana yapisini
olustururlar ve birbirlerine kovalent ya da non-kovalent baglarla baglanmis haldedirler
(Beg vd 2001).

Ksilanaz enzimleri, ksilandaki [-1,4-D-ksilozidik baglarmi zincirin ig
kisimlarindan hidrolizle kiran glikosidazlardir (o-glikozid hidrolazlar; E.C. 3.2.1 ).
Bunlar, hiicre metabolizmast i¢in karbon kaynaginin saglanmasinda ve bitki
patojenlerince bitki hiicresinin enfeksiyonunda gerekli olan ve dogada yaygin bir enzim
grubudur (Collins vd 2004). Sekil 2.1°de ksilanaz enzimlerinin ksilan omurgasindaki
etki noktalar1 sematik olarak gosterilmektedir (Collins vd 2004).

Ksilanaz Spesifitesi

8]
Ksilanaz 0
]
OH
o O
OH OH on
O o
\D oh JH
)
Ksilan -
- oH _

Sekil 2.1. Ksilan ve ksilanaz enziminin etki spesifitesi

Ksilanin, heterojen ve karmasik yapist nedeni ile tamamen hidrolizi, igbirligi
igerisinde iliskili genis bir grup mikrobiyal enzimi gerektirmektedir ki bu grubu
olusturan enzimler sunlardir (Gilbert ve Hazlewood 1993, Collins vd 2004);

1) Ksilan iskeletindeki i¢ glikozid baglari rast gele kiran -1,4-endoksilanazlar
(B-1,4-D-ksilanazlar; -1,4-D-ksilan ksilanohidrolazlar; E.C. 3.2.1.8),
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2) Ksilobiyozu ksiloza hidrolize eden, baska bir deyisle ksilooligosakkaritleri
indirgen olmayan uglarindan kiran B-D-ksilosidazlar (B-1,4-D-ksilozid ksilohidrolazlar;
E.C.3.2.1.37),

3) Ksilandaki arabinoz yan zincirlerini hidrolize eden o-L-arabinofuranosidazlar
(E.C. 3.2.1.55),

4) Ksiloz gruplarindan glukuronik asit yan zincirlerini ayiran o-D-
glukuronidazlar (E.C. 3.2.1.139),

5) Asetat gruplarin1 serbestlestiren asetil-ksilan esterazlar (E.C.3.1.1.72 ), 6.
Ferulik asit esterazlar (E.C. 3.1.1.73),

7) p-kumarik asit esterazlar (E.C. 3.1.1.-),
8) Ekzo-B-1,4-ksilanazlar (a-1,4-D-ksilan ksilohidrolazlar ).

HO,C O a-D-glukuronidazlar
CH;0
HO OH
0 HO 0
. - \/ 0 7\/ /y 7\7
AcO OAC On

N

p-1,4-endoksilanazlar a-arabinofuranosidazlar

HOCH;
HO

Sekil 2.2. Ksilanin hidrolizinde gorev alan enzimlerin gosterimi

Bunlardan en onemlisi 1.gruptaki 1,4-B-endoksilanazlar’dir. Endoksilanazlar,
ksilan omurgasindaki i¢ glikozid baglari, ekzoksilanazlar ise endoksilanazlarin etkisi
sonucu olusan ksilooligosakkaritleri hidrolize ederler; ve bu yolla ksilanin hidroliz orani
yiikseltilmis olmaktadir (Wong et al.1988).

Ksilanazlarin bir¢ok kullanim alani bulunmakla beraber kullanimlarini yaygin
hale getirmek, teknolojik proses kosullarina dayanikli, verimliligi yiiksek ve maliyeti
diisiik kaynaklarin belirlenmesiyle miimkiin olabilecektir.

Ksilanazlar, gidalarin fiziksel 6zelliklerini gelistirmede, tek hiicre proteini, sivi
ya da gaz yakitlarin dretimi, c¢oOziiciiler ve seker suruplarinin iiretimi gibi genel
uygulamalarda, ligno-seliilozik materyallerin doniisiimii, tarimsal atiklarin fermentatif



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI Hilal YILDIZ KURAL

irlinlere parcalanarak doniisiimii, meyve sularinin berraklastirilmasi, biranin kivaminin
diizenlenmesi, kagit endiistrisinde agartmay1 iyilestirici olarak kullanilirlar ve
biyoteknolojik uygulamalar i¢in yaygin potansiyelleri vardir (Beg vd 2001;
Subramaniyan ve Prema 2002). Ayrica ksilanazlarin énemli bir kullanim 6zelligi de
zirai alanda, kanatl hayvanlarin (Bedford ve Classen 1992, Wu vd 2004), domuzlarin
(Thacker ve Baas 1996, Barrera vd 2004) ve sigirlarin (Beachemin vd 1999) verim ve
performanslarini artirmasidir. Ksilanazlarin endiistriyel alanda kullanim1 uygulama alani
ve fonksiyonu ile birlikte daha ayrintili olarak Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Ksilanazlarin potansiyel uygulama alanlari (Collins vd 2005)

ENDUSTRISI UYGULAMA ALANI FONKSIYONU
Meyve ve sebze
isleme siiregleri,
demleme, sarap

imalati

Meyve ve sebze suyu, nektar ve Meyve sular viskozitesini azaltict
piirele eldesi ile bitkisel yag, sarap | etkisi yaninda yumusatma 6zelligi
imalati ile kaliteyi artirir.

Hamur elastikiyetini ve

Hamur ve pastacilik {irtinleri dayanikliligini artirir.

Firincilik

Nigasta ihtiva etmeyen
polisakkaritlerin i¢erigini azaltir,
intestinal vizkoziteyi azaltarak
hayvanin protein ve nisastadan
maksimum 6l¢iide faydalanmasini
saglar.

Monogastrik (domuz ve kiimes
hayvanlar1) ve gevis getirenlerin

Hayvan beslemesi ;
W yemleri

Kagit imalat1 esnasinda klorin ve
toksik
disakkaritlerin kullanimlarinin
azaltilmasi
Alkali kullaniminin azaltilmasi ve
Biyoleke yok edilmesi biyoleke ¢ikarilmasi siireglerinin
kolaylastirilmasi
Pasta hamuru viskozitesinin
azaltilmasi

Kagit hamurunun agartilmasi
Kagit ve kagit
hamuru iiretimi

Nisasta Nisasta gluten ayirimi ve gluten topaklanmasinn

artirilmasi.

Keten, kendir, jiit ve rami

Tekstil islenmesi Enzimatik ylizey diizlestirimi
Tarimsal, evsel ve endiistriyel Cop aritimi, fermente edilebilen
tirtinlerin iiretimi, yenilenebilir
Biyodoniisiim atiklarin gevreye bioetanol ve zararsiz kimyasallarin
zararsizlastirilmasi iretimi

Yemlere enzim ilavesiyle hayvanlarin yeterince veya hic¢ salgilayamadiklari
enzimler saglanarak, yemlerdeki sindirimi gili¢ yapisal karbonhidrat unsurlar ile diger
organik ve inorganik unsurlardan daha iyi yararlanilmasi, istenilmeyen kimi maddelerin
etkisiz hale getirilmesi amaglanmaktadir (Giiglii ve Kara 2009).
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Giliniimlizde giderek popularite kazanan ksilanazlarin, bitki hiicre duvarinin
hemiselilloz kismint parcaladigi; ot yiyen hayvanlarin ve bazi bitki patojenlerinin
bitkileri parcalamak ic¢in ksilanaz icerdikleri saptanmustir. Pek ¢ok bakteri ve kiif
mantariin, hemiseliiloz-ksilan iceren ortamlarda heterotrofik olarak gelismesini
saglayan ve ortamda son iiriin olarak serbest ksiloz olusturan hiicre dis1 ksilanazlar
olusturdugu anlasilmistir (Kulkarni vd 1999). Bir¢ok mikroorganizmaya ek olarak, bazi
otcul bocekler, kabuklular ve bazi alglerin iretebildigi ksilanazi, memeliler
tiretememektedirler.

Ksilanazlar, genellikle saf ksilan veya ksilanca zengin ortamlarda gelisen
mikroorganizmalarda bulunan indiiktif enzimlerdir. Ksilanazlarin; L-sorboz, bazi
ksilooligosakkaritler, ksiloz ve lignoseliiloz birimleri gibi bilesiklerle indiiklendikleri ve
bakteriler, fungiler, protozoalar, algler, karindanbacaklilar ve antropodlar1 da igine alan
bir grup organizma tarafindan tiretildikleri bildirilmistir (Beg vd 2001).

Bazi genel 6zelliklerine gore, ksilanaz iireten mikroorganizmalari1 asagidaki gibi
gruplandirmak miimkiindiir (Koksal 1998):

1) Bakteriler; Bacillus sp., Cellulumonas fimi, Micrococcus sp. AR-135,
Staphylococcus sp. SG-1, Thermotoga maritima MSB8 vb.

2) Kiif mantarlart; Aspergillus niger ve Aspergilius nidulans gibi Aspergilli,
Aureobasidium pullulans vb.

3) Funguslar; Trichoderma, Fusarium, Penicillium, Thermomyces vb.

4) Actinomycetes; Streptomyces sp., Thermomonospora curvata vb.

5) Rekombinant mikroorganizmalar.

Bunlarin disinda molekiiler biyoloji ve genetik miihendisligi ve rekombinant
DNA teknolojileri ile iiretilip endiistride kullanilan c¢ok sayida ticari ksilanaz da
bulunmaktadir. Ksilanazlarin ticari liretiminde kullanilan suslar Trichoderma reesei,
Thermomyces lanuginosus, Aureobasidium pullulans, Bacillus subtilis ve Streptomyces
lividans'dir (Beg vd 2001).

2.2. Uretim Susu Olarak Pichia pastoris

Calismamizda konuk¢u sistem olarak kullanilan metilotrofik bir maya olan
Pichia pastoris ve fermentor ortaminda ¢ok yiiksek hiicre yogunluguna ¢ikabildigi i¢in
1970’11 yillarda tek hiicre proteini iiretimi i¢in gelistirilmistir. Son yillarda, 6zellikle
endiistriyel alanda rekombinant protein {iretimi i¢in kullanilan miikemmel bir konuk¢u
durumundadir (Daly ve Hearn 2005, Jungo vd 2007). Pichia pastoris, bakteriler gibi,
ucuz besiyerlerinde hizla gelisme gostermektedir. Ayrica, Okaryotik bir organizma
oldugu i¢in hiicre i¢i ortami Okaryotik proteinlerin katlanmasi i¢in daha iyi olanak
saglamaktadir ve proteolitik islemler, distilfit kopriisii olusumu ve glikozilasyon gibi
post-translasyonel modifikasyonlar1 gerceklestirme yetenegine sahiptir. Kancali kurt
(Hookworm) enfeksiyonuna karsi asi, botulizm ndrotoksinine karsi asi ve insan serum
alblimini Pichia pastoris’de iiretilen eczacilik proteinlerine drnek verilebilir.

Pichia pastoris mayasi kiiltivasyonu sirasinda ¢ok farkli karbon kaynaklarindan
yararlanabilmektedir. Basta glukoz ve metanol olmak {izere gliserol, etanol, mannitol,
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sorbitol, trehaloz, alanin vb. karbon kaynaklarini kullanabilmektedir. Ayrica ¢ok
kuvvetli indiiklenebilir AOX1 ve yapisal GAP promotorlarina sahiptir. Cregg vd. (1989)
Pichia pastoris’in metanol tarafindan indiiklenen AOX1 promotorunun, glukoz, etanol
ve gliserol gibi karbon kaynaklari tarafindan baskilandigi belirtilmistir (Inan ve
Meagher 2001). Fakat GAP promotoru kontrolii altinda yapilan rekombinant protein
ekspresyonu sirasinda iiretilen bir miktar etanoliin AOX1 promotorunun tersine, GAP
promotoru lizerine her hangi bir represif etkisinin olmadigi, hatta GAP promotoru
kullanilarak yapilan rekombinant protein liretiminde ekspresyon seviyesinin arttig
belirtilmistir (Baumann, 2008). Sonug olarak, rekombinant protein tiretiminde AOX1
promotorunun kullaniminin en 6nemli dezavantaji, bu promotorun indiiksiyonu i¢in
metanole gerek duyulmasi nedeniyle, yiiksek 6lcekli iiretimlerde kullanildiginda yangin
tehlikesine karst depolanmasi i¢in gerekli Onemlerin pahali olmasidir. Bu sebeple
yiiksek Olceklerde kullanimi sinirhidir.

Pichia pastoris'te rekombinant protein liretiminde yaygin olarak kullanilan GAP
promotoru, AOX1 promotoruna gore glukoz iceren ortamda giiclii yapisal ekspresyon
gosterir. Gliserol ve metanolde gelisen hiicrelerin GAP promotor aktivite seviyesi,
glukozda gelisen hiicrelere gore sirasiyla 2/3 ve 1/3 seviyesindedir. GAP promotoru
kullaniminin avantaji1 indiiksiyonu i¢in metanol gerektirmemesidir. Ayrica kolay gelisim
icin bir karbon kaynagindan bagka bir karbon kaynagma degisime ihtiyag
duymamasidir. Fakat GAP promotoru yapisal (constitutive) olarak ifade edildigi igin,
maya hiicresine toksik olan bir proteinin iiretimi i¢in iyi bir se¢im degildir (Cereghino
ve Cregg 2000).

Heterolog protein tretiminde Pichia pastoris ekspresyon sistemleri, kolay
genetik manipulasyon olanag: ile birlikte Slgeklendirilebilir hiicre yogunluklarina da
ulagilmasini saglar. S. cerevisiae ile karsilastirildiginda, Pichia pastoris sisteminde,
daha iyi bir sekresyon verimi yaninda daha yiiksek miktarlarda dogru katlanmis ve
glikozillenmis rekombinant protein iiretimi gergeklestirilir (Cereghino ve Cregg 2000,
Macauley-Patrick vd 2005). Bunun yaninda, ¢ok gii¢lii tetiklenebilir AOX1 ve yapisal
GAP gibi promotorlarlara sahip vektorlerin varligi, rekombinant protein iiretiminde
konakgi-vektor dizayni yaparken ¢ok biiyiik esneklik ve kolayliklar saglamaktadir.

Pir (i¢ tekrarli protein, protein with internal repeat) proteinleri yalnizca
mayalarda tanimlanmig yaygin bir sekilde korunmus hiicre duvari protenidirler (Khasa
vd 2011; De Groot vd 2005). S.cerevisiae 'de, belli bir sekansin farkli sayilarda tekrar
ettigi 5 farkli Pir proteini tanimlanmistir (Mrsa vd 1997). Pir glikoproteinlerinde tekrar
eden bu sekanslar membran yapisi i¢in gerekli olup hiicre yiizeyinde bulunan B-(1-3)
glukana alkali-sensitif baglarla baglanirlar (Kapteyn vd 1999, Castillo vd 2003). S.
cerevisiae a-mating sinyal peptidi 19 aminoasit igeren pre bdlge, 67 aminoasit i¢eren
pro bolge, li¢ N bagl glikolasyon bolgesi ve dibazik Kex2 endopeptidaz bdlgesinden
olusmaktadir (Kurjan and Herskowitz 1982). o-mating sinyal peptidinin ¢alismasi 3
adimda gerceklesir: once endoplazmik retikulumdaki ilk sinyal sinyal peptidaz ile
kaldirilir, daha sonra Kex2 peptidaz arginin ve lisin arasindaki pro lider sekans1 ayirir ve
son olarak Stel3 proteini golgideki Glu-Ala tekrarlarini parcalar (Brake vd 1984).

Hiicre dis1 rekombinant protein iiretiminde en 6nemli faktdrlerden biri proteinin
onlinde bulunan sekresyon sinyalidir. Pichia pastoris te bugiine kadar, PHO (Asit
fosfotaz), S. cerevisiae INV (invertaz) ve a-mating faktdr, HSA( Insan serum albumin)
veya rekombinant proteinde dogal olarak bulunan sekresyon sinyalleri basari ile
kullanilmastr.
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2.3. Metanol Metabolizmasi ve Metanol Kullanim Fenotipleri

Metanol kullanim yeteneklerine gore 3 tip Pichia pastoris konukgu susu
bulunmaktadir. Cogu sus metanolde dogal tip oraninda gelisir (Mut”, metanol kullanim1
pozitif fenotip). Diger konuk¢u suslarm (Mut® ve Mut) bir veya iki AOX genide
silinmistir. Bazen AOX genleri silinmis suslar, dogal tip suslardan daha iyi yabanci
protein iireticisi olabilmektedir (Veenhuis vd 1983, Tschopp vd 1987). Ayrica bu suslar
ekspresyon tetiklemesi i¢in daha az metanol gerektirmektedir. Bu, yiiksek miktarda
metanoliin yangin tehlikesi yarattigi yerlerde, biiyiik 6l¢ekli fermentasyonlar igin
avantajdir.

Metilotrofik mayalarda, ekspresyonu transkripsiyon seviyesinde siki sekilde
kontrol edilen benzersiz bir metanol kullanim izyolu bulunmaktadir. Bu izyolunun bir
kism1 peroksizomlarda gerg¢eklesmektedir. Bu organeller metanol tetiklemesiyle hizla
artmaktadir (Hartner and Glieder 2006).

Metanol kullaniminda, izyolunun ilk asamasinda metanol, alkol oksidazlar
(AOX, EC 1.1.3.13) tarafindan oksitlenir, formaldehit ve hidrojen peroksit agiga ¢ikar.
Toksik hidrojen peroksit (H,0,), katalaz (Cat, EC 1.11.1.6) enzimiyle oksijen ve suya
yikimlanir. Her iki enzim de peroksizomlarda bulunmaktadir. Tiim Okaryotlarda
bulunan peroksizomlarin tipik 6zelligi, birbirleriyle ¢ok alakali olan, hidrojen peroksit
tireten oksidazlarin ve agiga ¢ikan bu toksik maddeyi yikimlayan katalazlarin varligidir.

Bu sayede, bu zararl bilesigin sitoplazmaya diflizyonu engellenmektedir (Veenhuis vd
2006).

Olusan formaldehit ise iki yoldan birini izlemektedir. Bir kism1 peroksizomdan
ayrilir, sitoplazmada bulunan formaldehit dehidrogenaz (FLD) veya format
dehidrogenaz (FDH) tarafindan oksitlenerek, hiicreye enerji saglanir. Kalan formaldehit
ise ksiluloz-5-fosfat ile, bir peroksizom enzimi olan dihidroksiaseton sentaz (DHAS)
tarafindan katalizlenen kondensasyon reaksiyonuna girer ve 3-karbonlu iki bilesik:
dihidroksiaseton (DHA) ve gliseraldehit-3-fosfat (GAP) olusur. Bu bilesiklerin
metabolize edilmesi sitozolde devam eder (Veenhuis vd 2006).
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Sekil 2.3. Pichia pastoris'te metanol kullanim izyolu (Krainer vd 2012).

Genelde, metanol izyolunun ekspresyonunu glikoz ve etanol baskilamakta,
metanol ise giiglii sekilde tetiklemektedir. Metilotrofik mayalarin AOX genleri {izerine,

karbon kaynaklarinin represyon ve

derepresyon etkisi tabloda goriilmektedir.

Derepresyonun etkisi ve seviyesi metanol ile tetiklenmis seviyelere gore verilmistir. Her
bir genin metanol ile indiksiyonu %100 olarak kabul edilmistir (Hartner and Glieder

2006).
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Cizelge 2.2. Metilotrofik mayalarda karbon kaynaklarinin AOX geni iizerine represyon

ve derepresyon etkisi (Hartner and Glieder 2006)

Hilal YILDIZ KURAL

Sus Gen Glukoz, Gliserol Metanol  Gliserol+Metanol
Etanol
Pichia AOX1 Represyon Represyon  Indiiksiyon Represyon
pastoris
AOX2 Represyon Represyon  Indiiksiyon Represyon
H. MOX Represyon  Derepresyon indiiksiyon Indiiksiyon
polymorpha (%60-70) (%100)
FMD  Represyon Derepresyon Indiiksiyon Indiiksiyon
(%60)
AOD1  Represyon Derepresyon Indiiksiyon Indiiksiyon
C. boidini (3-30) (%90)
FLD  Aktivite yok Derepresyon Indiiksiyon Indiiksiyon
(%20) (%70)
FDH  Represyon  Aktivite yok Indiiksiyon Indiiksiyon
(%30)
DAS Represyon  Derepresyon Indiiksiyon Indiiksiyon
P. (%2) (%70)
methanolica MOD1  Represyon  Derepresyon indiiksiyon Indiiksiyon
(%60-70) (%100)
MOD2  Represyon  Aktivite yok Indiiksiyon Indiiksiyon
(%100)
FLD  Aktivite yok Derepresyon Indiiksiyon Indiiksiyon
(%20) (%70)

2.4. Rekombinant Protein Uretiminde Kullamlan Pichia pastoris Promotorlar

Heterolog protein {iretiminde Pichia pastoris ekspresyon sistemlerinin
kullanimi, kolay genetik manipulasyon olanag: ile birlikte o6l¢eklendirilebilir hiicre
yogunluklarina da ulasilabilmesini saglar. S. cerevisiae ile karsilastirildiginda, Pichia
pastoris sisteminde, daha iyi bir sekresyon verimi yani sira daha yiiksek miktarlarda
dogru katlanmis ve glikozillenmis rekombinant protein Tlretimi gerceklestirilir
(Cereghino ve Cregg 2000, Macauley-Patrick vd 2005). Bunun yaninda, ¢ok gii¢lii
tetiklenebilir AOX1 ve yapisal GAP gibi promotorlara sahip vektorlerin varligi,
rekombinant protein iiretiminde konak¢i-vektor dizayni yaparken ¢ok biiyiik esneklik ve
kolaylik saglamaktadir.

Pichia pastoris mayas1 besiyerinde gelisimi sirasinda ¢ok farkli karbon
kaynaklarindan yararlanabilmektedir. Basta glukoz ve metanol olmak iizere gliserol,
etanol, mannitol, sorbitol, trehaloz, alanin vb. karbon kaynaklarin1 kullanabilmektedir.
Ancak bazi karbon kaynaklariin ortamda bulunmasi (glukoz, etanol, gliserol, asetat)
diger karbon kaynaklarinin (metanol) kullanimini baskilamaktadir (Tshopp vd 1987,
Inan ve Meagher 2001a). Pichia pastoris ve diger metilotrofik mayalarda katabolit
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represyonu ve alkol oksidaz aktivitesi {izerine yapilan ¢alismalar incelendiginde, glikoz
ve etanoliin ortamda bulunmasinin alkol oksidaz aktivitesi iizerine baskilayici etki
yaptig1 ortaya konulmustur. Ayrica bu baskilayict etkinin katabolit represyonu ve
katabolit inaktivasyonu olmak {izere iki farkli regiilasyon mekanizmasi tarafindan
gerceklestigi bildirilmistir (Bruinengberg vd 1982, Eggeling ve Sahm 1980, Veenhuis
vd 1983). Van Der Klei vd (1991) Hansenula polymorpha (P. angusta) mayasinda
AOX1 promotorunun glukoz ve etanol tarafindan baskilandigini, Cregg vd (1989) ise
benzer sekilde Pichia pastoris'in metanol tarafindan indiiklenen AOX1 promotorunun,
glukoz, etanol ve gliserol gibi karbon kaynaklar1 tarafindan baskilandigini
belirtmislerdir. Fakat GAP promotoru kontrolii altinda yapilan rekombinant protein
ekspresyonu sirasinda liretilen bir miktar etanoliin AOX1 promotorunun tersine, GAP
promotoru iizerine herhangi bir represif etkisinin olmadigi, hatta GAP promotoru
kullanilarak yapilan rekombinant protein iiretiminde ekspresyon seviyesinin arttigi
belirtilmistir (Baumann 2008). Sonug olarak, rekombinant protein iiretiminde AOX1
promotorunun kullanimimin en 6nemli avantaji, AOX1 promotorunun indiiksiyonu
sonucu yiikksek hiicre yogunluklarina c¢ikilmasi nedeni ile yiiksek verimlilik ile
sonuglanan rekombinant proteinin tiretimini gergeklestirebilmesidir. Yapisal ekspresyon
gosteren GAP promotoru ile yapilan rekombinant protein iiretiminde AOX1
promotoruna gore verim daha diisiik olmaktadir. Sonu¢ olarak gii¢lii ekspresyon
gosteren ve kati denetiminde bulunan AOX1 promotoru rekombinant protein tiretiminde
daha fazla tercih edilmektedir.

AOX1 promotorunun indiiksiyonunun derecesi, karbon kaynagi olarak
metanoliin varhi@ina baghdir. Metanol esas olarak, gida iirlinleri ve katkilarinin
tiretiminde kullanilmaya pek uygun olmayan petrokimyasal kaynaklardan elde edilir.
Biiyiik 6l¢ekli fermentasyon endiistrisinde metanol kullanim1 ve depolanmasi, toksik ve
yanici oldugundan tehlike arz etmektedir. Ayrica, metanolde biyokiitle liretimi i¢in
gerekli olan oksijen miktari, karbon kaynagi glukoz oldugunda gerekli olan miktardan
3-4 kat daha fazladir. Oksijenin fazla miktarda kullanimi 1s1 dretimini arttirmakta ve
biyoreaktoriin sicakligini yiikseltmektedir (Zhang vd 2010). Yiiksek oksijen temini ve
sogutma ihtiyact liretim maliyetini arttirmakta ve Olgek biliylitmede zorluklara neden
olmaktadir.

Pichia pastoris'te rekombinant protein tiretiminde yaygin olarak kullanilan diger
bir promotor da GAP promotorudur. GAP promotoru, AOX1 promotoruna gore glukoz
iceren ortamda giiclii yapisal ekspreyon gosterir. Gliserol ve metanolde gelisen
hiicrelerin GAP promotor aktivite seviyesi, glukozda gelisen hiicrelere gore sirasiyla 2/3
ve 1/3 seviyesindedir. GAP promotoru kullaniminin avantaji1 indiiksiyonu i¢in metanol
gerektirmemesidir. Ayrica kolay gelisim icin karbon kaynagindan baska bir karbon
kaynagina degisime ihtiyag duyulmamaktadir. Fakat GAP promotoru yapisal
(constitutive) olarak ifade edildigi i¢in, maya hiicresine toksik olan bir proteinin liretimi
i¢in iyi bir se¢im degildir (Cereghino and Cregg 2000).

Pichia pastoris'te kullanimi yaygin olmayan ancak alternatif promotor olarak
kullanilabilecek farkli promotorlar da bulunmaktadir. Ancak c¢ogu calismada
avantajlarindan dolay1 en fazla AOX1 promotoru kullanilmaktadir. FLD1 promotoru
(tek karbon kaynagi olarak) metanol ya da (tek azot kaynagi olarak) metilamin
varliginda tetiklenir (Shen vd 1998). FLD1 promotorunun metanol ile indiiksiyon
seviyesi kullanilan azot kaynagma baghdir (Resina vd 2004). Karbon kaynagi-azot
kaynagi: metanol-amonyum siilfat ya da glukoz-metilamin olarak diizenlenir. Fakat
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glukoz ve amonyum siilfat i¢eren besiyerinde baskilanir. Ucuz bir azot kaynagi olan
metilamin ile yliksek seviyede protein ekspresyonu i¢in bu promotor onerilebilir.

PEX8 ve YPT1 promotorlar1 daha diisiik ekspresyon seviyeleri tercih edildiginde
kullanighidir (Brierley 1998). PEX8 geni, peroksizom biyogenezi i¢in gerekli olan,
peroksizomal matriks proteinini kodlamaktadir (Liu vd 1995). Metanolde PEXS8
promotoru ile ekspresyonun seviyesi, FLD1 ve AOX1 promotorlarindan 6énemli oranda
daha disiiktiir. YPT1 geni salgilamada rol alan GTPaz enzimini kodlamaktadir. YPT1
promotoru, karbon kaynagi olarak glikoz, metanol veya mannitol iceren besiyerinde,
diisiik seviyede fakat yapisal ekspresyon saglamaktadir (Sears vd 1998).

2.5. Pichia pastoris Seleksiyon Markirlari

Pichia pastoris icin klasik ve molekiiler genetik teknikler oldukca iyi
gelistirilmis olmasina ragmen, mayalarin molekiiler genetik islenmesi i¢in sadece birkag
secici markir tanimlanmistir. Var olan markirlar biyosentetik izyolu genleri ile siirlidir.
Bunlar, HIS4 (Pichia pastoris ve S. cerevisae), ARG4 (S. cerevisae), bakteriyel
kanamisin direng geni (kan®) ve zeosin direng genleridir.

Son zamanlarda, Pichia pastoris'ten yeni biyosentetik markirlar izole edilerek ve
karakterize edilmistir. Bunlar; ADE1 (PR-amidoimidazole succinocarboxamide
synthase), ARG4 (argininosuccinate lyase) ve URA3 (oroditine 5'-phosphate
decarboxylase) genleridir. Bu seleksiyon markirlarinin her biri ekspresyon vektorlerine
uyarlanarak kullanimi miimkiin olmustur (Cereghino vd 2001b).

2.6. Seleksiyon Stratejisi

Dogru transfotmantlarin belirlenmesinde etkili bir seleksiyon stratejisi olarak bu
farklt markirlarin kombinasyonlart kullanilmaktadir. Pichia pastoris transformantlarinin
etkin seleksiyonunun 6nemli yonii ¢oklu kopya transformantlarinin seg¢ilmesi ve sonra
gercek kopya sayisiin belirlenmesidir. Transformantlar1 goriintiilemek i¢in, hiicre
lizatlariin hizi ve yar1 kantitatif DNA Dot Blot metodu kullanilabilir. Bu seleksiyon
yontemi G418 ile seleksiyondan farklidir. Bu metotla ¢ok yiiksek sayida klon
tanimlanabilir (Sreekrishna vd 1988).

Vektoriin kesin kopya sayisini belirlemek icin transformasyon islemi yapilmis
suslardan, ilk olarak toplam genomik DNA izolasyonu yapilir. Sokulmus vektor
DNA'simin kromozomal yapisini belirlemek i¢in Southern Blot analizi kullanilir. Bazen,
kantitatif Dot-Blot analizidaha dogru sonuglar vermektedir (Clare vd 1991). Bazen de,
ifade edilen protein igin iyi bir analiz mevcutsa, transformantlarin 6nce yliksek
ekspresyon goriintiilemeleri ile direkt olarak seleksiyonu yapilabilir (Laroche vd 1994).

2.7. Ekspresyon Suslari
Rekombinant protein iiretimlerinde ve konukgu sistemler iizerine caligsmalar

giiniimiizde de devam etmektedir. Bu ¢alismalar sonucunda olusturulan Pichia pastoris
suslar Cizelge 2.3'te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Pichia pastoris suslari

Sus Ada Genotip Yapisi
Okzotrofik Suslar
Y-11430 Dogal tip (NRRL")
X-33 Dogal tip (Invitrogen)
GS115 his4
GS190 argd
JC220 adel
JC254 ura3
GS200 arg4 his4
JC227 adel argl
JC304 adel his4
JC305 adel ura3
JC306 arg4 ura3
JC307 his4 ura3
JC300 adel arg4 his4
JC301 adel his4 ura3
JC302 adel arg4 ura3
JC303 arg4 his4 ura3
JC308 adel arg4 his4 ura3
YJIN165 urab
KM71 Aaox1::SARG4 his4 arg4
KM71H Aaox1::SARG4 his4 arg4 his4::PHIS4
MC100-3 Aaox1::SARG4 Aaox2::Phis4 his4 arg4
Proteaz eksikligi olan suslar
SMD1168 Apep4::URAS3 his4 ura3
SMD1165 Prbl his4
SMD1163 Pep4 prb1l his4
SMD1168 kex1::SUC2 Apep4::URA3Akex1::SUC2his4 ura3
Diger suslar
GS241 fld1
MS105 his4 fld1

*Nouthern Regional Research Laboratories, Peoria, 1l

Cizelge 2.3'te bulunan tiim okzotrofik ve proteaz eksikligi olan Pichia pastoris
suslar1 dogal tip olan NRRL-Y 11430 susundan tiiretilmistir. Bu suslarin ¢ogu bir veya
daha fazla okzotrofik 6zellige sahiptir. Okzotrofik olmalar1 se¢ici markir iceren uygun
vektorler kullanilarak transformantlarin se¢imini miimkiin kilmaktadir. Ancak bu
Ozellige sahip suslarin minimal besiyerinde gelismesi i¢in ortamda ihtiyag duyulan
besin(ler)in bulunmasi1 gerekmektedir. Rekombinant protein ekspresyonlarinda en
yaygin olarak kullanilan ekspresyon konukgusu Pichia pastoris GS115 (his4) susudur.
Bu sus AOX1 ve AOX2 genleri bakimindan dogal tip oraninda metanolde gelisme
gostermektedir (mut”) (Cregg vd 1985). Pichia pastoris KM71 (his4 arg4 aoxIA :
SARG4) susunun kromozomal AOX1 geni genis olarak silinmis ve yerine S.
cerevisiae'dan ARG4 geni yerlestirilmistir (Cregg ve Madden 1987). Sonug olarak bu
susun alkol oksidaz {iretimi i¢in daha giigsiiz olan AOX2 geni c¢aligmaktadir ve
metanolde yavas oranda gelismektedir (Mut®). Pichia pastoris KM71 susuna bozuk olan
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HIS4 geni geri kazandirilarak KM71H susu elde edilmistir. Proteaz eksikligi olan suslar,
tiretilen rekombinant proteinlerinin degradasyonunu onlemeye yonelik gelistirilmistir.
Pichia pastoris MC100-3 (his4 arg4 aoxIA :: SARG4 aox2A::Phis4) her iki AOX geni
de inaktif edilmis sustur (Mut’). Bu sus, Cregg vd'nin (1989) yaptiklari bir ¢alisma ile
Pichia pastoris PPF1 (arg4 his4) ve Pichia pastoris KM7121 (his4 arg4 aoxIA ::
SARG4 aox2A::-PHIS4) suslarmin ¢iftlestirilmesi sonucu elde edilmistir. Ancak
MC100-3 susu dahil biitiin Pichia pastoris suslarinin AOX1 promotoru ile indiiklenen
rekombinant protein iiretebilme yeteneklerini korudugunu belirtmiglerdir (Chiruvolu vd
1997). MC100-3 mutant susunun genetik stabilitesinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle
rekombinant pratein liretimlerinde konukdu sus olarak tercih edilmemektedir.

Pichia pastoris ile yapilan protein iiretimlerinde iretilmek istenen proteinin
karaliligiman gore proteaz eksikligi olan konuk¢u suslara ihtiya¢ duyulmaktadir. Kiiltiir
besiyerine salgilanan rekombinant proteinler, proteazlar tarafindan hizli bir sekilde
par¢alanmaya miisait olduklar i¢in stabil degildirler. Kofullarda bulunan proteazlar ise
ozellikle fermentor kiiltiirlerinde yiiksek hiicre yogunluguna ulagilmasina bagli olarak,
kiigiik bir oranda hiicre lizatinin olugmast ile birlikte, protein degrasyonunda énemli bir
faktor olarak ortaya c¢ikmaktadir. Pichia pastoris PEP4 geni, proteinaz A enzimini
kodlayan gendir. PEP4, kofullarda bulunan diger proteazlarin (karboksipeptidaz Y ve
proteinaz B) aktivasyonu i¢in gerekmektedir. Proteinaz B, proteinaz A
tarafindanislenmeden ve aktif hale gelmeden 6nce yaris1 kadar aktiviteye sahiptir. PRB1
geni proteinaz B enzimini kodlamaktadir. Bu yiizden, pep4 mutant suslarda, proteinaz A
ve karboksipeptidaz Y aktiviteleri azalmistir ya da sona ermistir; proteinaz B aktivitesi
azalmistir. prb1l mutantlarinda, sadece proteinaz B aktivitesi sona ermistir. pep4 prbl
¢ift mutantlarinda, tiim bu proteinaz aktiviteleri azalmistir ya da sona ermistir. PEP4
veya PRB1 genleri silinmis farkli genotiplerde ii¢ Pichia pastoris susu bulunmaktadir.
Bu suslar, Pichia pastoris SMD1163 (his4 pep4 prbl), Pichia pastoris SMD1165 (his4
prbl), Pichia pastoris SMD1168 (his4 pep4) suslaridir ve bazi yabanci proteinlerin
degradasyonunu azaltmada etkili oldugu belirlenmistir.

2.8. Ekspresyon Vektorleri, Transformasyon ve Pichia pastoris Genomuna
Entegrasyonu

Pichia pastoris'de yabanci bir genin ekspresyonu 3 temel asamada gerceklesir:
(a) Ekspresyonun vektoriine genin sokulmasi, (b) ekspresyon vektoriiniin Pichia
pastoris genomuna sokulmasi ve (c) yabanci geni potansiyel olarak ekspres eden
suslarin se¢ilmesidir (Lin-Cerenghino vd 2001a).

Tim Pichia pastoris ekspresyon vektorlerinin paylastigi temel dzelliklerden biri
ekspresyon kasetidir. Ekspresyon kaseti, promotor sekansi (genelde AOX1),
transkripsiyonel sonlandirma sekansindan olusur ve AOX1'in tiirevidir. Ayrica bu iki
bolgenin arasinda bulunan tek veya ¢oklu klonlama bolgesinden olusmaktadir
(Romanos vd 1992).

Yabanci sekansin ekspresyon vektoriine sokulmasi genelde E. coli'de

yapilmaktadir. Bu yiizden Pichia pastoris'in tim ekspresyon vektorleri E. coli/Pichia
pastoris mekik vektoriidiir. Bakteride kalabilmesi i¢in bakteri replikasyon orijini igerir
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ve her iki organizmada vektoriin transformasyonu i¢in se¢ici markirlar (zeosin, amfisilin
veya kanamisin direng genleri) igerir.

Yabanci proteinlerin salgilanmast i¢in bazi ekspresyon vektorleri salgilama
sinyalini kodlayan sekanslar icerir. Bunlar yabanci gen ile aymi ¢ergeve igindedir.
Genellikle bu salgilama sinyalleri; Pichia pastoris asit fosfataz (PHO1) ve S. cerevisae
a-giftlesme faktorii (o-MF) olmaktadir. Pichia pastorisin DNA araciligiyla
transformasyonu i¢in kullanilan metotlar, S. cerevisae i¢in kullanilan metotlarla aynidir
ve benzer sonuclar vermektedir.

Pichia pastoris'e transformasyon sferoplast kaynasmasi ile, elektroporasyon gibi
tam hiicre metotlar1 ile veya lityum klorit, lityum asetat, kalsiyum klorit veya polietilen
glikol ile DNA'nin es zamanl presipitasyonu metotlariyla saglanabilir. Elektroporasyon
Pichia pastoris tarnsformasyonu igin basit ve hizli bir yontemdir. Sferoplast teknigine
gore daha az siklikla ¢oklu kopya vermesine ragmen, G418 seleksiyon ile kombine
edildiginde genel laboratuvar kullanimi i¢in ¢oklu kopyali transformantlarin hizli
izolasyonu i¢in idealdir.

Pratikte elektroporasyon/G418 seleksiyon metodu en iyi AOX'ten ¢aprazlama
entegrasyon kullanilarak, KM71 susunda galisir. Ciinkii bu susla, 2-4 kat daha yiiksek
transformant frekansi elde edilmektedir (1000-2000 koloni/pug DNA).

Elektroporasyonla elde edilen transformasyon frekansi; (gene replacement) gen
degisimi ile entegrasyonda, tek c¢aprazlama metotuna gore 20 kat daha diigiiktiir. Bu
yiizden gen degisimi ile entegrasyonda, Ozellikle ¢ok yiliksek kopya sayili
transformantlar gerektiginde, spheroplast transformasyon 6nerilmektedir.

Ik ve en basit olan entegrasyon metotu, vektdrii, markir gen veya AOX1
promotor sekanslar1 iginden, bir restriksiyon enzimi ile tek bir bolgeden kesmek ve
dogrusal hale getirilmis bu vektorii uygun okzotrofik mutant susa aktarmaktir. DNA
bolgelerinin vektorii uyarmasit sonucu yliksek olasilikla tek caprazlama ile homolog
rekombinasyon gerceklesmektedir. Geriye kalan transformantlar, gen doniisiim
olaylarina ugrarlar. Bu sekilde, vektoriin diger sekanslar1 haricinde sadece markir geni,
mutant konukguya sokulmaktadir. Alternatif olarak Pichia pastoris ekspresyon vektorii
benzer sekilde kesilir ve elde edilen dogrusal DNA fragmentlerinde ekspresyon kaseti
ve markir gen (HIS4 veya antibiyotik geni), AOX1 5 ve 3'terminal sekanslari arasina
dahil edilmektedir. transformantlarin 6énemli bir oran1 entegrasyonu istenen AOX1 gen
lokusunda ekspresyon vektoriinii igermeyebilir. Transformant kolonilerde, istenilen
genin varlig1r Southern Blot veya PZR analizleri ile mutlaka dogrulanmalidir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Ksilanaz gen kaynagi

Laboratuvarimizda mevcut olan Aspergillus niger XyIB geni enzim {iretiminde
kullanilacaktir. XylB enzimin c-terminal sonunda 6 Histidin kodlayan CAT kodonlar
mevcuttur. 6xHIS tag western analiz ve His-tag kolon saflastirmalar igin dizayn
edilmistir. Ksilanaz gen sekansi Ek-8.2'de verilmistir.

3.1.2. Sinyal peptitler (Sekresyon molekiilleri, sinyal sekanslar)
Kullanilan sinyal peptitler laboratuarimizda mevcut olup HSA, PIR1, PHO1
pPICZB plazmitine ligasyon islemiyle klonlanmistir. a-mating faktor ise pPICZaA
plazmitinde bulunmaktadir.

3.1.3. Konakeilar plazmitler

Klonlama islemleri i¢in Escherichia coli XL1-Blue hiicreleri kullanilmistir.
Protein ekspresyonu igin Pichia pastoris KM71H susu tercih edilmistir.

~x
% c-myc epitope 6xHis @l

pPICZo. A,B,C (3.6 kb)
_ e
EE) S555:55520838
l SR RSP ER] c-myc epitope  6xHis ®|

AOx,
77, \/BamH I

pPICZ 3

and g
pPICZo
A,B,C

Bgl 1| PUC o o

Sekil 3.1. Protein ekspresyonu igin kullanilacak olan pPICZaA plazmiti
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3.1.4. Kullamilan kimyasal maddeler ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan restriksiyon endoniikleazlar1 ve bunlarin tampon ¢ozeltileri
Fermentas (MD, ABD) firmasindan temin edilmistir. Endoniikleazlar kullanilirken
tretici firmanin talimatlar1 uygulanmistir. Farkli sekilde belirtilmedigi taktirde
kullanilan kimyasallarin tamami Sigma-Aldrich (MO, ABD) ve Merck (Darmstadt,
Almanya) firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Metot

Calismalarda kullanilan molekiiler biyoloji teknikleri Sambrook ve Russel
(2001)a gore gerceklestirilmistir. Buna ek olarak, Pichia pastoris'de klonlama
caligmalarinda Inan vd (2007) kaynak olarak kullanilmistir.

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

PZR reaksiyonlarinda ve Southern Blot uygulamalarinda kullanilacak toplam
genomik DNA izolasyonu ve maya hiicrelerinden DNA izolasyonu igin MasterPure™
Yeast DNA Purification Kit (Epicentre Biotechnologies, W1, ABD) kullanilmstir.

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR-Polimerase Chain Reaction)

Calismalarda gerceklestirilen tiim PZR reaksiyonlari i¢in TGradient (Biometra
Biomedizinische Analytik GmbH, Almanya) thermocycler (1s1 dongii cihazi) ve KOD
HotStart DNA Polymerase (Novagen, Almanya) enzim kiti kullanilmistir.

Kullanilan gradient PZR cihazinda, reaksiyon i¢in kullamilacak primerlerin
baglanma sicaklik araliklari, primerlerden diisiik erime sicakligina sahip olan primerin
baglanma sicakliginin (Tm) +5 °C olacak sekilde programlanmstir. Yiiriitiilen
calisgmada PZR analizlerinde kullanilan primerler ve bunlara ait bazi 6zellikler Ek-1'de
verilmistir.

PZR cihazinda amplifikasyon basamagi i¢in Ongoriilen siire beklenilen PZR
tirtiniin kb¢ cinsinden biiyiikliigii géz Onilinde tutularak belirlenmistir. Kapak sicaklig
tepkime siiresince 99 °C'de tutulmus ve tepkime sonrasinda tiiplerin bekletilecegi
sicaklik ise 4 °C olacak sekilde ayarlanmistir. PZR denemelerinde 35 déngii iceren diiz
program kullanilmistir. Cizelge 3.1'de uygulanan dongii programi i¢in uygulanan sartlar
verilmistir.

Cizelge 3.1. PZR 1s1 dongii programi i¢in siire ve sicaklik kosullar

Is1 Dongii Program Akisi
Sira Sicaklik(°C) Stire (sn) Dongii Komutu
1 94 120
2 94 30
3 TmtS 30
4 70 15-150 34 kez 2.'ye git
5 72 300
6 4 o0
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Primerlerin optimum baglanma sicakligi, PZR f{iriinleri %]1'lik agaroz jelde
IXTAE tamponu i¢inde yiiritiildiikten sonra en yogun tek bant halinde goézlemlendigi
sicaklik olarak belirlenmistir. Daha sonraki reaksiyonlar tespit edilen optimum
sicaklikta gerceklestirilmistir. PZR {iriinleri klonlama c¢alismalarinda kullanilmadan
once MinElute PZR Purification Kit (Qiagen, CA, ABD) yardimiyla veya gerekli
goriilmesi halinde jelde yiiriitiiliip hedef bant kesilerek MinElute Gei Extraction Kit
(Qiagen, CA, ABD) ile iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda uygun tampon ¢ozelti
icine eliisyon edilmistir.

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi ve jelin goriintiilenmesi

Pichia pastoris genomik DNA izolasyonlarinin kalitesi, PZR firiinlerinin varligt
ve dogrulugu, restriksiyon enzimleri ile yapilan kesim analizlerinin dogrulugunun
kontroliinde agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Agaroz jel hazirlanirken , 1XTAE
tampon ¢ozeltisine (Tris-Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, 1ImM EDTA)
%1 oraninda agaroz (SeaChem, FMC Bioproducts, ME, ABD) ilave edilerek
¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan bu ¢ozeltiye 111/50 mL etidiyum bromiir ¢ozeltisi (10
mg/mL) ilave edilmistir. Uygun ebatta ve sekilde segilen jel kaliplarina dokiilerek jel
donuncaya kadar beklenmis ve jel blogu elde edilmistir. Jel kuyularina yiiklenecek
ornekler 5ul 6rnegin ve 1 pl 6% Loading Dye jel yiikkleme tamponunun ultra saf su ile
seyretilmesiyle toplam 10-20 ul hacimde hazirlanmigtir. Jel blogu 1XxTAE tampon
icinde tutularak Ornekler jel kuyularina yiiklenmistir. Daha sonra elektroforez
uygulamasi ile DNA ornekleri jel i¢inde yiiriitiilmiistiir. Elektroforez uygulamalari
120V dogru akim altinda, 45-90 dak siireyle gergeklestirilmistir. Agaroz jel iginde
molekiiler biiylikliiklerine goére yatay bantlara ayrilan DNA molekiilleri etidiyum
bromiir varliginda UV 151k (312nm) kaynagindan yararlanilarak jel goriintiileme sistemi
(Vilber Lourmant E-Box-VX2) ile goriintillenmistir. Agaroz jel islemlerinde markir
olarak (M) GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas) kullanilmistir.

3.2.4. Ligasyon ve transformasyon

Transformasyon islemlerinde, CaCl, metodu ile kimyasal transformasyona
yetenekli hale getirilmis E.coli XL-1 Blue susu kullanilmistir. Kimyasal transformasyon
islemleri buz iizerinde gerceklestirilmistir.

E.coli XL-1 Blue susu kimyasal transformasyona uygun hale getirilmesi igin
CaCl, metodu ile transformasyona yetenekli hale getirilmistir. Buz istiinde tutulan
hiicrelere 1-5 pL plazmit ¢ozeltisi veya ligasyon karisimi dogrudan ilave edilmis ve 30
dak. siire ile inkiibe edilmistir. Hiicrelere 42°C'ye ayarlanmis 1s1 blogunda (Techne Dri-
Blok DB-2D) 60 sn tutularak 1s1 soku uygulanmis ve tekrar buz iizerinde 5 dak. inkiibe
edilmistir. Daha sonra 200 pL sivi1 Luria-Bertani (LB) Miller (5 g/l maya ekstrakti, 10
g/L pepton, 10 g/l NaCl) veya siv1 Luria-Bertani (LB) Lennox (5 g/L maya ekstrakti,
10 g/L pepton, 5 g/l NaCl) besiyerinden ilave edilen hiicreler, 1 saat siireyle 37°C'de
calkalamal1 inkiibatoérde inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen hiicre sivist 100 pg/mL
Amfisilin iceren LB Miller agar veya 25 pg/mL Zeosin iceren LB Lennox agar
petrilerine yayma yontemi ile ekilmistir. Petriler bir gece 37°C'de iiremeye birakilmistir.

19



MATERYAL VE METOT Hilal YILDIZ KURAL

Pichia pastoris hiicrelerinin elektroporasyona uygun hale getirilmesi i¢in Lityum
asetat metodu kullanilmistir (Wu ve Letchworth 2004). Maya hiicrelerinde yapilan
elektrokimyasal transformasyonda hiicreler buz tstiinde bekletilerek ¢6ziindiirtilmistiir.
Uzerine dogrusallastirilmis hale getirilmis DNA parcas1 veya plazmitlerden 1-10 pL
olacak sekilde ilave edilmistir. Ardindan buz iistiinde bekletilerek sogutulmus 2 mm
yiizey genisligine sahip elektroporasyon kiivetlerine aktarilmigtir. Eppendorf Eporator
(Ependorf Eporator 4309) cihazinda 1500 V gerilimde 5 ms siire ile
elektrotransformasyon islemi gergeklestirilmistir. Akim uygulanan hiicreler derhal buz
tizerine alinarak 1 mL soguk 1 M sorbitol ¢ozeltisi eklenmistir. Temiz 1.5 mL hacimli
mikro santrifiij tliplerine alinan karigim 1 saat 30°C'de inkiibe edildikten sonra 100
ng/mL Zeosin ilaveli YPD plakalarina yayma ekim yapilmis ve transformasyon petrileri
kolonlerin gelisimi i¢in 2-3 giin siireyle 30°C'de inkiibe edilmistir.

Ligasyon islemlerinde iretici firmanin Onerdigi kullanim talimatlar
dogrultusunda plazmit ve ligasyonu yapilmak istenen DNA parcalarinin molar oranlari
1:3 veya 1:5 olacak sekilde ayarlanmigtir. Tiim ligasyon reaksiyonlar1 15-25 pL toplam
hacimde gerceklestirilmistir. Ligasyon islemlerinde Fermentas (Fermentas, MD, ABD)
ve Roche (Roche, Almanya) ligasyon kitleri kullanilmstir.

3.2.5. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu yapilacak bakteriler 3-4 mL uygun antibiyotikli sivi
besiyerinde 37°C'de 18-20 saat gelistirilmistir. Plazmit izolasyonu iglemlerinde
QIAprep®Spin Miniprep Kiti (Qiagen, CA, ABD) kullanilmistir. Plazmit izolasyonu
iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. Eliisyon islemleri 50 pL
10 mM Tris (pH 8.0) ile yapilmistir. Plazmit izolasyonu esnasinda santrifiij islemleri
>20,000 g hizda Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya) cihaz ile gergeklestirilmistir.
Plazmit izolasyonlarinin kalitesi ve dogrulugu restriksiyon endoniikleazlar ile yapilan
uygulamalar ile agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve daha sonra DNA miktarlar
belirlenmistir.

3.2.6. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

PZR iirlinlerinin saflagtirilmasinda MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, CA,
ABD)kullanilmistir.  Islemler  iiretici  firmanm  talimatlann  dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Eliisyon 10-20 pL 10 mM Tris (pH 8.0) ile yapilmustir. Islemler
sirasinda santrifiij i¢in > 20,000 g hizda Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya) cihazi
kullanilmistir.

3.2.7. Jelden DNA pargcalarmin ekstraksiyonu

DNA parcalart %]1'lik diisiikk erime noktali agaroz jelde (SeaKem, FMC
Bioproducts, ME, ABD) yiiriitilmiis ve istenen bant jelden kesilmistir. Jel 6ziitleme
islemleri icin MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, CA, ABD) kullanilmistir. islemler
tretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir. Santrifiij islemleri
stirasinda > 20,000 g hizda Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya) cihazi kullanilmistir.
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3.2.8. SDS-PAGE ve Western blot analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) Owl P8D8 (Thermo
Scientific) cihazi ile %5 poliakrilamit yiikleme jeli ve %7,5 poliakrilamit ayirma jeli
olacak sekilde hazirlanarak yiirtitilmiistiir.

Ormnekler toplam hacim 25 pL olacak sekilde protein iiretiminden alinan
stipernatanlarin 1:3 oraninda 4X SDS jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8,
%8 SDS, %0.4 Bromphenol Blue, %40 Glycerol, 100 mM DTT) ile karistirilmasi ve ve
70°C'de 10 dakika denatiire edilmesi ile hazirlanmistir. Ardindan 20 pL'lik kismi jele
yiiklenmistir.

Elektroforez islemi, 1X TGS (0.025 M Tris base, 0.192 M Glycine, %0.1 SDS,
pH 8.3) tamponunda 150 V degerinde 60 dakika yiiriitiilmesi ile gergeklestirilmistir.
Daha sonra jel, IRDye Blue Protein Stain (Licor Odyssey) ile 1 saat orbital galkalayici
tizerinde boyanmis, saf su ile 15 dakika yikandiktan sonra LiCor (Odyssey) ile
goriintiilenmistir.

Western Blot analizi ise NuPAGE® Bis-Tris Precast (Invitrojen) hazir jeller
kullanilarak yapilmistir. Pichia pastoris kiiltiirlerinden hasat edilen siipernatanlar, SDS-
PAGE analizinde oldugu gibi hazirlanmis, ardindan 10 pL'lik kismu jele yiiklenmistir.
Elektroforez islemi, 1X NuPAGE® MES SDS Running Buffer (Invitrogen) iginde 200
V degerinde 20 dakika yiiriitiilmesi ile gerceklestirilmistir. Jelde ayrimi yapilan
proteinler, Owl HEP-1 ElectroBlotter (Thermo Scientific) ile 20 V degerinde 60 dakika
sire ile PVDF membrana (Millipore) aktarilmis ve gece boyu kapatma tamponu
(0.2xPBS+%0.5 Casein) icinde orbital calkalayicinin {izerinde oda sicakliginda
birakilmstir.

Polihistidin etiketli proteinin tespit edilmesi i¢in primer antikor olarak Penta-His
Antibody(Mouse anti-(H)5, Qiagen), sekonder antikor olarak Goat-Anti Mouse
IRDye800cw (Licor) Antibody kullanilmistir. Antikorlarla hibridizasyonu tamamlanan
membran Licor'da (Odyssey) 700 nm dalga boyunda taranmustir.

3.2.9. DNA ve plazmit miktarlarinin 6l¢iilmesi

Elde edilen genomik DNA, PZR fiirlinlerinin ve plazmit izolatlarindaki DNA
miktar1 (konsantrasyonu) PicoGreen boya (Molecular Probes®, Invitrogen, CA, ABD)
yardimiyla Qubit Fluorometer (Invitrogen, ABD) kullanilarak fluorometrik olarak
Ol¢tilmiistiir. Standart kurve 0-100 ng/uL DNA diliisyonlar1 kullanilarak hazirlanmis ve
DNA miktar tayini otomatik olarak gergeklestirilmistir. Standart ve Orneklerin
diliisyonlarimin hazirlanmasinda 1XTE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5) tampon
¢oOzeltisi kullanilmustir.

3.2.10. Southern blot analizi
Pichia pastoris transformasyonu sonrasi segilen koloniler YPD besiyerinde

gelistirilerek genomik DNA izolasyonlar1 yapilmis ve daha oOnceden belirlenen
enzimlerle DNA izolatlar1 kesilmistir. Enzim ile muameleden sonra %0.8 agaroz jele
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yiiklenen oOrnekler yaklasik 120 V degerinde 2 saat 1x TAE tamponu iginde
yirlitiilmistiir. Elektroforez sonunda jel, 45 dakika denatiirasyon ¢ozeltisiyle (1.5 M
NaCl, 0.5 M NaOH) ve ardindan 30 dakika nétralizasyon ¢ozeltisi (1.5 M NaCl, 0.5 M
Tris-HCI (pH 7.5), ImM EDTA) ile orbital ¢alkalamali iizerinde muamele edilmistir.
Naylon membran (20x20 cm Pozitively Charged Nylon Membran, Roche, ABD)
10xSSC Blotlama tamponuyla (3 M NaCl, 0.3 M Sodyum sitrat, 1mM EDTA)
1slatilmistir. Membran jelin alt yiizii ile temas edecek sekilde yerlestirilmis ve Southern
Blot uygulamasina hazir hale getirilmistir. Blotlama iglemleri yaklasik olarak 3 saatte
tamamlanarak hibridizasyon asamasina gegilmistir. Kagit havlu iizerinde kurutulan
membran, ultraviyole ¢apraz baglayict (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, UVP, CA,
ABD) ile 3 kez 120 mj UV 1sm1 uygulanarak DNA molekiilleri membran {izerine
baglanmistir. Membran hibridizasyon tiipline yerlestirilerek iizerine 6n hibridizasyon
¢ozeltisi (DIG Easy Hyb, Roche, Almanya) eklenerek 1 saat 41°C'de muamele edilmis
ve ardindan DIG etiketli probu igeren hibridizasyon ¢ozeltisi eklenerek ayni sicaklikta
bir gece hibridizasyona birakilmistir.

Hibridizasyon sirasinda spesifik olmayan baglanmalar1 ortadan kaldirmak ig¢in
hibridizasyon isleminin sonunda yikama islemleri gerceklestirilir. Hibridizasyon tiipiine
once birinci yikama ¢ozeltisi (2xSSC+%0.1 SDS) eklenmis ve oda sicakliginda S'er
dakika olmak {izere islem iki kez tekrar edilmistir. Ardindan 68°C'de 15'er dakika olmak
tizere 2 kez ikinci yikama ¢o6zeltisi (0.5XxSSC+%0.1 SDS) ile muamele edilmistir. Daha
sonra kapatma tamponunda (1xDIG Blocking Solution) 1 saat, 2 kez 5'er dakika yikama
tamponunda (0.1 M maleik asit pH 7.5, %0.3 (v/v) Tween 20), anti-DIG antikor
¢oOzeltisinde 1 saat, 4 kere S'er dakika yikama tamponunda ve 5 dakika dedeksiyon
tamponunda (0.1 M Tris pH 9.5 ve 0.1 M NaCl) gerceklestirilmistir. Daha sonra
membran seffaf propilen zar icerisine yerlestirilerek {lizerine birka¢ damla CSPDR
(alkali fosfataz substrati) c¢ozeltisi damlatilmistir. Dosyanin i¢indeki hava bosluklari
cikartilarak 10 dakika 37°C'de inkiibe edilmis ve karanlik odada X-1sim1 film kaseti
icinde X-1s51m1 filmiyle st liste gelecek sekilde 20-60 dakika arasinda bekletilmistir.
Stire sonunda elde edilen X-1is51m1 filmi karanlik odada Kodak film gelistirme
cozeltileriyle muamele edilerek gelistirilmistir.

3.2.11. Rekombinant protein iiretimi

Ksilanaz iretimi i¢in segilen klonlar 1 gece 30°C'de YPD sivi besiyerinde
gelistirilmistir. Ardindan baslangic OD'si 0.1 olacak sekilde BMGY (%2 pepton, %l
yeast extract, %1.34 YNB, %4x10° biotin, 100mM pH 6 fosfat tamponu ve %1
gliserol) inokiile edilmistir. Inkiibasyonun 18-20. saatinde 12-15 OD'ye gelismeleri
saglanan hiicreler hasat edilerek (santrifiijlenerek), BMMY besiyerine (%2 pepton, %1
yeast extract, %1.34 YNB, %4x10™ biotin, 100mM pH 6 fosfat tamponu ve %1
metanol) gecirilmistir. Son metanol konsantrasyonu %1 olacak sekilde 24 saatlik
araliklarla indiiksiyon (tetikleme) yapilmistir.

3.2.12. Ksilanaz enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

Ksilanaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesinde Hyun ve Zeikus (1985)
tarafindan kullanilan DNS yodntemi bazi modifikasyonlar yapilarak kullanilmistir.
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Yontemin esasi, ksilanin par¢alanmasi ile aciga c¢ikan indirgen sekerlerin Slgiilmesine
dayanmaktadir.

Reaksiyon karigimi, 100uL 1:10 oraninda seyreltilmis enzim ¢ozeltisi ve 900 pL
substrat ¢ozeltisi (50mM pH 5 sodyum sitrat tamponunda hazirlanmis %1 breechwood
ksilan) ile hazirlanmistir. Karisim 50°C'de 30dak. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi
sonunda 900uL DNS ¢ozeltisi (%1 DNS, %30 sodyum potasyum tartarat tetrahidrat ve
400 mM NaOH) eklenerek enzim aktivitesi sonlandirilmistir. Ardindan 95°C'de 5 dak.
inkiibe edilerek renk gelisimi saglanmig, 1 dak. buzda sogutulmus ve
spektrofotometrede 540nm dalga boyunda okunan absorbans degerleri kaydedilmistir.
Okuma islemi sirasinda kor olarak 0. dakikada DNS soliisyonu eklenerek aktivitesi
durdurulmus olan ayn1 reaksiyon karisimi kullanilmistir. Ksilanaz enzim aktivitesi igin
1 iinite, yukarida belirtilen kosullar altinda 1mL enzimin 1 dakikada aciga ¢ikardig:
glikoz cinsinden ifadesi olarak tanimlanmistir (Salleh vd 2006).

3.2.13. Rekombinant proteinin saflastirilmasi

Protein (ksilanaz) hiigredis1 ve polihistidin etiketli tiretilmistir. Hiicreler 48 saat
metanol indiiksiyonu ardindan 6000 g'de 5 dak. santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve elde
edilen siipernatandan histidin etiketli proteinin purifikasyonu i¢in HisPur Ni-NTA
Purification Kit (Thermo Scientific Pierce, IL, ABD) kullanilmistir. Kitin talimatlar
dogrultusunda islemler gergeklestirilmistir.

Saflastirma prensibine gore histidin etiketli proteinler, nikel kolona baglanarak
etiketsiz proteinlerden ayrilmaktadir. Kolona baglanan proteinler, 100 mM PBS pH7.4
(phosphate-buffered saline) iginde farkli imidazol konsantrasyonlarinda hazirlanan
soliisyonlar ile muamele edilerek yikanmis ve ardindan eliisyon c¢ozeltileri elde
edilmistir. Eliisyon ¢o6zeltisinde bulunan imidazoliin uzaklastirilmast i¢in diyaliz
membrani (Skin Dialysis Tubing, 3,5K MWCO, Thermo Scientific, IL, ABD)
kullanilarak %35 gliserol iceren 100 mM PBS iginde, +4°C'de gece boyu diyaliz
gergeklestirilmistir. Saflastirma islemi, SDS-PAGE analizi ile kontrol edilmistir.

3.2.14. Rekombinant proteinin karakterizasyonu

Rekombinant enzimin ¢alisma kosullarinin belirlenmesi i¢in optimum aktivite
gosterdigi sicaklik ve pH arastirilmistir.

Oncelikle 50°C'optimum sicaklik olarak belirlenmis, bunun igin pH 3-7
araligindaki enzim aktivitesi dl¢iilmiistiir. Islem farkli pH'lardaki sodyum sitrat ¢dzeltisi

ile yapilmistir.

Belirlenen optimum pH'da farkli sicakliklarda (20-70°C) enzim reaksiyonu
gergeklestirilmis ve enzimin c¢alisti§i optimum sicaklik degeri belirlenmistir.

Enzimin termal stabilitesinin 6lgiilmesi ic¢in, enzim farkli sicaklik ve siirelerde
inkiibe edilmis ve enzimin kalan aktivitesi 6lglilmiistiir.
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4. BULGULAR

Klonlama vektorii i¢inde gelen ksilanaz geni, 6ncelikle komponent E.coli XL1-
Blue hiicrelerine aktarilmis ve transformant hiicrelerin secilimi 25 pg/ml amfisilin
iceren LB Miller agarda yapilmistir. Agarda biiyiiyen amfisilin direngli kolonilerden
secilenler, amfisilinli LB Miller sivi besiyerine inokule edilerek 37°C’de bir gece
calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Transformant E. coli hiicrelerinden
plazmit izolasyonu yapilirken Plasmid Miniprep Kit (Qiagen) kullanilmis, klonlamanin
dogrulugu EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve jelde yiriitiildiigiinde
597 bg fragmentinin goriilmesi genin varligini gorilmiistiir.

4.1. Plazmitlerin Sinyal Peptitler I¢in Hazirlanmasi

Bu c¢alismada pPICZB ve pPICZoA plazmitleri kullanilmistir. Sinyal
peptitlerden HSA, PIR1 ve PHO1 Asu Il ve EcoR | baglanma bolgelerinden kesilerek
pPICZB plazmitine klonlanmistir. o-mating faktorii pPICZaA'de bulundugundan
herhangi bir islem yapilmamustir.

4.2. Ksilanaz Geninin Farkl Sinyal Peptit iceren Plazmitlere Klonlanmasi

pPICZB HSA, pPICZB PIR1, PICZB PHO1, pPICZaA ve pUC57 KSI EcoRlI
ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilmis, jele yiiklenmis, jelden kesim ve jel
purifikasyonu yapilmistir. Ayrica vektorlere defosforilasyon islemi uygulanmistir.
Konsantrasyon ol¢limii yapilmistir. Sacl enzimi ile dogrusal hale getirilmis ve ROCHE
Ligation Kit ile ligasyon islemi yapilmistir. Ligasyon karistmi E.coli XL1-Blue
hiicrelerine aktarilmig ve transformant hiicrelerin ekimi 25 pg/ml zeosin igeren LB
Lennox agara yapilmistir. Zeosin direngli koloniler secilerek zeosinli LB Lennox sivi
besiyerine inokiile edilmis, 37°C’de bir gece calkalamali inkiibatorde inkiibasyona
birakilmigtir.  Plasmid Miniprep Kit (Qiagen) ile plazmit izolasyonu yapilmis,
klonlamanin dogrulugu EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kontrol edilmistir.
Sonugta olusan plazmitler Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4'te gosterilmistir.
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Sekil 4.1. HSA sekresyon sinyaline bagli ksilanaz geninin gosterimi
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Sekil 4.2. PIR sekresyon sinyaline bagli ksilanaz geninin gosterimi
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Sekil 4.3. PHO sekresyon sinyaline bagl ksilanaz geninin gosterimi
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Sekil 4.4. a-mating faktorii sekresyon sinyaline bagli ksilanaz geninin gosterimi
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4.3. Ekspresyon Vektorlerinin Pichia pastoris KM71H Transformasyonu

Vektorler Sacl restiriksiyon enzimi ile lineer hale getirildikten ve
purifikasyondan sonra, Lityum Asetat transformasyon metodu (Wu ve Letchwoth,
2004) kullanilarak Pichia pastoris KM71H susuna aktarilmistir. Transformasyon islemi
1.5 kVolt da Electroporator (Eppendorf) ile gergeklestirilmistir. Transformant hiicreler
75ug/ml zeosin igeren YPD plakalarina ekilerek zeosin-direngli hiicrelerin segilimi
gerceklestirilmis, plakalar 28°C’de 2-4 giin koloniler olusana kadar inkiibe edilmistir.
Daha sonra single koloni elde etmek i¢cin YPD agara ¢izim yapilmis, alinan koloniler
sivi YPD besiyerine inokiile edilmistir. 18-24 saat 28°C’de 250 rpm de calkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. YPD sivi besiyerinde gelistirilmis Pichia
pastoris KM71H genomik DNA’s1 Yeast Genomic DNA Isolation Kit (Epicentre,
Madison, WI, ABD) ile izole edilmis ve transformant hiicrelerde genin varligi PZR ile
3’AOX/5’AOX primerleri kullanilarak dogrulanmuistir.

4.4. Protein Uretimi

Ksilanaz tretimi i¢in segilen klonlar 1 gece 30°C'de YPD sivi besiyerinde
gelistirilmistir. Ardindan baslangic OD'si 0.1 olacak sekilde BMGY (%2 pepton, %l
yeast extract, %1.34 YNB, %4x10® biotin, 100mM pH 6 fosfat tamponu ve %1
gliserol) inokiile edilmistir. Inkiibasyonun 18-20. saatinde 12-15 OD'ye gelismeleri
saglanan hiicreler hasat edilerek (santrifiijlenerek), BMMY besiyerine (%2 pepton, %1
yeast extract, %1.34 YNB, %4x10™ biotin, 100mM pH 6 fosfat tamponu ve %1
metanol) gecirilmigtir. Son metanol konsantrasyonu %1 olacak sekilde 24 saatlik
araliklarla indiiksiyon (tetikleme) yapilmistir. Protein tiretimi SDS-PAGE analizi ile
kontrol edilmistir.
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Sekil 4.5. Ksilanaz geni igeren 6rneklerin SDS-PAGE analizi
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4.5. Gen Kopya Sayisinin Belirlenmesi (Southern Blot)

Pichia pastoris transformasyonu sonrasi her sinyal peptidi i¢eren kolonilerden
10'ar tane secilmis, koloniler YPD besiyerinde gelistirilerek genomik DNA
izolasyonlar1 yapilmis ve Bgl Il enzimi ile DNA izolatlar1 kesilmistir. Enzim ile
muameleden sonra %0.8 agaroz jele yliklenen 6rnekler yaklasik 120 V degerinde 2 saat
Ix TAE tamponu iginde yiiriitilmiistiir. Elektroforez sonunda jel, 45 dakika
denatiirasyon c¢ozeltisiyle (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) ve ardindan 30 dakika
notralizasyon ¢ozeltisi (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCI (pH 7.5), ImM EDTA) ile orbital
calkalamali ilizerinde muamele edilmigtir. Naylon membran (20x20 cm Pozitively
Charged Nylon Membran, Roche, ABD) 10xSSC Blotlama tamponuyla (3 M NacCl, 0.3
M Sodyum sitrat, ImM EDTA) islatilmigtir. Membran jelin alt yiizii ile temas edecek
sekilde yerlestirilmis ve Southern Blot uygulamasina hazir hale getirilmistir. Blotlama
islemleri yaklasik olarak 3 saatte tamamlanarak hibridizasyon asamasina gecilmistir.
Kagit havlu iizerinde kurutulan membran, ultraviyole capraz baglayict (CL-1000
Ultraviolet Crosslinker, UVP, CA, ABD) ile 3 kez 120 mj UV 1s1n1 uygulanarak DNA
molekiilleri membran iizerine baglanmistir. Membran hibridizasyon tiipline
yerlestirilerek {izerine 6n hibridizasyon ¢ozeltisi (DIG Easy Hyb, Roche, Almanya)
eklenerek 1 saat 41°C'de muamele edilmis ve ardindan DIG etiketli probu igeren
hibridizasyon ¢ozeltisi eklenerek ayn1 sicaklikta bir gece hibridizasyona birakilmistir.

Hibridizasyon sirasinda spesifik olmayan baglanmalar1 ortadan kaldirmak igin
hibridizasyon isleminin sonunda yikama islemleri gerceklestirilir. Hibridizasyon tiipiine
once birinci yikama ¢ozeltisi (2xSSC+%0.1 SDS) eklenmis ve oda sicakliginda 5'er
dakika olmak {izere islem iki kez tekrar edilmistir. Ardindan 68°C'de 15'er dakika olmak
tizere 2 kez ikinci yikama ¢ozeltisi (0.5xSSC+%0.1 SDS) ile muamele edilmistir. Daha
sonra kapatma tamponunda (1xDIG Blocking Solution) 1 saat, 2 kez 5'er dakika yikama
tamponunda (0.1 M maleik asit pH 7.5, %0.3 (v/v) Tween 20), antikor ¢6zeltisinde 1
saat, 4 kere S'er dakika yikama tamponunda ve 5 dakika dedeksiyon tamponunda (0.1 M
Tris pH 9.5 ve 0.1 M NaCl) gerceklestirilmistir. Daha sonra membran seffaf propilen
zar igerisine yerlestirilerek lizerine birka¢ damla CSPDR (alkali fosfataz substrati)
cozeltisi damlatilmigtir. Dosyanin icindeki hava bosluklar1 ¢ikartilarak 10 dakika
37°C'de inkiibe edilmis ve karanlik odada X-1s1m1 film kaseti i¢inde X-151n1 filmiyle tist
tiste gelecek sekilde 20-60 dakika arasinda bekletilmistir. Siire sonunda elde edilen X-
1simt filmi karanlik odada Kodak film gelistirme c¢ozeltileriyle muamele edilerek
gelistirilmistir.
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Sekil 4.6. Ksilanaz geni igeren drneklerin kopya sayisini gosteren X-Ray filmi

Farkli sinyal peptitleri iceren kolonilerden 10'ar tane segilmistir ve yiikleme
sirast seklin istiinde gosterilmistir. Alinan sonugta Orneklerin birer kopya oldugu
belirlenmistir.

4.6. Ksilanaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Ksilanaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesinde Hyun ve Zeikus (1985)
tarafindan kullanilan DNS yontemi bazi modifikasyonlar yapilarak kullanilmistir.
Yontemin esasi, ksilanin parcalanmasi ile aciga ¢ikan indirgen sekerlerin 6lciilmesine
dayanmaktadir.

Reaksiyon karigimi, 100pL 1:10 oraninda seyreltilmis enzim ¢ozeltisi ve 900 pL.
substrat ¢ozeltisi (50mM pH 5 sodyum sitrat tamponunda hazirlanmis %1 breechwood
ksilan) ile hazirlanmistir. Karisim 50°C'de 30dak. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi
sonunda 900uL DNS ¢ozeltisi (%1 DNS, %30 sodyum potasyum tartarat tetrahidrat ve
400 mM NaOH) eklenerek enzim aktivitesi sonlandirilmistir. Ardindan 95°C'de 5 dak.
inkiibe edilerek renk gelisimi saglanmig, 1 dak. buzda sogutulmus ve
spektrofotometrede 540nm dalga boyunda okunan absorbans degerleri kaydedilmistir.
Okuma islemi sirasinda kor olarak 0. dakikada DNS soliisyonu eklenerek aktivitesi
durdurulmus olan ayni1 reaksiyon karigimi kullanilmastir.

Standart olarak 100mM glikoz ¢o6zeltisi kullanilmis ve kurve ¢izimi yapilmistir.

Uretim hesaplanirken bu kurveden yararlamilmistir. Kurve Sekil 4.7'de ve bu kurveden
yararlanilarak ¢izilen tiretim grafigi de Sekil 4.8'de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Standart glikoz kurvesi kullanilarak ¢izilen ksilanaz tiretim miktarlari
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Cikan sonuglarda herbir sinyal peptidi igeren suslarda tiretim vardir ve birbirine
yakindir. Ancak PIR sinyal peptitini iceren drneklerde iiretimin digerlerine gore yliksek
oldugu goriilmistiir.

4.7. Ksilanaz Enziminin HIS-TAG Kolon ile Saflastirilmasi

Protein (ksilanaz) hiigredis1 ve polihistidin etiketli tiretilmistir. Hiicreler 48 saat
metanol indiiksiyonu ardindan 6000 g'de 5 dak. santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve elde
edilen siipernatandan histidin etiketli proteinin purifikasyonu i¢in HisPur Ni-NTA
Purification Kit (Thermo Scientific Pierce, IL, ABD) kullanilmistir. Kitin talimatlari
dogrultusunda islemler gergeklestirilmistir.

Saflastirma prensibine gore histidin etiketli proteinler, nikel kolona baglanarak
etiketsiz proteinlerden ayrilmaktadir. Kolona baglanan proteinler, 100 mM PBS pH7.4
(phosphate-buffered saline) i¢inde 100, 200, 300mM imidazol konsantrasyonlarinda
hazirlanan soliisyonlar ile muamele edilerek yikanmis ve ardindan eliisyon ¢ozeltileri
elde edilmistir. Eliisyon ¢ozeltisinde bulunan imidazoliin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz
membran1  (Skin Dialysis Tubing, 3,5K MWCO, Thermo Scientific, IL, ABD)
kullanilarak %35 gliserol iceren 100 mM PBS iginde, +4°C'de gece boyu diyaliz
gergeklestirilmistir. Saflastirma islemi, SDS-PAGE analizi ile kontrol edilmistir. En
fazla tiretim PIR sinyal peptidini igeren ornekte goriildiigiinden saflagtirma bu 6rnekte
yapilmistir.

‘M S FT W1 W2 E1 E2 E3 l

23 kDa

Sekil 4.9. Saflagtirma islemi sonucu elde edilen SDS-PAGE goriintiisii
4.8. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine pH Degerinin Etkisi
Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi i¢in optimum

sicaklik olarak 50°C segilmistir. Daha sonra 3-7 arasi pH'larda 50mM sodyum sitrat
tamponu hazirlanmis ve aktivite grafigi ¢izilmistir. Grafik Sekil 4.10'da verilmistir.
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Sekil 4.10. Optimum pH grafigi

4.9. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Sicaklik Degerinin EtKisi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi i¢in optimum pH 5

olarak belirlenmis ve 20-70°C aras1 sicakliklardaki aktivite Olciiliip, aktivite grafigi
cizilmigtir. Grafik Sekil 4.11'de verilmistir.
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5. TARTISMA

Pichia pastoris rekombinant protein iiretiminde kullanilan bir mayadir. Bu
calismada ksilanaz enziminin hiicre dis1 dretiminde kullanilmistir. Pichia pastoris'te
protein iiretiminde gorev yapan birgok sinyal sekans vardir ve rekombinant protein
tiretiminde bu sinyal sekanslar basariyla kullanilmaktadir.

Bu calisma Pichia pastoris'teki farkli sinyal sekanslari hiicre disi1 ksilanaz
iretimindeki etkilerinin karsilastirilmasi i¢in dizayn edilmistir. Kullanilan sinyal
sekanslar HSA, PIR1, PHOI1 ve a-eslesme(mating) faktoriidiir. Bunlardan a-eslesme
(mating) faktorii ve HSA Saccoromyces cerevisiaea'ya aitken, PIR1 ve PHO1 sinyal
peptitleri Pichia pastoris'e aittir. PIR1 ve a-eslesme faktorii pre ve pro bolgelerin ikisini
birden igerirken, PHO1 ve HSA yalnizca pre bolge igerir.

Entegre olan genin kopya numarast heterolog proteinin ekspresyon seviyesini
belirler. Bu nedenle kopya numarasi 6nemlidir. Bu ¢alismada yapilan Southern Blot
analizinde 6rneklerin tek kopya oldugu belirlenmistir.

48 saatlik gelisim periyodu sonunda kolonilerin optik yogunluklar1 benzerdir.
Erlenlerde gelistirilen kolonilerin salgi verimleri a-eslesme(mating) faktori 170 U/mL,
HSA 123 U/mL, PHO1 139 U/mL ve PIR1 250 U/mL olarak belirlenmistir. Gortldigii
gibi HSA, a-eslesme(mating) faktorii ve PHO1 sekresyon sinyallerini igeren koloniler
arasinda belirgin bir fark yoktur. Ancak PIR1 sinyal peptidini igeren kolonilerde
goriilen verim digerlerinden yliksektir. Ayni tiire ait sinyal peptitlerin bile amino asit
bilesimleri ve uzunluklar1 arasinda ¢esitlilik vardir. Bu nedenle protein {iretiminde
sinyal peptidin etkisi 6nceden tahmin edilemez. PHO1 ve PIR1 Pichia pastoris'e ait
sinyal peptitler olmasina ragmen ksilanaz iiretimideki verimleri farklidir. Bu da sinyal
peptitlerin kaynaginin ksilanaz {iiretiminde Onemli olmadigini gosterir. PHOI, a-
eslesme(mating) faktorii, HSA sinyal peptitini igceren kolonilerin ksilanaz iiretim
seviyelerinin benzer olmasi bunu destekler. Ayrica sinyal peptitlerin protein
tretimindeki etkisi tiretilmek istenen proteine gore de farklilik gosterebilir.

Rekombinant enzim AOX1 promotoru altinda ve sonunda 6 histidin kuyrugu ile
tiretilmigtir. Bu nedenle His-Tag purifikasyonu yapilmistir. SDS-PAGE analizi
yapilarak 23 kDa olan ksilanaz enzimi dogrulanmistir. Pichia pastoris dogada ¢ok fazla
hiicre dis1 protein salgilamamasina ragmen farkli proteinler (kirlilikler) gézlenmistir. Bu
da uzayan fermentasyon kosullarindaki oksijen yetersizliginden veya iirlin birikiminden
kaynaklanmis olabilir. Ancak bu kirlilikler ksilanaz aktivitesini ya da stabilitesini
etkilememistir ve kontamine proteinler tek basamakli purifikasyonla uzaklagtirilmistir.

Ksilanaz aktivitesinde optimum pH 5-6 ve optimum sicaklik 40-50°C olarak

belirlenmistir. Ksilanaz enziminin pH stabilitesi genis araliklarda olurken, sicaklik
stabilitesi 50°C'nin altinda en yiiksekken, 50°C'nin istiinde etkisini kaybetmektedir.

33



SONUC Hilal YILDIZ KURAL

6. SONUC

1-Bu c¢alismada ksilanaz tiretimi HSA, PIR1, PHOL ve o-eslesme (mating) faktorii
sekresyon sinyalleri kullanilarak yapilmis ve verimler karsilagtirilmigtir.

2-Sekresyon sinyallerinin etkinligi 6n ¢alisma olarak denenen EGFP proteininde ve
ksilanaz enziminde farklilik géstermektedir.

3-EGFP de a-mating sekresyon sinyali fazla iiretim gosterirken, ksilanaz enziminde PIR
sekresyon sinyalinde iiretimi fazla olmakla birlikte, her bir sekresyon sinyalinde
yaklasik tiretim oldugu goriilmiistiir.

4-48. saat sonunda alinan siipernatanlarda belirlenen ksilanaz miktari; a-mating faktor
sekresyon sinyalinde 170 u/mL, HSA sekresyon sinyalinde 123 u/mL, PHO sekresyon
sinyalinde 139 u/mL, PIR sekresyon sinyalinde 250 u/mL olarak belirlenmistir.

5-Sekresyon sinyallerinin etkinligi proteine gore degistiginden iiretilecek olan proteinde
hepsinin denenmesi gerekmektedir.

6-Optimum pH olarak pH 5 ve optimum sicaklik 40-50°C olarak belirlenmistir.

7-Ksilanaz enziminin sonundaki polihistidin kuyrugu uzaklastirildiginda firicilik
iriinlerinde ve hayvan yemlerinde kulanilmasi uygundur.
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8. EKLER

Ek 8.1. Calisma Siiresince PZR Denemelerinde Kullanilan Primerler

Hilal YILDIZ KURAL

Primer Adi Sekans (5'->3’) Tm (°C)
5’A0X GACTGGTTCCAATTGACAAGC 59
3’AOX GCAAATGGCATTCTGACATCC 59
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EKLER Hilal YILDIZ KURAL

EK 8.2. Ksilanaz Geninin Sekansi

GAATTC
TCTACCCCTAGTTCTACTGGTGAAAACAACGGATTCTATTACTCATTCTGGA
CCGATGGTGGTGGAGATGTTACCTACACAAACGGAGATGCTGGTTCATACA
CAGTTGAATGGAGTAACGTTGAAATTTTGTCGGTGGAAAGGGTTGGAACCC
AGGAAGTGCCCAAGACATTACTTATTCTGGTACATTCACCCCTTCCGGTAAT
GGATACTTGTCAGTTTATGGATGGACTACAGATCCACTTATTGAATACTATA
TCGTCGAGAGTTACGGTGACTATAACCCTGGATCTGGTGGAACTTACAAAG
GTACTGTTACATCTGATGGATCCGTCTACGACATCTACACCGCCACTAGAAC
AAACGCTGCCTCCATCCAAGGTACCGCAACTTTTACACAATATTGGTCAGTT
AGACAGAATAAGAGAGTTGGTGGAACTGTCACCACTTCTAACCATTTCAAT
GCATGGGCTAAATTGGGTATGAACCTTGGAACCCACAATTACCAGATCGTT
GCTACTGAGGGTTACCAAAGTTCAGGTTTCCAGTTCCATTACCGTTCAACAT
CATCACCACCATCACTAA

TCTAGA
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EKLER Hilal YILDIZ KURAL

Ek 8.3. Calismada Kullanilan DNA ve Protein Standartlar:

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA standardi: O’GeneRulerTM 100 bp
Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/05pg %

20000 200 40
/ 10000 200 40
/7000 200 40
£ 5000 750 150
-~ 4000 200 40
3000 200 40
g _ 2000 200 40
g 1500 80.0 16.0
[1]
8 — 1000 250 50
3 - 700 250 50
g ~ 500 750 150
v — 400 250 50
— 300 250 50
L — 200 250 50
2 — 75 250 50
=
&

0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Vifem, 45 min

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA standardi: 1 kb DNA ladder

(Vivantis, CA, ABD)
10000 bp
7000 bp\\ B
6200 bp\ —
5200 bp
4000 bp
3000 bp —
*2500 bp —

2000 bp —
1500 bp —

1000 bp

500 bp

1.0% Agarose in 1X TBE
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EKLER Hilal YILDIZ KURAL

Ek 8.3. Calismada Kullanilan DNA ve Protein Standartlar1 (Devami)

SDS-PAGE analizinde kullanilan protein standardi: PageRuler Unstained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)

kDa _

— 200 —|
- 150 - =
- 120 - -
- 100 -

L 70 | —
L-.80 =
~ §) — —

— 40 —| —

— 30 —| —
— 25 | —
— 20 —|——
— 15 — c—
— 10 —| ———
Gel ‘ | Blot

Western blot analizinde kullanilan protein standardi: Odyssey Protein Molecular
Weight Marker (Li-Cor, NE, ABD)

e 250
« 150
e 100

- 37
- 5
- 0

- 15
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EKLER Hilal YILDIZ KURAL

Ek 8.3. Calismada Kullanilan DNA ve Protein Standartlar1 (Devami)

Southern blot analizinde kullanilan DNA standardi: DNA Molecular Weight
Marker Il DIG-labeled (Roche, Almanya)

— 23130

— 9416
— 6557

— 4361

— 2322
12027
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