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OZET

Pichia pastoris MAYASINA SIGIR LAKTAT DEHIDROGENAZ GENININ
AKTARIMI VE LAKTIK ASIiT URETIMI

FIRAT AYAS
Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Mehmet INAN

Subat 2018, 67 sayfa

Laktik asit gidadan kozmetige, tiptan kimya endiistrisine ¢ok genis bir alanda
kullanim imkanma sahiptir. Laktik asidin, L (+)-laktik asit ve D (-)-laktik asit olmak
iizere iki optik izomeri vardir. Izomerlerin saf olarak iiretimi sadece fermentasyon yolu
ile miimkiindiir. D (-)-laktik asit insan metabolizmasinda asidoz ve kemik erimesine
neden olabilmektedir. Ancak L (+)-laktik asit, biyolojik olarak tiiketilebilmesi ve ilag
amagcl kullanilabilmesi bakimindan énemlidir.

Pichia pastoris, biyoteknoloji ve ila¢ endiistrisinde rekombinant protein {iretimi
icin ihtiya¢ duyulan bir ekspresyon sistemi olmasiyla birlikte arastirmacilar tarafindan
da siklikla kullanilmaktadir. P. pastoris, bakteriler gibi, tek karbon kaynagi olarak
metanol, glukoz, gliserol veya etanol igeren ucuz besiyerlerinde hizla gelisim
gosterebilmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda P. pastoris mayasinda L (+)-laktik asit
iiretimi hedeflenmistir. Bunun sebebi, bu mayanin simdiye kadar laktik asit iiretiminde
kullanilan mikroorganizmalardan ¢ok daha diisiik pH’larda gelisme gosterebilmesidir.
Ayrica, L(+)-laktik asidin D(-)-laktik aside gore kullanimi daha yaygindir.

Laktik asit iiretimi i¢in gen kaynagi olarak sigir (Bos taurus) genomuna ait L-
laktat dehidrogenaz geni kullanilmistir. Calismanin ilk asamasinda P. pastoris APDC
(piriivat dekarboksilaz) geni inaktif hale getirilmistir. Pirtivati1 L-laktik aside
yiikseltgeyecek olan L-laktat dehidrogenaz geni mayaya gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz (GAP) ve piriivat dekarboksilaz (PDC) promotorlarma bagli olarak
aktarilmistir. Uretim 6n calismalar1 calkalamal inkiibatdrde erlenler dlgeginde
yapilmistir. Daha sonra, P. pastoris suslarmin L-laktik asit tiretim kapasiteleri, kesikli
fermentor kosullarinda yapilan ¢alismada en yiiksek X33 pGAP-LDH ve FA115 pPDC-
LDH tek kopya suslar1 tarafindan yaklasik 9,5 g/L (0,19 g/g) olarak gergeklestirildigi
belirlenmistir. Kesikli beslemeli fermentor calismasinda ise, L-laktik asit iiretimini en
yiiksek FA115 pPDC-LDH iki kopya susu 38,0 g/L (0,27 g/g) ile saglamustir.

Bununla birlikte, ileride yapilabilecek; promotorlarin yeniden tasarimi, yeni
promotorlarin kullanimi, gen kopya sayisinin arttirilmasi, fermentasyon kosullar:
optimize edilmesi gibi modifikasyonlarla ¢ok daha yiiksek L-laktik asit tiretim verimleri
elde edilebilecegi diisliniilmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, yapilacak olan
benzer ¢aligmalara 151k tutacak niteliktedir.
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ABSTRACT
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PhD. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN

Fabruary 2018, 67 pages

Lactic acid has the possibility to use in a wide range, for example medicine,
food, cosmetics, chemical industry, etc. Lactic acid has two optical isomers: L (+)-lactic
acid and D (-)-lactic acid. Pure production of these isomers is possible only with
fermentation. D (-)-lactic acid can cause acidosis and osteoclasis in human metabolism.
However, L (+)-lactic acid is important for its bioavailability and for pharmaceutical
use.

Pichia pastoris is an expression system required for recombinant protein
production in the biotechnology and pharmaceutical industry, and is frequently used by
researchers. P. pastoris, like bacteria, can grow rapidly in cheap media containing
methanol, glucose, glycerol or ethanol as a carbon source. In this thesis study,
production of L (+)-lactic acid in P. pastoris was aimed. This is why this yeast can
exhibit activity at much lower pH than the microorganisms used to produce lactic acid
up to now. Furthermore, the use of L (+) - lactic acid compared to D (-) - lactic acid is
more common.

The L-lactate dehydrogenase gene from bovine genome was used as a gene
source for lactic acid production. In the first step of the study, P. pastoris APDC
(pyruvate decarboxylase) gene was inactivated. The L-lactate dehydrogenase gene,
which oxidizes pyruvate to L-lactic acid, was expressed under the control of
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAP) and pyruvate decarboxylase (PDC)
promoters. Preliminary production studies were done in shake flask scale in a shaker
incubator. L-lactic acid production was determined to be approximately 9,5 g/L (0,19
g/g) by X33 pGAP-LDH and FA115 pPDC-LDH single copy P. pastoris strains in
batch fermentation conditions. In fed-batch fermentation studies, the highest L-lactic
acid production was 38,0 g/L (0,27 g/g) by FA115 pPDC-LDH two-copy strain.

However, further studies are expected to yield higher yields with modifications
such as optimizing the fermentation conditions, redesigning the promoters, using new
promoters and increasing the gene copy number of the LDH. The results obtained from
this study will shed light on similar work in the future.
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ONSOZ

Molekiiler biyoloji uygulamalarindan tip, ilag, gida ve tarim gibi genis bir
alanda faydalanilmaktadir. Bu nedenle molekiiler biyoloji biliminde yapilan geligsmeler,
kullanildig1 alanlardaki roliine bagli olarak biiyiik imkanlar saglamaktadir.

Bu c¢alisma kapsaminda Pichia pastoris mayasinda L(+)-laktik asit tiretimini
gerceklestirmesi amaglanmistir. Bunun sebebi, bu mayanin simdiye kadar laktik asit
iretiminde kullanilan mikroorganizmalardan ¢ok daha diigiik pH’larda aktivite
gosterebilmesidir. Bununla birlikte L(+)-laktik asit D(-)-laktik aside gore biyolojik
olarak tiiketilebilmesi ve ilag amacl kullanilabilmesi bakimindan daha Onemlidir.
Ayrica, farkli promotorlar kullanilarak ferment6r kosullarinda rekombinant olarak L(+)-
laktik asit iiretimleri gerceklestirilmistir. Uretimler, P. pastoris’te ilk defa kullanilan
PDC (piriivat dekarboksilaz) ve ¢ok yaygin kullanima sahip olan GAP (gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz) promotorlari ile aktarilan sigir (Bos taurus) genomuna ait L-laktat
dehidrogenaz geni ile yapilmistir. Sonug olarak yiiksek Olgekte rekombinant protein
iretiminin yapilabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, yapilacak
olan benzer ¢alismalara 1s1k tutacak niteliktedir.

Bu calisma siiresince, bilgi ve tecriibeleri ile beni yonlendiren ve tiim
destegiyle hep yanimda olan danisman hocam Saymn Prof. Dr. Mehmet INAN’a
gosterdigi emek ve ayirdigi zaman igin sonsuz minnetimi sunarim.

Tez calismamin gerceklesmesi siirecinde gostermis olduklar1 ilgi, destek ve
yonlendirmeleri i¢cin Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii (BATEM)
idarecilerine ve mesai arkadaslarima tesekkiir ederim.

Ayrica laboratuvar caligmalarimda bilgi birikimlerini, deneyimlerini ve her
tiirlii yardimlarin1 benden esirgemeyen Mert KARAOGLAN, Semiramis GEREDELI
YILMAZ, Fidan ERDEN KARAOGLAN ve tim Gida Giivenligi ve Tarmmsal
Arastirmalar Merkezi ¢alisanlarina ¢ok tesekkiir ederim.

Tez calismalarmma katki ve yonlendirmelerinden dolay1 TIK iiyesi Dog. Dr.
Irfan TURHAN; ayrica Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii ve Gida
Miihendisligi Boliimii ¢alisanlarma tesekkiir ederim.

Basta esim Ilkay AYAS, kizlarim Bulut Ece ve Umay Ada olmak iizere maddi
ve manevi hicbir destegi esirgemeyen aileme ve dostlarima sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Allah hepinizden raz1 olsun.

Doktora &grenimim boyunca 2211-C Yurt Ici Doktora Burs Programi
kapsaminda Ogrenimimi destekleyen TUBITAK Bilim Insani Destekleme Daire
Baskanligi’na (TUBITAK-BIDEB) tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

M :Mikro (10°°)

dak  :Dakika

:Devir/dakika

:Goreceli santrifiij kuvveti (relative centrifugal force, rcf)
‘Litre

:Mili (10%)

:Molar

:Nano (10°)

:Optik yogunluk (optical density)
:Saniye

:Saat

:Erime sicaklig1 (melting temperature)

4gv oS z3raeg
38 g~ = S

Tezde ondalik yazim kullaniliyor ve ondalik ayiraci olarak virgiil kullanilmaktadir
(4621’01”)

Kisaltmalar

be :Baz ¢ifti

ABD :Amerika Birlesik Devletleri

NCBI :National Center of Biotechnology Information
Amp :Amfisilin

BMGY :Tamponlanmis karmasik gliserol besiyeri
BMDY :Tamponlanmis karmasik glukoz besiyeri

DIG :Digoksijenin (digoxigenin)

DNA :Deoksiriboniikleik asit

FDA :ABD Gida ve ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration)
GRAS :Genel olarak gilivenli kabul edilen (Generally Regarded As Safe)
LB :Luria-Bertani

LDH :Laktat Dehidrogenaz

MD :Temel glukoz besiyeri (minimal dekstroz)
PDC :Pirlivat dekarboksilaz

PZR :Polimeraz zincir reaksiyonu

RNA ‘Riboniikleik asit

SSC :Tuzlu sodyum sitrat (saline sodium citrate)
YNB :Maya azot kaynagi (Yeast Nitrogen Base)
YPD :Maya pepton dekstroz (yeast peptone dextrose)
TE :Tris-EDTA

TAE :Tris-Asetat-EDTA

GAP :Gliseraldehit-3-fosfat

\ ‘Volt

KVolt ‘Kilovolt



SEKILLER DiZiNi
Sekil 2.1 Laktik asidin YapiSl.....o.ueuuieutitiiiit e, 3
Sekil 2.2. Mikrobiyal fermentasyon ya da kimyasal sentezle laktik asit tiretimi............. 4
Sekil 3.1. Kiit u¢lu PZR iirlinlerinin klonlanmasinda kullanilan pJET1.2 plazmiti....... 7
Sekil 3.2. P. pastoris histidin geninin (HIS4) mevcut bulundugu pA0815 plazmiti...... 8
Sekil 3.3. Protein ekspresyonu i¢in kullanilan pPICZaB ve pGAPZaB vektorleri........ 8

Sekil 3.4. P. pastoris’e ait PDC geninin pJET1.2 plazmiti iizerinde gen yer
degistirme ile HIS4 geni kullanilarak inaktif edilmesinin sematik gdsterimi............. 14

Sekil 4.1. PZR ile elde edilen P. pastoris PDC geninin jelde goriintiilenmesi.
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas) kullanilmistir. 56.3-64.2°C aras1
farkl sicakliklarda olugan PDC geni (1683 Bg).....ovviiriiniiiiiiiiiiiieieeeeeeeea, 20

Sekil 4.2. PDC geninin pJET1.2 vektoriine aktariimasiyla elde edilen pJET1.2-

Sekil 4.3. Plazmit izolasyonu sonrasi elde edilen 4 farkli plazmidin Scal enzimi
ile kesimi. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas); 1-4: secilen
kolonilerden elde edilen plazmitlerin Scal enzimi ile kesilmesi............................ 22

Sekil 4.4. Plazmit izolasyonu sonrasi elde edilen pJET-PDC plazmitinin Sacl
enzimi ile restriksiyon analizi ve jelden kesimi. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA
Ladder FEermentas).........ouiuiiuitit it e e 23

Sekil 4.5. Izolasyon sonras1 elde edilen pA0815 plazmiti ile Bglll ve BamHI
restriksiyon enzimlerinin bu plazmit {izerindeki kesim noktalart........................... 24

Sekil 4.6. Bglll ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilen pA0815 plazmitinden
HIS4 geninin diisiiriilmesi. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas).....24

Sekil 4.7. HIS4 genini igeren plazmiti bulmak icin 12 adet koloniden elde edilen
DNA’larm Bglll restriksiyon enzimi ile kesilerek jelde kontrolii. 1kb:
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (FErmentas)...............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeanen.. 25

Sekil 4.8. 12. koloniye ait pJET-PDC::HIS4 plazmitinin dogrulugunun teyidi
icin Bglll ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilerek jelde kontrolii. 1kb:
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)..................eeeeeeeeeeeeieeeeeeeenn, 26

Sekil 4.9. pJET-PDC::HIS4 olarak isimlendirilen plazmit ile bu plazmitin
dogrulugunun teyidi i¢in kullanilan Bglll ve Xbal restriksiyon enzimlerinin
KeSIM NOKLAIATT. . ..ue e 26

Sekil 4.10. PZR sonucunda 4658 b¢ uzunlugundaki PDC::HIS4 fragmentinin jel
o0 111111 13 B PP 27



Sekil 4.11. PDC geninin inaktif edilmesi i¢in kullanilan PDC::HIS4 fragmenti
sematik olarak OStEIIMI. ... .ueeet ittt e e 27

Sekil 4.12. 17 adet klondan elde edilen genomik DNA’nin PDCFATG ve
PDCRSTP primerleri ile yapilan PZR iirlinlerinin ve beklenen 4658 bg
PDC::HIS4 fragmentinin jel gOTUNtiST. ....vvvviniint it 28

Sekil 4.13. Southern blot analizinin gematik gosterimi...............ccoevvvviiiiiiinninn.... 29

Sekil 4.14. Southern blot analizinde kullanilacak DNA probu i¢in Sacl enzimi
ile PDC geninin kesilmesi ve 398 b¢ uzunlugundaki probu olusturacak parganin
jelden alinmasi. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)................... 29

Sekil 4.15. PDC geni {izerinden elde edilen ve etiketlenen DIG etiketli probun
StKINIK QUZEYI. ..\ttt e e e 30

Sekil 4.16. APDC inaktif suslarin Southern blot analizi ile dogrulanmasi igin 12.

ve 18. klonlara ait segilen 8 adet tek kolonilerin genomik DNA’larin EcoRI

enzimi ile kesimini gdsteren jel gorintisii. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA

Ladder (Fermentas), DIG: DIG etiketli markir..................ocooiiiiiiiiiiiia, 30

Sekil 4.17. 12. ve 18. klonlara ait se¢ilen 8 adet tek kolonilerde APDC inaktif

suslarm belirlenmesi i¢in yapilan Southern blot analizi sonucu X-1smni filminin
goriintiisii. 1kb:GeneRuler'™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG

etiketli Markir. .. ..o e 31

Sekil 4.19. a) pGAPZB plazmiti, b) EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile
kesilip jelden alinmast. 1kb:GeneRuler'™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas).............. 32

Sekil 4.20. pUC57-LDH plazmitinden LDH geninin EcoRI ve Xbal restriksiyon
enzimleri ile kesilerek jelden alinmasi. 1kb:GeneRuler' ™ 1kb Plus DNA Ladder
(203381153 17 T O 33

Sekil 4.21. LDH geninin lineer pGAPZB plazmitine ligasyonunun sematik
o011 1<) 010 ¥ 34

Sekil 4.22. pGAPZB-LDH plazmiti i¢in se¢ilen 6 adet koloninin EcoRI ve Xbal
restriksiyon enzimleri ile kontrolii. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder
(25 0115 117 1) 34

Sekil 4.23. a) pGAPZB-LDH’nin Avrll enzimi ile kesilerek lineer hale getirilmesi
ve b) jel gorintiisii. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)............... 35

Sekil 4.24. pGAPZB-LDH’nin X33 ve APDC geni inaktif FA115 suslarma
aktarimimim PZR ile kontrolii. F1-10: FA115 suslari, X1-10: X33 suslar1 1kb:
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (FErmMentas).............covuuuueeeeeeeieieeeeeeene, 36

Xi



Sekil 4.25. Southern blot i¢in kullanilacak DNA probunun GAPBglII-F ve
GAPECORI-R primerleri yardimiyla PZR ile cogaltilmasi. 1kb:GeneRuler ™
1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)..........oouovuiortieiie it iii e e eeeeeenans 37

Sekil 4.26. GAP promotoru iizerinden elde edilen ve etiketlenen DIG probun
BLKINIK dUZEYI. ... 37

Sekil 4.27. FA115 ve X-33 suglarindan elde edilen genomik DNA’larin Bstx|
restriksiyon enzimi ile kesimini gosteren jel goriintiisii. 1kb:GeneRuler™ 1kb
Plus DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG etiketli markir....................ccoviinn.e 38

Sekil 4.28. pGAPZB-LDH aktarilan suslarin Southern blot analizi sonucu X-1g1in1
filminin gdriintiisii. Isaretli bantlar tek kopya baglanmalar1 gdstermektedir. 1kb:
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG etiketli markr............. 39

Sekil 4.29. Erlenmayer kosullarinda LDH genini tek kopya olarak igeren X33 ve
FA115 suslarina ait gelisim, pH degisimi, L-laktik asit ve etanol degisim grafikleri....41

Sekil 4.30. PDCpromBgllI-F ve PDCpromAsull-R primerleri kullanilarak PZR ile
elde edilen PDC PromMOtOIU. ... ....iuriee ittt et et 42

Sekil 4.31. PDCpromBgllI-F ve PDCpromAsull-R primerleri ile yapilan PZR’nin
jel goriintiisii. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)...................... 43

Sekil 4.32 a) pGAPZB plazmitinin Bglll ve Asull (Bsp119l) restriksiyon enzimleri
ile kesilip b) jelden almmasi. 1kb:GeneRuler ™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)...43

Sekil 4.33. PDC promotorunun lineer pGAPZB plazmitine ligasyonunun
(PPDCpromZB) sematik gOStErTmMi. . ......ouviuiiriint ettt 44

Sekil 4.34. pPDCpromZB plazmiti i¢in se¢ilen 8 adet koloninin Asull (Bsp119l)
restriksiyon enzimi ile kontrolii. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder
(FEIMBNTAS) . ...ttt e e e e e e e e 45

Sekil 4.35. a) pGAPZB-LDH ve b) pPDCpromZB’nin Asull (Bsp119l) ve Xbal
enzimleri ile kesilerek lineer hale getirilmesi...................oooiiiiiiiiii . 46

Sekil 4.36 a) pGAPZ-Bt-LDH ve b) pPDCpromZB’nin Asull (Bsp119l) ve Xbal
enzimleri ile kesilmesi sonucu jelden alinma goriintiisii. 1kb:GeneRuler ™ 1kb
Plus DNA Ladder (FEMMENTAS).........ouirineiiet it 46

Sekil 4.37. LDH geninin pPDCpromZB plazmitine ligasyonunun sematik
oL TS 1<) 010 ¥ 47

Sekil 4.38. a) pPDCpromZB-LDH plazmiti Asull (Bsp1191) ve Xbal restriksiyon
enzimi ile kesilmesi ve b) jelde kontrolii. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA
Ladder (FEMMENTAS). ... ..ut ettt ettt et e e e 48

Xii



Sekil 4.39 a) pPDCpromZB-LDH plazmitini lineer hale getirmek i¢in Pdml
restriksiyon enzimi kullanilmasi ve b) jelde kontrol edilmesi. 1kb:GeneRuler™

1kb Plus DNA Ladder (FErmentas).........c.oouivriinriiriie i

Sekil 4.40. Southern blotta kullanilan DIG etiketli prob i¢in PDCprom’un Sspl
restriksiyon enzimi ile kesilip jel iizerinden alimmasi. 1kb:GeneRuler ™ 1kb Plus

DNA Ladder (FEMMENLAS). .. ...ttt e

Sekil 4.42. FA115 ve X-33 suglarindan elde edilen genomik DNA’larin Scal
restriksiyon enzimi ile kesimini gosteren jel goriintiisii. 1kb:GeneRuler™™ 1kb

Plus DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG etiketli markir.....................ooeuenene.

Sekil 4.43. pPDCpromZB-LDH aktarilan suslarin Southern blot analizi sonucu
X-1s1n1 filminin goriintiisii. 1kb:GeneRuler ™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas),

DIG: DIG etiketll Markir. .. ...oooooeeee e e et

Sekil 4.44. Erlenmayer kosullarinda tek kopya suslara ait L-laktik asit (g/L),

glukoz (g/L), etanol (g/L) ve ODgoonm degerlerine ait grafikler..........................

Sekil 4.45. Kesikli ferment6r galismasina ait L-laktik asit (g/L), glukoz (g/L),

etanol (g/L) ve ODgoonm sonuglarma ait grafikler......................on,

Sekil 4.46. Fermentor uygulamasi sirasinda ¢ekilen fotograf (Sistem; Sartorius

Stedim Biostat® B 2x5 L BioreaCtor)...........covvviiiiiiiii e

Xiii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1. PZR reaksiyon Karigimi.............oooiiiiiiiiiiiiiii e
Cizelge 3.2. PZR 1s1dongii programi i¢in siire ve sicaklik kosullart....................

Cizelge 3.3. PTMI tuzlarmin bilegimi...........c.oooiiiiiiiiiiiiiiiee,

Cizelge 4.1. %2, %4, %6 ve %8 glukoz iceren BMDY besiyerinde 150 ve 200
d/d’da 12., 24. ve 36. saatlerde L-Laktik asit (g/L), OD ve L-Laktik asit / OD

ortalama deGerleri........ovuuii i e

Cizelge 4.2. Kesikli fermentor ¢alismasina ait yas hiicre agirligi ve ODggonm

SOMUG AT L. ... e e

Cizelge 4.3. Kesikli fermentor ¢alismasina ait glukoz (g/L), L-laktik asit (g/L)

ve etanol (/L) SONUGIATT. .......oii i e

Cizelge 5.1. Kesikli-beslemeli fermentor ¢alismasinda elde edilen sonuglarin
ortalamalari, standart sapma degerleri ve aralarindaki farklarin Duncan ¢oklu

karsilagtirma testine gore onem seviyeleri...........ocovviiiiiiiiiiiiiiii e

Cizelge 5.2. Daha 6nce yapilan bazi rekombinant laktik asit iiretim ¢aligmalarina

ait verim (/@) deGerleri.......oovoinii i e

Xiv



GIRIS F. AYAS

1. GIRIS

Plastik, bir petrokimya sanayi iriinii olmasi sebebiyle dogada en az birkag
yiizyilda ayrigabilmekte ve bu 6zelligi nedeniyle diinyay1 cevresel bir felaketin esigine
getirmektedir. Bu nedenle dogada pargalanabilir -biyobozunur- materyaller {izerine
uzun bir siiredir aragtirmalar yapilmakta ve kullanimlar1 yayginlagsmaktadir. Bunlar
arasinda, yakin zamanda ortaya g¢ikan polilaktik asit (PLA), su ve karbondioksite
pargalanma ozelligi ile gelisime ¢ok acik doga dostu bir materyaldir. Laktik asit (LA);
gidalarda lezzet artirict ve koruyucu olarak kullanilmakla birlikte kimya, ilag, deri ve
tekstil sanayinde Onemli ve c¢ok yonlii olarak kullanilan bir kimyasaldir. Diinya
ticaretinde laktik asit, yillik ortalama %30’la en yiiksek artis saglayan ticari iiriinlerden
biri haline gelmistir (Wee vd. 2006).

Son yillarda laktik asit {izerine yapilan ¢alismalarda optik saflik derecesinin;
kristalizasyon, termostabilite, biyolojik bozulma derecesi ve performans degerleri gibi
fiziksel Ozellikleri iizerinde ¢ok etkili oldugu bildirilmektedir. Bu durumda yiiksek
saflik i¢in uygulanan iiretim teknolojisi ¢ok onemlidir. Fakat bu noktadaki kritik konu
ucuz hammadde ile yiiksek saflikta laktik asit iiretimidir. Bakterilerden laktik asit
tretimi biraz maliyetlidir, ¢linkii bazi karmasik karbon kaynaklarina ve minerallere
ihtiya¢ duyarlar. Ayrica, yiiksek asitli ortamlara dayanimlar1 azdir; bu yiizden, laktik
asit Uiretimleri sirasinda verimi arttirmak i¢in siirekli olarak laktat olusturulup ortamdan
uzaklastirilmasi gerekmektedir (Zhou vd. 2003; Narayanan vd. 2004; Okano vd. 2010).

Laktik asit tiretiminde alternatif konuk¢u organizma olarak maya tiirlerine ilgi
artmustir. Ornegin, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Candida boidinii, Pichia
pastoris ucuz biliylime ortaminda gelisen, diisiik pH ve organik asitlere nispeten daha
dayanikli organizmalardir (Porro vd. 1999; Branduardi vd. 2006).

Pichia pastoris, biyoteknoloji ve ila¢ endiistrisinde rekombinant protein liretimi
icin ihtiya¢ duyulan bir ekspresyon sistemi olmasiyla birlikte arastimacilar tarafindan da
siklikla kullanilmaktadir. P. pastoris, bakteriler gibi, tek karbon kaynagi olarak metanol,
glukoz, gliserol veya etanol iceren ucuz besiyerlerinde hizla gelisim gdsterebilmektedir.
Buna ilaveten, bizler gibi, Okaryotik bir organizmadir ve birgok Okaryotik
transkripsiyon sonrasi modifikasyonlar1 gergeklestirebilmesi, heterolog proteinleri hem
hiicre i¢i hem hiicre dis1 olarak ¢ok yiiksek miktarlarda iiretebilme kapasitesine sahip
olmasi nedeniyle bakterilere gore daha iyi olanaklar saglamaktadir (Cos vd. 2006;
Branduardi vd. 2006; Qin vd. 2011)

P. pastoris fermentor ortaminda ¢ok yiiksek hiicre yogunluguna ¢ikabildigi i¢in
1970°1i yillarda tek hiicre proteini liretiminde kullanilmigtir. Bu mayanin yiiksek hiicre
yogunluguna ¢ikabilmesi Crabtree-negatif olmasindan kaynaklanmaktadir. Diger bir
ifadeyle, aerobik ortamda yiiksek karbon konsantrasyonunda neredeyse etanol iiretimi
gerceklestirmez. Fakat GAP promotoru kontrolii altinda rekombinant protein iiretimi
esnasinda, oksijen seviyesinin hipoksik sartlara diistiigi anda (oksijen seviyesinin
aerobik organizmalar igin kritik seviyeye indigi zaman), ortamda etanol olustugu ve
etanoliin ilerleyen safhalarda katabolize edildigi gozlenmistir. Bu sartlarm da
rekombinant protein iiretimini arttirdig1 ortaya konulmustur (Inan ve Meagher 2001;
Baumann vd. 2008; Qin vd. 2011).
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Bu tez kapsaminda P. pastoris mayasinda L(+)-laktik asit tiretimi hedeflenmistir.
Bunun sebebi, bu mayanin simdiye kadar laktik asit {iretiminde kullanilan
mikroorganizmalardan ¢ok daha diisik pH’larda aktivite gosterebilmesidir. Ayrica,
L(+)-laktik asit D(-)-laktik aside gore biyolojik olarak tiiketilebilmesi ve ilag amagl
kullanilabilmesi bakimindan daha 6nemlidir.

Tezin baglangi¢c asamasinda P. pastoris APDC (piriivat dekarboksilaz) geninin
inaktif hale getirilmesi saglanmistir. Daha sonra pirtivat1 L-laktik aside yiikseltgeyecek
olan sigir (Bos taurus) genomuna ait L-laktat dehidrogenaz geni, P. pastoris’te ilk defa
kullanilan PDC (piriivat dekarboksilaz) ve ¢ok yaygin kullanima sahip olan GAP
(gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) promotorlar: ile aktarilmigtir. Laktik asit iiretim
caligmalar1 ilk asamada calkalamali inkiibatorde erlenler igerisinde yapilmistir. Daha
sonra suslarin tretim kapasiteleri, kesikli (batch) ve kesikli beslemeli (fed-batch)
fermentor kosullarinda ortaya konmustur.
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2. KAYNAK TARAMASI

Laktik asit (Sekil 2.1), 1780 yilinda Carl Wilhelm Scheele tarafindan kesfedilen,
kimyasal formiili CH3CHOH-COOH ve kimyasal adi 2-hidroksipropanoik asit veya 2-
hidroksipropiyonik asit olan, bir organik hidroksi asittir. ismi latince “lactis” yani siitten
gelmektedir. 1808 yilinda, Jons Jacob Berzelius fazla efor sarf edilen kasta laktik asit
tiretildigini kesfetmistir. Kimyasal yapisi1 1873 yilinda Johannes Wislicenus tarafindan
tayin edilmistir. Ilk ticari olarak diiretimi 1881'de biiyiik Olciide eksimis siitten
yapilmustir; bu yiizden “siit asidi” de denir. Siitte bulunan laktoz, laktik maya denilen
bakteriler tarafindan laktik aside dontistiirtiliir.

Laktik asit her insanin viicudunda olusan tabii bir organik bilesik olup kas, kan
ve viicudun degisik organlarinda bulunur. Laktat ile ayni anlamda kullanilir; laktat,
laktik asidin sodyum (Na) ve potasyum (K) tuzudur.

Laktik asidin temel kaynagi, glikojen olarak adlandirilan, karbonhidratin yikimi
sonucu olusan bir yan iirlindjir.

O

HsC OH

OH

Sekil 2.1 Laktik asidin yapis1 (Anonymous 1)

Plastik bir petrokimya sanayi turiiniidiir. Dogada en az birkag yiizyilda
ayrisabilmekte ve bu Ozelligi nedeniyle diinyada biiyiik ¢evresel sorunlara sebep
olmaktadir. Bu nedenle dogada pargalanabilir -biyobozunur- materyaller tizerine uzun
bir siiredir aragtirmalar yapilmakta ve kullanimlar1 yaygimlasmaktadir. Bunlar arasinda,
yakin zamanda ortaya ¢ikan polilaktik asit (PLA), su ve karbondioksite parcalanma
ozelligi ile gelisime ¢ok acgik doga dostu bir materyaldir. Laktik asit (LA); gidalarda
lezzet artirict ve koruyucu olarak kullanilmakla birlikte kimya, ilag, deri ve tekstil
sanayinde Onemli ve ¢ok yoOnlii olarak kullanilan bir kimyasaldir (Wee vd. 2006;
Nampoothiri vd. 2010).

Son yillarda laktik asit lizerine yapilan c¢aligmalarda optik saflik derecesinin;
kristalizasyon, termostabilite, biyolojik bozulma derecesi ve performans degerleri gibi
fiziksel ozellikleri lizerinde ¢ok etkili oldugu bildirilmektedir. Bu durumda yiiksek
saflik i¢in uygulanan iiretim teknolojisi ¢ok 6nemlidir. Fakat bu noktadaki kritik konu
maliyettir yani ucuz hammadde ile yiiksek saflikta laktik asit tiretimidir. Bakterilerden
laktik asit tiretimi biraz maliyetlidir, ¢linkii kismen karmagik karbon kaynaklarina ve
minerallere ihtiya¢ duyarlar. Ayrica, yiiksek asitli ortamlara dayanimlar1 azdir; bu
yizden, laktik asit iiretimleri sirasinda verimi arttrmak igin siirekli olarak laktat
olusturulup ortamdan uzaklastirilmas1 gerekmektedir (Zhou vd. 2003; Narayanan vd.
2004; Henton vd. 2005; Okano vd. 2010).
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Laktik asit, mikrobiyal fermentasyon ya da kimyasal sentezle iiretilebilmektedir
(Sekil 2.2). 1960'larin basinda, 1si-kararli laktik asit ihtiyact nedeniyle laktik asit
sentezlemek i¢in kimyasal bir yontem gelistirilmistir. Ancak laktik asidin diinyadaki
tiretiminin %90°1 bakteriyel fermentasyonla yapilmaktadir. Laktik asidin L(+)-laktik asit
ve D(-)-laktik asit olmak iizere iki optik izomeri vardir. Laktik asidin bir gida katki
maddesi olarak kullanimi1 FDA (ABD Gida ve Ilag¢ idaresi) tarafindan GRAS (genel
olarak giivenli kabul) olarak smiflandirihir, ancak D(-)-laktik asit insan
metabolizmasinda asidoz ve kemik erimesine neden olabilmektedir. L(+)-laktik asit,
biyolojik olarak tiiketilebilmesi ve ila¢ amag¢li kullanilabilmesi bakimindan daha
onemlidir. Rasemik DL-laktik asit kimyasal sentez ile petrokimya kaynagi kullanilarak
retilir. Optik olarak saf L(+)- ya da D(-)- laktik asit fermentasyon ile yenilenebilir
substratlardan elde edilebilmektedir. Laktik asidin optik safligi, polilaktik asidin (PLA)
fiziksel Ozellikleri i¢in ¢ok dnemlidir ve ticari kullanimlara uygun kristallesmesi yiiksek
bir PLA igin optik olarak saf bir L(+)- ya da D(-)-laktik asit rasemik DL-laktik asitten
daha fazla polimerize edilebilir. Petrokimya kaynaklarinin sinirli olmasi ve petrokimya
sanayiinden kaynaklanan kirlilige karsi ¢evreci bir alternatif sunmasi nedeniyle
biyoteknolojik laktik asit tiretimi ile ilgili ¢calismalarin sayisi son zamanlarda 6nemli
miktarda artmustir (Branduardi vd. 2006; Wee vd. 2006; Okano vd. 2010). Diinya
ticaretinde laktik asit, yillik ortalama %30’la en yiiksek artig saglayan ticari metalardan
biri haline gelmistir (Nampoothiri vd. 2010; Okano vd. 2010)

Petrokimya kaynaklari Yenilebilir kaynaklar
On islemler (asit hidrolizi ve/veya
enzimatik uygulamalar)
Asetaldehit (CH;CHO) Fermente edilebilir karbanhidratlar
HCN ve katalizor ilavesi Mikrobiyal{fgrmentasyon
Laktonitril (CH;CHOHCN) Fermentasyon iiriinii
H,S80, ile hidroliz Geri kazamm ve saflastirma
Rasemik DL-laktik asit Optikg¢e saf L(+)- veya D(-)-laktik asit
Kimyasal Sentez Mikrobiyal Fermentasyon

Sekil 2.2. Mikrobiyal fermentasyon ya da kimyasal sentezle laktik asit iiretimi
(Narayanan vd. 2004).

Pichia pastoris, biyoteknoloji ve ilag endiistrisinde rekombinant protein tiretimi
icin ihtiya¢ duyulan bir ekspresyon sistemi olmastyla birlikte arastimacilar tarafindan da
siklikla kullanilmaktadir. P. pastoris, bakteriler gibi, tek karbon kaynagi olarak metanol,
glukoz, gliserol veya etanol iceren ucuz besiyerlerinde hizla gelisim gosterebilmektedir.
Buna ilaveten, P. pastoris, bizler gibi okaryotik bir organizmadir ve bir¢ok okaryotik
transkripsiyon sonras1 modifikasyonlar1 gergeklestirebilmesi, heterolog proteinleri hem
hiicre i¢i hem hiicre dis1 olarak ¢ok yiiksek miktarlarda iiretebilme kapasitesine sahip
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olmasi nedeniyle bakterilere gore daha iyi olanaklar saglamaktadir (Daly vd. 2005; Cos
vd. 2006; Qin vd. 2011). Buna ilaveten proteolitik islemler, disiilfit kopriisii olusumu ve
glikozilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar1 gergeklestirme yetenegine
sahiptir. Kancali kurt (Hookworm) enfeksiyonuna karsi asi, botulizm noérotoksinine
kars1 as1 ve insan serum albumini P. pastoris’de iiretilen eczacilik proteinlerine drnek
olarak verilebilir (Inan vd. 1999). P. pastoris ekspresyon sistemi, diger sistemlerle
karsilastirildiginda yiiksek diizeyde protein ekspresyonu gerceklestirebiliyor olmakla
birlikte, sistemin verimliligini arttirmak i¢in ¢aligmalar yapilmaya devam edilmektedir
(Inan ve Meagher 2001; Macauley-Patrick vd. 2005; Qin vd. 2011; Potvin vd. 2012).

Iki akademik arastirma laboratuvar tarafindan, iki farkli P. pastoris susunun
genom sekansi belirlenmistir. Genom sekansmin  mevcudiyeti, P. pastoris’in
arastirmalarda ve endistriyel uygulamalarda degerlendirilmesine onciiliikk edecektir
(Cereghino ve Cregg 2000; Mattanovich vd. 2009).

P. pastoris fermentor ortaminda ¢ok yiiksek hiicre yogunluguna ¢ikabildigi igin
1970’11 yillarda tek hiicre proteini iiretimi i¢in gelistirilmistir. Bu mayanin yiiksek hiicre
yogunluguna c¢ikabilmesi Crabtree-negatif olmasindan kaynaklanmaktadir. Diger bir
ifadeyle, aerobik ortamda yiiksek karbon konsantrasyonunda etanol {iretimi
gerceklestirmez. Crabtree-pozitif olarak siniflandirilan ekmek mayasinda (S. cerevisiae)
aerobik sartlarda yiiksek seker (glukoz) konsantrasyonunda etanol iiretimi gergeklesir
(Van Urk vd. 1989). Bu mekanizmay1 bulunduran mayalar Crabtree-pozitif olarak
smiflandirilir. P. pastoris ise crabtree-negatif bir mayadir. Fakat literatiirde ulasilan bazi
caligmalarda, P. pastoris’in oksijenli (aerobik) fermentasyon ortaminda az da olsa
etanol tiretimini gergeklestirdigi ve bu yan iiriin olarak iiretilen etanoliin, alkol oksidaz
promotorunu baskiladig1r ve rekombinant protein iiretimini olumsuz etkiledigi ortaya
konulmustur (Inan ve Meagher 2001; Sohn vd. 2010). Fakat GAP promotoru kontrolii
altinda rekombinant protein iiretimi esnasinda, oksijen seviyesinin hipoksik (hypoxic)
sartlara diistiigii anda (oksijen seviyesinin aerobik organizmalar i¢in kritik seviyeye
indigi zaman), ortamda etanol olustugu ve etanoliin ilerleyen safhalarda katabolize
edildigi gozlenmistir. Bu sartlarin da rekombinant protein iiretimini arttirdig1 ortaya
konulmustur (Baumann vd. 2008; Qin vd. 2011).

Laktik asit, genellikle sekerlerden laktik asit fermentasyonu yapan laktik asit
bakterilerinin birka¢ tiiri tarafindan dogal olarak tiretilir. Bakteriyel fermentasyon
islemi hizli ve verimlidir, ancak laktik asit bakterileri karmasik azot kaynaklari
gerektiren fermentasyon ortamina ihtiya¢ duyarlar ve bu da islemin maliyetini
artirmaktadir (Shengde vd. 2003; Nampoothiri vd. 2010). Kalsiyum karbonat ya da
diger tamponlayici kimyasallarin kullanimi laktik asit bakterileri i¢in zararli olan bir
ortam olusturur. Laktik asit tiretimi i¢in, alternatif konuk¢u organizma olarak maya
tiirlerine ilgi artmustir (Porro vd. 1999; Branduardi vd. 2006). Ornegin, Saccharomyces
cerevisiae (Adachi vd. 1998; Colombie'vd. 2003; Saitoh vd. 2005; Ishida vd. 2006;
Branduardi vd. 2006), Candida utilis (Tamakawa vd. 2012), Candida boidinii (Osawa
vd. 2009), Pichia stipitis (Ilmén vd. 2007) ucuz biliyiime ortamu iginde yetistirilen,
diistiik pH ve organik asitlere nispeten daha dayanikli organizmalardir.

Yapilan bir ¢aligmada, Bos taurus kaynakli laktat dehidrogenaz (LDH) geninin,
GAP promotorunun kontrolii altinda P. pastoris X-33 susuna ilk defa aktarildigi
bildirilmistir. S6z konusu ¢alismada, P. pastoris’in solunum metabolizmasi bilinmesine
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ragmen farkli oksijen diizeyleri altinda test edilmis ve diisiik oksijen seviyesinin
fermentatif metabolizmay1 hizlandirarak %20 oraninda daha fazla L-laktik asit
iretimine neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica, bu calismada iki laktat tasiyici
promotor degerlendirilmis: bunlardan biri Saccharomyces cerevisiae’dan elde edilen
Jenlp, digeri ise ilk defa tanimlanan P. pastoris promotoru PAS. Biitiin suslarin gliserol
tiketimi ve laktik asit tretimi kesikli beslemeli fermentasyon kosullarinda
degerlendirilmistir. En iyi tiretim 0,7 g/g verimle hem LDH hem de laktat tasiyici
aktiviteye sahip PAS promotoru kontrolii altinda iiretim yapan susta elde edilmistir (de
Lima vd. 2016).

Ilmén ve arkadaslar1 (2007) dogal olarak ksilozu kullanabilen Pichia stipitis’in
genetik olarak tasarlanmis suslarinda L-Laktik asit iiretimi yapmiglardir. ADH1
promotoru kontrolii altinda Lactobacillus helveticus’a ait L-laktat dehidrogenaz (LDH)
genini aktararak bir P. stipitis susu olusturmuslar ve ksiloz, glukoz ve bu iki sekerden
olusan bir karigimi laktik asit {iretimi i¢in karbon kaynagi olarak kullanmiglardir.
Calismada kullanilan P. stipitis susunun ksilozu L-laktik aside ¢evirmede hem miktar
hem de verim agisindan glukoza goére daha basarili oldugu bulunmustur. 100 g/litre
ksiloz i¢eren besi yerinden 58 g/litre laktik asit elde edilirken, 94 g/litre glukoz iceren
besi yerinden 41 g/litre laktik asit elde edilmistir. Her iki sekerin varliginda (97 g/litre
ksiloz+glukoz), 58 g/litre laktik asit tretilmistir. LDH geni aktarilmamis susa gore;
ksiloz igeren ortamda etanol veriminde yaklasik %15 ila %30 azalma saptanmisken
glukoz iceren ortamda %70 ila %80 arasi1 bir azalma belirlenmistir. Sonug olarak ilk
defa, bir maya tiiriinde ksiloz kullanilarak laktik asit tiretim yapilmis ve verimli bir
fermentasyon saglanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Suslar ve plazmitler

Klonlama konukgusu olarak ve plazmitlerin ¢ogaltilmasi1 amaciyla kimyasal gen
aktarimma uygun E. coli susu XL1-Blue, PDC genleri inaktif suslarin elde edilmesi i¢in
P. pastoris GS115 (his4-) susu, GAP ve PDC promotorlari ile rekombinant L-laktik asit
tiretimi ¢alismalarinda P. pastoris X33 (yabanil tip) susu konukgu olarak kullanilmistir.

Gen klonlamalar1 i¢in pJET1.2 (Fermentas) klonlama vektori secilmistir (Sekil
3.1). P. pastoris histidin geni (HIS4), PDC geninin inaktif hale getirilmesi igin
seleksiyon markir1 olarak kullanilmis ve pAO0815 plazmitinden (Sekil 3.2) elde
edilmistir.

(2612) PstI BbsI (2654)
Dralll (2728)
BfuAl - BspMI (2813)
pJET1.2 forward sequencing primer (2913 .. 2935)

Eagl - Notl (2932)
BQIII (2940)
BspEI (2946)
Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - ThiI - Xhol (2955)
BmeT110I (2956)
<EcoRY> (2974)

<EcoRV> (0)
Xbal (6)
Bglll (12)
_\BtgI - Ncol - Styl (37)
BspDI - Clal {47)
pJET1.2 reverse sequencing primer (34 .,57)
HindIII (253)
BbvCI - BpulOI (347)

(2223) Xmnl

(2104) Scal
(2102) Tatl

(1994) Pvul

(1846) Fspl
(1772) NmeAIII
(1744) Bgll
(1704) BsrFl

Bsml (351)
(l(f;.?s)s)ag;nall BsmBI (374)
(1664) Bmrl Pmel (393)
(1624) AhdI
Mfel (521)

BspQI - Sapl (615)

Drdl (839)
{1147) AlwNI

(1039) PspFI BseYI (1035)

Sekil 3.1. Kiit uglu PZR iiriinlerinin klonlanmasmda kullanilan pJET1.2 plazmiti

P. pastoris GAP ve PDC promotorlarinin rekombinant L-laktik asit {iretiminde
karsilastirilmast i¢cin, bu calismada pGAPZaB ve pPDCZaB ekspresyon vektorleri
kullanilmistir. S6z konusu vektorler, laboratuvarimizda mevcut bulunan pPICZaB ve
pGAPZaA vektorlerinden (Invitrogen, CA, ABD) (Sekil 3.3) elde edilmistir.
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Balll (1)

BamHI (1278)

pAOB1S
7709 bp

(5306) Bglll

Sekil 3.2. P. pastoris histidin geninin (HIS4) mevcut bulundugu pA0815 plazmiti

~ pPICZ A,B,C (3.3 kb) PGAPZ A,B,C (2.9 kb)
- =2 . it —® "
2%5-5353555s2 : @ _Ez_BRog=-tia
ER RS L s -3 c-myc epitope _6xHis ™ | BRI N o myc epitope @

pPICZa.A,B,C (3.6 kb) p-GAPZotA,B.C (3.1 kb)

teZ-_ @R—==-
oo PRI PR ®
c-myc epitope 6xHis @ | SE&E53 TR 32 RIMIIITH _]

1 Xba |
b

//fi O o Aoy, N

e Y oz Y

e g we J
< ’ — P

* Frame-dependent variations Frame-dependent variations

Sekil 3.3. Protein ekspresyonu i¢in kullanilan pPICZaB ve pGAPZaB vektorleri

3.1.2. Kimyasallar

LB Miller (%0,5 maya ekstrakti, %1 pepton ve %1 NaCl) ve LB Lennox (%0,5
maya ekstrakti, %1 pepton ve %0,5 NaCl) kat1 ve s1v1 besiyerleri Escherichia coli XL1-

Blue suslarinin gelistirilmesinde uygun antibiyotik eklemeleri ile kullanilmistir (Luria
vd. 1960).

YPD (%1 maya ekstrakti, %2 pepton, %2 glukoz), MD (%1,34 YNB, %4x10™
biyotin, %2 glukoz) ve BMDY (%2 pepton, %1 maya ekstrakt, %2 glukoz, 100 mM pH
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6 fosfat tamponu) P. pastoris’in gelistirilmesi ig¢in kati ve sivi olarak kullanilan
besiyerleridir (Inan vd. 2007).

Biitiin ¢alisma boyunca Kullanilan restriksiyon endoniikleazlar1 ve bunlarin
tampon ¢ozeltileri Fermentas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA ABD)
firmasindan saglanmis, ayrica endoniikleaz uygulamalar1 tretici firmanin talimatlari
dogrultusunda yapilmistir. Yapilan ligasyon islemlerinde Fermentas ve Roche (Roche,
Almanya) ligasyon Kkitleri firma talimatlarinda belirtildigi sekilde kullanilmustir.
Kullanilan kimyasallarin tamami Merck (Darmstadt, Almanya) ve Sigma-Aldrich (MO,
ABD) firmalarindan saglanmistr. KOD HotStart DNA Polymerase (Novagen,
Almanya) enzim kiti PZR analizlerinde iiretici firmanin talimatlarinda belirtildigi
sekilde kullanilmistir.

Gen ve protein homoloji taramalarinda Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi Agi
Servisi (Bethesda, MD, ABD; http://www.ncbi.nIm.nih.gov) kullanilmustir.

3.1.3. Primerler

DNAMAN 7.0 (Lynnon Corporation) programi tiim DNA analizlerinde ve
primer yapimimda kullanilmistir. Calismalarda kullanilan oligoniikleotitler (primer) ve
Bos taurus LDH geni Macrogen Inc. (Seul, Giiney Kore) firmasindan saglanmustir.
Kullanilan primerlerin listesi EK 1°de ve Bos taurus LDH genine ait DNA sekans1 Ek
2’de verilmistir.

3.2. Metot

P. pastoris’de gen aktarmmi haricinde uygulanan biitiin molekiiler biyoloji
teknikleri Sambrook ve Russell (2001)’de belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. P.
pastoris’de gen aktarimi ¢aligmalari Inan vd (2007)’de uygulandig: gibi yapilmistir.

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

P. pastoris DNA'sinin saflastirilmasi i¢in MasterPure™ Maya DNA Saflastirma
Kiti (Epicentre Biotechnologies, WI, ABD) iiretici firma tarafindan verilen talimatlara
gore kullanilmistir.

Ik 6nce YPD agar (%2 pepton, %1 maya ekstrakti, %2 glukoz, %1,5 Agar)
tizerinde gelisen saf kiiltiirlerden tek tek koloniler segilmis, ardindan bu koloniler 4 mL
YPD sivi besiyerine ekilerek calkalamali inkiibatorde (Innova 44R, New Brunswick
Scientific, NJ, ABD) bir gece boyunca gelisime birakilmislardir. Gelistirilen kiiltiirden
alinan 2.0 mL Ornegin santrifiijlenmesi ile elde edilen hiicre peletine DNA saflagtirma
Kiti talimatlar1 dogrultusunda zimolaz enzimi igeren liziz soliisyonu ile muamele edilmis
ve P. pastoris hiicre duvarinin par¢alanmasi saglanmistir. Proteinleri uzaklagtirmak igin
cokeltme ¢ozeltisi ile muamele edildikten sonra siipernatantta bulunan DNA %100
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etanol ile ¢oktiiriilmiis ardindan Tris-EDTA (pH 7,5) tamponunda ¢dziilmiistiir. Uretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda genomik DNA’nn saflastirilmasi
gerceklestirilmistir. Biitiin santrifiij islemleri 20.000 g’de, Centrifuge 5424 (Eppendorf,
Almanya) cihazi ile yapilmistir. Elde edilen genomik DNA izolatlari, ¢aligmalarda
kullanilmak tizere 4°C’de saklanmustir.

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Biitiin PZR reaksiyonlar1 i¢in, TGradient (Biometra Biomedizinische Analytik
GmbH, Almanya) thermocycler (1s1 dongii cihazi) ve KOD HotStart DNA Polymerase
(Novagen, Almanya) enzim Kkiti fretici firmalarin talimatlart dogrultusunda
kullanilmastir.

PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin listesi EK 1°de verilmistir. Is1 dongii
cthazinda kullanilan baglanma sicakliklari, en diisik baglanma sicakligina sahip
primerin baglanma sicakligmma gore +£5°C olacak sekilde ayarlanmistir. Is1 dongii
cthazinda amplifikasyon basamagi icin Ongoriilen siire, beklenilen PZR iiriiniin kbg
cinsinden biiyiikliigiine bagl olarak enzim kitinin onerdigi siireye gore belirlenmistir.
Cihaz kapak sicakligi reaksiyon boyunca 99°C’de tutulmus ve reaksiyon bitiminde
tiiplerin bekletilecegi sicaklik ise 4°C olarak ayarlanmistir. PZR reaksiyon karigimi ve
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. PZR reaksiyon karigimi

Bilesen Final Konsantasyon Hacim
ddH20 - 130 ul
10XKOD Reaksiyon Tamponu 1x 20 ul
2mM dNTP Mix 0,2 mM 20 ul
25 mM MgSO4 1,5mM 12 ul
10 uM PDCFATG (Tm:64) 15 pmol 6 ul
10 uM PDCRSTP (Tm:58) 15 pmol 6 ul
Kalip DNA (5ng/ pl) - 2l
KOD polimeraz (1U/ul) 0,020/l 4 ul
Toplam 200 pl

Gradient PZR denemelerinde 35 dongii iceren diiz program kullanilmigtir.
Cizelge 3.2’de uygulanan dongii programi i¢in uygulanan sartlar verilmistir.

10
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Cizelge 3.2 PZR 1s1 dongii programi i¢in siire ve sicaklik kosullar1

Sira Basamak Sicakhk Siire Sirkiilasyon

1 Denatiirasyon 95°C 02:00

2 Denatiirasyon 95°C 00:30

3 Baglanma 56-68°C gradient 00:10

4 Uzama 70°C 01:30 34 kere 2’ye git
5 Son uzama 70°C 05:00

6 Bekleme 4°C 0

Elektroforez icinde PZR iiriinleri %]1°’lik agaroz jelde 1xXTAE (Tris-Asetat-
EDTA pH 8,3) tamponunda yiiriitiildiikten sonra en yogun tek bant halinde
goriintiilendigi sicaklik, primerlerin en uygun baglanma sicakligi olarak belirlenmistir.
Daha sonraki reaksiyonlar tespit edilen bu sicaklikta yapilmistir. MinElute PCR
Purification Kit (Qiagen, CA, ABD) yardimi ile PZR iiriinleri kullanilmadan 6nce gen
aktarimi caligmalarinin daha saglikli yiiriitiilmesi amaciyla iiretici firmanin talimatlari
dogrultusunda saflastirilmistir. Yine ayni amagla, MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen,
CA, ABD) jel tzerinde bulunan hedef bantin kesilerek ekstrakte edilmesinde
kullanilmastir.

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi ve jelin goriintiilenmesi

Agaroz  jel elektroforezi; genomik DNA  saflastirilma  kalitesinin
belirlenmesinde, PZR iiriinlerinin ve restriksiyon enzimleri ile yapilan ¢aligmalarin
dogrulanmasinda kullanilmistir. Agaroz jel hazirlanirken ilk asamada, 1xTAE tampon
cozeltisi (Tris-Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM EDTA) igerisine
%1 oraninda agaroz (SeaChem, FMC Bioproducts, ME, ABD) ilave edilerek
¢oziindiiriilmiistiir. Tkinci asamada ise bu ¢dzeltiye 20 pl/L etidiyum bromiir ¢ozeltisi
(10 mg/mL) ilave edilerek mikrodalga firm igerisinde berrak hale gelinceye kadar
isitilmustir. Daha sonra, ¢aligmalarimiz i¢in uygun ebatta ve sekildeki jel kaliplarina
dokiilmiis, secilen taraklar yerlestirilmis ve jel donuncaya kadar beklenmistir. Taraklar
cikarildiktan sonra olusan jel kuyularina yiiklenecek Ornekler uygun hacimde
hazirlanmistir. Ornekler ve GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas) isimli
markir, jel blogu elektroforez tankinda IXTAE tampon ig¢indeyken jel kuyularina
yerlestirilmistir. Bunu takiben DNA ornekleri jel iginde elektroforez uygulamasi ile
120V dogru akim altinda ve 45-90 dakika siireyle yiiriitiilmiistiir. Elektroforez sonucu
jel i¢cinde molekiiler biiytlikliiklerine gore yatay bantlar olusturan DNA molekiilleri,
etidiyum bromiir yardimryla jel goriintiileme sisteminin (Vilber Lourmant E-Box-VX2)
UV 151k (312 nm) kaynagi sayesinde fotograflanmistir. Kullanilan markir sayesinde de
bantlarm molekiil biiyiikliigli yaklasik olarak belirlenmistir.

11
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3.2.4. PZR iiriinlerinin saflagtirilmasi

MinElute PCR Purification Kiti (Qiagen, CA, ABD) firmanin talimatlari
dogrultusunda PZR firiinii saflagtirilmasi islemlerinde kullanilmistir. Elde edilen DNA
10-20 puL 10 mM Tris (pH 8,0) eliisyonu igerisine alinmistir. Saflastirma islemleri
Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya) santrifiij cihazi ile >20000xg Kkuvveti
uygulanarak yapilmstir.

3.2.5. Jelden DNA parcalarinin ekstraksiyonu

Diisiik erime noktasina sahip, %1’lik agaroz jelde (SeaKem, FMC Bioproducts,
ME, ABD) DNA pargalar1 elektroforez ile yiiriitiiliip farkli biiyiiklikteki bantlara
ayrilmis ve daha sonra segilen bant jelden kesilmistir. MinElute Gel Extraction Kiti
(Qiagen, CA, ABD) ile jelden DNA saflagtirma islemleri {iretici firmanin talimatlari
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA 10-20 puL. 10 mM Tris (pH 8,0)
eliisyonu igerisine almmustir. Saflastirma islemleri santriflij cihazi ile >20000xg kuvveti
uygulanarak yapilmistir.

3.2.6. Plazmit izolasyonu

E.coli XL1-Blue hiicreleri 3-4 mL antibiyotikli sivi besiyerinde g¢ogaltilmak
tizere 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmis, daha sonra hiicreler QIAprep®Spin Miniprep
Kiti (Qiagen, CA, ABD) ile diiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda plazmit
izolasyonuna tabi tutulmuslardir. Plazmit izolasyonunda Centrifuge 5424 (Eppendorf,
Almanya) cihazi ile >20,000xg kuvvetinde santrifiij uygulanmistir. Elde edilen plazmit
50 uL 10 mM Tris (pH 8,0) igerisine alinmistir. Bunu takiben restriksiyon enzimleriyle
yapilan kesimler ile plazmitin kalitesi ve dogrulugu tespit edilmistir.

3.2.7. DNA ve plazmit konsantrasyonlarimin o6l¢iilmesi

PZR iriinlerinin, jelden Kesilip ekstrakte edilen eliisyonlarin, plazmit
izolatlarmm ve genomik DNA saflastirilmas: sonucu elde ettigimiz izolatlarm DNA
miktart Qubit Fluorometer cihazi (Invitrogen, ABD) ile PicoGreen boya (Molecular
Probes®, Invitrogen, CA, ABD) kullanilarak {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
Olgtilmiistiir. Bu talimata gore ilk once kurve 0-1000 ng/uL standart DNA diliisyonlar1
kullanilarak hazirlanmistir. Orneklerin ve standartlarin diliisyonlarmin hazirlanmasinda
IXTE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. DNA
miktar1 hazirlanan standart kurve iizerinden cihaz tarafindan otomatik olarak
hesaplanmuigtir.

12
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3.2.8. Ligasyon ve gen aktarimi islemleri

Fermentas (Fermentas, MD, ABD) ve Roche (Roche, Almanya) ligasyon Kitleri
aretici firmalarin talimatlar1 dogrultusunda ligasyon islemlerinde kullanilmistir.
Ligasyon islemlerinde plazmit ile ligasyonu yapilacak olan DNA parcasinin molar
oranlar1 1:3 veya 1:5 olacak sekilde hesaplanmistir. Caligmada kullanilan ligasyon
reaksiyonlari: son hacim 15-25 uL olacak sekilde ayarlanmustir.

Gen aktarmmi islemi E.coli XL1-Blue susu ile P. pastoris hiicrelerinde farkli
sekilde uygulanmstir.

Kimyasal gen aktarimi i¢in segilen E.coli XL1-Blue susu, CaCl, metodu ile
kimyasal gen aktarimma yetenekli hale getirilmistir. Kimyasal gen aktarimi islemleri
icin buz ustlinde tutulan hiicrelere 1-5 pL arasinda ligasyon karisimi veya plazmit
¢ozeltisi eklenmis ve karigimin ya da plazmidin hiicrelere yaklagmasi i¢in 30 dakika
stire ile inkiibasyona tabi tutulmustur. Ligasyonun gerceklestirildigi tiipler 1s1 blogunda
(Techne Dri-Block DB-2D) 42°C’de 60 sn tutularak, hiicreler igerisine istenen
fragmentlerin girmesi i¢in 1s1 soku uygulanmis ve ardindan tekrar buz tizerine alinarak 5
dakika inkiibe edilmistir. Bu islemler sonunda, 200 uL. Luria-Bertani (LB) Miller (5 g/L
maya ekstrakti, 10 g/L pepton, 10 g/L NaCl) veya Luria-Bertani (LB) Lennox (5 g/L
maya ekstrakti, 10 g/L pepton, 5 g/L NaCI) siv1 besiyerlerinden tiip igerisine ilave
edilmis ve calkalamali inkiibatorde 37°C’de 1 saatlik inkiibasyon uygulanmistir.
Inkiibasyon sonunda tiipte bulunan siv1, i¢erisinde 25 pg/mL zeosin igeren LB Lennox
agar veya 100 pg/mL amfisilin igeren LB Miller agar bulunan petrilere yayma yontemi
ile ekilmistir. Petrilere ekilen E.coli XL1-Blue susu 37°C’de bir gece iiremeye
brrakilmistir.

P. pastoris hiicreleri elektroporasyonla gen aktarimimna tabi tutulmus ve bunun
icin 6ncelikle Lityum asetat metodu ile gen aktarimina uygun hale getirilmistir (Wu ve
Letchworth 2004). P. pastoris hiicreleri elektrokimyasal gen aktarimmdan 6nce -80
°C’den almip buz iistiinde bekletilmistir. Daha sonra lineer hale getirilmis DNA pargasi
veya plazmit 1-10 pL arasinda olacak sekilde hiicrelerin iizerine eklenmis ve tiim
karisim 2 mm  genislige sahip elektroporasyon kiivetlerine  bosaltilmistir.
Elektroporasyon islemi, kiivetin Eppendorf Eporator (Ependorf Eporator 4309) cihazina
yerlestirilip 1500 V gerilime 5 ms siire maruz birakilmasi sonucu tamamlanmistir. Bu
isleme tabi tutulan tiip icerisindeki hiicreler buz lizerine alinmis ve tizerlerine 6nceden
sogutulmus 1 M sorbitol ¢ozeltisinden 1 mL eklenmistir. Ayr1 bir tiipe alinan karigim,
30°C’de 1 saat siireyle inkiibasyona birakildiktan sonra 100 pg/mL zeosin ilaveli YPD
veya MD agar igeren plakalara yayma ekimi gergeklestirilmistir. Ekimi yapilan P.
pastoris hiicrelerinin 30°C’de 2-3 giin siire ile gogaltilmalar1 saglanmustir.

3.2.9. Pichia pastoris’e ait piriivat dekarboksilaz (PDC) geninin inaktif hale
getirilmesi

P. pastoris’e ait PDC geninin pJET1.2 plazmiti {izerinde gen yer degistirme ile
HIS4 geni kullanilarak inaktif edilmesinin sematik gosterimi Sekil 3.4°de verilmistir.

13
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pJET-PDC(diiz)-HIS4(ters)
7632 bp

INSERTT
FRAGMENT |ponace Flip and insert
Sacl (769) — Sacl (1822) BamHI (1278) — BgIII (5306)
Sacl BamHI
Bglll
Sacl
AO815
pJET1.2-PDC(diz) p77o9 bp
4657 bp
INSERTT
FRAGMENT |-t hetween DNA ends Insert
Start (0) — End (1683)
<EcoRV > <EcoRV>

| | <Start> <End>

<:| T
Eco‘z?m.?a ori gﬁmpa';gmm

lac UVS promoter AmpR promoter

GS115-PDC1
pJET1.2 blunt 1683 bp
2974 bp
PCR Amplify

382,287 .. 383,969

1383,969

NC_012965
2,245,428 bp

Sekil 3.4. P. pastoris’e ait PDC geninin pJET1.2 plazmiti {izerinde gen yer degistirme
ile HIS4 geni kullanilarak inaktif edilmesinin sematik gosterimi.
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PDCFATG / PDCRSTP primerleri kullanilarak PZR’de ¢ogaltilan PpPDC geni
(1683 bg), jel piirifikasyonundan sonra, Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit
kullanilarak pJET1.2 vektoriine kit protokoliine gore aktarilmistir. Elde edilen plazmit,
CaCl, metodu ile kompotent hale getirilen E.coli XL1 Blue hiicrelerine aktarimi
yapilmistir. Secilen beyaz koloniler amfisilinli LB sivi besiyerinde 37°C’de inkiibe
edilmistir. Plasmit DNA’lar Plasmid MiniPrep kitle (Qiagen) birlikte tam otomatik
olarak QIAcube cihazi ile izole edilmistir. PPPDC geninin plazmite baglandiginin
dogrulanmasi icin elde edilen plazmitlere kesme analizi yapilmistir (Sca I kesme enzimi
ile kesilen plasmitlerde %1 agaroz jelde ayrildiginda 3625 ve 1032 bg¢ uzunlugundaki
fragmentlerin varligina bakilmistir).

Yeni plazmit pJET1.2-PDC, PpPDC geninin orta boliimiiniin (398 bg-1451 bg
arasi) diistiriilmesi i¢in kesme enzimiyle (Sac I) kesilmistir. Daha sonra %1 agaroz jelde
ayrilmalar1 saglanmig ve 3604 bg’ye sahip boliim kesilip jelin saflastirilmasiyla plazmit
elde edilmistir. Elde edilen plazmit lineer olarak kalip lizerine tekrar baglanmamasi i¢in
defosforilasyona tabi tutulmustur. Laboratuvarimizda mevcut bulunan Pichia
ekspresyon vektorii pA0815 kesme enzimleri (BamH I — Bgl I1) ile kesilip HIS4 geni
elde edilmis ve lineer hale getirilmis plazmide baglanmistir. Daha sonra PDCFATG /
PDCRSTP primerleri kullanilarak PpPDC::HIS4 geni PZR ile ¢ogaltilmistir.

Elde edilen bu gen elektroporator vasitasiyla kompotent P. pastoris GS115
suslarma aktarilmig ve bu suslar MD kat1 besiyerlerine ekilmistir. Bu besiyerlerinde
olusan kolonilerden almip YPD kati1 besiyerine ¢izilmistir. Buradan aliman tek
kolonilerin YPD sivi besiyerinde c¢ogaltilmasi saglanmis ve “Epicentre Masterpure
Yeast DNA Purification Kit” kullanilarak genomik DNA’nin saflastirilmasi yapilmistir.
Elde edilen maya DNA’si, PZR ile PpPDC:HIS4 geninin genoma girip girmedigi
kontrol edilmistir. Bulunan olumlu sonuglarm devaminda Southern Blot metoduyla
genin dogru yere baglanip baglanmadigi kontrol edilmistir. Southern Blot metoduyla
dogrulanan PDC geni inaktif susa FA115 ismi verilmistir.

3.2.10. Southern blot analizi

Southern blot analizi P. pastoris hiicrelerinin gen aktarimi sonrasit MD veya
YPD plakalarda seleksiyonu yapilan kolonilerin inaktif sus olup olmadiginin
belirlenmesi ve L-laktat dehidrogenaz geninin farkli promotorlar kullanilarak istenilen
noktaya yerlestirildiginin dogrulanmasi1 amaciyla gergeklestirilmistir. Elektroporasyonla
gen aktarimina tabi tutulmus hiicreler igerisinden segilen koloniler YPD besiyerinde
cogaltilarak uygun prosediirle genomik DNA izolasyonlar1 yapilmis ve DNA izolatlar1
daha 6nceden belirlenen kesme enzimleriyle (Scal, Bstxl ve EcoRl) muamele edilmistir.
Kesim isleminden sonra %0,8 agaroz jele yiiklenen 6rnekler elektroforezde 120 Voltta 2
saat 1xTAE tamponu i¢inde yiiriitiilmiistir. Bu islemden sonra jel almip orbital
calkalayici iizerinde ilk once 45 dakika denatiirasyon ¢ozeltisiyle (0,5 M NaOH ve 1,5
M NaCl) ve ardindan 30 dakika nétralizasyon ¢ozeltisi [0,5 M Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM
EDTA ve 1,5 M NaCl] ile muameleye tabi tutulmugtur. 10xSSC blotlama tamponuyla
(0,3 M sodyum sitrat, | mM EDTA ve 3 M NaCl) islatilan Naylon Membran (20x20 cm
Positively Charged Nylon Membran, Roche, ABD) calkalayicidan alinan jelin alt yiizii
ile temas edecek sekilde yerlestirilmistir. Blotlama iglemleri 10xSSC blotlama tamponu
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yardimiyla 2-3 saat siire icerisinde tamamlanmis ve ardindan hibridizasyon asamasina
gecilmistir. Hibridizasyonun baslangicinda membran kisa siireligine kurumasi igin kagit
havlu {izerinde bekletilmis daha sonra ultraviyole ¢apraz baglayici (CL-1000 Ultraviolet
Crosslinker, UVP, CA, ABD) i¢inde 3 defa 120 mJ enerji seviyesinde uygulama
yaparak DNA molekiillerinin membran iizerine baglanmasi saglanmistir. Membran son
asamada hibridizasyon tiiptindeyken {izerine 6n hibridizasyon ¢6zeltisi eklenerek 1 saat
on hibridizasyona tabi tutulmus ve hemen ardindan DIG etiketli probu igeren
hibridizasyon ¢ozeltisi eklenerek 41°C’de bir gece hibridizasyona birakilmistir.

Hibridizasyon asamasmi takiben membran orbital ¢alkalayici iizerinde bir kap
icine almarak swrastyla ilk yikama ¢ozeltisi (2XSSC + %0,1 SDS) ve ikinci yikama
cozeltisi (0,5XSSC + %0,1 SDS) ile muamele edilerek yikanmustir. Bu ilk islemin
ardindan, membran {izerine sirasiyla kapatma tamponunda (1xDIG blocking solution)
ilave edilip 1 saat, yikama tamponunda [0,1 M maleik asit (pH 7,5), %0,3 (v/v) Tween
20] 2 kez ilave edilip 5’er dakika, anti-DIG antikor ¢ozeltisinde ilave edilip 1 saat,
yikama tamponunda 4 Kkere ilave edilip 5’er dakika ve dedeksiyon tamponunda [0,1 M
Tris (pH 9,5) ve 0,1 M NacCl] ilave edilip 5 dakika yikanmistir. Bu iglemlerin ardindan
membran seffaf polipropilen folyo igine yerlestirilerek {izerine birkag damla CSPDR
(alkali fosfataz substrat) c¢ozeltisi damlatilmistir. Daha sonra folyo igindeki hava
bosluklar1 alinarak 37°C’de 10 dakika bekletilmistir. Son asamada membran, X-isin1
kaseti i¢ine X-1smi1 filmiyle st liste gelecek sekilde kapatilip karanlik odada 30-60
dakika bekletilmistir. Siire sonunda Kodak film gelistirme ¢ozeltileriyle karanlik odada
muamele edilerek elde edilen X-1s11 filmi tizerindeki bantlar gozlenmistir.

3.2.11. Erlenmayer deneyleri

Secilen transformant hiicreler 5 ml YPD besiyeri igeren test tiiplerine ekilmis ve
28°C’de 24 saat 250 d/d’de inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Bu hiicreler, baslangi¢
yogunlugu ODgoonm=0,1 olacak sekilde, 50 ml %2,5 ve %5 glukoz igeren BMDY (%2
pepton, %1 maya ekstrakt, 100 mM pH 6 fosfat tamponu) sivi besiyerinde 250 ml’lik
erlenmayerler i¢in inokulum olarak kullanilmistir. Inkiibasyon 28°C’de 150 ve 200
d/d’de gergeklestirilmistir. Her 6 saatte bir 6rnekler almarak gelisen hiicreler 4000xg’de
5 dakika santrifiijleme ile ¢oktiiriiliip iistte kalan sivi analiz edilmek {izere saklanmustir.
Calkalamali inkiibatoérdeki (Innova 44R, New Brusnwick, NJ ABD) yukarida belirtilen
parametreler kullanilarak yapilan optimizasyon ¢aligmalariyla suslarin L-laktik asidi ne
kadar tirettikleri YSI 2700 Select Biochemisty Analyzer (YSI Life Sciences, Ohio USA)
ile belirlenmis ve en verimli klon segilerek 2 ml’lik kriyo tiiplerde ilerideki ¢alismalarda
kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

LDH geninin olarak GAP ve PDC promotorlar: ile rekombinant L-laktik asit
tretiminin erlenmayer sartlarinda Kkarsilastirilmas: isleminde klonlar, -80°C’dekKi
kiiltiirden YPD siv1 besiyerine ekilmis ve 30°C’de calkalamali inkiibatorde bir gece
inkiibe edilmigtir. Ertesi giin hiicre yogunlugunu artirmak amaciyla BMDY besiyerine
0,1 OD olacak sekilde ekimleri yapilmustir. Klonlar, 72 saat boyunca, 30°C’de 200 d/d
hizda, c¢alkalamali inkiibatorde indiiksiyona birakilmistir. Her 12 saatte bir
siipernatantlardan Ornekler almmarak OD, pH ve L-laktik asit analiz edilmistir.
Denemeler 3 paralelli olarak gerceklestirilmistir.
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3.2.12. Fermentorde iiretim

Kullanilan besiyeri ve inokulumun hazirlanmasi: Belirlenen klonlar 5 ml YPD
iceren test tlipinde 28°C’de 24 sa. 250 d/d’de inkiibe edilmistir. Bu kiiltir BMGY
besiyeri (%2 pepton, %1 yeast ekstrakt, %1 gliserol, %1,34 YNB ve 100 mM fosfat
tamponu pH 7,0) iceren engelli erlenler i¢in inokulum olarak kullanilmistir. Maya 6n
kiilttirti, 600 nm’deki optik yogunlugu 10-15 oluncaya kadar calkalamali inkiibatorde
yaklasik 24 saat gelistirilmistir. Erlenlerde gelistirilen kiiltiir %3 oraninda 5L hazneli
fermentor i¢in inokulum olarak kullanilmigtir. Fermentasyon islemleri 5L c¢alisma
hacimli fermentorlerde yapilmistir.

Kesikli Fermentasyon: Kesikli fermentasyonda kullanilan besiyeri temel tuzlu
besiyeri (basal salts medium, BSM) ve 4,55 mL/L PTMI tuzlarindan olusmaktadir.
BSM besiyeri, litrede, 50 g glukoz, 26,7 mL %85 H3PQO4, 0,93 g CaS0,, 18,2 g K,SOy4,
14,9 g MgSO,4.7H,0, 4,13 g KOH ve 2 mL %5’lik kopilik kirici olacak sekilde
hazirlanmistir. PTM1 tuzlarmin igerigi Cizelge 3.3’de verilmistir (Zhang vd. 2007).
Baslangi¢ fermentasyon hacmi 2 L olarak hesaplanmistir. Fermentasyonlar 28°C’ de ve
pH kontrolii yapilmadan gergeklestirilmistir. Coziinmiis oksijen miktar1 (Dissolved
Oxygen, DO) saf oksijen beslemesi ve sabit karistrma hizi ile baglangicta %30
seviyesinde tutulmustur. Inokulum olarak hazirlanan kiiltiirden 60 mL aseptik olarak
fermentor haznesine aktarilmistir. Glukozun tiikenmesi, ¢oziinmiis oksijen miktarindaki
ani ve keskin bir artigla tespit edilmistir. Bu noktadan sonra fermentasyon
sonlandirilmistir.

Cizelge 3.3. PTM1 tuzlarinin bilesimi

Bilesen Hacim
CuS0,4.5H,0 2 g/L
ZnCl, 79/l
Nal 0,08 g/L
FeS0O,4.7H,0 22,0 g/L
MnSQ,.H,0 3,09/L
Biotin 0,2 g/L
Na;Mo00,4.2H,0 0,2 g/L
Borik asit 0,02 g/L
CoCl, 0,5¢g/L
H,SO4 2 mL

Kesikli Beslemeli Fermentasyon: Baslangig fermentasyon hacmi 2 L olarak
hesaplanmigtir. Fermentasyonlar 28°C” de ve pH 5,0°de gergeklestirilmis, pH kontrolii
%28’lik (w/v) amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile yapilmistir. Coziinmiis oksijen miktar1
(Dissolved Oxygen, DO) saf oksijen beslemesi ve karistirma hizinda yapilan kademeli
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degisikliklerle %30 seviyesinde tutulmustur. Inokulum olarak hazirlanan kiiltiirden 60
mL aseptik olarak fermentor haznesine aktarilmistir. Fermentasyon siireci 2 asamadan
olusmaktadir; Kesikli Faz ve Uretim fazi.

Kesikli Faz: Kesikli fazda kullanilan besiyeri temel tuzlu besiyeri (basal salts
medium, BSM) ve 4,55 mL/L PTMI tuzlarindan olugsmaktadir. BSM besiyeri, litrede,
40 g glukoz, 26,7 mL %85 H3PO4, 0,93 g CaS0,, 18,2 g K»SOy4, 14,9 g MgSO4.7H,0,
4,13 g KOH ve 2 mL %5’lik kopiik kirici olacak sekilde hazirlanmustir.

Besiyerinin pH’s1t PTM1 tuzlarinin ilavesinden sonra ayarlanmistir. Kesikli faz
sonunda 100g/L civarinda bir (yas) hiicre yogunluguna ulasilmasi hedeflenmektedir.

Uretim Fazi: Glukozun tiikkenmesi, ¢dziinmiis oksijen miktarindaki ani ve keskin
bir artisla tespit edilerek, bu noktadan sonra 100 g/L glukoz ilave edilip beslemeli fazda
iretim gerceklestirilmistir (Zhang vd. 2007). Secilen klonlarin glukozu farkli hizlarda
tiilketmesi sebebiyle iiretim fazina gegis farkli zamanlarda olmustur. Denemeler iki
tekerriirli olarak gergeklestirilmistir.

3.2.13. PDC enzim aktivite analizi

PDC aktivitesi igin kontrol susu olarak X33 segilmistir. FA115 (4pdc) inaktif
susun etanolde tireyememesi nedeniyle X33 ve FAI15 hiicreleri ilk olarak 3 mL YPD
besiyerinde 28°C 250 d/d galkalamali inkiibatorde 24 saat boyunca gelistirilmistir.
Inkiibasyon sonunda analizin yapilacagi 50 mL YPD besiyerine 0,1 OD olacak sekilde
seyreltilmis ve 28°C 250 d/d galkalamali inkiibatérde 24 saat boyunca gelistirilmistir.
Daha sonra, 4°C’de 10000xg kuvvetinde 5 dakika santrifiij yapilarak alinan hiicre peleti
20 mL 1 M sorbitol ile 2 defa yikanmistir. 200 mg yas hiicre peleti 2 mL hacimli tiiplere
alinmis ve tizerlerine once hiicre duvarmi kirmak i¢in kullanilan tampondan (0,5 mM
EDTA, 1 M HEPES, 1 M DTT, 200 mM PMSF, 1,5 M NaCl, 1 M MgCl,, %10 gliserol)
1 ml eklenmistir. Daha sonra hiicreler {izerine, yaklasik 0,5 mL boncuk (0,5 mm
capinda, Zirconia/SILICA, Biospec Products, ABD) eklemesi yapilarak Tissue Lyser II
(Qiagen, CA, ABD) cihazinda 30 frekansindaki ¢alkalamalarla 1’er dakikalik islem 5
defa uygulanmistir. Hiicrelerin iginde oldugu tiipler, sicakligin yiikselmesini engellemek
icin aralarda 5’er dakika buz iizerinde tutulmuslardir. islem sonunda 4°C’de, 20000xg
kuvvetinde, 10 dakika santrifiijlenen tiiplerden alinan {ist siv1 fazlar yapilacak analize
kadar ve analizleri sirasinda buz tizerinde birakilmiglardir.

PDC enzim aktivitesi, spektrofotometrik olarak kullanilan kitin protokolii
dogrultusunda tayin edilmistir [Enzymatic assay of pyruvate decarboxilase (EC 4.1.1.1),
Sigma]. Piriivatin, piriivat dekarboksilaz enzimi tarafindan asetaldehite yiikseltgenmesi
sonucu olusan B-NADH elektron reseptoriiniin f-NAD’a indirgenmesi ile degisen
absorbansin 6l¢timii bu testin prensibini olusturmaktadir.

PDC aktivitesi, UV-spektrofotometre (Aquamate Plus, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD) ile 340 nm dalga boyunda absorbansta meydana gelen degisiklik
gozlenerek tespit edilmistir.  Biitlin  ¢aliymalar oda sicakligimda (25°C)
gerceklestirilmistir. 200 mM sodyum sitrattan 2,7 mL, 1 M sodyum piriivattan 0,1 mL,
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6,4 mM B-NADH’dan 0,05 mL, 200 iinite/mL alkol dehidrogenazdan 0,05 mL alinip
karigtirilmig, oda sicakliginda bir siire tutulmus ve UV kiivetlere alinarak 340 nm’de
absorbansi sabitlenene kadar bekletilmistir. Daha sonra konsantrasyonu 100 ng/ml
protein olacak sekilde oOrnekten 0,1 mL eklenerek reaksiyon baslatilmis ve
absorbanstaki degisiklik 6 dakika boyunca her dakika kaydedilmistir.

3.2.14. Toplam protein 6l¢iimii

Orneklerde toplam protein konsantrasyonlar1 Pierce Coomassie (Bradford)
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) ile, firma tarafindan verilen protokol
dogrultusunda Slgiilmiistiir. 0,9 mL Bradford ¢ozeltisi icine 0,1 mL 6rnek koyulmus ve
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilerek 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okuma yapilmistir. Protein standart kurvesi 0-500 pg/mL protein standarti ile
hazirlanmistir.

3.2.15. istatistiksel Analiz

Elde edilen fermentor sonuglar1 SAS paket programi kullanilarak varyans analizi
ve Duncan Coklu Karsilastirma Testine tabi tutulmustur (Diizgiines vd. 1987).

19



BULGULAR F. AYAS

4. BULGULAR

4.1. PDC Geninin inaktif Hale Getirilmesi

PDC geni (1683 bg) P. pastoris GS115 susunun genomik DNA’sindan
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile elde edilmistir. YPD s1v1 besiyerinde ¢ogaltilan
P. pastoris GS115 susu genomik DNA’st Maya Genomik DNA Saflastirma Kiti
(Epicentre, Madison, WI, ABD) kullanilarak iireticinin Kitle birlikte verdigi talimatlara
gore izole edilmistir. DNA konsantrasyonu Qubit Fluorometer (Invitrogen) ile
belirlenmis ve 5 ng/uL olacak sekilde seyreltilerek PZR reaksiyonunda kullanilmustir.
PZR reaksiyonu ile PDC geninin eldesi i¢in kullanilanacak primer ¢ifti, ileri PDCFATG
5-ATGGCTGAAATAACACTAGGAACTTA-3" ve  geri PDCRSTP  5'-
TTAAGCTGCGTTGGTCTGGC-3" olarak belirlenmistir. Primerler, NCBI GenBank
NC_012965 katilim numarali P. pastoris GS115 PDC gen dizisi kullanilarak
tasarlanmistir.

PZR reaksiyonu toplam hacim 50 pL olacak sekilde ve 4 farkli sicaklik
degerinde gradient PZR olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR {iriinlerinin 5’er
uL’si kontrol i¢in %1 agaroz jelde yiiriitiilmiis ile 1683 b¢ uzunlugunda beklenen PDC
geninin elde edildigi goriilmiistiir (Sekil 4.1).

56.3°C 58.4°C 61.2°C 642 °C

-t G e -

S 1500 bp

Sekil 4.1. PZR ile elde edilen P. pastoris PDC geninin jelde goriintiilenmesi.
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas) kullanilmustir. 56.3-64.2°C arasi farkli
sicakliklarda olusan PDC geni (1683 bg)
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PZR ile elde edilen PDC geninin saflastirilmas1 MinElute PCR Purification Kit
(Qiagen) kullanilarak iiretici firmanin vermis oldugu talimatlar dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Elde edilen PDC geninin pJET1.2 plazmitine (CloneJet Cloning
Kit, Fermentas) (Sekil 3.1) ligasyonu yapilmis ve sonugta olusan yeni plazmit pJET1.2-
PDC (4657 bg) olarak adlandirilmistir (Sekil 4.2).

Sacl (769)

Sacl {1822)

PDC1FATG (2029 .. 2054)

Sekil 4.2. PDC geninin pJET1.2 vektoriine aktarilmasiyla elde edilen pJET1.2-PDC

Daha sonra pJET-PDC plazmiti kompotent E. coli XL1-Blue hiicrelerine transfer
edilmis ve 100 pg/mL amfisilin igeren LB Miller agar plakalarina ekilerek 37°C’de bir
gece inkiibasyona birakilmis ve olusan kolonilerin seleksiyonu yapilmistir. Plakalarda
gelisen kolonilerden 4 tanesi secilerek 100 ug/mL amfisilin igeren 3 mL LB Miller sivi
besiyerine ekilerek 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Cogaltilan bu
kolonilerden Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) ile pJET-PDC plazmiti izole
edilmistir.

Elde edilen plazmitlerden dogru baglantiya sahip olanini tespit etmek i¢in kesme
enzimi ile dogrulama analizi yapilmistir. Bu amag i¢in secilen Scal kesme enzimi ile
plazmitler kesilerek %1 agaroz jelde ayrilmis ve enzimle kesim sonucu olugmasi
beklenen 3625 ve 1032 b¢ uzunlugundaki fragmentlerin varligina bakilmigtir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Plazmit izolasyonu sonrasi elde edilen 4 farkli plazmidin Scal restriksiyon
enzimi ile kesimi. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas); 1-4: secilen
kolonilerden elde edilen plazmitlerin Scal enzimi ile kesilmesi

Restriksiyon enzimleri ile kesilen plazmitler jelde yliriitiilmiis ve teorik olarak
3625 ve 1032 bg¢ uzunlugunda olmasi beklenen fragmentlerin 3. koloniden elde edilen
plazmitlerde oldugu goriilmiistiir. Diger 3 koloniden elde edilen plazmitlerde beklenen
fragmentlerden farkli bantlar gézlenmistir. Bunlardan 1. ve 2. koloniden elde edilen
plazmitlerde PDC geninin ters olarak PJET1.2 plazmiti igerisine girmis olma ihtimali
bulunmaktadir.

3. koloni hiicreleri igerisinde bulunan pJET-PDC plazmiti, Sacl restriksiyon
enzimi ile 1683b¢ uzunlugundaki PDC geninin igerisinde yer alan 1053 bg
biiytikligiindeki bir bolgeden (398-1451 bg arasi) kesilmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.4).
PDC geninin inaktif hale getirilmesi igin pA0815 plazmitinden elde edilen HIS4 geni
kullanilmustir.
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3. koloni Jelden kesilen lineer Pjet-I 1kb | Kesilmemis
PDCI-Sacl plazmiti Plazmit
b :

L

Sekil 4.4. Plazmit izolasyonu sonrasi elde edilen pJET-PDC plazmitinin Sacl enzimi ile
restriksiyon analizi ve jelden kesimi. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder

(Fermentas)

Sacl restriksiyon enzimi ile kesilen pJET-PDC plazmiti iginde yer alan PDC
geninin orta bolgesinden 1053 b¢ uzunlugunda DNA parcasinin diistiriilmesiyle lineer
hale getirilmistir (Sekil 4.4). Bununla birlikte Bglll ve BamHI restriksiyon enzimleri ile
kesilen pA0815 (Sekil 4.5) plazmitinden de HIS4 geni elde edilmistir (Sekil 4.6).
Hedeflenen DNA pargalari, jelden kesilerek saflastirmaya tabi tutulmuslardir.
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Bglll (1)

o
S
Ay o promoter KOS

((\Q )
>

BamHI (1278)

pA0815
7709 bp

(5306) Balll

Sekil 4.5. Izolasyon sonrasi elde edilen pA0815 plazmiti ile Bglll ve BamHI
restriksiyon enzimlerinin bu plazmit {izerindeki kesim noktalar1

HIS4 4025 be|

7K

Sekil 4.6. Bglll ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilen pA0815 plazmitinden HIS4
geninin diisiiriilmesi. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)
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Lineer hale getirilen pJET-PDC-Sacl plazmiti ve HIS4 geni ligasyon oncesi,
DNA blunting enzimi (Fermentas) ile kiit uglu hale getirilmistir. Bu islemin ardindan
pJET-PDC-Sacl plazmitine defosforilasyon islemi (Roche Kit) uygulanmistir. Daha
sonra Rapid DNA Dephos&Ligation Kit (Roche) kullanilarak firma protokolii
dogrultusunda ligasyon gergeklestirilmistir. Ligasyon isleminin ardindan reaksiyon
karigimi kompotent E. coli XL1-Blue hiicrelerine aktarilmistir. Aktarma isleminin
ardindan E. coli hiicreleri amfisilinli agar plakalara ekilmistir. Gen aktarimi sonrasi
plakalarda olusan kolonilerden HIS4 genini iceren plazmiti bulmak amaciyla rastgele 12
koloni se¢ilmis ve plazmit saflastirilmistir. Saflagtrma sonrasi DNA’lar Bglll
restriksiyon enzimi ile kesilerek jelde kontrol edilmistir (Sekil 4.7). Bglll enzimi ile
kesim sonucu beklenen 4704 ve 2928 b¢ DNA pargalar1 12. koloniden elde edilen
plazmitte gozlenmistir.

Sekil 4.7. HIS4 genini igeren plazmiti bulmak i¢in 12 adet koloniden elde edilen
DNAlarin Bglll restriksiyon enzimi ile kesilerek jelde kontrolii. 1kb: GeneRuler™ 1kb
Plus DNA Ladder (Fermentas)

[naktivasyon islemine pJET-PDC::HIS4 olarak isimlendirilen 12. koloniye ait
plazmit ile devam edilmistir. Bu plazmitin dogrulugunun teyidi i¢in Bglll (2928 ve 4704
fragmentleri) ve Xbal (3639 ve 3993 fragmentleri) restriksiyon enzimleri ile kesilerek
jelde kontrol edilmistir (Sekil 4.8).

25



BULGULAR F. AYAS

Sekil 4.8. 12. koloniye ait pJET-PDC::HIS4 plazmitinin dogrulugunun teyidi i¢in Bglll
ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilerek jelde kontroli. 1kb: GeneRuler'™ 1kb Plus
DNA Ladder (Fermentas)

pPJET-PDC::HIS4 olarak isimlendirilen plazmit ile bu plazmitin dogrulugunun
teyidi i¢in kullanilan Bglll ve Xbal restriksiyon enzimlerinin kesim noktalar1 Sekil
4.9’da gosterilmistir.

310 .. 332) pJET1.2 forward sequencing primer Bglll {337)

PDCIFATG (372 .. 397)

ibal (1042)

(5063 ., S086) pJET1.2 réverse Sequencing primer —

(s041) Bglll
(5035) xbal |

(5009 ., 5029) PDC1RSTP

Sekil 4.9. pJET-PDC::HIS4 olarak isimlendirilen plazmit ile bu plazmitin dogrulugunun
teyidi i¢in kullanilan Bglll ve Xbal restriksiyon enzimlerinin kesim noktalari.

26



BULGULAR F. AYAS

P. pastoris PDC geninin inaktif hale getirilmesi i¢in kullanilacak olan
PDC::HIS4 DNA fragmentinin elde edilmesi i¢in yapilan PZR’da, kalip olarak pJET-
PDC::HIS4 plazmitinden yararlanilmistir. PDC geninin elde edilmesinde kullanilan
PDCFATG ve PDCRSTP primerleri, s6z konusu PZR igin de kullanilmistir. PZR
sonucunda 4658 b¢ uzunlugundaki PDC::HIS4 fragmenti elde edilmistir. PZR
tirtinlerinin jel gortintiisii Sekil 4.10°de gosterilmistir.

6000
5000
4000

Sekil 4.10. PZR sonucunda 4658 b¢ uzunlugundaki PDC::HIS4 fragmentinin jel
goruntisi.

PDC geninin inaktif edilmesi igin kullanilacak olan PDC::HIS4 fragmenti
sematik olarak Sekil 4.11°de verilmistir. Elde edilen PDC::HIS4 fragmenti P. pastoris
mayasina aktarilmak tizere kullanilmistir.

(0) STArtPOCIFATG (1. 26 Xbal (671} Stul {1901} (4658) ERUPOCIRSTP (46

To007 Z0007 30007 30007
PRHISS [__ACH1 T fragment
PAS_chr3_0188 PAS_chr3_0188

PpPDC1-Sac I-HIS4
4658 bp

Sekil 4.11. PDC geninin inaktif edilmesi i¢in kullanilan PDC::HIS4 fragmenti sematik
olarak gosterimi.

pJET-PDC::HIS4 plazmitinden PZR ile elde edilen Apdc::his4 fragmenti
MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) ile firma protokoliinde belirtildigi gibi
saflagtirilmistir. Bunun ardindan, fragmentin yaklasik 3 pg kadarmm Lityum asetat
metodu ile gen aktarirmma uygun hale getirilen P. pastoris GS115 susuna
elektroporasyon yontemi ile aktarimi saglanmistir. Bu islem 1,5 kVolt/5ms sartlarinda
elektroporator (Eppendorf) cihazi ile gerceklestirilmistir.
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P. pastoris’te PDC geni inaktif hale getirilirken GS115 susu se¢ilmistir. Bunun
sebebi GS115 susunda seleksiyon markir1 olarak kullanilan HIS4 geninin inaktif olmas1
ve hiicrelerin gelisebilmesi igin histidine gereksinim duymasidir. P. pastoris GS115
susunun genomuna Apdc::his4 icinde aktardigimiz HIS4 geni sayesinde minimal
besiyerinde histidine gerek duymadan gelisebilen koloniler elde edilmistir.

Gen aktarimi isleminin ardinda hiicreler MD plakalara ekilmis ve 2 giin 30°C’de
gelisime birakilmistir. 2 giin sonrasinda MD plakalarda gelisen kolonilerden YPD agar
besiyerine ekimler gerceklestirilmistir. 30°C’de 2 giin YPD agar besiyerinde gelisen tek
kolonilerden 20 tanesi alinip, YPD siv1 besiyerine ekim yapilmistir. Bu 20 koloni, sivi
besiyerinde, 30°C ¢alkalamali inkiibatdrde, bir gece gelisime birakilmis ve Masterpure
Yeast DNA Kit (Epicentre) ile firma protokolii dogrultusunda DNA izolasyonlari
yapilmistir. PDC geninin HIS4 geni ile inaktif hale getirilip getirilmediginin kontrolii
icin, saflastrma sonunda konsantrasyonlar: belirlenen 17 koloninin genomik
DNA’larmdan 5 ng/uL alinip PZR’de kalip olarak kullanilmistir. PDCFATG ve
PDCRSTP primerleri ile yapilan PZR iirlinlerinin %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmesi ile,
beklenen 4658 bg fragmentin 9., 12. ve 18. kolonilerden elde edilen genomik DNA’dan
saglandig1 belirlenmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. 17 adet klondan elde edilen genomik DNA’nin PDCFATG ve PDCRSTP
primerleri ile yapilan PZR iiriinlerinin ve beklenen 4658 b¢ PDC::HIS4 fragmentinin jel
gorintisil.

PZR sonucunda PDC::HIS4 geninin genomik DNA igerisinde oldugu
dogrulanmustir. Daha sonra 9., 12. ve 18. klonlarin genomik DNA’sinda Southern blot
analizi yapilmigtir. Bunun i¢in radyoaktif olmayan DIG HighPrime DNA Labeling and
Detection Starter Kit Il (Roche) ireticinin talimatlar1 dogrultusunda kullanilmistir.
Southern blot analizinin sematik gosterimi Sekil 4.13’de verilmistir.
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EKontrol (7.3 khe)
PpPDC (1683 bp)

EcaRl Sacl (398) Sacl (1451)

,l?dt'.‘:.'ﬂS-f (103 kbp) {
EcoRl EcoRl

Sekil 4.13. Southern blot analizinin sematik gdsterimi

Olusturulan Apdc::his4 fragmenti Pichia pastoris genomu igerisine yerlestigi
zaman, 4028 b¢ uzunlugundaki HIS4 geni PDC geni iginden disiiriilen 1032 bg
uzunlugundaki DNA’nin yerine gegecektir. Southern blot sonucunda PDC::HIS4
geninin genomik DNA igerisinde istenen yerde oldugu dogrulanmistir. Metotda ilk
once, Southern blot i¢in kullanilan prob PZR ile ¢ogaltilan PDC geninin Sacl
restriksiyon enzimi ile kesilmesiyle elde edilmistir. Bu islem sonrasi olusan DNA
pargasi jelden alinarak (Sekil 4.14) saflastirilmis ve DIG etiketlemeye hazir hale
getirilmistir. DNA probu PDC geninin ilk 398 b¢ uzunlugundaki bélgesinden
tasarlanmis ve daha sonra DIG ile etiketlenmistir.

Sekil 4.14. Southern blot analizinde kullanilacak DNA probu i¢in Sacl enzimi ile PDC
geninin kesilmesi ve 398 b¢ uzunlugundaki probu olusturacak par¢anin jelden alinmasi.
1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)

29



BULGULAR F. AYAS

Prob i¢in yaklasik 3 pg DNA etiketleme islemine tabi tutulmustur. Probu
olusturan reaksiyon karigimi DIG HighPrime DNA Labeling and Detection Starter Kit
Il talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmis ve 37°C’de yaklasik 20 saat boyunca
inkiibasyona tabi tutulmustur. Elde edilen probun etkinlik diizeyi Sekil 4.15’de
verilmistir.

Sekil 4.15. PDC geni iizerinden elde edilen ve etiketlenen DIG etiketli probun etkinlik
diizeyi

Southern blot analizinde probun kalitesi protokolde verilen dlgiilere gore uygun
bulunmus ve akabinde ilk olarak PDC geni inaktif hale geldigini diisiindiigiimiiz GS115
suslar1 ve negatif kontrol olarak X-33 konuk¢u susundan elde edilen genomik DNA’lar
EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilmistir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. Apdc inaktif suslarin Southern blot analizi ile dogrulanmasi igin 12. ve 18.
klonlara ait secilen 8 adet tek kolonilerin genomik DNA’larm EcoRI enzimi ile kesimini
gosteren jel goriintiisii. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), DIG:
DIG etiketli markir
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X-1gin1 filmi Gizerinde teorik olarak negatif kontrol X-33 suslarinda 7309 bg,
APDC geni inaktif suslarda ise 10284 bg¢ biiyiikligiinde bantlar beklenmektedir.
Protokole uygun olarak gergeklestirilen Southern blot analizi ile inaktif suslar
belirlenmistir (Sekil 4.17). Secilen 2 klonda da APDC geninin inaktif oldugu
gorilmiistiir. Devam eden c¢alismalarda 12. klon kullanilmig ve 12. klona FA115 ismi
verilmistir.

DIG 181 182 183 184 1211 122 123 124 X33 DIG 1kb

9416

Sekil 4.17. 12. ve 18. klonlara ait se¢ilen 8 adet tek kolonilerde APDC inaktif suslarin
belirlenmesi igin yapilan Southern blot analizi sonucu X-isin1 filminin goriintiisi.
1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG etiketli markir

FA115 (4pdc inaktif) susunun etanolde gelismedigi kontrol olarak X33
kullanilarak belirlenmistir.

Pirtivat dekarboksilaz (PDC) hiicre i¢i enziminin aktivite Olgimii
spektrofotometrik olarak enzim aktivitesi 6l¢iim kitinin protokolii [Enzymatic assay of
pyruvate decarboxilase (EC 4.1.1.1), Sigma] dogrultusunda yapilmistir. Bunun igin ilk
once hiicre i¢i proteinler uygun tampon icine alinarak toplam protein konsantrasyonlari
olciilmiistiir. Olgiim sonunda toplam protein, kontrol olarak segilen X-33 susunda 1,43
mg/mL FA115 susunda ise 0,95 mg/mL olarak belirlenmistir. PDC aktivitesi ise X-33
ve FA115 suslarinda sirasiyla 1196,1 U/g and 19,3 U/g olarak tespit edilmistir. Bu
sonuca gore %98 oraninda bir aktivite azalmasi s6z konusu olmus ve kimyasal olarak
PDC enziminin artik FA115 susunda neredeyse olmadig: belirlenmistir.
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4.2. Pichia pastoris GAP Promotoru Kullamilarak L-Laktik Asit Uretimi
4.2.1. Ekspresyon vektorleri ve klonlama calismalan

L-laktik asit tiretimi i¢in, ilk olarak L-laktat dehidrogenaz geninin (LDH) GAP
promotoru ile aktarilmasi saglanmistir. Rekombinant L-laktik asit tiretimleri Ek 8.2°de
sekanst verilen Bos taurus LDH (Sekil 4.18) geninin klonlanmasi ile
gerceklestirilmistir.

(0) StartEcoR1 (1) (1006) ¥bal End (1011)

— — —
250! 5007 7501 o007

BosTaurus LDH_OPT
1011 bp

Sekil 4.18. L-laktik asit {iretimleri i¢in kullanilan Bos taurus L-laktat dehidrogenaz geni

GAP promotoru ile LDH geninin ekspresyon kasetini olusturmak icin, ilk olarak
GAP promotorunu ig¢eren ticari pGAPZB plazmiti, EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri
ile kesilip jelden alinmustir (Sekil 4.19).

pGAPZB

ECORI (495)

Xbal (ss8)

PGAPZ B
2882 bp

a b

Sekil 4.19 a) pGAPZB plazmiti, b) EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilip
jelden alinmasi. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)
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LDH geni bulundugu pUC57-LDH plazmitinden, pGAPZB plazmitini kesmede
kullandigimiz EcoRI ve Xbal kesme enzimleri ile kesilerek jelden alinmistir (Sekil
4.20).

Sekil 4.20. pUC57-LDH plazmitinden LDH geninin EcoRIl ve Xbal restriksiyon
enzimleri ile kesilerek jelden almmasi 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder
(Fermentas)

Daha sonra LDH geninin lineer pGAPZB plazmitine ligasyonu yapilmistir. LDH
geninin lineer pGAPZB plazmitine ligasyonunun sematik gosterimi Sekil 4.21°de
verilmistir.

Ligasyon sonrasi elde edilen karisimmn E. coli XL1-Blue hiicrelerine aktarimi
yapilmistir. Ardindan igerisinde LB Lennox (25 ug/mL zeosin i¢eren) kati besiyerine
hiicrelerin ekimleri yapilmistir. Ligasyon sonucu elde edilen pGAPZB-LDH plazmiti
icin gelisen hiicrelerden 6 adet koloni secilmis ve ECORI ve Xbal restriksiyon enzimleri
ile kesilip kontrolii yapilmustir (Sekil 4.22). Kesme enzimleriyle kesilen plazmitte 1005
bg ve 2819 bg uzunlugunda DNA pargalarinin olusumu belirlenmistir.

Sonug olarak segilen 6 koloniden sadece 3. ve 6. kolonilerdeki plazmitlerin
dogru oldugu tespit edilmis ve ilerleyen ¢alismalarda kullanilmak tizere 6. koloni
hiicreleri -80°C’de muhafaza edilmistir. S6z konusu yeni plazmitimiz pGAPZB-LDH
olarak isimlendirilmistir.
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Xbal

PGAPZ-BT-LDH
3824 bp
INSERTT
FRAGMENT [poniace Insert
EcoRI (495) — Xbal (558) EcoRI (1) — Xbal (1006)

EcoRI
Xbal

’E(oRI Xbal
| |

BosTaurus LDH_OPT
1011 bp

pGAPZ B
2882 bp

Sekil 4.21. LDH geninin lineer pGAPZB plazmitine ligasyonunun sematik gosterimi.

1.Koloni 2.koloni 3.koloni 4.Kkoloni S.Koloni 6.koloni

Sekil 4.22. pGAPZB-LDH plazmiti i¢in segilen 6 adet koloninin EcoRIl ve Xbal
restriksiyon enzimleri ile kontroli. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder
(Fermentas).
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Elde edilen pGAPZB-LDH ekspresyon plazmiti tek bir noktadan ve GAP
promotor bolgesinin i¢inden kesen Avrll enzimi ile kesilerek (Sekil 4.23 A ve 4.23 B)
lineer hale getirilmistir.

EcoRI (495)

pPGAPZ-BT-LDH
3824 bp

Xbal (1500)

a b

Sekil 4.23. a) pGAPZB-LDH’nin Avrll enzimi ile kesilerek lineer hale getirilmesi ve b)
jel goriintiisii. 1kb:GeneRuler™™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas).

Daha sonra kompotent P. pastoris X33 ve Apdc geni inaktif FA115 suslarina
gen aktarimina baglanmistir. Gen aktarimi islemi icin elektroporasyon (eppendorf
eporator) teknigi kullanilmis, bu islem cihazin 1500 Voltta 5 ms calisacak sekilde
ayarlanmasiyla gerceklestirilmistir. Elektroporasyon islemi gergeklestirilmis hiicreler
100 pg/mL zeosin igeren YPD kati besiyerlerine ekilmis, 30°C’de 2 giin boyunca
inkiibasyona birakilmigtir. 2 giin sonrasinda gelisen kolonilerden onar tanesinin YPD
stvi besiyerine ekimleri yapilmis ve bu koloniler 30°C’de bir gece calkalamali
inkiibatorde cogaltilmistir.

Elde edilen klonlarin genomik DNA izolasyonunun ardindan, pGAPZB-
LDH’nin X33 ve FAI115 suslarina aktarimi PZR ile 3'AOX ve PGAPF primerleri
kullanilarak kontrol edilmistir (Sekil 4.24).
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F8 F9 Fl10

XI X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 XI10

Sekil 4.24. pGAPZB-LDH’nin X33 ve Apdc geni inaktif FA115 suslarina aktariminin
PZR ile kontrolii. F1-10: FA115 suslari, X1-10: X33 suslar1 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus
DNA Ladder (Fermentas).

PZR sonuglarma gore gen aktarmmi goriilen, FA115 suslarindan F3, F4, F6 ve F8
klonlar1 ile X33 suslarindan X1, X7, X8 ve X9 klonlarma Southern blot analizi
uygulanmistir. Bu analiz sayesinde, genin genomda dogru yere baglanip baglanmadigi
tespit edilmis ve gen kopya sayisinin belirlenmesi saglanmigtir. Bunun i¢in radyoaktif
olmayan DIG HighPrime DNA Labeling and Detection Starter Kit II (Roche) iireticinin
talimatlar1 dogrultusunda kullanilmigtur.

Oncelikle Southern blot analizi icin kullanilacak DNA probu GAP promotor
bolgesinin ilk 495 b¢ uzunlugundaki kismindan tasarlanmis ve GAPBgllI-F ve
GAPECORI-R primerleri yardimiyla PZR ile c¢ogaltilarak (Sekil 4.25) DIG ile
etiketlemeye hazir hale getirilmistir.
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Sekil 4.25. Southern blot i¢in kullanilacak DNA probunun GAPBgllI-F ve GAPEcoRI-
R primerleri yardimiyla PZR ile gogaltilmasi. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder
(Fermentas).

Prob i¢in yaklasik 3 ug DNA ectiketleme islemine tabi tutulmustur. DIG etiketli
probu olusturacak reaksiyon karisimi DIG kitin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmis ve
37°C’de yaklasik 20 saat boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonucu
elde edilen probun etkinlik diizeyi Sekil 4.26’da verilmistir.

Sekil 4.26. GAP promotoru iizerinden elde edilen ve etiketlenen DIG probun etkinlik
diizeyi
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Southern blot analizinde kullanilacak probun uygunlugu goriilmiis ve bunun
ardindan ilk olarak FA115 ve X-33 sugslarindan elde edilen genomik DNA’lar,
DNAMAN 7.0 programi kullanilarak yapilan restriksiyon analizi sonucu belirlenen
Bstxl restriksiyon enzimi ile kesilmistir (Sekil 4.27).

1kb DIG X33 Xl X7 X8 X9 FAIll5S F3 F4 F6 F8 DIG

Sekil 4.27. FA11l5 ve X-33 suglarindan elde edilen genomik DNA’larm Bstxl
restriksiyon enzimi ile kesimini gdsteren jel goriintiisii. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus
DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG etiketli markir

X-1g1n1 filmi tizerinde teorik olarak, tek kopya i¢in pGAPZB-LDH’den 3830 bg,
Bstxl fragmentinden ise 1208 b¢ gelen olmak iizere toplam 5038 bg biiyiikliigiinde
bantlar beklenmektedir. Protokole uygun olarak gerceklestirilen Southern blot analizi ile

PGAPZB-LDH aktarilan suslar belirlenmistir (Sekil 4.28).
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DIG X33 X1 X7 X8 X9 FAIllS5

Sekil 4.28. pGAPZB-LDH aktarilan suslarin Southern blot analizi sonucu X-isini
filminin goriintiisii. Isaretli bantlar tek kopya baglanmalar1 gostermektedir. 1Kb:
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG etiketli markir

X33 ve FA115 suslarina GAP promotoru kullanilarak aktarilan LDH geni X7,
X9, F3 ve F4 klonlarinda tek kopya bantina sahip oldugu belirlenmistir. Diger klonlarda
ise genin bilinmeyen sayida ve genomda farkli yerlere baglandig1 gozlenmistir.

Pichia pastoris mayasinda L-laktik asit tretimi igin, GAP promotoru
kullanilarak aktarilan LDH genini tek kopya ekspresyon plazmiti olarak i¢eren klonlar,
ilk olarak erlenmayer kosullarinda test edilmistir. Bunun ardindan Kkesikli ve kesikli
beslemeli fermentasyon kosullarinda denemeler gerceklestirilmistir.

4.2.2. Erlenmayer kosullarinda iiretim cahismalan

GAP promotoru kullanilarak aktarilan LDH genini tagiyan FA115 susu 5 ml
YPD besiyeri igeren test tiiplerine ekilmis ve 28°C’de 24 saat 250 d/d’de inkiibasyona
tabi tutulmustur. Bu hiicreler, baslangi¢c yogunlugu ODgoonm=0,1 olacak sekilde, 50 ml
%2, %4, %6 ve %8 glukoz igeren BMDY (%2 pepton, %1 maya ekstrakt ve 100 mM
pH 6 fosfat tamponu) sivi besiyerinde 250 ml’lik erlenmayerler i¢in inokulum olarak
kullanilmistir. Inkiibasyon 28°C’de 150 ve 200 d/d’de 2 paralelli olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Gelisen hiicrelerden 12., 24. ve 36. saatlerde 6rnekler alinarak, 5
dakika 4000xg kuvvetinde santrifiijleme ile ¢oktiiriiliip tstte kalan sivi analiz edilmek
lizere saklanmistir.
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Erlenmayer kosullarinda yapilan iiretim ¢alismalariyda, suslarm L-Laktik asidi
ne kadar irettikleri, YSI 2700 Select Biochemisty Analyzer cihazi ile belirlenmistir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. %2, %4, %6 ve %8 glukoz igeren BMDY besiyerinde 150 ve 200 d/d’de
12., 24. ve 36. saatlerde L-Laktik asit (g/L), OD ve L-Laktik asit / OD ortalama
degerleri

did % Glukoz Sus Siire '/;S:;%g};_") op | LLaKkAst
150 %2Glukoz | FALIS-LDH | 12.Saat 0,68:005 | 2,40 0,28
150 %4 Glukoz | FALI5-LDH | 12.Saat 0.70:004 | 2,15 0,33
150 %6 Glukoz | FAL15-LDH | 12.Saat 0.73:001 | 1,92 0,38
150 %8Glukoz | FALI5-LDH | 12.Saat 0.73:002 | 1,82 0,40
150 %4 Glukoz FAL15 12.Saat 0.58:004 | 2,42 0,24
200 %2Glukoz | FALI5-LDH | 12.Saat 0,80:006 | 2,56 0,31
200 %4 Glukoz | FALI5-LDH | 12.Saat 0,75:003 | 2,50 0,30
200 %6 Glukoz | FALI5-LDH | 12.Saat 0.75:001 | 2,30 0,33
200 %8Glukoz | FALI5-LDH | 12.Saat 0,75:007 | 1,80 0,42
200 %4 Glukoz FAL15 12.Saat 0,58:006 | 2,44 0,24
150 %2Glukoz | FALIS-LDH | 24.Saat 7.70:035 | 8,40 0,92
150 %4 Glukoz | FALIS-LDH | 24.Saat 6,90:0.14 | 9,40 0,73
150 %6Glukoz | FALIS-LDH | 24.Saat 5,23:0.15 | 7,70 0,68
150 %8Glukoz | FALIS-LDH | 24.Saat 6,48:032 | 8,50 0,76
150 %4 Glukoz FAL15 24.Saat 0,55:003 | 7,70 0,07
200 %2Glukoz | FALI5-LDH | 24.Saat 4,43:005 | 16,60 0,27
200 %4 Glukoz | FALIS-LDH | 24.Saat | 10,50:042 | 16,30 0,64
200 %6Glukoz | FALI5-LDH | 24.Saat 8.83:0.18 | 14,40 0,61
200 %8Glukoz | FALI5-LDH | 24.Saat 7.55:028 | 10,60 0,71
200 %4 Glukoz FAL15 24.Saat 0,48:002 | 14,80 0,03
150 %2Glukoz | FALI5-LDH | 36.Saat 6,65:0,14 | 18,60 0,36
150 %4Glukoz | FALI5-LDH | 36.Saat | 10,83:0.11 | 1510 0,72
150 %6Glukoz | FALIS-LDH | 36.Saat | 12,33:0.15 | 11,30 1,09
150 %8Glukoz | FALIS-LDH | 36.Saat | 12,25:031 | 12,20 1,00
150 %4 Glukoz FAL15 36.Saat 0,53:001 | 12,20 0,04
200 %2Glukoz | FALI5-LDH | 36.Saat 0,95:007 | 25,80 0,04
200 %4 Glukoz | FALI5-LDH | 36.Saat 9.83:0.15 | 23,00 0,43
200 %6 Glukoz | FALI5-LDH | 36.Saat 9.20:042 | 20,70 0,44
200 %8 Glukoz | FALI5-LDH | 36.Saat 9.50:035 | 22,60 0,42
200 %4 Glukoz FAL15 36.Saat 0,38:001 | 26,50 0,01
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Yapilan denemeden elde edilen sonuglara gore calkalamali inkiibasyonda 150
d/d’de yapilan L-laktik asit iiretimi (12,33 g/L) 200 d/d’de yapilana gore (10,50 g/L)
daha yliksek degerlere ulasmistir. Bu sonuca gore daha sonra yapilan erlenmayerle
calkalamali inkiibasyon ¢aligmalarinda 150 d/d’lik hiz kullanilmistir.

X33 ve FA115 suglarina GAP promotoru kullanilarak aktarilan LDH genini tek
kopya ekspresyon plazmiti olarak igeren klonlar ile LDH geni aktarilmamis suslar;
erlenmayerde, %5 glukoz kosullarinda, iki tekerriirli olarak L-laktik asit {iretiminde
kullanilmislardir. S6z konusu denemeye iliskin sonuglar Sekil 4.29°da bulunan grafikler
icerisinde verilmistir.

Gelisim Grafigi pH Degisim Grafigi

500 v
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450
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Sekil 4.29. Erlenmayer kosullarinda LDH genini tek kopya olarak iceren X33 ve FA115
suslarma ait gelisim, pH degisimi, L-laktik asit ve etanol degisim grafikleri
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LDH geninin tek kopya olarak GAP promotoru ile rekombinant L-laktik asit
iiretiminin erlenmayer sartlarinda karsilagtirilmasi: isleminde klonlar, -80°C’deki
kiiltiirden YPD siv1 besiyerine ekilmis, 30°C calkalamali inkiibatdrde bir gece inkiibe
edilmis ve ertesi giin hiicre yogunlugunu artirmak amaciyla BMDY besiyerine 0,1 OD
olacak sekilde aktarilmistir. Daha sonra, 72 saat boyunca, 30°C’de 150 d/d hizda
calkalamali inkiibatorde gelisime birakilmistir. Her 12 saatte bir 6rnekler alinarak OD,
pH, etanol ve L-laktik asit degerleri analiz edilmistir. Denemeler 3 paralelli olarak
gerceklestirilmigtir.

GAP promotoru kullanilarak aktarilan LDH genini tek kopya olarak tasityan X33
ve FA115 suslar1 erlenmayer kosullarinda birbirine yakin miktarlarda L-laktik asit (13,5
ve 10,8 g/L) iiretimi gerceklestirmislerdir. Ancak X33 GAP-LDH susu ayni zamanda
etanol tretimi de gergeklestirdigi i¢cin glukozu daha hizli tiiketmis ve L-laktik asidi
karbon kaynagi olarak kullanmaya baglamistir.

4.3. Pichia pastoris PDC Promotoru Kullanilarak L-Laktik Asit Uretimi
4.3.1. Ekspresyon vektorleri ve klonlama ¢alismalar

FA115 susunun eldesiyle etanol metabolizmasinin kapatilmasinin ardindan L-
laktik asit tiretimi igin ikinci olarak PDC promotoru kullanilmasi amaglanmistir. Bunun
icin ilk olarak X33 genomik DNA’s1 tizerinden PDCpromBglll-F ve PDCpromAsull-R
primerleri kullanilarak PZR ile PDC promotoru elde edilmistir (Sekil 4.30).

ﬁ 100:]' 15000 ==

PDCpromBgl IIF-Asu IIR
1535 bp

Sekil 4.30. PDCpromBglll-F ve PDCpromAsull-R primerleri kullanilarak PZR ile elde
edilen PDC promotoru

PZR ile ¢ogaltilan PDC promotoru agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.31).
Daha sonra PDC promotoruna ait fragment izole edilmistir.
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Sekil 4.31. PDCpromBglll-F ve PDCpromAsull-R primerleri ile yapilan PZR’nin jel
goriintiisii. 1kb:GeneRuler'™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)

Bunu takiben lineer hale getirmek ve ligasyona uygun olmasi i¢gin pGAPZB
(2882 bg) plazmiti GAP promotorunun bulundugu bélgeden Bglll ve Asull (Bsp119l)
restriksiyon enzimleriyle kesilmistir (Sekil 4.32a). Jel tizerinden 2392 bg¢ uzunlugundaki
DNA pargasi alinip ligasyon i¢in izole edilmistir (Sekil 4.32Db).

BglIL (1)
|

_Asull - Bsp1191 (485)

PGAPZ B
2882 bp

a b

Sekil 4.32 a) pGAPZB plazmitinin Bglll ve Asull (Bsp119l) restriksiyon enzimleri ile
kesilip b) jelden alinmasi. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)
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PDC promotorunun lineer pGAPZB plazmitine ligasyonunun sematik gosterimi
Sekil 4.33’de verilmistir. Yeni plazmit pPDCpromZB olarak isimlendirilmistir.

Bglll

Bspl1191
pPDCpromZB
3924 bp
INSERTT
FRAGMENT Replace Flip and insert
Bglll (1) — Bsp119I (485) Bspl19I {4) — BgIII {1528}

BglII

Bspl191

Bsp1191 BglII

L PAS_chr3_0189 |

PDCpromBgl IIF-Asu IIR
1535 bp

pGAPZ B
2882 bp

Amplify
PCR 383,970 .. 385,488

LEEERT

MNC_012965
2,245,428 bp

Sekil 4.33. PDC promotorunun lineer pGAPZB plazmitine ligasyonunun
(pPDCpromZB ) sematik gosterimi

Ligasyon sonrasi elde edilen karigim E. coli XL1-Blue hiicrelerine aktarilmustir.
Ardindan icerisinde LB Lennox (25 pg/mL zeosin igeren) kati besiyerine sahip
plakalara tireyebilmeleri i¢in hiicrelerin ekimleri yapilmigtir.
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Ligasyon sonucu elde edilen pPDCpromZB plazmiti i¢in gelisen hiicrelerden 8
adet koloni segilmistir. Daha sonra Asull (Bsp119I) restriksiyon enzimi ile kesilmis ve
jelde yiiriitiiliip kontrolii yapilmistir (Sekil 4.34). Jel iizerinde yaklasik olarak 3900 bg
uzunlugunda DNA parg¢alarinin olusumu beklenmistir. Sonug olarak secilen 8 koloniden
sadece 2., 3., 7. ve 8. kolonilerdeki plazmitlerin dogru oldugu tespit edilmis ve ilerleyen
calismalarda kullanilmak iizere 7. koloni hiicreleri -80°C sicaklikta muhafaza altina
alimmustir.

Sekil 4.34. pPDCpromZB plazmiti igin secilen 8 adet koloninin Asull (Bsp119l)
restriksiyon enzimi ile kontrolii. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas)

L-laktik asit tiretiminde kullanilacak Bos taurus L-laktat dehidrogenaz (LDH)
geninin elde edilen ekspresyon plazmiti pPDCpromZB’ye ligasyonu ig¢in ilk 6nce
pGAPZB-LDH (Sekil 4.35a) ve pPDCpromZB plazmitleri Asull (Bsp119l) ve Xbal
enzimleri ile (Sekil 4.35b) kesilmistir.
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PGAPZ-BT-LDH

pPDCpromzB

3824 bp 3924 bp

o

6"‘»‘,

Asull (1527)
Xbal (1600)

Xbal (1500)

Sekil 4.35. a) pGAPZB-LDH ve b) pPDCpromZB’nin Asull (Bsp119l) ve Xbal
enzimleri ile kesilerek lineer hale getirilmesi

pGAPZB-LDH ve pPDCpromZB’nin Asull (Bspl119l) ve Xbal enzimlerle
kesimleri sonucu pPDCpromZB-LDH plazmitini elde etmek amaciyla jelden alinma
goriintiileri Sekil 4.36°da gosterilmistir.

~1000

a b

Sekil 4.36. a) pGAPZ-Bt-LDH ve b) pPDCpromZB’nin Asull (Bspl119l) ve Xbal
enzimleri ile kesilmesi sonucu jelden alinma gorintiisii. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus
DNA Ladder (Fermentas)
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LDH geninin pPDCpromZB plazmitine ligasyonunun sematik gdosterimi Sekil
4.37°de verilmistir. Yeni plazmit pPDCpromZB-LDH olarak isimlendirilmistir.

Abal

PROCprom?-BILDH
4k bp

IMSERTT

FRAGHENT Reglace

syl (1527) — Kbal {1600)

Byl

Asull - Bspl 191
Abal

PPOCpromIB
Nk

INSEI‘!TT

Ingert
daull (4%5) - bal (1500)

Asull
Ecokl

Khal

pGAPZ-BT-LDH
3824 bp

II\EERTT

FRAGHENT | periace
Bglll (1} = Bep11G] (485)

Byltl

Bap1191

PGAPT B
2082 bp

fip and insart FRAGMENT [gapiace
BapL131{4) = Bl (1526) £kl (495) = ¥bal (558)

EcoRl
¥hal

Bspllgl gl

s i s |

POCpromBgl 1IF-Asu TIR
1535 bp

PGAPT B
087 bp

Amphéy
PCR 3,970 .. 35488

03488

NC_012963
2548,430 bp

Insert
EcoRl (1) = Xbal {1006}

Leokl ¥hal

BosTaurus LDH_ORT
1001 by

Sekil 4.37. LDH geninin pPDCpromZB plazmitine ligasyonunun sematik gosterimi
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Ligasyon sonrasi elde edilen karigimin E. coli XL1-Blue hiicrelerine aktarimi
yapilmistir. Ardindan igerisinde LB Lennox (25 pg/mL zeosin igeren) kati besiyeri
bulunan plakalara iireyebilmeleri igin hiicrelerin ekimleri yapilmistir. Ligasyon sonucu
elde edilen pPDCpromZB-LDH plazmiti i¢in gelisen hiicrelerden 3 adet koloni
secilmistir.

Daha sonra Asull (Bsp119l) ve Xbal restriksiyon enzimleri ile segilen bu
koloniler kesilmis (Sekil 4.38a) ve jelde yiiriitiilip kontrolii yapilmistir (Sekil 4.38b).
Jel iizerinde yaklasik olarak 3850 b¢ ve 1000 bg¢ uzunlugunda DNA parcalarinin
olusumu beklenmistir. Sonug olarak secilen 3 koloniden yalniz 2. ve 3. kolonilerdeki
plazmitlerin dogru oldugu tespit edilmis ve hiicreler -80°C sicaklikta muhafaza
edilmistir.

pPDCpromZ-BtLDH
4866 bp

ool LN cye, t
L

a b

Sekil 4.38. a) pPDCpromZB-LDH plazmiti Asull (Bsp119l) ve Xbal restriksiyon
enzimi ile kesilmesi ve b) jelde kontrolii. 1kb: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder

(Fermentas)

P. pastoris X33 ve FA115 suslarina aktarilmak tizere 2. koloni hiicrelerine ait
pPDCpromZB-LDH plazmiti kullanilmistir. Plazmiti lineer hale getirmek i¢in Pdml
restriksiyon enzimi kullanilmistir (Sekil 4.39a). Enzimle kesme islemi jelde kontrol
edilmistir (Sekil 4.39b).
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pPDCpromZ-BtLDH
4866 bp

mowold [k Cve, :
(O

Mes
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foe
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o 54
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§ ot
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a b

Sekil 4.39 a) pPDCpromZB-LDH plazmitini lineer hale getirmek i¢cin Pdml restriksiyon
enzimi kullanilmasi ve b) jelde kontrol edilmesi. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA

Ladder (Fermentas)

Daha sonra kompotent P. pastoris X33 ve FA115 suslarma gen aktarimina
baslanmistir. Gen aktarimi islemi i¢in elektroporasyon (eppendorf eporator) teknigi
kullanilmis, bu islem cihazin 5 ms 1500 Volt uygulayacak sekilde ayarlanmasiyla
gergeklestirilmistir. Aktarma islemi gergeklestirilmis hiicreler 100 pg/mL zeosin igeren
YPD kat1 besiyerlerine ekilmis, 30°C’de 2 giin inkiibasyona birakilmigtir. 2 giin
sonrasinda gelisen kolonilerden onar tanesinin YPD s1vi besiyerine ekimleri yapilmis ve
30°C’de bir gece calkalamali inkiibatorde cogaltilmislardir. Genomik DNA’nin
saflastirilmasmin ardindan klonlarin dogrulugunun ve gen kopya sayisinin belirlenmesi
amaciyla Southern blot analizi yapilmistir. Bunun i¢in radyoaktif olmayan DIG
HighPrime DNA Labeling and Detection Starter Kit II (Roche) iireticinin talimatlar1
dogrultusunda kullanilmistir.

Metotta ilk o©nce, Southern blotta kullanilan prob igin PDCprom Sspl
restriksiyon enzimi ile kesilip jel tizerinden 620 b¢ uzunlugundaki fragment alinmis
(Sekil 4.40) ve DIG ile etiketlemeye hazir hale getirilmistir.
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Sekil 4.40. Southern blotta kullanilan DIG etiketli prob i¢cin PDCprom’un Sspl
restriksiyon enzimi ile kesilip jel iizerinden almmasi. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA
Ladder (Fermentas)

Prob i¢in yaklasik 3 ug DNA etiketleme islemine tabi tutulmustur. Probu
olugturan reaksiyon karistmi DIG kitin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmis ve
37°C’de yaklasik 20 saat boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonucu
elde edilen probun etkinlik diizeyi Sekil 4.41°de verilmistir.

Sekil 4.41. PDC promotoru iizerinden elde edilen ve DIG etiketli probun etkinlik
diizeyi

Southern blot analizinde kullanilacak probun uygunlugu goriilmiis ve bunun
ardindan ilk olarak FA115 ve X-33 suslarindan elde edilen genomik DNA’lar
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DNAMAN 7.0 programi kullanilarak yapilan restriksiyon analizi sonucu belirlenen Scal
restriksiyon enzimi ile kesilmistir (Sekil 4.42).

1kb DIG F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 XI10 DIG 1kb

Sekil 4.42. FA115 ve X-33 sugslarindan elde edilen genomik DNA’larin Scal
restriksiyon enzimi ile kesimini gosteren jel gorintiisii. 1kb:GeneRuler'™ 1kb Plus
DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG etiketli markir

Jel tlizerinden membrana aktarilan DNA parcalar1 hibridizasyon asamasmdan
sonra X-isin1 filmi {lizerinde kontrol edilmistir. Teorik olarak, tekli baglanma ig¢in
pPDCpromZB-LDH’dan 4866 bg, Scal fragmentinden ise 5275 bg¢ gelen olmak {izere
toplam 5486 bg biiyiikliigiinde, ikili baglanma i¢in 10352 bg ve iiglii baglanma i¢in ise
15218 b¢ uzunlugunda bantlar beklenmistir. Protokole uygun olarak gergeklestirilen
Southern blot analizi ile pPDCpromZB-LDH ekspresyon kaseti aktarilan suslar
belirlenmistir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. pPDCpromZB-LDH aktarilan suslarin Southern blot analizi sonucu X-1sin1
filminin gorintisi. 1kb:GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), DIG: DIG
etiketli markar

X33 ve FA115 suslarina PDC promotoru kullanilarak aktarilan LDH geni F3,
F4, F5, F6, X2, X5, X6, X9 ve X10 klonlarinda tek kopya bantina sahipken F7’de iki ve
F10’da ise ii¢c kopya bant1 gozlenmistir. Diger klonlarda bilinmeyen sayida ve farkli
yerlerde bantlar belirlenmistir.

Pichia pastoris mayasinda L-laktik asit tretimi igin, PDC promotoru
kullanilarak aktarilan LDH genini tek, iki ve ii¢ kopya ekspresyon plazmiti olarak igeren
klonlar, ilk olarak erlenmayer kosullarinda test edilmistir. Bunun ardindan kesikli ve
kesikli beslemeli fermentasyon kosullarinda denemeler gergeklestirilmistir.

4.3.2. Erlenmayer kosullarinda iiretim calismalari

PDC promotoru kullanilarak aktarilan LDH genini tek kopya olarak tasiyan X33
ve FA115 susu 5ml YPD besiyeri igeren test tiiplerine ekilmis ve 28°C’de 24 saat 250
d/d’de inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Bu hiicreler, baslangi¢c yogunlugu ODgoonm=0,1
olacak sekilde, 50 ml %6 glukoz igeren BMDY (%2 pepton, %1 maya ekstrakt ve 100
mM pH 6 fosfat tamponu) sivi besiyerinde 250 ml’lik erlenmayerler i¢in inokulum
olarak kullanilmustir. Inkiibasyon 28°C’de 150 d/d’de gerceklestirilmistir. 12., 24., 36.,
48. ve 60. saatlerde gelisen hiicrelerden 6rnekler alinarak ODgoonm, glukoz (g/L), etanol
(9/L) ve L-laktik asit (g/L) parametreleri analiz edilmistir. S6z konusu denemeye iligkin
sonuglar Sekil 4.44 icerisinde bulunan grafiklerde verilmistir.
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0 0.00 .@ - - -
12 24 36 48 60 12 24 36 48 60
Saat Saat
45.00 - 300 +
40.00 - - 1
250
35.00 - -
~~ ——— }— }—
= 2000 7 mFA1151dh 2001
B 2500 tek kopya g ) | WFAIIS-dh
e 20.00 331k Da 15.0 1 tek kopya
o] : 9
g 15.00 - tek kopya 100 - — =X33-ldh
tek kopya
1000 - -
5.0 1
5.00 -
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Sekil 4.44. Erlenmayer kosullarinda tek kopya suslara ait L-laktik asit (g/L), glukoz
(g/L), etanol (g/L) ve ODgoonm degerlerine ait grafikler

PDC promotoru kullanilarak aktarilan LDH genini tek kopya olarak tasiyan X33
ve FA115 suslar1 erlenmayer kosullarinda 24. saatte birbirine yakin miktarlarda L-laktik
asit (16,4+0,3 ve 15,0+0,5 g/L) tiretimi gerceklestirmislerdir. Ancak X33-1dh susu ayni
zamanda etanol iiretimi de gerceklestirdigi i¢cin glukozu 24 saat sonunda tiikketmis ve L-
laktik asidi karbon kaynagi olarak kullanmaya baslamistir.

4.3.3. Fermentor kosullarinda iiretim ¢cahsmalan
4.3.3.1 Kesikli fermentor kosullarinda iiretim

GAP ve PDC promotorlar1 vasitasiyla LDH geni aktarilmig Pichia pastoris
suslar1 kullanilarak kesikli fermentor (baslangi¢ asamasindan itibaren sicaklik ve
oksijen seviyesinin sabit tutuldugu, ayrica gerekli zamanlarda kopiik kirict eklendigi
ortam) calismasi yapilmistir. S6z konusu fermentorlere ait L-laktik asit (g/L), glukoz
(g/L), etanol (g/L) ve ODggonm sonuglart Sekil 4.45°de goriilen grafiklerde verilmistir.
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Sekil 4.45. Kesikli fermentor calismasmna ait L-laktik asit (g/L), glukoz (g/L), etanol
(9/L) ve ODggonm sonuglarina ait grafikler

GAP ve PDC promotorlar1 vasitasiyla LDH geni aktarilmig Pichia pastoris
suslar1 kullanilarak kurulan kesikli fermentor ¢alismasinda, L-laktik asit (g/L) tiretimini
en yliksek X33 pGAP-LDH (9,5 g/L) ve FA115 pPDC-LDH (9,4 g/L) tek kopya suslar1
tarafindan gerceklestirildigi belirlenmistir.

4.3.3.2 Kesikli beslemeli fermentor kosullarinda iiretim

GAP ve PDC promotorlar1 ile LDH geni aktarilmis Pichia pastoris suslari
kullanilarak kurulan Kkesikli beslemeli ferment6ér kosullar1 (baslangig¢ asamasindan
itibaren sicaklik, pH ve ¢6ziinmiis oksijen sabit tutuldugu; gerekli zamanlarda kopiik
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kirict eklendigi, ayrica glukozun bittigi noktada 200 g besleme yapildigi ortam)
caligmasinda elde edilen ODgponm Ve yas hiicre agirligi sonuglari Cizelge 4.2°de,
verilmistir.

Cizelge 4.2. Kesikli fermentor ¢alismasima ait yas hiicre agirligi ve ODgoonm sonuglari

X33 pGAP-LDH tek kopya

X33 pPDC-LDH tek kopya

FA115 pGAP-LDH tek kopya

Siire oD Yas hiicre Siire oD Yas hiicre Siire oD Yas hiicre
(Saat) 600N asirhg (g/L)  (Saat) 8000 agirhg (g/L)  (Saat) 800nm  agyrhg (g/L)
12 9,4 24,6 12 8,2 249 12 6,2 22,3
14 17,2 31,5 14 17,4 46,6 14 10,5 31,3
16 27,5 56,6 16 31,1 65,5 16 154 35,8
18* 45,5 72,4 17* 40,3 70,9 18 25,8 42,7
20 47,9 80,1 20 51,8 73,5 20 29,7 51,5
21 52,8 87,1 21 58,4 86,7 21* 34,7 60,3
22 56,8 92,4 22 58,8 88,6 22 31,4 57,4
23 72,0 108,7 23 61,2 97,3 23 32,6 63,1
24 79,4 105,6 24 74,0 109,4 24 34,9 70,6
25 78,6 107,8 25 84,8 120,0 25 40,6 80,3
26 96,8 1134 26 101,6 1144 26 45,0 82,1
30 84,0 115,2 30 95,6 109,4 28 56,8 95,4
30 67,6 1135
36 69,6 110,8

FAL115 pPDC-LDH tek kopya

FA115 pPDC-LDH 2 kopya

FA115 pPDC-LDH 3 kopya

Siire ODssorm }(as !u'icre Siire ODgorm }{as !lﬁcre Siire ODsgorm }{as Pﬁcre
(Saat) agirhg (g/L) (Saat) agirhg (g/L) (Saat) agirhg (g/L)

12 7,9 24,4 12 8,6 30,5 12 9,4 33,0

14 9,6 28,8 14 13,6 33,8 14 13,0 40,5

16 14,8 32,0 16 18,2 38,3 16 18,0 45,8

18 19,1 43,3 18 25,1 47,9 18 28,3 62,4

20 28,4 66,3 20 31,7 60,1 20 37,4 65,6

22 34,5 73,8 21,5* 41,0 65,8 22* 47,2 71,0

23* 41,4 77,3 23 47,5 63,8 23 57,6 73,6

25 54,0 86,7 24 51,3 69,5 24 64,5 78,9

26 53,4 92,6 25 58,4 77,3 25 73,8 86,7

27 59,6 95,5 26 69,0 93,8 26 85,0 103,2

28 66,2 97,8 28 84,0 108,5 28 88,0 127,9

29 73,8 110,4 30 109,0 130,3 30 114,0 148,8

30 88,2 120,9 36 128,0 169,0 36 156,0 187,0

32 101,0 122,0

34 110,8 129,1 *200g glukozun eklendigi zaman

GAP ve PDC promotorlar1 ile LDH geni aktarilmig Pichia pastoris suslari
kullanilarak kesikli beslemeli fermentor ¢caligmasi yapilmistir. Elde edilen glukoz (g/L),
L-laktik asit (g/L) ve etanol (g/L) sonuglari ise Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Kesikli fermentor ¢alismasina ait glukoz (g/L), L-laktik asit (g/L) ve etanol
(g/L) sonuglar1

X33 pGAP-LDH tek kopya X33 pPDC-LDH tek kopya FA115 pGAP-LDH tek kopya
L- L- L-
Siire  Glukoz Laktik Etanol | Siire Glukoz Laktik Etanol Siire Glukoz  Laktik
(Saat) (o/L) Asit (o/L) | (Saat) (o/L) Asit (go/L) (Saat) (o/L) Asit
(9/L) (9/L) (9/L)
0 51,4 0,1 0,2 0 54,0 0,1 0,1 0 52,4 0,1
12 39,8 2,2 0,3 12 33,6 19 0,2 12 42,6 11
14 25,2 3,5 0,7 14 24,4 2,5 0,3 14 35,4 15
16 12,3 5,6 1,3 16 13,5 3,5 0,3 16 30,2 2,5
18 1,3 7,8 1,7 17 12 4,8 0,2 18 23,2 3,5
+Glukoz  124,6 7,0 1,3 | +Glukoz 1215 4,6 0,2 20 7,0 4,5
20 1224 9,6 1,7 20 87,0 7,3 0,5 21 3,0 54
21 105,8 12,5 2,1 21 78,2 9,0 0,7 +Glukoz 123,0 4,0
22 86,4 15,0 2,5 22 65,9 10,3 0,9 22 113,6 4,5
23 69,1 18,5 3,2 23 48,3 11,9 14 23 111,8 6,4
24 52,5 22,0 3,9 24 35,0 14,1 3,5 24 108,6 7,1
25 36,6 28,2 4,9 25 20,8 15,4 6,4 25 103,5 7,9
26 5,4 25,6 6,5 26 7,2 18,0 8,4 26 90,0 9,2
30 4,5 25,0 3,9 30 4,7 17,8 6,0 28 57,3 19,7
30 4,7 26,0
36 4,9 23,9
FALLS pE;SALDH K| FA115 pPDC-LDH 2 kopya | FAL15 pPDC-LDH 3 kopya
L- L- L-
Siire  Glukoz Laktik | Siire Glukoz Laktik Siire Glukoz Laktik
(Saat)  (g/L) Asit (Saat) (o/L) Asit (Saat) (o/L) Asit
(9/L) (9/L) (9/L)
0 46,6 0,1 0 49,4 0,08 0 49,0 0,06
12 47,2 0,5 12 41,0 2,36 12 42,0 2,20
14 42,4 1,0 14 36,6 3,22 14 36,4 3,54
16 30,4 1,5 16 28,3 4,26 16 29,2 4,46
18 24,2 2,2 18 21,6 5,78 18 22,8 5,98
20 18,1 2,9 20 12,0 7,26 20 11,3 7,46
22 7,4 3,5 21,5 1,4 8,36 22 1,4 7,92
23 32 3,8 |+Glukoz 111,0 7,70 | +Glukoz 117,5 7,40
+Glukoz 113,0 3,7 23 105,5 8,85 23 110,0 8,50
25 98,6 5,0 24 97,0 9,80 24 104,5 9,55
26 88,5 7,3 25 89,5 11,40 25 94,0 11,35
27 79,0 11,0 26 78,0 14,00 26 83,0 14,05
28 60,7 15,9 28 21,5 29,20 28 25,2 24,4
29 40,5 19,1 30 5,6 38,00 30 8,0 31,20
30 26,7 25,7 36 5,8 25,60 36 4,7 27,30
32 8,1 31,4
34 4,0 30,8

GAP ve PDC promotorlar1 vasitastyla LDH geni aktarilmis Pichia pastoris
suslar1 kullanilarak kurulan kesikli fermentoér ¢alismasinda, L-laktik asit tiretimini en
yiksek FA115 pPDC-LDH iki kopya susu 38,0 g/L ile saglamistir. Bunu takiben
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sirastyla, FA115 pPDC-LDH tek kopya ve ii¢ kopya suslarinin 31,4 ve 31,2 g/L
tirettikleri gortilmiistiir. FA115 pGAP-LDH tek kopya susunun 26,0 g/L, X33 pGAP-
LDH ve X33 pPDC-LDH tek kopya suslarinin ise 28,0 ve 18,0 g/L L-laktik asit
iirettikleri belirlenmistir.

Fermentor kosullarinda yapilan {iretim c¢aligmalarinin tamami, Sekil 4.46°da
aktif bir ¢aligma sirasinda ¢ekilen fotografi goriilen, Sartorius Stedim Biostat® B
reaktoriinde gergeklestirilmistir.

Sekil 4.46. Fermentor uygulamasi sirasinda ¢ekilen fotograf (Sistem; Sartorius Stedim
Biostat® B 2x5 L Bioreactor)
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5. TARTISMA

Son zamanlarda biiyiik 6nem kazanan polilaktik asit (PLA), su ve karbondioksite
pargalanma 6zelligi ile biyobozunur mataeryallere alternatif bir kaynaktir. Laktik asit
(LA); gidalarda lezzet artirict ve koruyucu; kimya, ilag, deri ve tekstil sanayinde dnemli
ve ¢ok yonlii kullanimi olan bir kimyasaldir. Diinya ticaretinde laktik asit, yillik
ortalama %30’la en yliksek artig gosteren ticari metalardan biri haline gelmistir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda laktik asidin optik safliginin; kristalizasyon,
termostabilite, biyolojik bozulma derecesi ve performans degerleri gibi fiziksel
ozellikleri tlizerinde ¢ok etkili oldugu bildirilmektedir. Bu bakimdan yiiksek saflikta
laktik asit iiretimi i¢in uygulanan teknolojiler 6nem kazanmistir. Fakat yiiksek saflikta
elde edilen laktik asidin diisiik maliyetli olmasi onemlidir. Bakterilerden laktik asit
tretimi bakterilerin zengin besin maddelerine ihtiya¢ duyduklar1 i¢in maliyetlidir.
Ayrica, yiiksek asitli ortamlara dayanimlar1 azdir; bu yiizden, laktik asit iiretimi
sirasinda verimi arttirmak i¢in laktik asidin ortamdam uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Laktik asit tiretimi i¢in, alternatif ekspresyon sistemleri olarak maya tiirlerine
ilgi artmistir. Ornegin, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Candida boidinii,
Pichia stipitis ucuz biiylime ortaminda gelisen, diisik pH ve organik asitlere nispeten
daha dayanikli organizmalardir.

Pichia pastoris rekombinant protein iiretiminde konuk¢u organizma olarak
yaygin ve basarili bir sekilde kullanilan metilotrofik bir mayadir. P. pastoris,
biyoteknoloji, ilag endiistrisi ve akademik arastirmacilar tarafindan rekombinant protein
iretimi i¢in ihtiya¢ duyulan bir ekspresyon sistemidir. P. pastoris, bakteriler gibi, tek
karbon kaynag1 olarak metanol, glukoz, gliserol veya etanol i¢eren ucuz besiyerlerinde
hizla gelisme gosterebilmektedir. Ayrica, insanlar gibi, 6karyotik bir organizmadir ve
bir¢cok 6karyotik transkripsiyon sonras1 modifikasyonlar1 gergeklestirebilmesi, heterolog
proteinleri hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 olarak cok yliksek miktarlarda iiretebilme
kapasitesine sahip olmasi, bakterilere gore daha iyi olanaklar saglamaktadir.

Bu tez kapsaminda P. pastoris mayasinda L(+)-laktik asit tiretimi
gerceklestirilmistir. P. pastoris’in laktik asit tiretimi igin kullanilmasinin sebebi laktik
asit lretiminde kullanilan mikroorganizmalardan ¢ok daha diisiik pH’larda gelisme
gosterebilmesidir. Buna ilaveten, L(+)-laktik asit biyolojik olarak tiiketilebilmesi ve ilag
amagli kullanilabilmesi bakimindan D(-)-‘ye gore daha 6nemlidir.

Calismanm ilk asamasinda P. pastoris PDC (piriivat dekarboksilaz) geni inaktif
hale getirilmistir. Pirtivat1 L-laktik aside yiikseltgeyecek olan L-laktat dehidrogenaz
geni mayaya GAP (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) ve PDC (piriivat
dekarboksilaz) promotorlar1 kotrolii altinda iiretilmistir. Gen kaynagi olarak sigir (Bos
taurus) L-laktat dehidrogenaz geni kullanilmustir. Uretim calismalar1 calkalamali
inkiibatorde erlenler igerisinde yapilmistir. Daha sonra, verimli suslar 5-L fermentor
ortaminda  kesikli ve  yari-kesikli  fermentasyon  kiiltiirlerinde  {retimler
gerceklestirilmistir.

PpPDC geninin inaktif hale getirilmesi i¢in ilk 6nce PDCFATG / PDCRSTP
primerleri kullanilarak PZR’de cogaltilan PpPDC geni, jel piirifikasyonundan sonra
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pJET1.2 vektoriine aktarilmigtir. Elde edilen yeni plazmit pJET1.2-PDC olarak
adlandirilmistir. Plazmit E.coli XL1 Blue hiicrelerine aktarimi yapilmis ve rekombinant
klonlar mavi/beyaz tarama yontemi ile se¢ilmistir. Yeni plazmit pJET1.2-PDC, PpPDC
geninin orta bolimiiniin disiiriilmesi igin kesme enzimiyle (Sacl) kesilmistir. Pichia
ekspresyon vektorii pA0815 kesme enzimleri (BamHI — Bglll) ile kesilip HIS4 geni elde
edilmis ve lineer hale getirilmis plazmide baglanmistir. Daha sonra PZR ile aktarilacak
inaktif gen elde edilmisti. Bu gen elektroporatér vasitasiyla kompotent P. pastoris
GS115 suslarma aktariimistir. Once PZR’da genin P. pastoris GS115 genomuna girdigi
belirlenmistir. Daha sonra Southern Blot metoduyla genom iizerinde dogru yere
baglandig1 belirlenen suslar -80°C’de muhafaza altina alinmistir. Ayrica, elde edilen
susun etanol iretimi gerceklestiremedigi belirlenmistir. Bununla birlikte, ayni susun
piriivat dekarboksilaz enzim aktivitesi gostermedigi igin P. pastoris’te PDC geninin bir
kopya oldugu sonucuna varilmistir. S6z konusu analizler ve testler sonucunda PDC
geninin inaktif oldugu ispatlanmistir. Elde edilen bu susa FA115 ismi verilmistir. Bu
caligmayla ilk defa laktik asit tiretimi i¢in Pichia pastoris PDC (piriivat dekarboksilaz)
geni inaktif hale getirilmistir.

Pirtivat1 L-laktik aside yiikseltgeyecek olan sigir (Bos taurus) genomuna ait L-
laktat dehidrogenaz (LDH) geni mayaya GAP promotor kontrolii altinda iiretimi
gerceklestirilmistir. Bu asamada ilk 6nce LDH geninin, kesme enzimleriyle (EcoRI —
Xbal) kesilip lineer hale getirilmis P. pastoris ekspresyon vektorii olan pGAPZB’ye
baglanmasi saglanmistir. Baglanma sonucu olusan plazmidin (pGAPZB-BtLDH) PDC
geninin inaktif hale getirildigi sus (FA115) ile X-33 susuna aktarimi yapilmistir. Daha
sonra Southern Blot metodu sayesinde, plazmidin genom {izerinde dogru yere
baglandig1 belirlenen suslar -80°C’de muhafaza altina alinmistir.

Ikinci asamada, s1gir (Bos taurus) genomuna ait L-laktat dehidrogenaz (L-LDH)
geni, pGAPZB-BtLDH plazmidinden kesme enzimleriyle (Asu Il — Xba I) kesilip
saflagtirilmistir. pPGAPZB plazmidinden GAP promotor bolgesi kesilip (Asu IT — Bgl I1)
yerine, PDC promotor bolgesi yerlestirilmistir. Olusan pPDCpromZB plazmidi daha
sonra kesme enzimleriyle (Asu Il — Xba I) kesilip, i¢erisine elde ettigimiz L-LDH geni
yerlestirilmistir (pPDCZ-BtLDH). Son asamada, elde edilen plazmit FA115 ile X-33
susuna gen aktarimi yapilmistir. Ardindan Southern Blot metoduyla genom tizerinde
dogru yere baglandigi belirlenen suslar -80°C’de muhafaza altina almmistir. GAP
promotoru ¢ok yaygin kullanilmasi ragmen, ilk defa bu ¢alismayla P. pastoris’te PDC
promotoru kullanilmustir.

Yapilan ilk denemeden elde edilen sonuglara gore, GAP promotoru kullanilarak
aktarilan LDH genini tek kopya olarak tasiyan FA115 susu; erlenmayer kosullarinda,
calkalamali inkiibasyonda 150 d/d’de yapilan L-laktik asit tiretimi, 200 d/d’de yapilana
gore daha yiliksek degerlere ulasmistir. Bu sonuca gore daha sonra yapilan erlenmayerle
calkalamali inkiibasyon ¢aligmalarinda 150 d/d kullanilmistur.

GAP promotoru kullanilarak aktarilan LDH genini tek kopya olarak tagiyan X33
(13,5 g/L), FA115 (10,8 g/L) susuna gore %5 glukoz kosullarinda nispeten daha yiiksek
miktarlarda L-laktik asit tretimi gergeklestirmistir. PDC promotoru kullanilarak
aktarilan LDH genini tek kopya olarak tasiyan X33 (16,4 g/L) ve FA115 (15,0 g/L)
suslar1 erlenmayer kosullarinda 24. saatte birbirine yakm miktarlarda L-laktik asit
tiretimi  gergeklestirmislerdir. Ancak X33-ldh susu ayni zamanda etanol iiretimi de
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gerceklestirdigi icin glukozu daha hizli tiiketmis ve L-laktik asidi karbon kaynagi olarak
kullanmaya baslamistir.

GAP ve PDC promotorlar1 kontrolii altinda LDH geni aktarilmis P. pastoris
suslart kullanilarak kesikli fermentor ¢alismasinda, L-laktik asit Giretimini en yiiksek
X33 pGAP-LDH ve FA115 pPDC-LDH tek kopya suslari tarafindan yaklasik 9,5 g/L
olarak ger¢eklestirildigi belirlenmistir.

Cizelge 5.1°de kesikli-beslemeli fermentor ¢alismasinda elde edilen sonuglarin
ortalamalari, standart sapma (STD) degerleri ve aralarindaki farklarin Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore Onem seviyeleri verilmistir. Yapilan c¢oklu karsilastirma
testine gore verilen harfler (A, B, C ve D) arasindaki farklar dnemli bulunmustur.

Cizelge 5.1. Kaesikli-beslemeli fermentor c¢alismasinda elde edilen sonuglarin
ortalamalari, standart sapma degerleri ve aralarindaki farklarin Duncan c¢oklu
karsilastirma testine gére 6nem seviyeleri.

Kullanilan Sus Ortalama STD  Onem Seviyesi*
FA115 PDC-LDH iki kopya 38.0 11 A
FA115 PDC-LDH tek kopya 314 2.0 B
FA115 PDC-LDH ii¢ kopya 31.2 2.4 B
X33 GAP-LDH tek kopya 28.2 2.7 C
FA115 GAP-LDH tek kopya 26.0 1.0 C
X33 PDC-LDH tek kopya 18.0 1.8 D

Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére énemli degildir
(P<0.05)

Kesikli-beslemeli ferment6r ¢alismasinda; L-laktik asit {iretimini en yiiksek (A),
38,0 g/L ile FA115 pPDC-LDH iki kopya susu saglamistir. Sirasiyla, FA115 pPDC-
LDH tek kopya ve li¢ kopya suslarinin 31,4 ve 31,2 g/L iiretim degerleri arasinda fark
goriilmemis olup ikinci seviyede (B) bir iiretim elde edilmistir. X33 pGAP-LDH ile
FA115 pGAP-LDH tek kopya suslarinin 28,0 ve 26,0 g/L iiretim degerleri arasinda fark
goriilmemis olup tiglincii seviyede (C) bir tiretim saglamislardir. X33 pPDC-LDH tek
kopya susu ise 18,0 g/L L-laktik asit iiretimi ile en diisik (D) L-laktik asit tretimi
gerceklestirmistir.

Laktik asidin rekombinant olarak iretildigi bir¢ok arastirma mevcut
bulunmaktadir. Bu aragtirmalar arasindan bazilar1 ile ilgili bulgular Cizelge 5.2°de
verilmistir.
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Cizelge 5.2. Daha Once yapilan bazi rekombinant laktik asit liretim ¢aligmalarina ait
verim (g/g) degerleri.

Organizma Verim (g/g)* Referanslar

Escherichia coli 0,80-0,99 Chang vd. 1999; Zhou vd. 2003
Lactobacillus plantarum | 0,85-0,97 Wee vd. 2006; Okano vd. 2010
Aspergillus brasiliensis | 0,23-0,37 Liaud vd. 2015

S cerevisiae 016082 | g\ 2008; Brancuard v 2006
Candida utilis 0,69-0,91 Tamakawa vd. 2012

Pichia stipitis 0,59 [lmén vd. 2007

P. pastoris 0,70 de Lima vd. 2016

P. pastoris 0,27 Bu calisma

* gram laktik asidin gram toplam seker miktarna orani

Yukarida belirtilen hem P. pastoris hem de diger mikroorganizmalarda
suslarinda yapilan laktik asit liretim calismalarinda elde edilen verim bu calismadan
elde edilensonuca gore daha yiiksek bulunmustur

En disiik L-laktik asit tiretimini her iki fermentor ortaminda da gergeklestiren
X33 pPDC-LDH susu ayni zamanda en yiiksek etanol iiretimlerini saglamistir. Bunun
sebebinin susun ayni sekans iizerinden hem etanol hem de L-laktik asit iiretmeye
calismasi oldugu diisiiniilmektedir.

PGAP-LDH genini tek kopya olarak igeren X33 ve FA115 suslar1 birbirine ¢ok
yakim L-laktik asit iiretimi ger¢eklestirmis, X33 pGAP-LDH susunun bir taraftan etanol
iiretimi yaptig1 diisiiniiliirse daha farkli bir fermentor kosulunda daha yiiksek verimler
elde edilecegi tahmin edilmektedir.

Her iki ferment6r kosulunda da, PDC promotorundan GAP promotoruna gére ya
benzer ya da daha fazla L-laktik asit iiretimi elde edilmistir. ilk defa bu calismayla
denenen PDC promotorunun gelecekte bir¢ok ¢alisma igin kaynak olabilecegini
gostermektedir.
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6. SONUC

Molekiiler biyoloji uygulamalarindan tip, ilag, gida ve tarim gibi genis bir alanda
faydalanilmaktadir. Bu nedenle molekiiler biyoloji biliminde yapilan gelismeler,
kullanildig1 alanlardaki roliine bagli olarak biiyiik imkanlar saglamaktadir.

Bu c¢alisma kapsaminda P. pastoris mayasinda L(+)-laktik asit {retimi
gerceklestirilmistir. P. pastoris simdiye kadar laktik asit tretiminde kullanilan
mikroorganizmalardan ¢ok daha diisiik pH’larda aktivite gdsterebilmesi ve gereksinim
duydugu gelisim ortaminin maliyetinin daha az olmasidir.

Calismada ilk olarak P. pastoris PDC (piriivat dekarboksilaz) geni inaktif hale
getirilmistir. Pirlivat dekarboksilaz enzim aktivitesi tayininden elde edilen sonuca gore
P. pastoris’te baska aktif PDC geni olmadigi sonucuna varilmistir. Bu ¢alismayla ilk
defa laktik asit tiretimi i¢in P. pastoris PDC geni inaktif hale getirilmistir.

Ayrica, farkli promotorlar kullanilarak fermentdér kosullarinda rekombinant
olarak L(+)-laktik asit iiretimleri gerceklestirilmistir. Uretimler, P. pastoris’te ilk defa
kullanilan PDC (piriivat dekarboksilaz) ve ¢ok yaygin kullanima sahip olan GAP
(gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) promotorlari ile karsilastirilmis ve tek bir kesikli
beslemeli fermentdr denemesinde 38,0 g/L L-laktik asitlik bir iiretimine ulasilarak
yiksek miktarda rekombinant protein iretiminin yapilabilecegi gdsterilmistir.
Fermentér ¢alismalarinda, PDC promotorundan elde edilen L-laktik asit {iretim
miktarlart GAP promotoruna gore ya benzer ya da daha yiiksek bulunmustur. Bu da ilk
kez bu ¢alismayla denenen PDC promotorunun, gelecekte de bir¢ok ¢alisma igin kaynak
olusturabilecegini géstermistir.

Bununla birlikte, ileride yapilabilecek; promotorlarin yeniden tasarimi, yeni
promotorlarin kullanimi, gen kopya sayisinin arttirilmasi, fermentasyon kosullar
optimize edilmesi gibi modifikasyonlarla ¢ok daha yiiksek L-laktik asit tiretim verimleri
elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, yapilacak olan
benzer ¢alismalara 151k tutacak niteliktedir.
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8. EKLER

Ek 1. Caligmada kullanilan primerler

plasmit dogrulama

Primer adx Hedef gen/Amag Sekans

PDC Dizileme ve|5-ATGGCTGAAATAACACTAGGAA
PDCFATG plasmit dogrulama CTTA-3"
PDCRSTP PDC Dizileme Vel s t1h AGCTGCGTTGGTCTGGC 3

pGAP Forward

Plasmit dogrulama

5'-GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-
3

37 AOX1

Plasmit dogrulama

5'-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

PDCprom Bgl Il F

PDCprom Dizileme
ve plasmit dogrulama

5-AAAGATCTGGTCATACAATATG
GGCTC-3’

PDCprom Asu Il R

PDCprom Dizileme
ve plasmit dogrulama

5-TTTTCGAATGTTGTGTACTAGCT
AATTG-3’
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Ek 2. Calismada Kullanilan Bos taurus LDH geninin DNA Dizisi

LDH gen sekansi 1011 b¢ ds-DNA

Kaynak :Bos Taurus
Orijin
1 gaattcatgg ctaccttgaa agaccagctt atccaaaact tgcttaaaga agagcatgtc

61 ccacaaaaca aaatcacaat cgtcggtgtc ggtgctgttg gtatggcttg tgccatttcc
121  atcttgatga aagatcttgc tgacgaggtt gccttggttg atgtcatgga ggacaagctt
181 aaaggtgaaa tgatggattt gcaacatgga tcattgtttc ttagaactcc taagatcgtt
241 agtggtaaag actacaacgt caccgctaac tccagattgg ttattatcac tgcaggtgct
301 agacaacagg agggagaatc cagattgaac cttgttcaga gaaacgtcaa catttttaag
361 ttcattatcc caaacatcgt taaatactct cctaattgca agttgcttgt tgtctccaat

421  ccagttgata ttttgacata tgtcgcttgg aaaatctcag gttttcctaa gaacagagtt
481  attggttcag gatgtaattt ggacagtgcc agattcagat atttgatggg agagagactt
541  ggagttcatc cattgtcttg ccacggttgg attttgggtg aacacggaga ttcttccgtt
601 cctgtctggt caggtgttaa cgtcgctgga gttagtttga aaaatcttca tccagagttg
661 ggaactgatg cagacaagga acaatggaaa gctgtccaca agcaggttgt cgattctgec
721  tacgaggtta ttaagttgaa gggttacaca tcttgggcaa tcggactttc cgtcgccgac
781  ttggcagaaa gtatcatgaa gaaccttaga agagttcatc ctatttccac catgatcaaa
841  ggtttgtacg gaattaagga agatgttttc ctttccgtcc catgtatttt gggtcaaaat
901 ggaatctcag acgttgtcaa ggttactttg acacacgaag aggaagcttg tttgaagaaa
961 tccgctgata cattgtgggg aatccagaaa gagttgcagt tttagtctag a
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