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Ozet

Bu galismanin amaci rekombinant ekspanzin proteini tiretim amaciyla kullanilacak olan LeExp1-pPIC9K vektorinin dizayn edilmesi
ve olusturulmasidir. Bu amagla domates (Solanum lycopersicum) genomundan toplam RNA izole edilmis ve spesifik primerler
vasitasiyla RT-PZR yontemiyle LeExpl genine ait olan komplementer DNA (cDNA) sentezlenmis ve ¢ogaltiimistir. LeExpl genine ait
cDNA pPIC9K vektoriine aktariimadan 6nce EcoRl ve Notl restriksiyon enzimleriyle kesilmis ve yine bu enzimlerle kesilmis olan
pPICIK vektoriine DNA ligaz enzimi kullanilarak eklenmistir. Klonlama islemi sonrasinda hedef geni iceren vektér JIM109 kompetent
E. coli hucrelerine 1si soku uygulamasiyla transforme edilmis ve antibiyotikli besiyerinde segilim gergeklestirilmistir. Antibiyotik
pozitif olan tek kolonilerin hedef geni tasiyip tasimadiklari koloni PZR ydntemiyle dogrulanmis ve E. coli hiicrelerinden plazmid
DNA’ler ekstrakte edilmistir. PZR sonuglarina gore 918 baz iftlik LeExpl geninin vektor igerisindeki varligi tespit edilmis ve dizi
analizleriyle dogru nikleik asit sekansina sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda molekiler analizler kullanilarak
rekombinant ekspanzin proteinin Uretilebilmesi igin gerekli olan vektoriin dogru bir sekilde olusturuldugu ortaya konulmustur.
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Design and Construction of Pichia pastoris Recombinant Expression
Vector Harboring Solanum lycopersicum Expansin Gene (LeExp1l)

Abstract

The aim of this study was design and construction of LeExp1-pPIC9K vector for recombinant expression of tomato expansin protein.
For this purpose total RNA was isolated from Solanum lycopersicum and LeExpl gene cDNA was amplified cloned from tomato
genome by using specific primers via PCR. LeExpl cDNA and pPIC9K vectors were digested with EcoRI - Notl and target gene was
ligated to the vector by using DNA ligase enzyme. After cloning the transgene the LeExpl-pPIC9K vector was transferred to
competent JM109 E. coli cells via heat shock transformation method and selected on antibiotic containing media. Antibiotic
resistant single colonies were picked and presence of the target gene was verified using colony PCR. The vectors harboring LeExpl
gene was extracted from competent E. coli cells via plasmid DNA extraction method. According to the PCR results, presence of 918
bp transgene in the vector verified and the amplified DNA fragment was sequenced to make sure the fidelity of the construct.
Based on the findings obtained in this study; it was determined that the vector required for recombinant expansin expression was
successfully designed and constructed.
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1.Girig

Rekombinant proteinler; enzim enddstrisi, ziraat,
biyofarmatik gibi o6nemli alanlarda; ilag, gida,
beslenme, deterjan, tekstil, deri, kagit, polimer,
plastik vb. birgcok Griniin retiminde blyilk katkilar
saglamaktadir [1]. ilk protein asisi 1796'da Jenner
tarafindan; ilk farmasotik protein (retimi ise
1922'de Banting ve Best tarafindan gerceklestiril-

mistir (insdlin). Modern biyoteknoloji temelleri ilk
olarak 1971'de atilmis ve bu tarihten 1-2 yil sonra
ise rekombinant DNA teknolojisi kesfedilmistir.
Enzim 1980-1990'larda  mikrobiyal
enzimlerin kullaniimasi ile gelismeye baslamistir.
Yiksek maliyet ve diisiik verime ragmen 1970'lerde
enzimlerin 6nemli bolima bitki ve hayvanlardan
geleneksel olarak elde edilmekte idi.
Mikroorganizmalarin bitki ve hayvanlardan daha

endustrisi
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hizli, daha ucuz c¢ogaltilmasi ve ayrica
mikroorganizmalarda istenen kalite ve miktarda
enzim Uretiminin yapilabilmesi mikrobiyal enzim
Uretim c¢alismalarini arttirmistir. Dolayisiyla 2000'li
yillarda enddistriyel enzimlerin toplam pazari iki
milyar dolara ulagsmistir ve bu rakam 2010'da ise
yaklasik olarak iki bucuk milyar dolar olarak tespit
edilmistir [1]. Proteaz grubu enzimler bu pazarin
%57'sini olugturmaktadir. Geriye kalan kisimda ise
amilaz, glukoamilaz, ksiloz izomeraz, laktaz, lipaz,
sellilaz, pullulanaz ve ksilanaz yer almaktadir. Gida
ve yem sanayii endistriyel enzimlerin en fazla

kullanildigr  alanlardir.  Endustriyel enzimlerin
yarisindan fazlasi maya ve kiflerden; %30'u
bakterilerden; %8'i  hayvanlardan ve %4'l

bitkilerden elde edilmektedir. Yiksek miktarlarda
protein elde etmek i¢in uzun yillar boyunca uygun
mikroorganizma arastirlmis ve mutasyondan
faydalaniimigtir [2].

Rekombinant DNA teknolojisi saglamis oldugu su
yararlar ile enzim endistrisinde 6nemli olclide
rahathk saglamistir. 1) Bitki ve hayvan enzimleri
mikrobiyal fermentasyon ile elde edilebilmektedir.
Or; kimozin. 2) Enzim iretimi amaciyla kullanilan
cesitli mikroorganizma tiirleri mevcuttur. Or;
Aspergillus, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia
coli, Pichia pastoris. 3) Etkili sekans
boélgelerinin, gliclii promoterlerin kullanimi ve ¢oklu
sayida kopyalama ile Uretilebilirligi
arttinlabilmektedir. 4) Patojenik veya toksin Greten
organizmalardan elde edilen vyararh
givenli konakgilarda Uretilebilmektedir. 5) Protein
miihendisligi enzimlerin stabilitesini, aktivitesini ve
spesifikligini arttirmak amaciyla ¢alhismaktadir [2].
Hodgson [3]'a gbre 1990'larda bircok enzim
rekombinant olarak Uretilmekte idi ve 1993'de
endistriyel enzimlerin yaridan fazlasi rekombinant
Uretilen enzimlerden olusmaktaydi. Glnimizde
rekombinant DNA  teknolojisi ve protein
muhendisligi sayesinde kullanicilarin veya kullanilan
proseslerin ihtiyacina yonelik 'kisiye 6zel' enzim
Uretimi yapilabilmektedir.

sinyal

enzim

enzimler

Ekspanzinler hiicre duvarina lokalize olmus, kii¢lik
boyutlu ve yaklasik molekdl agirligi 25 — 30 kDa
arasinda olan proteinlerdir [4, 5]. Literatiirde
bulunan bilgilere gére ekspanzin proteinleri seliiloz
mikrofibrilleri  arasindaki  hidrojen  baglarini

parcalayarak veya karbohidrat polimerlerini hiicre
duvarinda lokalize olan enzimlerin daha kolay
ulasabilecegi hale getirerek hiicre
modifikasyonlarinda rol oynadigl hipotez olarak
Oone surilmektedir [6]. Rose vd. [7] vyaptiklari
¢alismada domateslerde meyve ve olgunlasmaya
0zgl  LeExpl eksprese
gostermistir. Bu genin meyvenin yumusamaya
basladigi ve dolayisiyla hiicre duvari parcalanma ve
modifikasyon asamalarinda maksimum seviyeye
¢iktigl durumlarda spesifik olarak ifade edilmesi
ekspanzin proteinleri ile hiicre duvari bilesenlerinin
parcalanmasi pozitif
korelasyon olduguna isaret etmektedir. Bu verileri
destekleyecek sekilde ekspanzin proteinlerinin
transjenik yontemlerle ylksek miktarda eksprese
edildigi meyvelerin kontrol 6rneklerine goére daha
yumusak hatta
reaksiyonlarinin olgunlasma periyodundan once
harekete gectigi tespit edilmistir [8]. Ekspanzin
transkriptlerinin sekilde  klimakterik
olmayan (iziim, cilek gibi meyvelerde bulundugu
belirlenmis ve bu tir meyvelerde de yumusama ve
dolayisiyla parcalanma
reaksiyonlarina katildiklari fikrine isaret etmistir [9,
10]. Dolayisiyla ekspanzin proteinlerinin hiicre
parcalama yetenekleri
alindiginda son vyillarda bu proteinler Uzerinde
yapilan ¢alismalar yogun olarak devam etmistir.

duvari

geninin oldugunu

arasinda anlamda bir

oldugu ve yumusama

benzer

karbonhidratlarin

duvarini gdéz oOnline

Rekombinant protein Gretiminin ilk adimi Gretilmek
istenen enzimi kodlayan DNA bdlgesini elde etmek
ve c¢ogaltmaktir. Hedef geni konakgi
tasiyacak uygun bir vektorin belirlenmesi ve bu
vektorin ekspresyonu hedeflenen transgeni dogru
oryantasyonda ve dizilimde icerecek sekilde dizayn
edilmesi basarili bir rekombinant protein Uretimi
icin elzemdir. Bu calismanin amaci gida, tekstil ve
kimya enduistrisinde kullanilma potansiyeli bulunan
rekombinant ekspanzin proteininin Uretilmesine
olanak saglayacak olan maya transformasyon
vektériinin olusturulmasi ve molekiler analizler
vasitasilyla vektoriin hedef geni tasidiginin tespit
edilmesidir.

hicreye

2. Materyal — Metod
2.1 Materyal
Bu calismada Ekspanzin gen kaynagi

domates bitkisi kullanilmistir. Domates (Solanum
31
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lycopersicum cv. Ailsa craig) bitki materyalleri steril
kosullar  altinda  doku  kidltiri  ortaminda
gelistirilerek DNA ve RNA kaynag olarak
kullanilmiglardir. Arastirmada kullanilan kimyasal
materyaller, 6zgiin primerler Sigma Aldrich Co.
(Taufkirchen, Germany) ve Merck (Darmstadt,
Germany) 'den temin edilmislerdir. kullanilan tim
kimyasal materyaller analitik saflik diizeyindedirler.
Pichia pastoris (P. pastoris) mayalari, ekspresyon
vektorleri, besiyerleri Invitrogen (San Diego, CA)
firmasindan temin edilmiglerdir. Tag DNA
polimeraz, DNA ligaz, DNA  Restiriksiyon
Endoniikleaz enzimleri New England Biolabs (UK)
firmasindan temin edilmistir. RT-PCR analizi igin
kullanilan Superscript One step RT-PCR System with
Platinium® Tag DNA Polymerase kiti Invitrogen (San
Diego, CA) firmasindan saglanmistir.

2.2. Domates Bitkisinden Toplam RNA izolasyonu
RNA izolasyonu igin kullanilan ¢o6zeltiler DEPC
(dietilenpirokarbonat) ile muamele edilmis saf su
ile hazirlanmistir. dokularindan  RNA
izolasyonu icin Lopez-Gomez ve Gomez-Lim [11]
tarafindan yayinlanan metot uygulanmistir.

Meyve

2.3. LeExpl
Cogaltilmasi

Hazirlanan RT-PZR reaksiyonlari cDNA sentezi igin
55°C'de 30 dakika boyunca bekletilmis ve PZR
amplifikasyonundan 94°C'de 2 dakika
bekletilerek ters transkriptaz enzimi denatiire
edilmistir. PZR profili olarak 94°C’de 3 dakika, 34
dongi boyunca 94°C'de 15 s, 56°C’'de 30 s, 68°C'de
1 dakika ve devaminda tek bir dongl olarak
68°C’de 5 dakika olarak belirlenmistir. PZR (riinleri
%1,2 agaroz jel
fotograflari cekilmistir.

Geninin  RT-PZR  Vasitasiyla

once

Uzerinde ayristinlmistir  ve

2.4. LeExp1 geninin pPICIK vektoériine klonlanmasi
PZR reaksiyonu esnasinda dizayn edilen primerler
vasitasiyla LeExpl geninin cDNA’larinin her iki ug
bolgesine uygun DNA restriksiyon enzim tanima
bolgeleri (Ecorl - Notl) eklenmistir. Hem
klonlanacak olan DNA parcaciklari hem de (izerine
klonlama yapilacak olan pPIC9K vektorleri uygun
restriksiyon enzimleriyle kesilerek DNA ligaz
enzimleriyle hedef DNA parcaciklarinin vektorlere
yapistiriimasi islemi gerceklestirilmistir. Bu islem

sonucunda domateslerden izole edilen LeExpl

genini taslyan ve rekombinant Ekspanzin proteinini
Uretebilir hale getirilmis pPIC9K vektorleri elde
edilmistir.

2.5. LeExpl genini tasiyan pPIC9K vektorlerinin
¢ogaltilmasi

P. pastoris mayalarina aktarmak amaciyla hedef
genleri tasiyan pPIC9K plazmidlerinin  JM109
Escherichia coli (E. coli) hiicrelerine transforme
edilerek vektorlerin ¢ogaltilmasi islemi yapilmistir.
Uretici firmanin el kitabina bagli kalinarak Standart
E. coli JM109 Competent Cells Transformation
yontemi vasitasiyla E. coli hiicreleri vektorlerle
transforme edilmistir.

2.6. pPICIK vektorlerinin kompetent P. pastoris
hiicrelerine elektroporasyonu, dogrulanmasi ve
segilimi

Hedef genleri tasiyan pPIC9K vektorleri hazirlanan
kompetent maya hiicrelerine aktarilmadan once
dogrusal hale getirilmistir. Elektroporasyon cihazi
Uretici tavsiyelerine  uygun
Saccharomyces cerevisiae’ye gore ayarlanarak
elektroporasyon islemi gerceklestirilmistir.
Elektroporasyon isleminin dogru bir sekilde
gerceklesip gerceklesmedigi rekombinant maya
hicrelerinden izole edilen DNA’larin PZR yontemi
kullanilarak ¢ogaltilmasi yoluyla dogrulanmistir.
Rekombinant maya antibiyotik
direngliliklerinin  belirlenmesi amaciyla mayalar
farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 2 ve 4 mg/ml)
Geneticin G418 antibiyotigi iceren YPD (Yeast
Peptone Dextrose) besiyerlerinde gelistirilmistir.

firmanin olarak

hicrelerinin

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. LeExp1 Geninin PZR Vasitasiyla Cogaltilmasi
Rekombinant Ekspanzin proteinlerini kodlayan
LeExpl genlerini izole edebilmek igin kullanilan
nikleik bitkilerinden izole
edilmistir.  Bu domates  bitkisinin
genomundan LeExpl genini kodlayan DNA ve RNA
ekstraksiyonlari yapilmistir. izole edilen niikleik
asitlerin ¢alismalarda
nitelikte olup olmadiklari jel elektroforezi ile teyit
edilmistir. LeExpl genine ait cDNA’larin %1.2'lik
agaroz jel gorintust Sekil 1’de verilmistir. Genler
klonlama isleminde kullaniimak tzere Illustra™
GFX™ PCR Gel Band Purification Kit kullanilarak
saflastirilmistir.  Spesifik primer kullanimi, jel
agarozu ayristirmasi sonucunda beklenen
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blyiklikte DNA pargaciklarinin ¢ogaltiimis olmasi
ve DNA dizi analizi sonucunda elde edilen sekans
bilgilerine gore cogaltiimasi planlanan gen bolgesi
kesin olarak elde edilmistir.

=

1.0 kb

Sekil 1. DNA markori (1. kuyucuk), LeExpl (2.- 7.
kuyucuk) genine ait cDNA’larin %1.2’lik agaroz jel
gorintusa.

3.2. LeExp1 geninin pPICIK vektoériine klonlanmasi
PZR reaksiyonu ve bodlgesel yonlendirilmis
mutasyonlara uygun dizayn edilen primerler
vasitasiyla ilgili genin (LeExp1) cDNA’sinin her iki ug
bolgesine uygun DNA restriksiyon enzim tanima
bolgeleri (Ecorl - Notl) eklenmistir. Hem
klonlanacak olan DNA parcaciklari hem de (izerine
klonlama yapilacak olan pPIC9K vektorleri uygun
restriksiyon kesilerek DNA ligaz
enzimleriyle hedef DNA parcaciklarinin vektorlere
yapistirilmasi islemi gergeklestirilmistir.

enzimleriyle

3.3. pPIC9K vektorlerinin E. coli hiicrelerinde
cogaltilmasi

Hedef gen bolgesini tasiyan pPIC9K vektorlerini P.
pastoris mayalarina aktarmak amaciyla plazmidler
JM109 E. coli hicrelerine transforme edilerek
cogaltiimistir. Uretici firmanin manueline bagli
kalinarak Standart E. coli JM109 Competent Cells
Transformation yéntemi vasitasiyla E. coli hiicreleri
vektorlerle transforme edilmistir. Bu amagla ilk
olarak steril polipropilen tiipler buz {zerinde 5
dakika bekletilerek sogutulmuslardir. Kompetent E.
coli JM109 hicreleri -80°C'den c¢ikarihp buz
Uzerinde c¢ozundirilerek kullanima hazir hale
getirilmislerdir. Kompetent hiicreler ¢oziindiikten
sonra 100 ul alinarak steril sogutulmus polipropilen
tlplere aktarilip Gzerlerine hedef genleri tasiyan 1
ul pPICI9K vektorid eklenmistir. Polipropilen tipler

hafifce karistirilarak buz tzerinde 10 dakika inklbe
edildikten hemen sonra 42°C’lik su banyosuna
alinarak 50 saniye sabit tutularak inklbe
edilmislerdir. Hemen ardindan vakit kaybetmeden
alinarak 2  dakika
bekletilmislerdir. Bu esnada meydana gelen ani isi
degisikligi ile acgillip kapanan bakteri hicre
membrani porlarindan vektorlerin hicre igerisine
gecis yapmalari saglanmistir. Bakteri hicrelerinin
Gzerine 900 ul SOC sivi besiyeri eklenerek
calkalamali inkiibatérde 37°C'de 225 rpm’de 60
dakika siireyle bekletilmislerdir. inkiibasyondan
sonra 100 ul transforme edilmis bakteri hicresi
alinarak 100 pg/ml ampisilin iceren LB agar kati
besiyerine ekim yapilmistir ve bir gece 37o0C'de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonucunda
ampisilinli gelisen hicrelerin  vektor
icerdikleri degerlendirilmistir. Ornek bir petri resmi
Sekil 2'de gosterilmektedir.

buz Uzerine sliresince

ortamda

Sekil 2. 100 pg/ml ampisilin iceren LB agar’da gelisen
transforme edilmis E. coli hiicreleri.

100 pg/ml ampisilin iceren LB agar’da gelisen E. coli
hiicrelerinin sahip olduklari antibiyotik
direncliliklerine bagh olarak pPIC9K vektorlerini
icerdikleri degerlendirilmistir. Ancak sadece
antibiyotikli ortamda gelismis olmalari  yani
vektorin sagladigl antibiyotik direncliligi vektor
seciminde vyeterli
gorllmemistir ve bu nedenle PZR yontemi de
kullanilarak  hicrelerin dogrulama
metoduyla pPICOK vektorini ve vektore bagl
olarak hiicre icine aktarilan LeExpl gen bolgesini
icerip icermedikleri ikinci bir adimda analiz
edilmistir. Bu amagla o©ncelikle vektori icerdigi

iceren E. coli hicrelerinin

ikinci  bir
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disindlen antibiyotik direngli JIM109 bakteri hiicre
kolonileri secilerek antibiyotik iceren (100 pug/ml) 5
ml sivi LB besiyerine aktarilmis ve bir gece boyunca
37°C'de bekletilerek bakteri gelisimi ve ayni
zamanda  bakterilerin  igerisinde  vektorlerin
cogaltilmasi islemi yapilmistir. E. coli bakteri hiicre
kiltirinden ‘Plasmid DNA Preparation from E. coli
by the Alcaline Lysis Procedure’ yontemine gore
plazmid DNA gercgeklestirilmistir.
Plazmid DNA izolasyonu islemi sonucunda elde
edilen plazmid DNA’lar PZR yonteminde DNA
kaynagl olarak kullanilmistir. PZR yontemiyle
transformasyon isleminin basarih  bir sekilde
gerceklestigi ve pPIC9K vektorlerinin hedef genleri
kesin olarak tasidigi dogrulanmistir. Hedef genleri
tasiyan vektorlerle transforme edilmis E. coli
hicrelerinden izole edilen plazmidler kullanilarak
yapilan PZR ¢alismasi sonuglarinin agaroz jel
Gzerindeki gorintiisi Sekil 3’de 6rnek olarak
Dolayisiyla  antibiyotik  direngliligi
sonrasindaki secilimde elde edilen E. coli hiicre
kiltdrlerinin igerisindeki plazmidlerin hedef geni
tasidigi bu sekilde tayin edilmistir.

izolasyonu

verilmigtir.

Sekil 3. E. coli hiicre kiltiriinden izole edilen pPICIK
plazmidlerinin DNA kaynagi olarak kullanildigi PZR analiz
sonucu. Birinci kuyucuk DNA markérd, ikinci ve
dordiinch kuyucuklar yaklasik 900 bp’lik LeExp1 genini
cogaltacak sekilde tasarlanmis primerler giftlerinin
kullanildigi PZR Grind; Gglincl ve besinci kuyucuklar
yaklasik 650 bp’lik LeExp1 gen pargacigini ¢cogaltacak
sekilde tasarlanmis primer ciftlerinin kullanildigi PZR
ardnd.

3.3. pPIC9K plazmidlerinin
mayalarina transformasyonu

Hedef geni tasiyan pPIC9K vektorleri hazirlanan
kompetent maya hiicrelerine aktarilmadan once
dogrusal hale getirilmistir. LeExpl genini taslyan

Pichia pastoris

vektorler Sacl enzimi ile 37°C'de gece boyunca
inkilbe edilerek dogrusal hale getirilmis ve
elektroporasyon yontemiyle mayalara
aktarilmiglardir.  Elektroporasyon islemi icin
dogrusal hale getirilen vektorlerden 10 pl alinarak
80 pl kompetent maya hiicre kiltliri Uzerine
aktariimistir. Karisim daha 6énceden sogutulmus 0.2
cm’lik steril elektroporasyon kiivetine transfer
edilmis ve buz lzerinde 5 dakika sireyle inkiibe
edilmistir. Bu esnada elektroporasyon cihazi lretici
firmanin tavsiyelerine uygun olarak Saccharomyces
cerevisiae'ye gore ayarlanmistir. Buz Uzerindeki
inklibasyon sonunda kiivet cihaza yerlestirilmis ve
elektroporasyon gerceklestirilmistir.
Elektroporasyon islemi tamamlaninca elektropore
olmus hicreler (zerine sogutulmus 1 ml 1 M
sorbitol ilave edilmis ve
mikrosantrifiij eppendorf tiplerine aktariimistir.
Hicre kalturlerinden 200 — 250 ul alinarak yayma
yontemiyle MD (Minimal Dextrose) kati besiyerine
ekim vyapilmistir ve koloni olusumu go6zlenene
kadar 30°C’de inkiibe edilmistir. 3-5 giin siren
30°C’'deki inkibasyon hedef geni
tasilyan pPIC9K vektorlerini tasiyan transgenik P.
pastoris mayalari gelismeye baslamislardir (Sekil 4).

islemi

hicreler steril

sonucunda

Elektroporasyon sonrasi basarili bir sekilde maya
genomuna rekombinasyon olayinin gerceklesip
gerceklesmedigi ilk seviyede mayalarin histidin
bulunmayan ortamda gelisebilme yeteneklerine
bagh olarak tayin edilmistir. icerdigi vektor
sayesinde Histidin bulunmayan selektif besiyerinde
gelisme yetenegini gosteren maya hicreleri His+
olarak adlandirilmislardir ve His* kolonilerden DNA
izolasyonu yapilarak bu DNA’lara bagl olarak hedef
genlerin  maya genomundaki varliklari  PZR
yontemiyle arastirlmistir.  DNA izolasyonunda
mayalardan DNA ekstraksiyonu yapilmasina olanak
saglayan genel DNA saflastirma  yontemi
uygulanmistir. Buna gore oncelikle 6-10 adet His*
rekombinant maya kolonileri secilerek MD sivi
besiyerine asilanmis ve ODggo degeri 5-10 araligina
ulasana kadar 30°C’de inklbe edilmistir. Santrifijle
¢Oktliriilen maya peleti sirasiyla su ve SCED tampon
¢Ozeltisinde ¢ozindlrildiikten sonra Zimolaz
enzimi vasitasiyla hiicre duvarlari parcalanarak DNA
molekdllerinin ¢ikisi saglanmistir. Daha sonra SDS
ve Potasyum Asetat ¢ozeltileri ile muamele edilerek

hiicre ve organel membranlari parcalanarak DNA
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molekilleri ¢ozelti icerisinde dagitilarak fenol-
kloroform-izoamil alkol karisimi ile ekstrakte edilip
amonyum asetat vasitasiyla ¢okeltilip ardindan
etanol ile yikanmistir.

Sekil 4. Histidin icermeyen selektif MD besiyerinde
gelisen His* P. pastoris mayalari.

Elde edilen DNA ekstraktlari PZR analizlerinde DNA
kaynagi olarak kullanilmis ve igerisinde hedef
genlerin var olup olmadiklari arastiniimistir. PZR
analizinde DNA kaynagi olarak rekombinant maya
hiicrelerinden izole edilen DNA, elektroporasyon
Oncesinde mayalara aktarilmak (Gizere dogrusal hale
getirilen vektor (pozitif kontrol), rekombinant maya
hicrelerinden izole edilen DNA, elektroporasyon
islemi uygulanmayan ebeveyn hiicrelerden izole
edilen DNA (negatif kontrol) kullanilmistir. PZR
reaksiyonu dort farkh tlp igerisinde spesifik
primerler kullanilarak yiritilmustir. ilk reaksiyon-
da P. pastoris mayalarinin transformasyonu

amaciyla hazirlanmis ve yapisinda klonlanmis hedef
genleri barindiran vektoér (pozitif kontrol) DNA
kaynagi olarak kullanilmis ve spesifik primer gifti
kullanilmistir. ikinci reaksiyonda elektroporasyon
yontemiyle dondstirilen mayalardan izole edilen
DNA nikleik asit kaynagl olarak kullaniimis ve
spesifik  primer ¢ifti  kullanilmistir.
reaksiyonda reaksiyonda kullanilan DNA
kaynagi ayni sekilde degerlendirilmis ancak primer
olarak daha kisa bir boélgeyi hedef alan oligo cifti
kullanilmistir. Dérdinci reaksiyonda ise transforme
edilmemis parent mayalardan izole edilen DNA
nikleik asit kaynagl olarak kullaniimis (negatif
kontrol) ve spesifik primer cifti kullanilmistir. PZR
analizinden elde edilen sonuglar %1.2 agaroz jel
Uzerinde (Sekil 5) gosterilmektedir. Elde edilen

gorilebilecegi
ongoruldigh sekilde pozitif ve
negatif sonuglarin bulunmasi, ikinci kuyucukta
beklenen biyiklikte bant elde edilmesi ve besinci
kuyucukta ise beklenildigi sekilde PZR sonucunda
herhangi bir bant olusmamis olmasi reaksiyonun
kontrolli  bir sekilde yurutilmis

Uclincii
ikinci

sonuctan da Uzere  kontrol

orneklerinden

saghkli  ve
oldugunu gostermektedir.

1.0kb —»
0.6 kb —»

Sekil 5. Rekombinant P. pastoris mayasindan spesifik
LeExpl primerleri kullanimiyla elde edilen reaksiyon
Urlnlerinin %1.2 agaroz jel Gizerinde gosterimi. 1.
kuyucuk DNA markoér, 2, 3, ve 4. kuyucuklar PZR rinleri.

PZR sonucunda elde edilen veriler elektroporasyon
uygulanmis mayalarin genomlarinda hedef genleri
tasidiklarini  gostermistir. Bu yontem Histidin
seleksiyonu sonrasinda elektroporasyon isleminin
basarisini dogrulayan ikinci bir kontrol basamagi
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olarak degerlendirilmistir. Ucglinci ve nihai
seleksiyon yontemi olarak ise rekombinant
mayalarin  Geneticin 418 antibiyotigi iceren
besiyerlerinde gelistirilmesi yolu kullanilmistir. PZR
reaksiyonuyla LeExpl genini igerdigi belirlenen
mayalar sirasiyla 0,5, 1, 2 ve 4 mg/ml
konsantrasyonuna  kadar  konsantrasyonlarda
antibiyotik iceren Yeast Peptone Dextrose (YPD)
besiyerlerinde gelistirilmis ve antibiyotik direngliligi
gosteren mayalar ekspresyon c¢alismalarinda
kullaniimak tzere stab kiltlrler halinde beklemeye

alinmislardir.

4. Sonug

P. pastoris mayalari heterolog
rekombinant protein Uretimi basarili bir sekilde
yillardir uygulanmaktadir.
proteinlerin P. pastoris’te Uretilebilmeleri igin

kullanilarak
Rekombinant

gerekli olan 6nemli basamaklardan birincisi uygun
vektérin dizayn edilmesi ve olusturulmasidir. Bu
amagla uygun vektorin ve bu vektorl taslyacak
olan konakgl hiicrenin amaca yonelik olarak secilimi
gerekmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda
LeExpl-pPIC9K  vektori insa
edilmistir. Bu vektor AOX1 promotoéri ve Uretilen
rekombinant proteinin hiicre disina salgilanmasini
saglayan oa-mating faktori icermektedir. Pichia
hicreleri fermentasyon ortaminda yiksek hicre
konsantrasyonlarina kolaylikla ¢ogalabilmeleri ve
fermentasyon ortamina basarili bir sekilde adapte
olabilmeleri gelmektedir. Ayrica Pichia mayalari
rekombinant proteinler hiicre disina
salgilayabilmekte ve bu durumda hedef
proteinlerin saflastirilmasini kolaylastiran bir olgu
degerlendirilmektedir. Okaryotik
yapilarindan dolayl bu mayalar proteinlerin dogru
sekilde katlanmalarini saglayan protein
modifikasyonlara olanak saglamasi ve
¢Ozinir-aktif formda proteinleri Gretebilmeleri bir
diger pozitif 6zellikleridir. Bu 6zelliklerinden dolayi
Pichia mayalari glinimuzde yaygin olarak heterolog
protein Uretiminde kullaniimaktadir. Dolayisiyla P.
pastoris mayalarinda ekspanzin proteinlerinin ifade
edilmesi bu proteinlerin rekombinant
Uretilebilmelerini saglayacak olan o6nemli bir
hedeftir. Bu hedefe ulasabilmek icin gerekli olan
uygun vektoriin dizayn ve insa edilmesi bu ¢alisma
kapsaminda basarilmis ve Uretilen rekombinant

rekombinant

olarak

ifadesi
sonrasl

olarak

vektor ileriki ¢alismalarda kullaniimak Uzere elde
edilmistir.

Tesekkiir
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kapsaminda desteklenmistir. Arastiricilar TUBITAK’a
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