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Anahtar Kelimeler Ozet: insiilin pankreasin beta hiicrelerinden iiretilen ve viicutta glukoz dengesini
Insiilin, . saglayan oOnemli bir peptit hormondur. Pankreasmn yeterli miktarda insiilin
Pichia pastoris, iiretememesi ya da hiicrelerin iretilen insiiline cevap verememesi sonucu kan

AOX1 promotoru,

Rekombinant protein glukoz diizeyinin yiikselmesiyle diyabet adi verilen metabolik bir hastalik

meydana gelir. Gilinimiizde bu hastaligin tedavisinde insiillin hormonu
kullanilmaktadir. insiilin hormonu genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak
rekombinant olarak iiretilen ilk proteindir. 1k olarak Escherichia coli ve
Saccharomyces cerevisiae’da Tlretilmeye baslanmis, ancak son zamanlarda
rekombinant instilin liretiminde Pichia pastoris (Komagataella phaffi) 'in kullanimi
yayginlasmistir. Bu ¢alismada, insan insiilin hormonu 6nciilerinin (IP) P. pastoris’in
metanol ile indiiklenebilir AOX1 promotoru altinda {iretimini saglamak amaciyla;
bu proteini kodlayan DNA fragmenti transformasyon ve ligasyon gibi molekiiler
biyoloji teknikleri kullanilarak plazmide aktarilarak istenen proteini kodlayan bir
ekspresyon vektorii elde edilmistir. Ekspresyon vektoriiniin lityum asetat
yontemiyle yetenekli hale getirilen P. pastoris X33 susuna elektroporasyonla
transferi saglanmistir. 5L 0lgekli biyoreaktorde yapilan protein ekspresyonu
calismas1 sonrasinda alinan o6rnekler SDS-PAGE ve ELISA yontemleriyle analiz
edilmis ve 7.5 mg/L IP proteini iiretildigi tespit edilmistir.

Cloning, Expression and Production in a Bioreactor of Human Insulin Precursor in
Pichia pastoris under AOX1 Promoter

Keywords Abstract: Insulin is a peptide hormone, produced by beta cells of the pancreas, and
Insulin, _ regulates the glucose homeostasis in the body. Diabetes mellitus is a metabolic
Pichia pastoris, disease in which a person has high blood sugar, either because the pancreas does

AOX1 promoter,

) ) not produce enough insulin, or because cells do not respond to produced insulin.
Recombinant protein

At the present time, insulin is used to treatment of this disease. Insulin hormone is
first protein produced recombinantly by using genetic engineering techniques.
Firstly, it was produced in E. coli and Saccharomyces cerevisiae, but recently the
number of studies that used Pichia pastoris (Komagataella phaffi) in the
production of recombinant insulin increase. In this study, in order to produce
human insulin hormone precursor (IP) under the inducible AOX1 promoter in P.
pastoris, an expression vector encoding desired protein was obtained by
transferring DNA fragment coding this protein to the plasmid using molecular
biology techniques such as transformation and ligation. Expression vector was
transferred via electroporation to Pichia pastoris X33 strain which rendered by
lithium acetate method. After protein expression study in 5L bioreactor, obtained
samples were analyzed with SDS-PAGE and ELISA methods and determined 7.5
mg/L protein produced.
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1. Giris

Diyabet (seker hastaligi), popiilasyon icinde teshis
edilmis, bir o kadar da teshis edilememis olarak
bulunan ve insanlar arasinda en yaygin olarak
goriilen hastaliklardan birisidir. Insiilin hormonunun
yoklugu, yetersizligi veya etkisizligi nedeniyle
hiperglisemi (yliksek kan sekeri) ile birlikte o6zel
komplikasyonlara yol agan bir hastaliktir [1]. Tedavi
edilmedigi durumlarda bu hastalifin uzun siireli
etkisi cesitli organ hasarlar1 ve yetmezlikleri ile
sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle kan sekerinin
olabildigince normale yakin seviyelerde tutulmasi
¢ok dnemlidir. Diinya saghk orgiti her yil yaklasik
2.9 milyon 6liimiin diyabetle iliskisi oldugunu tahmin
etmektedir. Insiilin diyabet hastahginin tedavisinde
kullanilan ve kan sekerini diisiiriicii etkiye sahip bir
hormondur. Elli bir amino asitten (aa) olusan
polipeptit yapisindaki bu hormon viicutta glukoz
dengesini saglamak i¢in hayati bir 6neme sahiptir.
Birbirlerine iki disiilfit bagiyla birlesmis olan 21 aa’lik
A ve 30 aa’lik B zincirlerinden olusmaktadir [2].
Insiilin, pankreasin beta hiicrelerinden ilk olarak pre-
proinsilin olarak tretilir 84 aa’ten olusur ve daha
sonra 33 aalik kismin kimyasal yollarla
uzaklastirilmasiyla aktif insiiline dontistiiriliir.

Son yillarda seker hastaliginin goériilme sikliginin
artmasi insiiline olan ihtiyac1 da arttirmistir. 1920°li
yillarin baslarindan itibaren diyabet, domuz ve sigir
pankreasindan elde edilen insiilinle tedavi
edilmekteydi. Insiilinle tedavi géren bir hasta icin
giinliik ortalama doz yaklasik olarak 40-60 U yani
1.4- 2.1 mg arasindadir. Diinyanin endiistrilesmis
iilkelerinde yilda 130.000 mega U insilin diyabet
hastalarini tedavi etmek icin kullanilmakta ve her yil

instline olan ihtiyvag %3-4 oraninda artis
gostermektedir [3]. Bir domuz pankreasindan
yaklasitk 150 mg insiilin saflastirilabilmekte,
dolayisiyla mevcut gereksinimleri karsilamak icin
gerekli olan  instlin  miktarini  pankreatik

ekstraksiyondan iiretmek oldukc¢a zor olmaktadir.
Ayrica domuz ve sigirdan elde edilen instilin ile insan
vicudunun Urettigi insilin arasinda yapisal
farklihiklar vardir. Domuz insiilini, insan insilininden
B zincirindeki 30. amino asitin farkli olmasiyla ayrilir.
Sigir insiilini ise hem A hem de B zincirinde
farklhiliklar gosterir. A zincirinde insan insiilinindeki
8. ve 10. amino asitler ve B zincirindeki 30. amino
asitler farkhidir [4]. Bu farkliliklardan dolay1 seker
hastaliginin tedavisinde bu instlinlerin kullanimi
sonrasinda antikor gelisme sansi oldukga fazladir.
Son 10 y1l igerisinde hayvanlardan elde edilen insiilin
biyolojik ve kimyasal reaksiyonlarla insan insiilinine
benzeyecek sekilde degisime ugratilarak yar1 sentetik
olarak elde edilmeye baslanmistir. Ancak molekiiler
biyoloji ve biyoteknoloji alanindaki gelismelerle
birlikte insan viicudunun iirettigi instlinin yapisi ile
ayni olacak sekilde genetik miihendisligi teknikleriyle
biyosentetik insan insiilinleri bakteriler ve mayalar
kullanilarak rekombinant DNA teknolojisi ile
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iiretilmeye ve seker hastalar1 tarafindan yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir.

Rekombinant olarak fiiretilen ilk iriin instlindir ve
1982 yilinda insanlar {zerinde uygulanmasi
Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (U.S.A Food and Drug
Administration, FDA) tarafindan onaylanmistir [5, 6].
Ik zamanlarda insiilin iretimi iki farkh E. coli
susunda A ve B zincirlerinin ayr1 ayr Uretilmesi ve
tasiyici proteinlere kaynastirilmasina dayaniyordu [7,
8]. Ancak son yillarda genetik miihendisligi
tekniklerinin de gelismesiyle birlikte S. cerevisiae [9-
11], Pichia pastoris [12-15] , Hansenula polymorpha
[16, 17], Pichia methanolica [18] gibi alternatif
mayalar insiilin hormonunun rekombinant olarak
iretiminde 6nemli bir yere sahip olmuslardir.

Son yillarda ozellikle metilotrofik bir maya olan P.
pastoris rekombinant protein liretiminde yaygin bir
sekilde kullanilan ekspresyon sistemi haline
gelmistir. P. pastoris, tek hiicreli bir mayadir ve
bakteriler gibi ucuz lireme ortamlarinda hizli bir
sekilde ¢ogalabilir. Bununla birlikte dkaryotik oldugu
icin, bakterilerin yapamadiklar1 6karyotik proteinler
icin elzem olan polipeptid katlanmasi, disiilfit bagi
olusumu ve glikozilasyon gibi post-tranlasyonel
degisiklikleri yapabilirler [19]. Bu da Pichia
ekpresyon  sistemini okaryotik  proteinlerin
rekombinant iretimi igin bakterilere gore daha
avantajli kilar. Bu sistemin yaygin hale gelmesindeki
baslica faktorler; molekiiler genetik
manipiilasyonlarin  kolay uygulanabilir olmasi,
memeli hiicreleriyle kiyaslandiginda daha ucuz ve
basit biliylime ortamina ihtiya¢ duymasi, ytlksek
seviyede hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 protein
ekspresyonu yapabilmesi, metanol katabolizmasinda
ilk enzim olan Alkol Oksidaz [ (AOX1) gen
promotorunun kontrolli gen ekspresyonu i¢in uygun
olmasi, entegre edilen hedef genin kararli bir sekilde
ekspresyonunun  yapimasi, diger mikrobiyal
organizmalarla karsilastirildiginda, fermentor
sistemlerinde ylksek hiicre yogunluguna
ulasabilmesi, ekspresyon sistemine ticari olarak
satilan kit seklinde wulasilabilir olmasi1 olarak
sayilabilir [20, 21].

Heterolog proteinler P. pastoris ile ya hiicre i¢i olarak
ekspres edilirler ya da ortama salgilanirlar. P. pastoris
diistik seviyede endojen proteinler salgilar ve kiltiir
ortami ilave proteinler icermez, c¢ilinkii salgilanan
heterolog protein ortam igindeki toplam proteinin
biiyiik ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Bu yiizden
yabanci  proteinlerin  hiicresel  proteinlerden
ayrilmasinda hiicre disina salgillama saflastirmanin
ilk basamag olarak hizmet eder. Salgilanan yabanci
proteinin salgilama yoluna hedeflenmesi icin bir
sinyal diziye ihtiya¢ vardir. Cok farkli salgilama sinyal
dizileri basariyla kullanilmasina ragmen, siklikla S.
cerevisiae'nin a-faktor prepro peptidi salgilama sinyal
dizisi olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
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Yukarida anlatilan bilgiler rekombinant protein
iretimi icin P. pastorisin ne kadar uygun bir
ekspresyon sistemi oldugunu godstermistir. Diyabet
tedavisinde kullanilan insiilin hormonunu tliretmek
icin P. pastoris ekspresyon sistemi giinlimiizde sikca
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, insan insiilin
hormonu 6nciilerini P. pastoris mayasinda metanol ile
indiiklenebilen AOX1 promotorunun kontrolii altinda
tretmektir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kimyasallar ve enzimler

E. coli XL1-Blue ve P. pastoris suslar1 icin besiyeri
icerikleri Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, ABD)
firmasindan temin edilmistir. Restriksiyon enzimleri
Fermentas (Fermentas, MD, ABD) ve Hot-start KOD
DNA polimeraz enzimi Novagen (Darmstadt,
Almanya) firmalarindan alinmistir.  Calismada
kullanilan biitiin kimyasallar Sigma-Aldrich (MO,
ABD’de)’ten satin alinmistir.

2.2. Suslar ve gelisme ortamlari

E. coli XL1-Blue hicreleri plazmitin g¢ogalmasi
amaciyla, P. pastoris X33 susu ise rekombinant
protein {retiminde konuk¢u organizma olarak
kullanilmistir. Plazmit iceren E. coli hiicreleri
25pug/ml zeosin antibiyotigi ihtiva eden LB lennox
(%1 tripton, %0.5 maya o0ziti ve %0.5 sodyum
klorit) besiyerinde gelistirilmislerdir. P. pastoris
hiicreleri ise %1 maya o6ziti, %2 pepton ve %2
dekstroz iceren YPD sivi1 besiyerinde ve %1.5 agar
iceren YPD agar plakalarda gelistirilmislerdir. YPD
agar plakalara transformant hiicreleri segebilmek icin
100 pg/ml zeosin antibiyotigi eklenmistir.

2.3. Ekspresyon vektériiniin olusturulmasi

Insiilin énciilerinin (IP) ekspresyonu icin pPICZaA
plazmiti kullanilmistir. Bu plazmit yiiksek derecede
regiile edilen AOX1 promotorunu ve S. cerevisiae o.-
faktor sekresyon sinyalini igermektedir. 212 bg
biiyiikligiindeki [P kodlayan genin (GeneBank:
KC168055.1 ) kimyasal yolla sentezi Genescript (N]J,
ABD) firmasi tarafindan yapilmis ve laboratuvarimiza
pUC57 plazmidi icerisinde gonderilmistir. [P genini
iceren plazmit ve pPICZaA plazmiti Xhol ve Notl
enzimleriyle Kkesilerek ligasyon islemi yapilmistir.
Yeni olusan plazmit pPICZoA-IP olarak
isimlendirilmistir. Rekombinant plazmitin E. coli XL1-
Blue hiicrelerine transformasyonu yapilmis ve IP

geninin  klonlanmas1 DNA dizi analizi ile
dogrulanmistir.

2.4. Lityum asetat yoOntemiyle P. pastoris
hiicrelerinin  yetenekli  (kompotent) hale
getirilmesi

Yetenekli yapilmak istenen P. pastoris X33 susu
donmus kiiltiirden alinarak, 2 ml YPD besiyeri iceren
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test tiipiine ekilmis ve 30°C'de ¢alkalamal
inkiibatorde gece boyu gelisime birakilmistir. Ertesi
giin, 80 ml YPD besiyerine baslangi¢c ODgoo degeri 0.1
olacak sekilde gece boyu gelisen kiltiirden ekilmis ve
1.3-1.5 OD hiicre yogunluguna ulasana kadar 30°C’de
calkalamali inkiibatérde gelistirildikten sonra
+4°C’de 3000xg’de 5 dakika boyunca santrifiijlenerek
hiicreler hasat edilmislerdir. Hiicre peleti, 8 ml lityum
asetat karisimi (100 mM LiAc, 10 mM DTT, 0.6 M
Sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH 7.4) icinde siispanse
edilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. 4°C’de 3000xg hizinda 5 dakika
santrifiijlenerek tekrar hasat edilen hiicreler 1.5 ml
buz soguklugundaki 1 M sorbitol icinde siispanse
edilmis ve 2 ml hacimli santrifiij tiipiine aktarilmistir.
4°C’de 3000xg devirde 5 dakika santrifiijlenerek
hasat edilen hiicreler 3 kez 1.5 ml soguk 1 M sorbitol
ile yikanmis, daha sonra son konsantrasyon 1010
hiicre/ml olacak sekilde buz soguklugundaki maya
resiispansiyon tamponu (1 M sorbitol, %20 gliserol)
icinde slispanse edilmis, 80 ul'lik sivi béliintiler
halinde -80°C’de saklanmistur.

2.5. P. pastoris hiicrelerine transformasyon

Ekspresyon plazmiti Mssl restriksiyon enzimi ile
lineer hale getirilmis ve elektroporator (Eppendorf,
Almanya) yardimiyla elektrokompotent P. pastoris
X33  hiicrelerine transformasyonu 1.5 Kv da
yapimistir. Transformant hiicreler 100ug/ml zeosin
iceren YPD agar plakalara ekilerek 30°C'de 3 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. YPD plakalarda
olusan tek kolonilerden 3 ml YPD sivi besiyerine ekim
yapilmis ve 2 ml’sinden genomik DNA izolasyonu, 1
ml’sinden ise stok kiiltiir hazirlanarak -80°C’de
saklanmistir. izole edilen genomik DNA’larda IP

geninin  varhiginin ~ kontrolii  igin 5’AOXF:
GACTGGTTCCAATTGACAAGC ve 3’AOXR:
GCAAATGGCATTCTGACATCC primerleri ile PZR

yapilmistir. PZR reaksiyonu sonunda agaroz jelde
yuriitillen 6rneklerde 2000 ve 800 bg¢ uzunlugunda
PZR irtnleri beklenmektedir. PZR ile dogrulanan
klonlar protein iiretiminde kullanilmistir.

2.6. Biyoreaktorde insiilin hormonu ekspresyonu

Fermantasyon {i¢ asamali fazdan olusan Kkesikli
besleme (fed-batch) ile gerceklestirilmistir. Hiicreler
3 ml YPD siv1 besiyerinde 30°C'de 225 rpm’de gece
boyu gelisime birakilmistir. Bu hiicreler 10
ODsoonm’ye ulastiginda 100 ml BMGY besiyerine
inokule edilmislerdir. Batch fazda hiicreler 4.35 ml/L
PTM1 (2 g/L CuS045H20, 7 g/L ZnCl;, 0.08 g/L Nal,
22 g/L FeS04.7H:0, 3 g/L MnS04H20, 0.2 g/L biotin,
0.2 g/L Na;Mo00..2H20, 0.02 g/L borik asit, 0.5 g/L
CoCly, 2 ml H2S04) iceren 2L temel tuz besiyerine (%4
gliserol, 26.7 ml %85 H3P04, 0.93 g CaS04, 182 g
K2SO4, 14.9 g MgS04.7H20, 4.13 g KOH, 2 ml %5
kopik kiric1) ekilmisler ve fermantasyonun ilk
asamaslt olan gliserol kesikli faz1  (batch)
gerceklestirilmis ve yaklasik 20 saat slirmistir.
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Ortamda gliseroliin varlig), ¢éziinmiis oksijen diizeyi
takip edilerek izlenmistir. Gliseroliin tiikenmesi
sonucu, ¢O0ziinmiis oksijen miktarinda ani artis
gozlenmekte ve boylece kesikli faz sona ermektedir.
Bu asamadan sonra fermantasyonun ikinci asamasi
olan gliserol besleme faz1 (fed-batch) baslatilmistir.
Bu fazda, 2 saat boyunca %40 gliserol kullanilarak
16.5 ml/L.sa olacak sekilde gliserol beslemesi
yapumistir. Bu silirenin sonunda, ortama AOX1
promotoru indiksiyonu icin 2 ml/L metanol ilave
edilmis ve gliserol besleme hizi 0 ml/L.sa diizeyine 3
saatlik siire icinde lineer olarak diislirilmistir.
Ortamdaki karbon kaynaklarinin tiikenmesi ile
¢ozlinmiis oksijen miktarinda ani artis gézlenmis ve
fermantasyonun 3. asamasi olan indiiksiyon fazina
gecilmistir. Bu fazda 32 saat boyunca %100 metanol
(12 ml/L PTM1 tuzu igeren) ile besleme yapilmistir.
[slem boyunca; sicakhk 30°C, pH degeri 5.5,
karistirma hizi 1000 rpm ve hava beslemesi 1.0 vvm
olacak sekilde sabit tutulmustur. Coziinmiis oksijen
miktar ise, gerektiginde saf oksijen eklenerek, %20
olacak sekilde kontrol edilmistir. Fermantasyon
stiresi boyunca belirli araliklarla 6rnek alinmis,
santrifiij edilerek slipernatan kisimlar: elde edilmis
ve SDS-PAGE ve ELISA analizleri icin -20 °C’de islem
yapilana kadar muhafaza edilmistir.

2.7. Histidin etiketli proteinin saflastirilmasi

5 L hacimli fermentérde iiretilen insan insiilin
hormonu Onciileri C-terminal ucunda 6 adet
histidinden olusan bir kuyruk tasimaktadir. Bu
kuyruk sayesinde tretilen protein Ni-NTA resin
kullanilarak saflastirilabilmektedir. Metanol ile
indiiksiyon fazinin 32. saatinde alinan protein drnegi
6000 g'de 5 dakika santrifiij edilip 0.45 pum filtreden
gecirildikten sonra esit miktarda 6rnek ve 10 mM
imidazol iceren equilibration tamponu karistirilarak
dengeye getirilmistir. 1 ml Ni-NTA resin 5 ml dengeye
getirilmis slipernatan 6rnegine eklenerek 30 dakika
boyunca histidin etiketli proteinin resine tutunmasi
saglanmistir. Resinle birlikte slipernatan bos bir
kolona yiiklenmis ve flow-through bir tipiln icine
toplanmistir. Daha sonra kolon iki kez 25 mM
imidazol iceren yikama tamponu ile yikanmis, 1. ve 2.
yikamadan elde edilen oOrnekler tiipler icine
toplanmistir. Sonra 200 mM imidazol igeren eliisyon
tamponu ile resinden geri alinmistir. Tiim bu islemler
sirasinda toplanan yikama ve ellisyon fraksiyonlari
SDS - PAGE analizi ile kontrol edilmistir.

2.8. SDS-PAGE analizi

Toplanan siipernatan 6rnekleri 2X Tris ve gliserolden
olusan Trisin o6rnek tamponu ve 1M DTT ile
karistirillarak 70°C’de 10 dakika bekletilerek jele
yuklemeye hazir hale getirilmislerdir. Hazirlanan
ornekler standart protokole gore %10’luk Tris-tricine
SDS-PAGE jelinde ayrilmislardir [22]. Elektroforez
isleminden sonra jel coomasie brillant blue R250
(Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) kullanilarak 1
saat boyunca orbital c¢alkalayicida boyanmistir.

Boyanan jel daha sonra 1 saat boyunca destaining
soliisyonuna alinarak fazla boyanin uzaklastirilmasi
saglanmis ve 15 dakikada saf su ile yikandiktan sonra
Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR, Lincoln,
NE, ABD) ile goriintiilenmistir.

2.9. ELISA analizi

Uretilen insiilin hormonunun miktar1 Human insiilin
ELISA Kit (Sigma-Aldrich, MO, ABD) protokoliine
uygun bir sekilde belirlenmistir. 96 kuyucuklu
plakada hazirlanan reaksiyonlar ELISA plaka
okuyucuda 450 nm’de okunmustur.

3. Bulgular

3.1. Protein iiretimi i¢cin klon se¢cimi

pPICZaA-IP ekspresyon plazmitinin (Sekil 1) P.
pastoris X33 hiicrelerine transformasyonu
yapildiktan sonra YPD agar plakalarda gelisen
transformant hiicrelerden genomik DNA izolasyonu
yapimis ve kromozomlara IP geninin girip
girmedigini kontrol etmek i¢in klonlarin PZR
reaksiyonunda kalip olarak kullanilmistir.

MssI (413)

pPICzalphaA-IP

3742 bp

XhoI (1184)

sematik gosterimi

PZR reaksiyonu sonucunda 2000 bg¢ ve 800 bg
uzunlugunda beklenen fragmentler elde edilmis
(Sekil 2) ve IP geninin X33 hiicrelerine entegre
oldugu dogrulanmistir. Bu dogrulama islemi
sonrasinda 1 numarali klon ile protein ekspresyonu
calismalarina devam edilmistir.

3.2. 5L hacimli biyoreaktorde protein iiretimi

Rekombinant insan insiilin hormonu d6ncilerinin
ekspresyonu P. pastoris’'te metanol ile indiiklenebilen
giiclii AOX1 promotorunun kontroliinde yapilmistir.
Hiicre icinde iiretilen proteinin hiicre disina
salgilanmas1 icin a-faktér salgillama sinyali olarak
kullanilmistir. Biyoreaktorde 3 asamada
gerceklestirilen fermantasyonun ilk iki asamasinda
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Sekil 2. PZR reaksiyonu agaroz jel goriintiisi.
Transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerin IP genini
icerip icermediklerinin PZR reaksiyonu ile kontrolii. M: 1kb
DNA ladder, 1-6: izole edilen klon numaralari, X33: IP
genini icermeyen kontrol

hiicreler gelistirilmis ve {li¢lincii asama olan metanol
ile indiiksiyon fazinda protein iretimi gerceklesmis
ve indiiksiyon faz1 32 saatte tamamlanmistir. Bu siire
icerisinde belirli araliklarla 6rnek alinmis ve bu
orneklerle SDS-PAGE analizi yapilmistir (Sekil 3).
Olgun insiilin proteini 5.8 kDa molekiiler agirhiga
sahip iken bu c¢alismada iiretilen insiilin 6nciileri
proteini sonuna histidin kuyrugununda eklenmesiyle
7.8 kDa molekiiler agirligina ulagsmistir. Sekil 3.’de de
gorildugi gibi 4. saatten 32. saate dogru bakildiginda
7.8 kDa boyutunda protein bandinin arttig1 ve klonun
IP irettigi go6zlenmistir. Yapilan ELISA analizi ile
Uretilen  proteinin  miktar1  hesaplanmis ve
fermantasyon sonunda 7.5 mg/L protein lretildigi
bulunmustur.

® sssssgumaiu -
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Sekil 3. Fermentor oOrneklerinin SDS-PAGE analizi
gorilintiisii. M: Protein ladder, 1: Batch faz sonundaki kiiltiir
slipernatani, 2: Metanol fed-batch faz 0. saat 6érnegi, 3-10:
sirasiyla 4., 8., 12, 16., 20., 24., 28. ve 32. saat slipernatan
ornekleri

3.3. insiilin énciilerinin saflagtiriimasi
32. saat sonunda fermantasyon tamamlanmis ve elde

edilen silipernatan o6rnegine histidin saflastirilmasi
yapilmistir (Sekil 4).

—— 7.8kDa IP

Sekil 4. His-taq saflastirmasi SDS-PAGE analizi goriintiisii.
32. saat fermentor drnegine Ni-NTA kolon kullanilarak his-
taq saflastirilmasi yapilmistir. M: markir, 1: 32. saat 6rnegi,
2: Flow-through, 3: 25 mM imidazol ile 1. yikama, 4: 25 mM
imidazol ile 2. yikama, 5: 200 mM imidazol ile 1. eliisyon, 6:
200 mM imidazol ile 2. Eliisyon

Ni-NTA resine baglanan histidin etiketli proteinin
200 mM imidazol ile eliisyonu yapilmis ve 7.8 kDa
biiyiikligiindeki IP proteini eliisyon 1 ve eliisyon 2
olmak tizere iki fraksiyonda toplanmistir. Sekil 4.'de
de gorildiigu gibi iiretilen IP'nin neredeyse tamami
birinci eliisyonda elde edilmistir. Saflastirilan
proteinin miktar1 ELISA analizi ile hesaplanarak 1.5
mg/L olarak bulunmustur.

4. Tartisma ve Sonug¢

Diinyada ve tllkemizde diyabet hastaliginin
artmasiyla birlikte insiilin hormonuna olan ihtiyacta
artmigtir.  Insiilinin  direkt olarak hayvanlarin
pankreasindan saflastirilarak elde edilmesi etik
acidan bazi sakincalari doguracagl gibi elde edilen
iiriin miktarinin az olmasi da insiilin eldesi i¢in uygun
bir yontem olmadigin1 goéstermistir. Genetik
mithendisligindeki gelismelerle birlikte rekombinant
protein iiretimi insiilin gibi hayati 6éneme sahip
farmasotiklerin  endiistriyel olarak {tretilmesine
imkan saglamistir.

Bu c¢alisma kapsaminda insan insiilin hormonu
onciilerinin (IP) P. pastoris ekspresyon sisteminde
AOX1 promotoru kontrolii altinda a-faktdér salgilama
sinyali kullanilarak hiicre disi iiretimi saglanmistir. 5
L’lik biyoreaktor kullanilarak yapilan fermantasyon
sonunda 7.5 mg/L IP proteini iiretilmistir. Uretilen
protein, kiltir slipernatani kullanilarak
saflastirildiginda 1.5 mg/L saf IP elde edilmistir.
Saflastirma esnasinda protein miktarinda kayip soz
konusu olmustur.

Literatiirde = daha o6nce yapilan ¢alismalara
bakildiginda insiilin 6nciileri rekombinant olarak
iretilip daha sonra aktif insilin formuna
doniistirilmektedir. Kjeldsen vd. (1999)'nin yaptig
calismada P. pastoris ve S. cerevisiae mayalari
kullanilarak insilin ekspresyonu yapilmis ve bu iki
maya birbirleriyle kiyaslanmistir [12]. S. cerevisiae’da
[P salgilanmas1 icin sentetik prepro-lider dizileri
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gelistirilmis ve bu dizilerin P. pastoris'te de IP
salgilanmasini  hizlandirdigr kanitlanmistir. Fiizyon
proteininde cesitli ara peptitler kullanilmis ve bu
peptitlerin kullanilmasinin P. pastoris’te 1P’nin
fermantasyon iirtin verimini arttirdii yine bu
calismayla gosterilmistir. En yliksek verim “Glu Glu
Ala Glu Ala Glu Ala Glu Pro Lys (EEAEAEAEPK)” ara
peptidinin  a-faktdrii  sinyal dizisiyle birlikte
olusturdugu ekspresyon vektoriinde elde edilmistir.
P. pastoris’in IP salgilanmasi icin S. cerevisiae ile esit
ya da daha iyi kapasiteye sahip oldugu Kjeldsen vd.
(1999) tarafindan ifade edilmistir [12]. Yine baska bir
calismada IP, yiksek kopya numarasina sahip
transformantlardan, baslica tuz ve metanolden
olusan basit kiltir ortami kullanilarak yiiksek
yogunluklu fermantasyonla 1.5 g/L ekspresyon
seviyesinde elde edilmistir [13]. P. pastoris’in Muts
(methanol utilization slow) susunda mini-proinsiilin
(MPI) tretmeye calisiimis ve MPI salgilanmasinin
indiiksiyon faz1 boyunca populasyonun gelisimiyle
olan ilgisi incelendiginde, elde ettikleri MPI miktari
1.5 g/L’yi gecememistir [14]. Buna ek olarak MPIl'in
toplam miktari ile toplam biyokiitle
iliskilendirildiginde, ilgilenilen {irtiniin metanol
fazinda biylimeyle ilgisi oldugu gorilmistiir. Ayni
ekibin yaptig1 baska bir ¢alismada sicaklik, pH ve
farkli nitrojen kaynaklarinin yine ayni susda MPI
liretimine olan etkisine bakilmistir. Kiiltivasyon pH’s1
5.1’den 6.3’e yiikseltilmis, sicaklik 28°C’den 22°C’ye
diistrilmiis ve periyodik olarak amonyum siilfat ve
EDTA kiltiir ortamina eklenerek 160 saatlik gelisme
sonrasinda MPI salgillanmasinin 0.3g/L seviyesine
ulastigl gorilmistiir [23]. P. pastoris’te IP liretimi icin
yine Ala-Ala-Lys baglayici peptiti ve a-faktorii sinyal
dizisi kullanilarak ekspresyon plazmidi pPIC9’da 16
litrelik fermentorde 3.6g/L IP liretilmis ve iiretilen IP
aktif insililine donistirildiigiinde verimin %70
seviyesinde oldugu belirtilmistir [24]. Gurramkonda
vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise a-faktor
sinyal dizisi liderliginde AAK baglayic1 peptidi ve
EEAEAEAEPK ara peptidi kullanilarak ekspresyon
vektorii dizayn edilmis ve daha sonrasinda kesikli
gliserol ve sabit miktarda metanolden olusan yari
kesikli beslemeli iki fazli kiltivasyon islemi
uygulanmistir [15]. Bu yaklasim I[P iretimini 2 kat
artirmis  ve saflastirlan I[P insan insiilinine
doniistirildiikten sonra 1 litre sivi kiiltiirde yaklasik
1.5 g ve %99 saflikta rekombinant insan insiilini elde
edilmistir. P. pastoris'te rekombinant insan insiilini
onciilerinin AOXI promotoru altinda liretimiyle ilgili
yapilan bir baska c¢alismada ise fermantasyon
sonrasinda 200-400 mg/L IP elde edildigi rapor
edilmistir [25]. Ayn1 grubun bagska bir ¢alismasinda
ise bir insllin analogu olan aspart insilin P.
pastoris’te AOX1 promotoru altinda fretilmis ve
sonucta 400mg/L aspart insiilin 6nciisii elde edildigi
ifade edilmistir [26].

Sonug olarak, yapilan bu c¢alisma sonunda insiilin
hormonu onciileri ireten bir sus elde edilmistir.
Ancak, bu c¢alismada elde edilen protein miktarinin
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literatiirdeki diger calismalarla kiyaslandiginda daha
az oldugu gorilmiistir. Bu c¢alismada kullanilan
flizyon proteini saflastirma isleminde kolaylik
saglamas1 ac¢isindan 6X Histidin etiketi tasiyacak
sekilde dizayn edilmistir. Literatiirde bulunan diger
calismalarda, iretilen protein histidin etiketi
tasimamaktadir. Proteinin sonuna takilan histidin
etiketinin, hiicre disina salgilanan protein miktarini

azaltictc yonde Dbir etkisinin olma ihtimali
bulunmaktadir. Ayrica liretimde kullanilan
fermantasyon sartlari, diger calismalarla
kiyaslandiginda farkliliklar gostermektedir.

Rekombinant protein liretiminde fermentorde tiretim
esnasinda karistirma hizi, hava, besleme profili,
¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonu, sicaklik ve pH
degerlerinin tretilecek her bir proteinde farkl
optimum  kosullar  gerektirdigi  bilinmektedir.
Dolayisiyla fermantasyon kosullarinda yapilacak
optimizasyon ¢alismalariyla tretilen protein miktari
arttirilabilecektir. Butiin bunlarla birlikte; tretilen
proteinin miktar tayininde ELISA analizi kullanilmis
ancak literatiirdeki diger yayinlarda miktar tayini i¢in
HPLC analizi yapilmistir. Dolayisiyla protein
miktarlarindaki farkin bir diger sebebinin ise,
kullanilan metotlarinin farkliligindan kaynaklanmis
olma ihtimali bulunmaktadir.
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