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Abstract

In this study, design and construction of pPIC9K_Chy vector was projected to construct the recombinant rabbit pro-chymosin
gene. For this purpose, bioinformatic analysis was performed to determine the gene sequence of rabbit pro-chymosin. The
primer designed for this sequence and the DNA sample taken from the rabbit were confirmed by comparison with PZR. This

sequence was cloned to pPIC9K vector after digested with EcoRI and Notl restriction enzymes. After cloning, the vector
containing the target gene was transformed into JM109 competent E. coli cells by heat shock treatment and selection on
media conatining ampicillin was performed. Antibiotic resistant single colonies carrying the target gene was verified by the PZR
method and plasmid DNA extraction from E. coli cells was performed. The obtained plasmids were transferred to Pichia
pastoris competent yeast cells by electroporation method and the transferred cells were verified to be carrying the target
gene by cultivating them in various concentrations of G418 (antibiotic) containing medias.
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Oz

Bu calismada rekombinant tavsan pro-kimozin genini Uretmek amaciyla kullanilacak olan pPIC9K-Chy vektorlinin dizayn
edilmesi ve ¢ogaltilmasi hedeflenmektedir. DNA bilgi bankalarinda biyoinformatik analizler yapilarak tavsan pro-kimozin gen
dizilimi belirlenmistir. Elde edilen dizilimlere goére dizayn edilen primerler ile tavsandan genomundan kimozin enzimi izole
edilmistir. Hedef DNA sekanslari PIC9K vektoriine EcoRIl ve Notl restriksiyon enzimleriyle tGzerinden klonlanmistir. Klonlama
islemi sonrasinda hedef geni igeren vektor, IM109 kompetent E. coli hiicrelerine isi soku uygulamasiyla transforme edilmis ve
antibiyotikli besiyerinde segilimleri gergeklestirilmistir. Antibiyotik pozitif olan tek kolonilerin hedef geni taslyip tasimadiklari
koloni PZR yontemiyle dogrulanmis ve E. coli hiicrelerinden plazmid DNA’lar ekstrakte edilmistir. Elde edilen plazmid DNA' lar
elektroporasyon yontemi ile Pichia pastoris kompetent maya hiicrelerine aktarilmis ve aktarilan hicreler gesitli
konsantrasyonlarda antibiyotik iceren besi yerlerine ekilerek hedef geni tasidiklari dogrulanmistir.

Anahtar kelimeler: Tavsan,; Kimozin; Pichia pastoris; Rekombinant kimozin; pPIC9K

1. Giris

Enzimler, bitki ve hayvan dokularindan izole
edilebildigi gibi mikroorganizmalar tarafindan da
Uretilebilmektedirler. Uzun yillardir ¢ok sayida
mikroorganizma fermentasyon ortaminda enzim
Uretimi amaciyla kullaniimislardir. Fakat giinimizde
klasik yontemlerle enzim dretimi yani sira yeni
modern vyollar da kullanilmaktadir. Rekombinant
DNA teknolojisinin gelismesi ile gida sektoriinde

midelerinin dordinci bolimunde bulunan, 323
amino asitten olusan ve 35,6 kDa agirliginda olan bir
aspartik proteazdir. Bu enzim mide mukozasi
tarafindan inaktif prokimozin olarak salgilanir.
inaktif enzim 365 amino asitten olusur ve 40,8 kDa
agirhgindadir. Asidik kosullarda 42 amino asidin
olusturdugu N terminal 6n zincirinin otokatalitik
ayrilmasi ile prokimozin aktif enzim halini alir [2]. ilk
olarak E.coli de ifade edilen sigir kimozini zaman

kullanilan bir¢ok enzim bu teknoloji ile Uretilmeye
baslanmis boylelikle diisiik maliyet ve yliksek verim
ile enzim eldesi miimkiin olabilmistir. Rekombinant
enzim Uretimine 1988 yilinda rekombinant kimozin
dretimi ile baslanmistir [1]. Kimozin (EC 3.4.23.4)

sitiin  pihtilasmasini  saglayan gen¢ memelilerin

icerisinde farkh hayvan kaynaklari ve konakgilar da
denenerek, tam anlamiyla hayvansal kaynakli
enzimlerin yerini alabilmistir. Rekombinant kimozin
bircok peynir cesidi Uretiminde kullaniimis ve
Uretilen bu peynirlerin kalitesi ile buzagi renneti ile

Uretilen peynirlerin  kalitelerinin  karsilastirabilir
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oldugu gorilmustar [3, 4, 5, 6, 7]. Son yillarda
ylratilen c¢alismalar daha ¢ok maya sistemleri
kullanilarak rekombinant kimozin Uretimi Uzerine
odaklanmis ve bu amacla daha iyi optimize edilmis
heterolog ekspresyon sistemlerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir.
Protein muhendisliginin gida Uretim sistemlerine
uygulandigi en 6nemli alanlardan birisi molekiler
kimozin kadar  yapilan
calismalarda domuz, buzagi, kuzu, keci ve son olarak

maya

dizaynidir.  Bugline

deve kimozinin gen dizilimi ve bu genlerin
karekterizasyonu yapilmis ve bunlarin rekombinant
Uretimi saglanmistir. Ancak kimozin icin yeni kaynak
arayislari devam etmektedir. Nifusun giderek arttig
ve buna bagh olarak peynir tiketiminin de arttig
glinimizde kimozin igin kaynak arayislari dnemini
korumaktadir. Tavsan midesinden (abomasum) izole
edilen rennetin peynir yapimi icin énemli bir kaynak
olabilecegi
potansiyeline sahip oldugu 6ngorilmektedir [8]. Bu
calismanin amaci biyoinformatik analizler sonucu
belirlenen tavsan pro-kimozin geninin dizayn edilen
uygun primerler vasitasiyla tavsan genomundan
genin  maya
transformasyon vektoriine klonlanmasi. Molekiler
analizler vasitasi ile vektoriin hedef geni tasidiginin
tespit edilmesidir ve mayalardaki
dogrulanmasidir.

ve peynir Gretiminde kullanilabilme

izole edilmesi. izole edilen

varliginin

2. Materyal ve Metot
2.1. Hayvan materyali

Bu ¢alismada kullanilan Oryctalagus cuniculus
(tavsan) materyalleri Sanhlurfa piyasasinda satilan
tavsan derilerinin satin alinip, uygun kosullarda
laboratuvara saklanmasiyla
edilmistir.

tasinmasi ve elde

2.2. Kimyasal maddeler

Arastirmada kullanilan Genelet #K0721 DNA
Saflastirma  kiti, Proteinaz K Thermo scientific
firmasindan (Amerika); QiAquik DNA saflastirma kiti
Qiagen (Almanya) firmasindan; PZR kiti (Magnezyum
klorlir, dNTP,
Restiriksiyon Endoniikleaz enzimleri New England

standart buffer, Taq Polimeraz),

Biolabs (ingiltere) firmasindan; primerler Sentegen
(Ttrkiye) firmasindan; Pichia pastoris (P. pastoris)

mayalari,  ekspresyon  vektorleri,  besiyerleri
Invitrogen (Kaliforniya) firmasindan; JM 109
kompetent  hicreleri  Promega  firmasindan

(Amerika); temin edilmistir. Kullanilan tim kimyasal
materyaller analitik saflik dizeyindedirler.

2.3. DNA ekstraksiyonu

Genelet # KO721 DNA saflastirma kiti kullanilarak

Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda

yapiimigtir.
2.4. Primer Tasarimi

Calismamizda Tavsan Genomundaki kimozin geninin
yerinin belirlemesi ve dizayn edilen vektorin hedef
geni igerip icermedigini dogrulama amaglan ile
¢ogaltilmak istenen bolgelere gore farkli primer
tasarimlari yapilmistir (Tablo1).

Tablo 1. Kullanilan primer dizilimleri

Primer Adi Tm® %GC Baz dizilimi (5'3")
ODF1(ileri) 67,4 55 GTTGTTGGCCCTGTCGAAGA
ODR1(Geri) 64,7 50 TCCACATCCAGAGAGCCATT
ODF2(ileri) 68,8 60 TGTCCAGGGTGAACTGCCAG
ODR2(Geri) 59,6 50 TACCTACCTGTTCCCTGTGA
ODF3(ileri) 59,9 50 ATACTGGATGTACAGGGGCT
ODR3(Geri) 64,4 55 AAGCACCAGGTCGAACTGAG
ODF4(ileri) 66 55 ATCGAGGTGTCGGATAACGG
RCF1(ileri) 59.24 45 GAACATGGTTTGTTGGGTGA
RCR1(Geri) 58.34 50 GCAGTAGCCAAACCCAATCT

2.5. PZR analizi

PZR analizi temel molekdiler biyoloji kurallarina
uyularak Tablo 2. 'deki sartlarda yapilmistir [9].

2.6. DNA saflastiriimasi

PZR reaksiyonu {rlnlerinden DNA’ nin
saflastiriimasi islemi GE Healthcare GFX PZR DNA
and Gel Band Saflastirma Kiti kullanilarak yapilmistir.

2.7. pPICK9K_OC_PROCHY
edilmesi

vektoriiniin  elde

PZR reaksiyonu ve yapilan biyoinformatik analizler
sonucu dizilimi belirlenen tavsan pro-kimozin geni
pPICK9K vektorine klonlanmis bir sekilde GenScript
(Amerika) sentezlettirilmistir. Toplamda 1089 baz
dizisinden olusan hedef genimiz, ¢oklu klonlanma
bolgesinden EcoRl ve Notl kesme enzimleri ile
kesilmis, kodon optimizasyonu vyapilarak pPIC9K
vektoriine klonlanmis olarak temin edilmistir.

27



Oryctolagus cuniculus Kimozin Enzimini Pichia pastoris Mayasinda ifade Edecek Vektériin Dizayn ve Jenerasyonu

Tablo 2. PZR analiz kosullari

Basamaklar ODF1-ODR1 ODF2-ODR2 ODF3-ODR3 ODF4-ODR4 RCF1-RCR1 Dongl
Baslangic 94 °C 3 dak 94 °C 3 dak 94 °C 3 dak 94 °C 3 dak 94 2C 30 san 1X
denatiirasyonu

Denaturasyon 94 2C 30 san 94 2C 30 san 94 2C 30 san 94 2C 30 san 94 2C 30 san

Baglanma 58 2C 45 san 592C 45 san 60 2C 45 san 60 2C45 san 60 2C 45 san 35X
Uzama 72°C1.30dak 72°C1 dak 72°C1.30dak 72°C1.30dak  729C1.30dak

Son uzama 729C 10 dak 729C 10 dak 729C 10 dak 729C 10 dak 729C 10 dak 1X

2.8. pPIC9K-Chy vektoriiniin
dogrulanmasi

¢ogaltilmasi ve

P. pastoris mayalarina aktarilmasi amaciyla hedef
genimizi tastyan pPIC9K plazmidi JM109 Escherichia
coli hicrelerine transforme edilerek vektérimiziin
¢ogaltilmasi saglanmistir. Transformasyon islemi
uretici firmanin kilavuzunda bulunan protokole bagh
kalinarak gergeklestirilmistir. Bu metoda gore steril
polipropilen tipler buz dakika
sogutulduktan sonra icerisine 100 ul -80°C' de
saklanan E. coli JM 109 kompetent hicreleri
¢bziindiriilerek eklenmistir. Uzerine 1 pl hedef geni
tasiyan plazimidimiz eklenmistir. Polipropilen tipler
hafifce karistirilarak buz Uzerince 10 dakika inkiibe
edildikten hemen sonra 42°C' lik su banyosunda 50
saniye tutulmustur. Daha sonra tekrar buz lzerine
alinarak iki dakika bekletilmistir. Boylelikle bakteri
hicre membrani porlari ani 1si degisikligi ile acilip
kapanirken plazmid DNA' nin E. coli hiicrelerine
gecisi saglanmistir. Bakteri hiicrelerinin tGzerine SOC
sivi besiyeri eklenerek g¢alkalamali inkiibatorde
37°C'de 225 rpm 'de 60 dakika bekletilmistir.
inkiibasyondan sonra transforme edilmis bakteri
hicresi 100pg/ml ampisilin iceren LB (Luria Bertani)
agara ekilerek 37° C' de tek koloni olusana kadar
inklibe edilmistir. Antibiyotikte gelisen kolonilerin
sahip olduklari antibiyotik direncine bagh olarak
pPIC9K-Chy vektorini icerdigi duslinGlmdistir. Bu
pPIC9K-Chy icerdigini
dogrulamak i¢in ise elde edilen bir tek koloni
ampicilin iceren LB mediuma aktarilmis 37°C de 225
rom de bir gece inkiibe edildikten sonra vyine
kullanici kitabindaki Alkali Lizis Yontemi uygulanarak
plasmid DNA izolasyonu yapilmis ardindan da elde
edilen plasmid DNA, PZR yénteminde DNA kaynagi

Uzerinde 5

kolonilerin vektorini

olarak kullanilarak istenilen hedef genin varlig
dogrulanmistir.

2.9. Kompetent Pichia pastoris maya hiicrelerinin
hazirlanmasi

E. coli hicrelerinde c¢ogaltiimis olan hedef
Oryctolagus cuniculus pro-kimozin genini icerdikleri
dogrulanan  pPICK9K_OC_PROCHY  vektoriinin
elektroporasyon yontemi ile P. pastoris GS115
mayalarina aktarilmasi amaciyla kullanici kitabina
bagh kalinarak kompetent P. pastoris mayalari
hazirlanmistir. Bu amagla stab GS115 kdltirrlerinden
alinarak YPD agara ¢izme metodu ile aktarilmis 30°C
de tek koloni olana kadar inkiibe edilmistir. Gelisen
tek koloniler secilerek 5 ml YPD besiyerine aktariimis
ve 30°C de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi gilin
icerisinde maya gelismis
besiyerinden 0.4 ml alinip tekrar 500 ml taze YPD
sivi besiyerine aktarilmis ve ODgoo degeri 1.3-1.5' e
varana kadar gelisimi takip edilmistir. istenen
yogunluga erismis besiyerleri kullanici kitabinda
belirtilen protokol dogrultusunda santriflijleme ve
sorbitol ile ¢ozme islemlerine tabi olduktan sonra
elektroporasyon icin hazir bir hal almislardir.

hicreleri olan bu

2.10. Hedef geni tasiyan pPICK9K-_OC_PROCHY
vektoriiniin elektroporasyon yontemi ile Pichia
pastoris kompetent hiicrelerine aktarilmasi ve
elektroporasyonun dogrulanmasi

Hedef geni tasiyan pPICK9K_OC_PROCHY vektori
Pichia pastoris kompetent hiicrelerine aktarilmadan
ile 37 °C'de gece boyunca
bekletilerek dogrusal hale getirilmistir. Daha sonra
Uretici firmanin  kullanici  kitabindaki protokol
uygulanarak S. Cerevisiae ya gobre ayarlanmis
elektroporasyon cihazi ile dogrusal hale getirilmis
DNA kompetent maya hicrelerine aktarilmistir.
Daha sonra elektropore olmus hiicreler yayma

once Sacl enzimi
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metodu ile MD (Minimal Dekstroz) kati besiyerine
ekilmis ve koloni olusumu gozlenene kadar 30°C'de
inklibe edilmistir. Elektroporasyonun basarili bir
sekilde yapildigini  dogrulamak icin MD kati
besiyerinde gelisen tek koloniler farkli
konsantrasyonlarda (0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg/ml)
Geneticin G418 antibiyotigi iceren YPD (Yeast
Peptone Dextrose) besiyerine aktarilmis burada da
direng gosteren kolonilerin hedef geni tasidig
dogrulanmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Tavsan kimozin geninin PZR vasitasi ile
¢ogaltilmasi, saflastiriimasi ve dogrulanmasi

Tavsan derisinden DNA ekstraksiyonu
sonucunda DNA'nin
calismalarda kullanilacak nitelikte olup olmadiklari
jel elektroforezi ile teyit edilmistir. Tavsan
kimozinine ait DNA' larin % 1.2 lik agaroz jel
goriantist Sekil 1." de verilmistir.

yapilan

elde edilen molekiler

Sekil 1. Tavsan DNA ‘si jel goriintisi 1. Kuyucuk DNA
markdrd, 2. ve 3. Kuyucuklar tavsan genine ait cDNA' larin
% 1.2 lik agaroz jel gorintis.

Tavsandan kimozin
Uzerindeki yeri baska canlilarda bulunan kimozin gen
bolgeleri ile tahmini tavsan kimozin geninin (NCBI
erisim no: XM_002715787.2) karsilastiriimasi sureti
ile yapilan biyoinformatik ¢alismalar sonucunda
belirlenmistir. Kimozin geninin tavsanin 143.360.832
bazdan olusan 13. kromozomu Uzerinde 53.709.000
ile 53.717.500 bazlari arasinda kalan 8500 bazlk
kissmda  bulundugu  biyoinformatik
sonucunda belirlenmistir. Gen (zerinde bulunan
exon ve intron bolgeler de belirlendikten sonra bu
DNA pargalari PZR yontemi ile cogaltacak primerler
tasarlanmistir.  Tablol’de  verilen primerler
kullanilarak yapilan PZR analizleri sonucunda elde
edilen DNA bantlarinin dizilimleri belirlenerek
tavsan kimozin geninin nikleik asit sekansina

geninin  tavsan genomu

analizler

ulasiimistir (Sekil 2, 3, 4, 5) ve belirlenen dizilime
bagh kalinarak vektore aktarilacak hedef genin
eldesinde kullaniimistir. Ayrica PZR sonucu elde
edilen Urinler saflastirilarak dizilemeye gonderilmis
ve gelen dizilim ile tavsan genomunda kimozin
olarak bolge karsilastiriimistir.
Sonuglarimiza gore bu belirlenen bélgeler tavsan
kimozini olarak tahmin edilen boélgelerdeki dizilimler
ile % 100 benzerlik gostermistir.
dayanarak sentezlenen tavsan kimozin geni pPICK9K
vektori icerisine Notl ve EcoRI klonlama bdlgeleri
Gzerinden  aktariimistir.
ekspresyonu icin kodon optimizasyou yapilmis ve
optimize edilmis boélgeyi ¢cogaltmak igcin RCF1, RCR1
primerleri tasarlanmistir (Tablo 2.) ve bu primerler
kullanilarak hedef genin vektore uygun ve dogru
yonde aktarildig1 analiz edilmistir.

edilen

tahmin

Bu verilere

Rekombinant  kimozin

Sekil 2. a) ODF1-ODR1 primer ciftleri ile yapilan PZR
analizi sonucu jel goérintliisi b) Saflastirma isleminin
kontroli

Sekil 3. a) ODF2-ODR2 primer ciftleri ile yapilan PZR
analizi sonucu jel goérintliisi b) Saflastirma isleminin
kontroli

Sekil 4. a) ODF3-ODR3 primer ciftleri ile yapilan PZR
analizi sonucu jel gorintlisi b) Saflastirma isleminin
kontroli
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Sekil 5. a) ODF4-ODR4 primer ciftleri ile yapilan PZR
analizi sonucu jel géruntisid b) Saflastirma isleminin
kontroli

Sekil 6. 100ul/ml ampisilin iceren Luria Bertani kati besi
pPICK9K_OC_PROCHY plazmidini
iceren JM109 kompetent E. coli hiicreleri

erinde gelistirilen

PZR sonucunda elde edilen reaksiyon Urinlerinin
degerlendirmesinde agaroz jel analizi kullaniimis ve
boyut dogrulamasi vyapildiktan sonra ikinci bir
konformasyon yontemi olarak DNA dizilemesi
yapilarak sekans bilgisi elde edilmistir. Hedef gen
bolgesinin amplifikasyonu sonucunda elde edilen
DNA bantlari istenilen boyutta oldugu icin PZR
saflagtinlmis ve sekans bilgileri tespit
edilerek dizilimler belirlenmistir. Elde edilen
dizilimler ve pPICK9K vektoriine gére optimizasyonu
yapilmis Oryctolagus cuniculus
dizilimlerinin %100 oraninda benzerlik gosterdikleri
tespit edilmis (Sekil 8) ve kesin olarak
pPICK9K_OC_PROCHY plazmid vektorinin dogru bir
sekilde insa edildigi dogrulanmistir.

dranleri

kimozin geninin

1000 bp

500bp

1028bp

Sekil 7. Oryctolagus cuniculus kimozin geninin OCF1-
OCR1 primer ¢ifti kullanilarak PZR yontemiyle ¢ogaltiimasi
sonucu elde edilen %1.2 lik agaroz jel gorlintis

3.3. Hedef geni tasiyan pPICK9K-Chy vektoriiniin
elektroporasyon yontemi ile Pichia pastoris
kompetent hiicrelerine aktarilmasi ve
elektroporasyonun dogrulanmasi

P. pastoris mayalari gelisebilmek icin bulunduklari
besiyeri ortaminda histidin amino asidi bulunmasina
ihtiyac duyarlar ya da histidin bulunmadig
durumlarda metabolik olarak bu amino asidi
Uretebilme yeteneginde olmalari gerekir ancak P.
pastoris GS115 susunun histidin Uretme yetenegi
bulunmamaktadir. Yapilan dizayna gore P. pastoris
mayalarinin genomuna
yeteneginde bulunan pPIC9K vektorld vyapisinda
hedef genin yani sira histidin tretimini katalizleyen
HIS4 genini ve antibiyotik direnglilik genlerini
bulundurmaktadirlar Dolayisiyla ancak genomuna
pPICOK vektorinin (Sekil 9)  vyerlestigi Pichia
pastoris mayalarinin histidin bulunmayan selektif
besiyerinde koloni
olabilecekleri dusliniilerek ilk segilim bu prensiple
yapilmistir ve icerdigi vektér sayesinde histidin
bulunmayan selektif besiyerinde gelisme yetenegini
gosteren maya hicreleri His*

rekombine olma

olusturma vyetenegine sahip

olarak

adlandiriimiglardir (Sekil10).

Sekil. 10. Elektroporasyon sonrasi MD kati besiyerinde
His* gelisen koloniler
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GAACATGGTTTGTTGGGTGACTTTTTGAAGAAGCACCAAGTTGAATTGTCCAGAAAAAGA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
GAACATGGTTTGTTGGGTGACTTTTTGAAGAAGCACCAAGTTGAATTGTCCAGAAAAAGA

TCCCATTCTGGTGTTGTTGCTAACGAGGCTTTGACTAACTACTTGGATGTTCAATACTTC

Frrrrrrreerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
TCCCATTCTGGTGTTGTTGCTAACGAGGCTTTGACTAACTACTTGGATGTTCAATACTTC

GGTAAAATCCAAATCGGTACTCCACCTCAAGAGTTTACTGTTGTTTTCGATACTGGTTCT

Frrrrrrreerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
GGTAAAATCCAAATCGGTACTCCACCTCAAGAGTTTACTGTTGTTTTCGATACTGGTTCT

TCTGATTTGTGGGTTCCTTCTATCTACTGTAAGAACAAGGCTTGTAAGATTCACAGAAGA

Ferrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e
TCTGATTTGTGGGTTCCTTCTATCTACTGTAAGAACAAGGCTTGTAAGATTCACAGAAGA

TTCGATCCAACTAAATCTTCTACTTTCCAACACATGCACAAGCCTTTGTACATTCAATAT

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e
TTCGATCCAACTAAATCTTCTACTTTCCAACACATGCACAAGCCTTTGTACATTCAATAT

GGTACTGGTTCTATGCAAGGTGTTTTGGGTTATGATACTGTTACTGTTGCTGGTATTGTT

Frerrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
GGTACTGGTTCTATGCAAGGTGTITTGGGTTATGATACTGTTACTGTTGCTGGTATTGTT

GATACTCACCAAACTGTTGGTTTGTCTACTAAAGAACCAGGAGATGTTTTTGTTTACTCT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
GATACTCACCARACTGTTGGTTTGTCTACTAAAGAACCAGGAGATGTTTTTGTTTACTCT

GAGTTCGATGGTATTTTGGGTATGGGTTATCCTAACATTGCTTTTCCACATTCTGTTCCT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GAGTTCGATGGTATTTTGGGTATGGGTTATCCTAACATTGCTTTTCCACATTCTGTTCCT

GTTTTCGATAATATGATGCATAAGCACTTGGTTGCTCAAGATTTGTTTTCTGTTTACATG

Frrrrrrrrerrerrrrerrrrrrrrr e e e et e e e e e e e e
GTTTTCGATAATATGATGCATAAGCACTTGGTTGCTCAAGATTIGTTITCTGTTTACATG

TCCAGATCCGGTGAAGGTTCTATGTTGACTTTGGGTGGTATTGATTCTCAATACCATACT

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e e
TCCAGATCCGGTGAAGGTTCTATGTTGACTTTGGGTGGTATTGATTCTCAATACCATACT

GGAGATTTGCACTGGGTTCCAGTTACTGTTCAAGGTTATTGGCAATTCACTTTGGATAGA

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrr e e e e e e e
GGAGATTTGCACTGGGTTCCAGTTACTGTTCAAGGTTATTGGCAATTCACTTTGGATAGA

60

117

120

177

180

237

240

297

300

357

360

417

420

477

480

537

540

597

600

657

660

717
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Query 661 GTTACTGTTGATGGTAAAGTTGTTGCTTGTGAGAGAGGTTGTCAAGCTATTTTGGATACT 720

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 718  GITACTGTTGATGGTAAAGTTIGTTGCTTGTGAGAGAGGTTGTCAAGCTATTTTGGATACT 777

Query 721 GGTACTTCTTTGTTGATTGGTCCAGATTCTGAGATTTTGCATATTCAAAGAGCTATTGGT 780

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 778  GGTACTTCTTTGTTGATTGGTCCAGATTCTGAGATTTITGCATATTCAAAGAGCTATTGGT 837

Query 781 GCTTCTGAAGGAGAGTATGGTGAATTTGGTTTCTCTTGTAAGTCTTTGTCCTCTAAACCT 840

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 838  GCTTCTGAAGGAGAGTATGGTGAATTTGGTTTCTCTTIGTAAGTCTITTGTCCTCTAAACCT 897

Query 841 GCTGTTGTTTTTGAGATTAACGGTAGAAAGTTCCCATTGTCTCCTTCTGCTTACACTAAT 900

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e
Sbjct 898  GCTGTTGTTTTTGAGATTAACGGTAGAAAGTTCCCATTGTCTCCITCTGCTTACACTAAT 957

Query 901 AAGGATAAGGGTTTGTGTTACTCTGGTTTTGAAGGTGGTTCTCAATTGTGGATTTTGGGA 960

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e
Sbjct 958  AAGGATAAGGGTTTGTGTTACTCTGGTTTITGAAGGTGGTTCTCAATTGIGGATTTTGGGA 1017

Query 961 GATGTTTTTATTAGAGCTTACTACTCTGTTTTCGATAGAGCTAACAATAGATTGGGTTTG 1020

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 1018 GATGTITTTATTAGAGCTTACTACTCTGITTTCGATAGAGCTAACAATAGATTIGGGITTG 1077

Query 1021 GCTACTGC 1028

FEEETET
Sbjct 1078 GCTACIGC 1085

Sekil 8. RCF1-RCR1 spesifik primerleri kullanilarak ¢ogaltilan gen bolgesi ve pPICK9K_OC_PROCHY plazmidinde
bulunan pPICK9K vektoriine gére optimize edilmis Oryctolagus cuniculus kimozin genine ait dizilimin karsilastirilmasi.

!onl promoter|

EcoRI (1222)
P

_— NotI (2324)

pPPIC9K_OC_PROCHY
10,365 bp

Sekil 9. PPICK9K vektoriine EcoRIl ve Notl restriksiyon enzimleri ile kesilerek yerlestirilen tavsan pro-kimozin geninin
sematik gésterimi
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Sekil 11. a) 0,25 mg/mL G418 antibiyotik iceren YPD agarda gelismis koloniler b) 2mg/mL G418 antibiyotik iceren YPD

agarda gelismis koloniler.

Elektroporasyonun basarili bir sekilde yapildigini
dogrulamak icin ikinci adim olarak ta MD kati
besiyerinde gelisen tek farkl
konsantrasyonlarda antibiyotik iceren besiyerine
aktarilmis burada da direng gosteren koloniler
gbzlenmistir (Sekil11). Pichia pastoris maya hicreleri
genomlarinda antibiyotige direng gosterebilen
herhangi bir gen dizilimine sahip olmadiklarindan

koloniler

antibiyotikli besiyerinde koloni olusmasi
transformasyon isleminin basari ile yapildiginin
kanitidir.
4. Sonug:

Hayvansal kaynaklarin sinirli olmasi, yiiksek maliyet
ve artan enzim ihtiyacinin karsilanamamasi gibi
sorunlardan dolayr rekombinant kimozin Uretim

calismalari uzun yilalrdir yapilmaktadir.
Rekombinant kimozin Ulretiminde Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis gibi
degisik mikrobiyal ifade sistemleri kullanilmaktadir
fakat farkh ekspresyon sistemlerinin bu amacla
kullanilabilme arastirmalari da devam etmektedir.
Metilotrofik bir maya olan Pichia pastoris aktif
heterolog proteinlerin Uretimi icin 6nemli bir
ekspresyon (ifade) sistemi haline gelmistir. Son
yillarda yapilan bir ¢ok calismada farkli orjindeki
proteinler

basarih bir sekilde bu organizmada

klonlanmis ve ifade edilmistir.

Bu c¢alismada biyoinformatik analizler sonucu
belirlenen tavsan kimozin geni pPIC9K vektoriine
basarili bir sekilde klonlanmis ve elektroporasyon
yontemi ile Pichia pastoris ekspresyon sistemine
transforme edilmistir. Elektroporasyon sonrasi elde
edilen hiicreler farkh konsantrasyonlarda antibiyotik
iceren besiyerlerine ekilmis ve bu besiyerlerinde
gelisim gosteren hicrelerin hedef geni tasidigi
kanitlanmistir. Tavsan pro-kimozin genini igeren
rekombinant vektor ileriki ¢alismalarda kullaniimak

Uzere insa edilmistir.
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