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OZET

Pichia pastoris MIGI GENININ MOLEKULER VE FONKSiYONEL
KARAKTERIZASYONU

Semiramis YILMAZ

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Mehmet INAN
Aralik 2012, 100 Sayfa

Pichia pastoris rekombinant protein liretiminde konuk¢u organizma olarak
yaygin ve basarilt bir sekilde kullanilan metilotrofik bir mayadir. Pichia sisteminin
artan popiilerligini saglayan sebepler arasinda, bir ¢ok dkaryotik transkripsiyon sonrasi
modifikasyonlar1 gerceklestirebilmesi ve heterolog proteinleri hem hiicre i¢i hem hiicre
dis1 olarak ¢ok yliksek miktarlarda iiretebilme kapasitesine sahip olmasi sayilabilir. P.
pastoris ekspresyon sisteminde, diger sistemlerle karsilastirildiginda ¢ok yiiksek
verimliliklerde protein ekspresyonu gergeklestiriliyor olmakla birlikte, sistemin

verimliligini arttirmak i¢in caligmalar yapilmaya devam edilmektedir.

P. pastoris ekspresyon sisteminde protein {retimi genellikle metanol
metabolizmasindaki ilk enzimi kodlayan alkol oksidaz geninin (AOX/) promotoru
kontroliinde gergeklestirilir. Cok siki denetim altinda tutulabilen AOXI promotoru,
metanol tarafindan tetiklenmekte (metanol indiiksiyon), glukoz ve etanol tarafindan
baskilanmaktadir (katabolit represyon). AOXI promotorunun indiiksiyon ve katabolit
represyon mekanizmalari ile kontrol edildigi bilinmesine ragmen bu mekanizmada rol
alan regiilasyon proteinleri heniiz bilinmemektedir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda
yalmizca bir transkripsiyonal regiilator proteinin (Mxrl proteini) metanol

indiiksiyonunda aktivator olarak rol aldigi belirlenmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda, P. pastoris’in katabolit represyon mekanizmasi

calisilmigtir. Bu amagla, S. cerevisiae ve diger mayalarda katabolit represyon



mekanizmasinda kilit rol oynadigi ve represor olarak DNA’ya baglandigi tespit edilen
Migl proteinini kodlayan MIGI geninin, P. pastoris’te molekiiler ve fonksiyonel
karakterizasyonu yapilmistir. MIGI ve homologu MIG2 genlerinin inaktive edilmesi ile
elde edilen tekli (Amigl, Amig2) ve cift mutant (AmiglAmig2) suslarinin represyon
(glukoz), derepresyon (gliserol) ve indiiksiyon (metanol) kosullarinda gelistirilmesi,
gelisim egrilerinin ¢ikarilmasi ve alkol oksidaz enzimi aktivitelerinin karsilastirilmasi
seklinde gerceklestirilen fonksiyonel analiz sonucunda MIG1 ve MIG2 genlerinin AOX1
geninin katabolit represyon mekanizmasinda rollerinin oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
MIGI1 ve MIG?2 genlerinin inaktivasyonu, hiicrelerin gliserol ve glukozda gelisimlerinde
herhangi bir fenotipik etkiye neden olmazken metanoldeki gelisimlerinde Amigl ve
Amigl Amig2 suslarinin gelisim hizlarinda ve ulastiklart hiicre yogunlugunda az da olsa
bir artis gozlenmistir. AOX enzim aktivitesi sonuclarinda ise glukoz/metanol
besiyerinde hicbir susta aktivite tespit edilmezken, gliserol/metanol besiyerinde Amig2
ve AmiglAmig2 suslarinda sirasiyla ~%30 ve ~%50 oranlarinda aktivite hesaplanmistir.
Elde edilen bu sonuglarla PpMigl ve PpMig2 proteinlerinin AOX/ promotorunun

negatif regililasyon mekanizmasinda yer aldiklar ilk kez ortaya konmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Pichia pastoris, katabolit represyon, glukoz represyonu,
Migl, Mig2,

JURI: Dog. Dr. Mehmet INAN (Danisman)

Yrd. Dog. Dr. Barcin KARAKAS
Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN
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ABSTRACT

MOLECULAR AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF Pichia pastoris
MIGI GENE

Semiramis YILMAZ

M.Sc. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet INAN
December 2012, 100 Pages

The methylotrophic yeast Pichia pastoris is widely and successfully used as a
host system to produce recombinant proteins for a variety of applications. The rising
popularity of the system could be attributed to several characteristics, including the
ability to perform many eukaryotic post-transcriptional modifications, and the capability
of this yeast to produce heterologous proteins at high levels, either intra- or
extracellularly. Being already the most productive expression system in protein
expression within the other systems, Pichia pastoris is still being studied in order to

enhance the efficiency of the system.

In the P. pastoris expression system, the expression of foreign genes is usually
driven by the promoter of the alcohol oxidase gene I (AOX/) which encodes the first
enzyme in the methanol utilization pathway. Under a very strict control, the AOX]
promotor is highly induced by methanol (methanol induction) and repressed by glukoz
and ethanol (catabolite repression). Although it is well known that the AOX/ promoter
is regulated strictly by induction and catabolite repression mechanisms, the proteins
involved in these regulation mechanisms have not been identified yet. So far only one
gene product, Mxrlp, has been showed to be involved in the positive regulation

(methanol induction) of the AOX1 promoter.

In the scope of this project, the mechanism of catabolite repression of P. pastoris

has been studied. For this purpose, the molecular and functional characterization of the
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MIGI1 gene, which is determined to have the key role in catabolite repression
mechanism for S. cerevisiae and other yeasts and encodes the protein Migl that is
bound to DNA as repressor, were done. As a result of the functional analysis of single
(Amigl, Amig2) and double mutant (Amigl Amig2) P. pastoris strains, which have been
derived by inactivation of MIGI and homologous MIG2 genes, by building up their
growth curves under repression (glukoz), derepression (glycerol) and induction
(methanol) conditions and comparing the alcohol oxidase enzyme activities, it has been
revealed that the MIGI ve MIG2 genes have a role in catabolite repression mechanism
of AOXI gene. Although the inactivation of MIGI and MIG2 genes has shown no
phenotypic effect in growth of cells in glycerol and glukoz, a slight increase in growth
speed of Amigl and AmiglAmig2 strains and cell density at methanol has been
observed. Regarding to AOX enzyme activity results, no activity has been identified at
glukoz/methanol media, whereas the activities were found on Amig2 ve AmiglAmig2
strains at glycerol/methanol media at an approximate rate of 30% ve 50% respectively.
Overall results suggested that the PpMigl and PpMig?2 proteins hold a place in negative

regulation mechanism of AOX/ promotor.

KEYWORDS: Pichia pastoris, catabolite repression, glukoz repression, Migl, Mig2

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Mehmet INAN (Supervisor)
Asst. Prof. Dr. Bargin KARAKAS
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

be Baz cifti

d Devir

dak Dakika

kbg Kilo baz ¢ifti

I Mikro (10°°)

m Mili

M Molar

n Nano (1 0'9)

OD Optik yogunluk
S Saniye

Th Coziilme sicaklig

U Unite
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Kisaltmalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

ABTS 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)
AOX Alkol Oksidaz

DIG Digoksijenin

DNA Deoksiribontikleik Asit

DTT Dithiothreitol

EMSA Jel Geciktirme Analizi, Electron Mobility Shift Assay
FDA ABD Gida ve Ilag Dairesi, Food And Drug Administration
GRAS Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen, Generally Regarded As Safe
LB Luria-Bertani Besiyeri

LiAc Lityum Asetat

MD Minimal Glukoz Besiyeri

MG Minimal Gliserol Besiyeri

MM Minimal Metanol Besiyeri

MMH Minimal Metanol ve Histidin Besiyeri

PAGE Poliakrilamit Jel Elektroforezi

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SDS Sodyum Dodesil Siilfat

SSC Tuzlu Sodyum Sitrat, Saline Sodium Citrate

TAE Jel Elektroforez Tamponu, Tris Asetat EDTA

TBE Jel Geciktirme Analizi Tamponu, Tris Borat EDTA
YNB Maya Azot Bazi

YPD Maya Pepton Dekstroz, Yeast Pepton Dextrose
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1. GIRIS

Mikroorganizmalarin, dogal hallerinde iiretmedikleri peptit ve proteinleri iiretir
hale gelmeleri 1970’lerin ortalarinda gelismeye baslayan rekombinant DNA
teknolojileri ile birlikte miimkiin hale gelmistir. Endiistriyel olarak ¢esitli konukcu
organizmalar kullanilarak iiretilen rekombinant proteinlerin, 6zellikle gida ve saglik
sektorlerinde kullanimi giderek artis gostermektedir. Yillar igerisinde, siirekli artis
gosteren rekombinant protein ihtiyacini karsilayabilmek icin ¢ok c¢esitli heterolog
ekspresyon sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemler arasinda, mayalar, prokaryotik
organizmalara gore, Okaryotik proteinlerin post-translasyonal modifikasyonlarini

gerceklestirebilmek gibi bazi avantajlar sunmaktadir (Cregg vd 1993).

Pichia pastoris, rekombinant protein liretiminde kullanilmak {izere ekspresyon
platformu olarak gelistirilmis metilotrofik bir mayadir. P. pastoris’te bugiine kadar ¢cok
sayida farkli proteinin lretimi gergeklestirilmistir. Pichia ekspresyon sisteminin
endistriyel rekombinant protein iiretiminde giderek artan popiilerligini saglayan
ozellikler su sekilde siralanabilir: (1) Genetik modifikasyon i¢in gereken tekniklerin
kolaylig1 ve mayanin gelisimi i¢in gerekli olan ortam ve kiiltiir kosullarinin basitligi; (2)
hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak yiiksek protein ekspresyon seviyelerine ulasabilmesi; (3)
translasyon sonrasi Okaryotik protein modifikasyonlarim1 (glikozilasyon, disiilfit
baglarinin olusmas1 gibi) gerceklestirebilme yetisi; (4) ticari ekspresyon kitlerinin var

olmasi (Lin-Cereghino ve Cregg 2000).

P. pastoris sisteminde heterolog proteinlerin ekspresyonu, genellikle alkol
oksidaz I geninin (AOXI) promotoru kontroliinde gerceklestirilir. AOXI, metanol
metabolizmasindaki ilk enzim olan alkol oksidazt kodlayan gendir. AOXI
promotorunun arastirmalarda ve uygulamada en fazla kullanilan promotor olmasinin
sebebi, P. pastoris’te karakterize edilen ilk promotor olmasi ve ticari kit olarak
(Invitrogen, CA, ABD) piyasaya siiriilmesinin yaninda ¢ok giiclii olmasi1 ve karbon
kaynaklar1 tarafindan ¢ok siki bir sekilde regiile edilmesidir. AOX ekspresyonu, farkli
karbon kaynaklarma tepki olarak gelisen represyon, derepresyon ve indiiksiyon

mekanizmalar ile regiile edilir. AOX] promotoru metanol tarafindan ¢ok kuvvetli bir



sekilde tetiklenmekte ve fakat glukoz, gliserol, asetat, etanol gibi diger karbon
kaynaklar1 tarafindan baskilanmaktadir. Sorbitol, mannitol, trehaloz ve alaninde ise
AOXI promotoru baskilanmamakta fakat indiiksiyon i¢in metanole gereksinim

duyulmaktadir (Inan ve Meagher 2001b).

AOXI promotorunun indiiksiyonunun derecesi, karbon kaynagi olarak
metanoliin varligina baglidir. Metanol esas olarak, gida friinleri ve katkilarinin
iiretiminde kullanilmaya pek uygun olmayan petrokimyasal kaynaklardan elde edilir.
Biiyiik olcekli fermentasyon endiistrisinde metanol kullanimi ve depolanmasi, toksik ve
yanict oldugundan tehlike arz etmektedir. Ayrica, metanolde biyokiitle iiretimi igin
gerekli olan oksijen miktari, karbon kaynagi glukoz oldugunda gerekli olan miktardan
3-4 kat daha fazladir. Oksijenin fazla miktarda kullanimi 1s1 iiretimini arttirmakta ve
biyoreaktoriin sicakligini yiikseltmektedir (Zhang vd 2010). Yiiksek oksijen temini ve
sogutma ihtiyaci iiretim maliyetini arttirmakta ve Olgek bliylitmede zorluklara neden

olmaktadir.

P. pastoris’te yapisal ve tetiklenebilir bagka promotorlar da bulunmasina ragmen
(AOX2, DAS, GAP, ICLI, FLDI, PEXS, TEFI, PGKI, YPTI gibi) cogu calismada ve
uygulamada bazi avantajlarindan dolayr AOXI promotoru kullanilmaktadir. Ornegin,
FLDI, AOXI promotoruna iyi bir alternatif olarak goriinse de indiiksiyon i¢in bagka bir
toksik ve yanict madde olan metilamin ya da formaldehite ihtiyag duymaktadir. Diger
promotorlar ise diisiik ekspresyon diizeylerinden dolay1 AOX/ promotoru kadar yaygin
kullanilamamaktadirlar. P. pastoris ekspresyon sistemini kullanan ¢ogu arastirmacinin
temel amacit maksimum miktarda rekombinant protein eldesi oldugundan, yiiksek
promotor fonksiyonu istenen bir dzelliktir. Ornegin, YPTI promotoru altinda iiretilen o-
glucuronidaz ekspresyon seviyesi, glukozda gelisen GAP promotoru altinda iiretilen
miktardan 10 kat az iken metanolde gelisen AOXI promotoru altinda elde edilen
miktardan 80 kat daha az bulunmustur (Sears vd 1998). Diger taraftan, GAP, TEFI,
PGKI ve YPTI promotorlart yapisal olduklarindan, kontrol ettikleri genlerin
transkripsiyonlarii tetikleyici ihtiyact olmadan siirekli bir sekilde gerceklestirirler.

Yapisal promotor kullanilirken genin ekspresyona basladigi an kontrol edilemez. Bu



yiizden, konukgu organizmaya toksik etkisi olan rekombinant bir proteinin iiretiminin

yapisal bir promotor altinda gerceklestirilmesi beklenemez.

AOXI promotorunun yaygin olarak kullaniliyor olmasina ragmen metanol
indiiksiyonu ve glukoz represyonunun molekiiler mekanizmasi hakkinda c¢ok az sey
bilinmektedir. Indiiksiyon ve represyon mekanizmalarmin agiga ¢ikarilmasi ile,
metanole ihtiyag duyulmadan, ya da glukoz gibi daha ekonomik karbon kaynaklarinin
represyona neden olmadan kullanilabildigi daha verimli suslarin gelistirilmesi miimkiin
olabilecektir.

Glukoz indiiksiyon ve represyon mekanizmalart en ayrintili olarak calisilan ve
en fazla bilgi sahibi olunan organizma Saccharomyces cerevisiae mayasidir. Bir ¢cok
geribildirim dongiileri ve farkli yolaklar arasinda etkilesim ve iletisimin oldugu bu
karmagik proses iizerine yapilan c¢alismalar, elde edilen bulgular iizerinden yeni
deneysel sistemlerin kurgulanip uygulandigi, biyoinformatik araclarin kullanildig: farkli
boyutlar kazanarak devam etmektedir (Westergaard vd 2007, Christensen vd 2009). S.
cerevisiae’de aciga cikarilan bilgiler, glukoz sinyal mekanizmalarinin diger
organizmalarda da arastirilmasi i¢in yol gosterici olmaktadir. Bu caligmada da S.
cerevisiae katabolit represyonundan yola c¢ikarak belirlenen, mekanizmanin basrol
oyuncusu olan Mig1 proteininin P. pastoris mayasinda ilk kez molekiiler ve fonksiyonel

analizi yapilarak AOX/ geninin katabolit represyonundaki rolii arastirilmistir.

Kuramsal Bilgiler ve Kaynak Taramalari bdliimiinde iki ana baglik altinda
oncelikle S. cerevisiae’de ortaya koyulan katabolit represyon ve glukoz indiiksiyon
mekanizmalarinda rol alan temel Ogelerin tanimlar1 ve aralarindaki etkilesimlerin
aciklamalar1 yapilarak genel bir model ¢izilmis, ikinci baslikta ise P. pastoris mayasinin
dahil oldugu metilotrofik mayalarin kullanim alanlarindan, sahip olduklar1 6zgiin
metanol metabolizmalarindan, metabolizmadaki ilk enzimi kodlayan alkol oksidaz
geninin (AOX) ekpresyonuna farkli karbon kaynaklarmin etkisinden séz edilmis, AOX
promotorunun negatif ve pozitif regiilasyonunda rol oynayan Ogelerin ortaya

cikarilmasina yonelik yapilan caligmalara yer verilmistir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Mayalarda Glukoz Algilama Mekanizmalari

Dogadaki en yaygin monosakkarit olan glukoz, mikroorganizmalarin en favori
yakitidir. Okaryatik hiicrelerin ¢ogu, mayalar ve insanlar dahil, cevrelerindeki karbon
kaynaklarinin varligini, niteligini ve miktarini algilayabilirler. Hiicreler, glukozdan
farkl1 bir ¢ok karbon kaynagmi kullanabilseler de, ancak, ortamda bulunan tim
glukozun bittiginden emin olduktan sonra diger kaynaklara yonelirler (Johnston 1999).
Olaym bu sekilde gerceklesebilmesi i¢in genlerin transkripsiyonundan, mRNA’nin
kararliligina, genlerin ifadesinden proteinlerin kararliligina kadar tiim isleyisin her bir

basamaginda etkili olan ¢ok sayida mekanizma bulunmaktadir (Sekil 2.1).

mRNA degredasyonu

Translasyon veriminin diismesi Translasyon

Protein inaktivasyonu

Enzim inhibisyonu

Protein

Sekil 2.1. Glukozun negatif etkide bulundugu kontrol basamaklar1 (Klein vd 1998)

Ortamda bulunan glukoz, 6ncelikle hiicre tarafindan algilanir. Hiicreye i¢ ve dis
uyaranlardan ulasan bilgi, aninda bir ¢ok fiziko-kimyasal sinyal dizisine cevrilir
(Johnston 1999). Sinyal dizileri ve diizenleyici faktorler, hiicrenin ¢evresel uyaranlara
kars1 verecegi tepkiyi belirler. Diger bir deyisle glukoz, temel olarak gen ifadelerini
negatif ya da pozitif yonde diizenleyerek kendi kullanimini tesvik eder. Glukozun, gen
ifadesi lizerinde sahip oldugu iki ana etki olan represyon ve indiiksiyon, asagidaki

sekilde 6zetlenebilir:



(1) Hiicrelerin gelisme ortaminda bulunan glukoz, bir ¢ok genin ¢ok hizli ve
dramatik bir sekilde baskilanmasina sebep olur. Baskilanan genler, galaktoz,
sukroz, maltoz gibi alternatif karbon kaynaklarinin kullanimini saglayan
proteinleri ifade eden genler basta olmak iizere, solunum, mitokondriyal
aktiviteler ve glikoneojenez ile ilgili genler olarak siralanabilir (Klein vd
1998). Glukoz represyonu ya da katabolit represyon olarak adlandirilan
bu mekanizma, temel olarak transkripsiyon faktéri Migl tarafindan
yonlendirilmektedir.

(2) Glukoz, ayn1 zamanda kendi metabolizmasi i¢in gerekli olan glikolitik
enzimler ve glukoz tastyicilar gibi proteinlerin genlerinin ifadelerini arttirir.
Glukoz indiiksiyonu olarak adlandirilan bu mekanizma, membran
reseptorleri Snf3, Rgt2 ve transkripsiyon faktorii Rgtl tarafindan
yonlendirilmektedir (Johnston 1999).

Katabolit represyon, besin 6gelerinin algilanmasindaki rolii ve farkli karbon
kaynaklarinin kullanilmasindaki endiistriyel etkisi nedeniyle sinyal ve regiilasyon
mekanizmalarmin ¢alisiimasinda model sistem olmustur. Glukoz, direk olarak DNA
baglanma proteinlerine etki etmez. Etki edecegi genlerin promotoruna proteinler
tarafindan iletilmek iizere bir dizi sinyaller iiretir. Katabolit represyon mekanizmasini
¢ozmek i¢in glukoz tarafindan iiretilen sinyaller, bu sinyallere karsilik veren proteinler
ve regiile edilen genin promotoruna baglanan proteinlere varana kadar zincirdeki her bir

0genin fonksiyonunun agiga ¢ikarilmasi gerekir (Gancedo 1998).

2.1.1. S. cerevisiae’de glukoz indiiksiyon mekanizmasi

S. cerevisiae’da acikliga kavusturulan glukoz indiiksiyon ve represyon

mekanizmalarinin anahtar elemanlar1 Sekil 2.2°de 6zet bir sekilde gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Ana glukoz sinyal yollarinin basitlestirilmis gosterimi. Glukoz indiiksiyon
yolu yesil, glukoz represyon yolu ise kirmizi olarak, iki sinyal yolunun nihai
hedefleri olan genler siyah olarak gosterilmistir. Ok isareti ile biten ¢izgiler
aktivasyonu, ¢izgi ile kesilen cizgiler ise inhibisyonu gostermektedir. Daire
ile isaretlenmis olan sayilar iki yolun birbirlerini regiile ettikleri kontrol
mekanizmalarina isaret etmektedir (Kaniak vd 2004).

Glukoz, hiicre zarinda bulunan iki glukoz sensorii (Snf3 ve Rgt2) tarafindan
algilanir ve glukozu hiicre disindan igeriye tasiyacak olan proteinlerin genlerinin
(HXT1, HXT2, HXT3, HXT4 vb.) ekspresyonunun tetiklenmesini saglayan hiicre igi
sinyaller tretilir. Bu yolun son hedefi Rgtl proteinidir. Rgtl, glukozun yoklugunda
HXT genlerine baglanan ve bu genlerin ifadelerini baskilayan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Mth1 ve Std1 proteinleri, Rgtl’in HXT genlerini baskilamasi i¢in gereklidir.
Glukoz sinyali, Mth1l ve Std1 proteinlerinin degredasyonuna neden olarak Rgtl-aracili

represyonu ortadan kaldirir (Sekil 2.2).

Bugiine kadar Rgtl-aracili glukoz indiiksiyon yolunun yalnizca glukoz
tastyicilarini kodlayan 6 HXT genini etkiledigi bulunabilmistir. Bununla birlikte, Migl-
aracilt glukoz represyon yolunun bir¢ok genin ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir.
Glukoz indiiksiyon ve represyon yollarmin etkiledigi gen profilinin ¢ikarilmasina
yonelik yapilan ¢aligsmalarda bu iki yolun birbirleri ile sik1 bir baglant1 halinde olduklar1
ve birbirlerini farkli yollarla regiile ettikleri ortaya ¢ikarilmistir (Kaniak vd 2004) (Sekil
2.2).



2.1.2. S. cerevisiae’de katabolit represyon mekanizmasi

Katabolit represyon sonucu baskilanan genler ii¢ grup altinda toplanabilir. Ilk
grup, diger karbon kaynaklarinin (galaktoz, maltoz, etanol gibi) hiicre i¢ine alinmasi ve
metabolizmas1 i¢in gerekli olan genlerdir. Ortamda bu genleri tetikleyen karbon
kaynaklar1 bulunsa dahi (galaktozun GAL genlerini tetiklemesi gibi) Kkatabolit
represyon, diger kaynaklardan gelen indiiksiyon mekanizmalarina baskin gelir. Ikinci
grupta toplanan genler, hiicrelerin fermantatif gelisim ic¢in ihtiya¢ duydugu oksidatif
fosforilasyon ve Krebs dongiisii i¢in gerekli olan genlerdir. Ugiincii grup ise kisir bir
dongiiye girilmesini 6nlemek amaciyla baskilanan glikoneojenez yolaginda yer alan

genlerdir (Westholm vd 2008).

Katabolit represyon yolu da indiiksiyon yolu gibi ilk olarak glukozun hiicre
zarinda algilanmasi ile baglar. Hiicre zarinda Rgt2/Snf3 reseptdrlerine baglanan glukoz
bir sinyal dizisi baslatir (Sekil 2.2). Glukoz tasiyict genlerin (HXTs) ifade edilmesini
takiben represOr proteinin baskilanacak olan genin promotoruna fiziksel olarak
baglanmas1 seklinde gelisen olaylar =zinciri sonucunda genin transkripsiyonu
engellenmis olur (Jonston ve Kim 2005). Katabolit represyon yolunun kilit bilesenleri,
hekzokinaz PII (Hxk2), protein kinaz Snfl ve DNA-baglanma proteini Migl
represoridiir (Sekil 2.3) (Klein vd 1998).

v

glukoz glukoz-6-fosfat

Hxk2

Regl-Reg2-Glc7

Snf1-Snf4

Mig1-Ssn6-Tupl

hedef genler

Sekil 2.3. Katabolit represyon mekanizmasinda rol alan kilit 6geler (Klein vd 1998).



2.1.2.1. DNA baglanma proteini represor Miglp

Katabolit represyon mekanizmasinin en dnemli 6gesi Migl proteinidir. Ilk kez
GAL genlerinin promotor bolgesine baglanarak transkripsiyonu inhibe eden proteinlerin
taranmasi sirasinda izole edilmistir (Nehlin ve Ronne 1990). Daha sonra yapilan
aragtirmalarda bircok farkli promotorun transkripsiyonunda represor olarak rol aldigi
gosterilmistir. Bu genlerden baslicalar1 arasinda SUC, GAL ve MAL gen aileleri
sayilabilir (Hu vd 1995).

Migl, genlerin transkripsiyonlarini dogrudan ve dolayli olmak iizere iki sekilde
baskilayabilir: genin promotoruna baglanarak ya da genin transkripsiyonel
aktivatorlerinin genlerinin promotor bolgelerine baglanarak. Buna 6rnek olarak GAL
genleri verilebilir, Migl tarafindan hem direk olarak, hem de aktivatorleri GAL4 geninin

represyonu yolu ile dolayli olarak baskilanirlar (Westholm vd 2008).

Migl proteininin DNA’ya baglanmasi, proteinin ilk 90 aminoasitlik bolgesinde
yer alan iki ¢inko parmak motifinden, promotorun 6 bg¢lik -GCGGGG- sekansina
baglanmas1 seklinde olmaktadir. Bu GC baglanma bdlgesi, baglanma icin gerekli
oldugu tespit edilen AT-zengin baska bir bolgenin hemen altinda yer almaktadir. Bu
gereklilik sira dis1 olsa da AT-zengin bolgenin uygun DNA konformasyonunu sagladigi
diisiiniilmektedir (Needham ve Trumbly 2006).

Migl proteininin yol agtig1 represyon orani promotora gore farklilik gosterir ve
genlerin tamamen baskilanmis durumda kalmalarini saglamak i¢in isbirligi yaptigi

baska proteinler de vardir (Zhou ve Winston 2001).

2.1.2.2. Cyc8(Ssn6)-Tupl protein kompleksi: Migl isbirlikcileri

Migl proteininin represyona neden olabilmesi i¢in Cyc8(Ssn6)-Tupl proteinleri
ile kompleks olusturmasi gerektigi bilinmektedir (DeRisi vd 1997). Cyc8-Tupl
kompleksinin DNA-baglanma bdlgesi bulunmamakta fakat Migl gibi dizi-spesifik

DNA baglanma proteinleri ile isbirligi yaparak represyona neden olmaktadirlar



(Tzamarias ve Struhl 1995). Cyc8, Migl proteinine, C ucundaki 24 amino asitlik
baglanma bolgesinden etki eder ve bu bolge represyonun gerceklesebilmesi igin
gereklidir (Ostling ve Ronne 1998). Bu bulgulardan gelistirilen basit modele gore Cyc8
ve Tupl, Migl ile etkileserek baglanacaklar1 promotora yonelirler ve degisik

mekanizmalarla transkripsiyonu inhibe ederler.

2.1.2.3. Protein kinaz Snfl: Migl regiilatorii

Migl, biitiin 6karyotlarda bulunan Snfl protein kinaz tarafindan negatif yonde
regiile edilir. Bu kinazin hiicrenin enerji dengesinin saglanmasinda genel bir fonksiyonu
vardir. Diisiik enerji kosullarinda aktiflestirilir ve enerji lireten prosesleri aktiflestirerek,
enerji harcayan prosesleri ise inhibe ederek enerji seviyesini dengelemeye calisir.
Mayalarda, ortamda glukozun bulunmasi yiiksek enerji kosullar1 seklinde algilanabilir
¢linkii glukozun varligr Snfl’in inhibisyonuna neden olur. Ortamda glukozun bitmesi
durumunda ise (diislik enerji kosullar1 demektir) baska protein kinazlar (Elm1, Tos3 ve
Sakl) tarafindan fosforlanarak aktiflestirilen Snfl, Migl’i fosforlar. Fosforlanan Migl
cekirdekten disar1 tasinir, co-represorleri Cyc8-Tupl ile kompleks olusturamaz, ve
glukoz tarafindan baskilanan genlerin promotorlarina baglanamaz (Westholm vd 2008).
Glukoz represyonunun ortadan kalkmast i¢in Migl’in fosforlanmasi1 mutlaka gereklidir
ve fosforilasyon noktalarinin mutasyonu Migl proteinini yapisal represor haline getirir

(DeVit ve Johnston 1999).

2.1.2.4. Hekzokinaz Hxk2: Migl destekgisi

Migl’in Snfl tarafindan fosforlanmasi Ser311 noktasindan gergeklesir ki bu
nokta ayrica Hxk2 (hekzokinaz 2) ile etkilesimde kritik olan bir noktadir (Ahuatzi vd
2007). Hxk2, glukoz metabolizmasinda ilk katalitik basamak olan glukozun
fosforlanmasini gergeklestiren 3 enzimden (iki hekzokinaz, bir glukokinaz) biridir.
Hiicreler glukozda iirerken bu ii¢ enzim i¢inde en fazla iiretilen Hxk2’dir. Yani
glukozun hiicre i¢i metabolizmasinin baslamasindan Hxk2 sorumludur (Herrero vd

1995).



Sekil 2.4’de Hxk2’nin katabolit represyonda oynadig1 roller basitlestirilmis bir

cizimle gosterilmistir.

YUKSEK GLUKOZ SEVIYESIND GLUKOZ YOKLUGUNDA
Elm1, Tos3, Sak1

Snfl Snfl-P

Cekirdek Cekirdek

Sekil 2.4. Hxk2’nin katabolit represyonda oynadigi rollerin basitlestirilmis gosterimi
(Gancedo ve Flores 2008)

Hxk2 ortamda bulunan glukozu algilar ve bir sinyal dizisi baslatir. Yiiksek
glukoz konsantrasyonlarinda bir miktar Hxk2 c¢ekirdege girer ve Migl represor
proteinine baglanir. Bdylelikle Hxk2, Migl proteininin ortamda bulunan heniiz aktif
olan Snfl proteinlerinleri tarafindan fosforlanmasina hemen engel olarak Migl’in
represyon gorevini gerceklestirmesini saglar (Ahuatzi vd 2004). Diger taraftan, glukoz
varliinda Hxk2 tarafindan diretilen sinyal Snfl’in defosforilasyonuna (Glc7-Regl
protein fosfatazlar tarafindan) yani inaktif duruma ge¢mesine neden olur (Kaniak vd
2004). Bununla birlikte, Hxk2, Regl ile ayrica etkilesir ve bu etkilesim Glc7
fosfatazinin Snfl’i inaktif formda (fosforlanmamis sekilde) tutmasini saglar (Sekil 2.4).
Hxk2 mutant hiicrelerde, yiliksek glukoz konsantrasyonlarinda bile Snfl’in aktif halde
oldugu gosterilmistir (Cera vd 2002). Ayrica uzun zamandan beri Ahxk2 hiicrelerde bazi
genlerden (invertazi kodalayan SUC2, galaktoz metabolizmasi ic¢in gerekli olan
enzimleri kodlayan GAL genleri gibi) katabolit represyonun kalktig1 bilinmektedir
(Entian 1980).
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Migl ve Hxk2 arasindaki etkilesim ve isbirligini kisaca tekrar Ozetlemek
gerekirse, Hxk2 yiiksek glukoz konsantrasyonunda hem Migl proteinine baglanarak
hem de Snfl’in inaktif formuna gelmesi ve o halde tutulmasini saglayarak, Migl’in
cekirdekte kalmasina ve represyon gorevini yerine getirmesine yardimci olur. Ortamda
glukozun bulunmamasi durumunda ise Snfl, 3 kinazdan (Elml, Tos3 ve Sakl) biri
tarafindan fosforlanir; fosfarlanmis Snfl aktif hale gelir ve ¢ekirdege girerek Miglp’i
fosforlar, boylelikle Migl’in sitoplazmaya taginmasini saglar (Sekil 2.4). Snfl, Hxk2 ile
hem yiiksek hem de diisiik glukoz konsantrasyonlarinda etkilesirken, Migl ile yalnizca
diisiik glukoz konsantrasyonlarinda etkilesir (Gancedo ve Flores 2008).

Yiiksek glukozda sodyum stresi altinda gelisen hiicrelerde Snfl’in aktif oldugu
fakat Migl’1 fosforlamadiginin tespit edildigi arastirmadan yola ¢ikarak, Hxk2 ve Migl
arasindaki etkilesimin, Migl proteininin dolayisi ile represyon mekanizmasinin farkli
sinyal yolaklarindan etkilenmesini onlemek agisindan da onemli oldugu sonucuna

varilmistir (McCartney ve Schmidt 2001).

2.1.2.5. Msn5: Mig1’in tasiyicisi

Migl proteininin c¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmasini -importin ailesinden bir
protein olan Msn5 saglar. Bu ailedeki tasiyicilar proteinlerin hem disaridan cekirdek

icine, hem de ¢ekirdek i¢inden disina tasinmasini saglarlar (Ohno 1998).

Migl’m ¢ekirdeksel lokalizasyonu glukoz tarafindan regiile edilir: glukozun
varliginda ¢ekirdekte, glukozun yoklugunda ise sitoplazmada bulunur (DeVit vd 1997).
Ortamda glukozun bulunmadigi durumda Snfl tarafindan fosforlanan Migl, Msn5
tarafindan taninir ve ¢ekirdekten sitoplazmaya tasmir. Amsn5 suslarinda Migl,
beklendigi lizere glukoz konsantrasyonundan bagimsiz olarak her zaman ve yalnizca
cekirdekte bulunur. Bununla birlikte AmsnS5 suslarda Migl’in, ortamdan glukozun
uzaklastirilmasi ile c¢ekirdek disina tasinamamasina ragmen GALI ekpresyonunu
baskilamaya devam etmedigi, gen ekspresyonunun normal olarak gergeklestigi tespit

edilerek (DeVit ve Johnston 1999) Migl’in c¢ekirdekte bulunmasinin represyonun
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devam etmesi i¢in yeterli olmadigi gosterilmistir. Bu durum, fosforilasyon olaymin
Migl’in ¢ekirdegin digina taginmasini saglamanin disinda, Msn5’den bagimsiz baska
mekanizmalar ile de Migl’in fonksiyonununun regiilasyonunda rol aldig1 agikga

gosterilmistir.

2.1.2.6. Migl ve dublorii Mig2’nin regiilasyon mekanizmalari

Migl ile ayn1 baglanma bolgesine sahip olan Mig2 proteini de bazi1 genlerin
glukoz tarafindan baskilanmasinda gorev alarak Migl ile isbirligi i¢inde ¢aligir (Kaniak
vd 2004). Mig2’nin represyon mekanizmasindaki rolii Migl’e gore daha kiiciik
goriinmektedir. Glukoz tarafindan baskilanan genlerin bazilar1 hem Migl hem Mig2
tarafindan baskilanirken, bazilar1 yalmizca Migl tarafindan baskilanir. Simdiye kadar
yalnizca Mig2 tarafindan baskilanan bir gen ortaya c¢ikarilmis degildir (Kaniak vd
2004).

Katabolit represyonun iki ana represorii Migl ve Mig2’nin regiilasyonlar1 farkli
sekilde gerceklesmektedir. Migl’in ¢ekirdeksel lokasyonu glukoz tarafindan kontrol
edilirken Mig2’nin lokasyonu glukozdan bagimsizdir. Mig2’nin her kosulda ¢ekirdekte
bulundugu ve Migl regiilatorii olan Snfl tarafindan regiile edilmedigi gosterilmistir
(Lutfiyya vd 1998). Kaniak vd’nin (2004) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda ise MIG2
ekspresyonunun Rgt2/Snf3-Rgtl sinyal yolu (glukoz indiiksiyonu) ile glukoz tarafindan
tetiklendigi ortaya cikarilmistir (Kaniak vd 2004) (Bknz. Sekil 2.2).

Esasen fosforlanarak protein inhibisyonu seklinde gerceklesen Migl’in negatif
reglilasyonu, MIGI geni promotoruna Migl ve Mig2 proteinlerinin baglanmasi ile
transkripsiyon basamaginda da gerceklesmektedir. Iki glukoz sinyal yolu arasinda
gerceklesen bu capraz etkilesimler sonucu meydana gelen geribildirimde represdriin
sentezi, kendisinin aktif oldugu durumda azalmaktadir. Bu durumun represyon etkisinin
asirtya kagmasini onlemek ve ortamda glukozun tiikenmesini takiben ¢ok cabuk bir
sekilde represyondan kurtulabilmek gibi etkileri olabilecegi bildirilmistir (Kaniak vd
2004).
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Yapilan onca g¢alismadan ¢ikarilan sonuglar birlikte diistintildiigiinde, Migl,
promotor DNA ve diger proteinler arasindaki etkilesimin daha once disiiniiliiglinden ve
simdiye kadar ortaya c¢ikarildigindan c¢ok daha karmasik oldugu anlasilmaktadir
(Papamichos-Chronakis 2004). Migl’in birkag¢ proteinle kompleks olusturup promotara
baglanarak represyonu sagladigi seklinde c¢izilen basit modelin olaymn karmagikligini
aciklamaya yeterli olmadigr goriilmektedir. Her yeni aragtirma sonucu elde edilen
bulgular glukoz represyon modelinin gelismesi ve degismesine, bu kompleks sistem ve
icerdigi Onemli proteinler iizerine yapilan arastirmalarin farkli araglar kullanilarak

devam etmesine neden olmaktadir.

2.2. Metilotrofik Mayalarda Glukoz Algilama Mekanizmalar:

2.2.1. Metilotrofik mayalarin genel 6zellikleri ve kullanim alanlar:

Rekombinant protein tliretiminde ilk kullanilmaya baslayan maya, binlerce yildir
bira ve ekmek yapiminda kullanilan S. cerevisiae’dir. Hatta, ¢cok uzun zaman boyunca
yaygin olarak kullanilmasindan dolayr “maya” denilince akla yalnizca S. cerevisiae
gelmekteydi. Fakat endiistriyel biyoteknolojideki arastirmalarin hiz kazanmasi ile
1970’lerden baglayarak farkli ve iistiin 6zelliklere sahip yeni mayalar kesfedilmeye
baslanmistir (Romanos vd 1992). Yeni kesfedilen mayalar arasinda sinirh sayida
bulunan, karbon ve enerji kaynagi olarak yalnizca metanolii kullanma yetisine sahip
olan mayalar karakterize edilmis ve Once tek hiicre proteini olarak daha sonra ise
rekombinant protein iretiminde kullanilmaya baslanmislardir. Metilotrofik olarak
adlandirilan bu mayalar 4 cinse aittirler: Pichia, Hansenula, Candida ve Torulopsis. En
one cikan tiirleri ise Pichia pastoris, Hansenula polymorpha (Pichia angusta), Candida

boidinii ve Pichia methanolica olarak sayilabilir (Lin-Cereghino ve Cregg 2000).

Metilotrofik mayalarin kullanilmalari, daha ¢ok tek karbon kaynagi olarak
metanolii kullanabilme yeteneklerine ya da metanol metabolizmasimin kendine 6zgii
regiilasyon ozelliklerine dayanmaktadir. Metilotrofik mayalarin kullanildiklar1 alan 3

temel baslik altinda toplanabilir:
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(1) Metanol metabolizmasindaki ilk reaksiyonlar peroksizom adi verilen
organellerde gerceklesir. Hiicreler tek karbon kaynagi olarak metanol i¢eren
besiyerine gecirildiklerinde peroksizom olusumu kuvvetli bir sekilde
tetiklenir. Bu nedenle metilotrofik organizmalar peroksizom olusumu ve
fonksiyonu c¢alismalarinda model organizma olarak kullanilmaktadirlar

(Veenhuis ve Klei 2002).

(2) Biyosensor uygulamalarinda, 6zellikle alkol tespitinde, tanima elementi
olarak ya da biyodoniisiimler i¢in gelistirilen metilotrofik mayalar ve

enzimler bulunmaktadir (Gonchar vd 2002).

(3) Metilotrofik mayalar esas olarak rekombinant protein iiretiminde
kullanilmaktadirlar. Bu konu ile ilgili yapilmis olan genis kapsamli
derlemelerde de (Macauley-Patrick vd 2005, Dijk vd 2000) belirtildigi gibi
metilotrofik mayalarda metanol kullanim yolunda bulunan enzimlerin
genlerinin promotor bolgeleri, 6zellikle alkol oksidaz geninin promotor

bolgesi, simdiye kadar yiizlerce farkli proteinin iiretilmesinde kullanilmigtir.

Metilotrofik mayalar, S. cerevisiae gibi, hem mikroorganizmalarin avantajlarini
tagirlar (6rn. basit kiiltiir kosullarinda gelisebilmek, genetik tekniklerin oturmus ve
kolay olmasi, endiistriyel iiretim ve dlgek biiylitmede sahip olunan ¢ok fazla deneyim)
hem de tipik okaryotik protein modifikasyonlarini (translasyon sonrasi glikozilasyon
gibi) gerceklestirebilirler. Ayrica metilotrofik mayalarin {rettikleri proteinler,
endotoksin, onkojenik ve viral DNA ihtiva etmezler. Bu 6zellikleri, 6zellikle gida ve
ilag endiistirisi icin iiretilen proteinler agisindan ¢ok &nemlidir. Ornegin, P. pastoris’in
kendisi GRAS (generally recognized as safe, glivenli olarak kabul edilebilir) statiisiinde

olmamasina ragmen P. pastoris’te iiretilen enzim preparatlar1 Amerikan Gida ve Ilag

Dairesi’nin (FDA) GRAS listesinde yer almaktadir (Anonim 2006).
Metilotrofik mayalarin endiistriyel rekombinant protein liretiminde giderek artan

popiilerligini saglayan bazi ilging 6zellikleri bulunmaktadir. S. cerevisiae’nin tersine bu

mayalar Crabtree negatif mayalar grubundadirlar. Yani tam aerobik kosullar altinda
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etanol iiretimi ¢ok diisiik seviyelerde gergeklesir. Bu 6zellikleri bioreaktor kiiltiirlerinde
cok yiiksek hiicre yogunluklarina kadar gelisebilmelerini ve boylelikle yiiksek protein
ekspresyon seviyelerine ulagabilmelerini saglar. Ayrica, S. cerevisiae’de proteinlerin,
hatta diisiik molekiil agirlikli peptitlerin periplazmik bosluklara takilmasi, hiicre disi
protein iretimi i¢in Ozellikle P. pastoris ve H. polymorpha mayalarinin tercih
edilmelerine neden olmaktadir. Metilotrofik mayalarin yiiksek sekresyon kapasiteleri,
yiiksek hiicre yogunluklu fermentasyon teknikleri ile birlesince litrede birkag gram
seviyelerinde protein Uretimi gergeklestirmek miimkiin olabilmektedir (Hartner ve

Glieder 2006).

Metilotrofik ~ mayalarda  hiper-mannozilasyon, S. cerevisiae ile
karsilastirildiginda daha az gergceklesmektedir. Ayrica, terapotik proteinlerin tiretiminde
kullanilmak iizere glikozilasyon prosesini insan hiicresi gibi gerceklestirebilen
organizmalar elde etmek i¢in i¢in Ozellikle P. pastoris’te miihendislik c¢aligsmalari
yapilmaktadir (Wildt ve Gerngross 2005). Bu caligmalar, simdiye kadar E. coli, S.
cerevisiae ve memeli hiicre kiiltiirlerinin hakim oldugu biyofarmasdtik proteinlerin

tiretiminde metilotrofik mayalarin kullanimi i¢in yeni bir kap1 agmaistir.

Tim bu ozelliklere ek olarak, metilotrofik mayalarin genomlarmmn dizi
analizlerinin yapilmasi da arastirmalarda ve endiistriyel uygulamalarda kullanimlarimi
kolaylastirmakta ve yayginlastirmaktadir. Ornegin, simdiye kadar ii¢ farkli P. pastoris
susunun (DSMZ 70382, GS115 ve CBS7475) genomu ii¢ akademik arastirma
laboratuar tarafindan dizilenmistir (De Schutter vd 2009, Mattanovich vd 2009, Kiiberl
vd 2011).

2.2.2. Metilotrofik mayalarda metanol metabolizmasi
Metilotrofik mayalarin rekombinant protein {iretiminde basarili bir sekilde
kullanilmalar1 baslica, metanol kullanim yolagindaki bazi genlerin ¢ok siki ve kuvvetli

regiile edilen promotorlara sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle P.

pastoris’in yolagindaki ilk enzim olan alkol oksidazi kodlayan AOXI geninin
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promotoru rekombinant protein iiretiminde en yaygin olarak kullanilan promotordur

(Gellissen 2000).

Metilotrofik mayalar, regiilasyonu transkripsiyon seviyesinde gerceklesen 6zgiin
bir metanol metabolizmasina sahiptir. Bu organizmalarin, metanolde gelisebilmeleri
icin peroksizom olarak adlandirilan ve i¢inde metanol metabolizmasinin anahtar
enzimlerini barindiran 6zel organellere ihtiyaglar1 vardir. Bu organellerin hiicre i¢indeki
olusumlar1 metanol tarafindan tetiklenir. Metanolde gelisen hiicrelerde peroksizomlar,

sitoplazmanin %80’ini kaplayacak kadar ¢ogalirlar (Hartner ve Glieder 2006).

Metanol metabolizmasinin ilk basamaginda metanol, alkol oksidaz (AOX, EC
1.1.3.13) tarafindan formaldehit ve hidrojen perokside (H,O,) okside olur. AOX, 8 ayni
altbirimden olugan yiiksek molekiil agirlikli bir proteindir. Elektron alic1 olarak oksijeni
kullanir fakat oksijene afinitesi ¢ok diigiiktiir. Hiicre bu durumun iistesinden gelmek igin

cok biiylik miktarlarda AOX sentezlemek durumunda kalir (toplam ¢6ziiniir proteinin

%30’u kadar).

Metanoliin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan toksik H,0O,, katalaz (CAT, EC
1.11.1.6) tarafindan su ve oksijene parcalanir. Formaldehit ise hem 6ziimleme hem de
katabolizma yolaklarina giren kilit bir ara iiriindiir. Oziimleme yolaginda, formaldehitin
bir miktar1 sitoplazmaya girer, indirgenmis glutatyon ile kompleks olusturur ve iki
dehidrogenaz reaksiyonu sonucunda karbondioksite okside olur. Reaksiyonun ilk
basamaginda formaldehit dehidrogenaz format olusumunu katalizler, ikinci basamakta
format dehidrogenaz, formati karbondioksite c¢evirir. Metilotrofik mayalar ayrica
formaldehiti direk metanole indirgeyen NADH-bagimli formaldehit rediiktaz enzimine
de sahiptirler. Formaldehit rediiktazin, alkol oksidaz ile birlikte hiicrenin formaldehit ve
NADH miktarini diizenleyici bir dongii olusturdugu diistiniilmektedir. Formaldehitin
katabolik yolaginda ise, peroksizomda kalmis olan formaldehit xyluloz-5-fosfat (XusP)
ile reaksiyona girer. Dihidroksi aseton sentaz (DAS, 2.2.1.3) tarafindan katalizlenen bu
reaksiyonda 2 tane 3 karbonlu bilesik olusur: dihidroksiaseton (DHA) ve gliseraldehit-
3-fosfat (GAP). Bu bilesikler sitoplazmaya gecerek metabolize olmaya devam ederler
(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Metilotrofik mayalarda metanol metabolizmasi. Metanol metabolizmasindaki ana
yolaklar ve ilgili enzimler gosterilmistir. AOX: alkol oksidaz (EC 1.1.3.13), CAT:
katalaz (EC 1.11.1.6), FLD: formaldehit dehidrogenaz (EC 1.2.1.1), FGH: S-
formilglutatyon hidrolaz (EC 3.1.2.12), FDH: format dehidrogenaz (EC 1.2.1.2),
DAS: dihidroksiaseton sentaz (EC 2.2.1.3), TPI: triozfosfat izomeraz (EC 5.3.1.1),
DAK: dihidroksiaseton kinaz (EC 2.7.1.29), FBA: fruktoz 1,6-bifosfat aldolaz (EC
4.1.21.13), FBP: fruktoz 1,6-bifosfataz (EC 3.1.3.11), MFS: metilformat sentaz,
DHA: dihidroksiaseton, GAP: gliseraldehit 3 fosfat, DHAP: dihidroksiaseton fosfat,
F1,6BP: fruktoz 1,6-bifosfat, FOP: fruktoz 6-fosfat, P;: fosfat, XusP: xyluloz 5-fosfat,
GSH: glutatyon, PYR: piruvat, PPP: pentoz fosfat yolagi, TCA: trikarboksilik asit

dongiisti (Hartner ve Glieder 2006).

Metanol katabolizmasinin ilk reaksiyonlarini gergeklestiren AOX, DAS ve CAT

enzimleri peroksizomda, diger enzimler ise sitoplazmada yer alirlar.
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2.2.3. Metilotrofik mayalardaki AOX genleri ve promotor bélgeleri

Metanol metabolizmasinin ilk basamagini gergeklestiren AOX enzimi ve AOX
geninin regiilasyon mekanizmasi metilotrofik mayalarda en ¢ok calisilan konulardir.

Bunun i¢in baslica iki neden siralanabilir:

(1) AOX ekspresyonunu kontrol eden promotor (6rn. AOXI promotoru) simdiye
kadar karsilagilmis olan en kuvvetli ve en siki kontrol edilebilen
promotorlardan biridir. Bu 6zellik sayesinde metilotrofik mayalar, metanol
tarafindan tetiklenen promotorlarin altinda heterolog protein iiretilmesinde
cekici birer konuk¢u organizma haline gelmislerdir (Cregg vd 2000).
Metanol-tetiklemeli promotorlarin karbon kaynaklar1 tarafindan ¢ok siki bir
sekilde kontrol ediliyor olmasi konukc¢u organizmaya toksik olabilen
proteinlerin  iiretimini miimkiin hale getirmektedir. iki safhada
gerceklestirilen protein liretiminin gelisim evresinde hiicre sayis1 ¢ok biiytlik
yogunluklara ulastirilir; tetikleme evresinde ise proteinin iiretimi
gerceklestirilir.

(2) AOX enziminin kendisi alkol sensorlerindeki ana bilesen olarak
kullanilmakta olup endiistriyel 6neme sahiptir. AOX enziminin birincil
alkollere afinitesi ¢ok yiiksek olmasi (UM seviyelerinde), aktif formunda
iken yliksek stabiliteye sahip olmasi, bulunmasi ve elde edilmesi kolay bir
enzim olmasi (metanolde gelisen hiicrelerin toplam hiicre proteinlerinin

%30’unu AOX olusturmaktadir) kullanilma nedenleri arasinda sayilabilir.

Metilotrofik mayalarda bugiine kadar izole edilen AOX proteinini kodlayan

genler Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Metilotrofik mayalarda AOX proteinini kodlayan genler ve promotorlari

(Ozimek vd 2005)

Organizma Gen/Promotor ad1 Genbank No.

Pichia pastoris AOX]I U96967
AOX2 U96968

Pichia methanolica AUGI (MOD1) AF141329
AUG2 (MOD2) AF141330

Hansenula polymorpha (Pichia angusta) MOX X02425

Pichia pinus AOXI1 AY425620

Candida boidinii AODI M81702

Metilotrofik mayalar arasinda AOX geni icin farkli isimler kullanilmaktadir.
Ayrica, her birinde AOX enzimini kodlayan gen sayist da farklilik gostermektedir. C.
boidinii ve H. polymorpha’da alkol oksidazi birer gen kodlarken (sirasiyla AODI ve
MOX), P. pastoris ve P. methanolica’da ikiser gen kodlamaktadir (sirasiyla AOXI ve
AOX2, MODI1 ve MOD?2) (Cizelge 2.1). P. pastoris AOX2 geninin roliiniin ne oldugu
tam olarak bilinmemekle beraber P. methanolica’da ikinci bir alkol oksidaz geninin
yiiksek metanol konsantrasyonlarinda avantaj sagladigr diisiiniilmektedir (Nakagawa vd

2002).

P. pastoris sisteminde heterolog proteinlerin ekspresyonu, cogunlukla AOXI
promotoru kontroliinde gergeklestirilir. AOXI promotorunun arastirmalarda ve
uygulamada en fazla kullanilan promotor olmasinin sebepleri arasinda, ¢ok giiglii
olmas1 ve karbon kaynaklar1 tarafindan ¢ok siki bir sekilde regiile edilmesine ek olarak
P. pastoris’te karakterize edilen ilk promotor olmasi ve ticari kit olarak (Invitrogen, CA,

ABD) piyasaya siiriilmesi de gosterilebilir.

2.2.4. AOX ekspresyonuna farkh karbon kaynaklarinin etkisi

Genel olarak, metilotrofik mayalarda, AOX basta olmak iizere metanol

metabolizmasinda yer alan anahtar enzimler, hiicrelerin metanolde gelistigi ortamda
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iretilirler. Glukozda gelisen hiicrelerde ise hemen hemen hi¢ bulunmazlar. Yani,
metanol tarafindan tetiklenen genler (metanol indiiksiyonu) glukoz tarafindan tamamen
baskilanmaktadirlar (katabolit represyon). Hiicreler glukozdan, fermente edilemeyen bir
karbon kaynagina gecirildiklerinde ya da ortamda glukoz tiikendiginde ise bu genlerin
ekspresyonu iizerindeki represyon kalkar (derepresyon), ortama metanol eklenmesi ile

birlikte ise transkripsiyon seviyeleri tekrar en yiiksek seviyelerine ¢ikar.

Metilotrofik mayalardaki tim AOX genleri farkli karbon kaynaklarina gore
gelisen represyon, derepresyon ve indiiksiyon mekanizmalar ile regiile edilseler de
reglilasyon mekanizmalar1 birbirlerinden farklilik gostermektedir (Sasano vd 2008).
Cizelge 2.2°de metilotrofik mayalardaki AOX ekspresyonu {iizerinde farkli karbon

kaynaklarinin etkisi liste olarak verilmistir.

Cizelge 2.2. Metilotrofik mayalarin AOX genleri lizerinde karbon kaynaklarinin
represyon ve derepresyon etkileri (Hartner ve Glieder, 2006).

Organizma Glukoz Gliserol Metanol  Gliserol+Metanol
Etanol

P. pastoris AOXI Represyon Represyon Indiiksiyon Represyon

AOX2 Represyon Represyon Indiiksiyon Represyon

P. methanolica MODI Represyon Derepresyon Indiiksiyon Indiiksiyon
(~%60-70)* (~%100)

MOD2 Represyon Aktivite yok Indiiksiyon Indiiksiyon
(~%100)

H. polymorpha MOX  Represyon Derepresyon Indiiksiyon Indiiksiyon
(~%60-70)* (~%100)

C. boidinii AODI Represyon Derepresyon Indiiksiyon
(~%3-30)* (~%90)

* Derepresyon seviyeleri, metanol indiiksiyon seviyeleri %100 kabul edilerek hesaplanmistir.

H. polymorpha ve C. boidinii AOX genlerinin regiilasyonlar1 benzer sekilde
gerceklestir: HpMOX ve CbAODI promotorlart glukoz ya da etanoliin tek karbon

kaynag1 oldugu durumda tamamen baskilanirken, gliserolde dereprese olur ve metanol
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ile birlikte (ortamda glukoz yoksa) kuvvetli bir sekilde tetiklenir. Fakat, gliseroldeki
derepresyon seviyeleri iki maya arasinda farklidir. C. boidinii’de AODI promotorunun
gliseroldeki  derepresyon  seviyesi, metanoldeki tetiklenmis seviyesi ile
karsilastirildiginda yalnizca ~%?20 iken ayni kosullar altinda H. polymorpha MOX
aktivitesi ~%80’lere ¢ikmaktadir (Cizelge 2.2) (Yurimoto vd 2000). MOX ve AOD
ekpresyonlar1 ortamda glukoz ve metanol birlikte bulundugunda baskilanirken, gliserol
ve metanoliin varligindaki alkol oksidaz aktiviteleri neredeyse ortamda yalnizca
metanol bulundugu durumdaki aktivitesine kadar ulasmaktadir. Baska karbon
kaynaklar1 da (6rn. ksiloz, riboz ve sorbitol) H. polymorpha’da MOX ekspresyonunda
derepresyona neden olur. Fakat bu karbon kaynaklarindaki ekspresyon seviyeleri
gliseroldekinden daha digsiiktiir (ksilozda ~%50, ribozda ~%?25, sorbitolde ~%10)
(Hartner ve Glieder 2006).

P. pastoris’te ise gelisimi simirlamayan kosullarda her iki alkol oksidaz geni,
AOXI ve AOX2, glukoz, etanol, gliserol, asetat gibi karbon kaynaklarinda
baskilanmakla birlikte (Cregg vd 1989), tek karbon kaynagi olarak metanol olan bir
ortama transfer edildiklerinde 1000 kata kadar indiiksiyonlar1 gerceklesmektedir (Inan
ve Meagher 2001a). AOXI promotorunu baskilamayan sorbitol, mannitol, trehaloz ve
alanin gibi baska karbon kaynaklari bulunmaktadir. Fakat ekspresyon i¢in mutlaka

metanole gereksinim duyulmaktadir (Inan ve Meagher 2001b).

P. pastoris AOXI’in tersine, P. methanolica MOD1’1, H. polymorpha’daki MOX
gibi gliserol tarafindan baskilanmamaktadir. Promotor boélgeleri olarak MODI ve
MOD?2 genlerinin 5’ uglarindan ~1.5-1.6 kb’lik bolgelerin izole edilip raportdr enzim
olarak asit fosfataz enzimi kulanilarak yapilan deneylerde elde edilen sonuglar daha
once yapilan MOD isozim aktivite 6l¢iimiiniin sonuglari ile paralellik gostermistir: her
iki gen de glukozun varliginda baskilanirken, MODI gliserolde ifade edilmektedir.
Metanol, diisiik konsantrasyon seviyelerinde daha ¢cok MODI’1 tetiklerken yiiksek
konsantrasyonlarda her iki genin ifadesini de kuvvetli bir sekilde tetikler. MOD2 nin
regiilasyon sekli P. pastoris’in AOXI promotorununkine benzer. Glukoz tarafindan
baskilanmakta ve ifadesi i¢in metanole gereksinim duyulmaktadir. Fakat PpAOX1’den

farkli olarak, gliserol iceren ortamda ifade edilmezken ortama metanol eklenmesi ile
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represyon ortadan kalkmakta ve %100 indiiksiyon gergeklesmektedir (Nakagawa vd
2002).

AOX ekspresyonunun seviyesi hiicrelerin gelistigi kiiltiir kosullarina ¢ok sik1 bir
sekilde baglhdir. Bir tane AOX geni bulunan H. polymorpha’da glukoz-siirli kosullar
altinda iken (6rn. glukoz igeren kesikli kiiltiirlerde durgun fazin ilk sathalarinda ya da
karbonu sinirlanmig  kemostatlarda) c¢ok diisiik miktarlarda AO seviyeleri
gozlenebilmektedir. AO protein seviyeleri hiicreler dihidroksiaseton ya da gliserolde
gelistiginde artmakta ve metanoldeki seviyesinin %80’ine kadar ¢ikmaktadir
(Roggenkamp vd 1984). Cok yiiksek AO seviyeleri icin ise genin metanol tarafindan
tetiklenmesi gerekmektedir. Metanol tetiklemesi sonucu AO protein seviyesi toplam
hiicre proteininin  %30’una kadar ¢ikmaktadir. Bu sartlar altindaki hiicreler
peroksizomla doludur (Ozimek vd 2005). Ilging bir sekilde, AO ekspresyonunun
maksimum seviyeye tetiklenmesi glukoz ve metanol ile beslenen karbon-limitli karisik
substrat kemostat kiiltiirlerinde de gerceklesmektedir. Tek karbon kaynagi kemostat
kiiltiirleri ile karsilastirildiginda her iki karbon kaynagi da biyokiitle iiretiminde artiga
yol acacak sekilde tamamen kullanilmaktadir. Metilotrofik mayalarda yapilan kemostat
caligmalarinda elde edilen veriler, genel bir metanol regiilasyon mekanizmasiin s6z
konusu olmadigini, metanol yolagindaki her bir genin degisen ¢evre kosullarina gore
(6rn. diliisyon orani, karbon kaynagi kompozisyonu) farkli davrandigindan duruma gére
0zel regiilasyon mekanizmalarinin bulundugunu gostermektedir (Hartner ve Glieder

2006).

2.2.5. AOX regiilasyonuna etki eden cis- ve trans-etkili faktorler

AOX ekspresyonunun represyon, derepresyon ve indiiksiyon sartlarindaki
regiilasyon mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi icin yapilan caligmalar, genelde S.
cerevisiae’da ortaya konan modellerden yola ¢ikarak belirlenen, mekanizmada rol aldigi
diistiniilen genlerin fonksiyonel analizlerinin yapilmas1 yolu ile gerceklestirilmis, tim
gelisme faktorlerinin kontrol edilebildigi kemostat caligmalari ile desteklenerek bugiine
kadar bircok genel bilgi ve hipotez elde edilmistir. Promotor sekanslariin silinmesi
yolu ile yapilan molekiiler ¢alismalar ile birlikte promotorun regiilasyon

mekanizmalarinda énemli olan bdlgeleri (cis-etkili parcalar) ve bu bolgelere baglanan
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proteinler (trans-etkili faktorler) tespit edilmeye baslanmig, proteinlerin bazilar
tanimlanmis ve bdylelikle regiilasyon mekanizmalarinda gergeklesen olaylar zinciri

daha ayrintil1 bir sekilde ortaya ¢ikmaya baslamstir.

AOX promotorunun regiilasyon mekanizmasina yonelik caligmalar genelde
metanol indiiksiyon (pozitif regiilasyon) mekanizmasina odaklanmis durumdadir.
Metilotrofik mayalarin alkol oksidaz genlerinin katabolit represyonu (negatif
regiilasyon) mekanizmas1 daha ¢ok H. polymorpha ve C. boidinii’de ¢alisilmis olup P.
pastoris’te ¢cok az sayida calisma bulunmaktadir. Bu boliimde, metilotrofik mayalarda
gercgeklestirilen, AOX promotorlarinin indiiksiyon, derepresyon ve katabolit represyon

mekanizmasi ile ilgili yapilmis ¢aligmalara yer verilecektir.

2.2.5.1. P. pastoris

PpAOXI promotorunun indiiksiyon ve represyonundaki onemli rol oynayan
bolgelerinin belirlenmesi Inan’m (2000) ¢alismasi ile baslamustir. inan, ardisik silme
analizlerini kullanarak, AOX1 geninin 1120 bg’lik 5 iist bolgesini 6 par¢aya bolmiis ve
A, B, C, D, E ve F olarak adlandirmistir. Haberci olarak Escherichia coli lacZ genini
kullanarak yaptig1 silme analizi deneylerinde her bir parcanin promotor aktivitesine
onemli etkileri oldugunu gostermistir. Metanolde ve metanol+etanolde gelisen hiicre
oziitleri ile yapilan jel geciktirme (EMSA) c¢alismalart A (-960/-688) ve C (-539/-399)
parcalarina DNA baglanma proteinlerinin baglandigini gostermistir. Bu iki parganin
ayni protein i¢in rekabet etmedigi ve baglanan proteinlerin ayr1 proteinler oldugu da
ispatlanmustir (Sekil 2.6). Ayrica E parcasinin, diisiirildiiglinde promotor aktivitesinin
%80’1 kaybedildiginden, olas1 bir pozitif regiilator bolgesi (UAS) igerdigi, D parcasinin
ise diisliriilmesi ile promotor aktivitesinde %30 artis gozlendiginden negatif regiilator

bolgesi (URS) tasidigi one siiriilmiistiir (Inan 2000).
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Sekil 2.6. AOXI promotoru A ve C parcalarinin EMSA jel goriintiileri.

(A)A parcasinin EMSA deneyi. (1) Etiketlenmis A pargasi probu, (2-5)
MM’de gelisen hiicrelerden toplam protein eklenmis; (6) MME’de gelisen
hiicrelerden toplam protein eklenmis, (3) 30 kat fazla etiketsiz A pargasi
eklenmis, (4) 30 kat fazla C parcast eklenmis, (5) 30 kat fazla L.
monocytogenesis DNA’s1 eklenmis.

(B) C parcasinin EMSA deneyi. (1) C pargasi probu; (2-5) MM’de gelisen
hiicrelerden 6 pg toplam protein eklenmis; (7-9) MME’de gelisen
hiicrelerden toplam protein eklenmis, (3 ve 7) 30 kat fazla spesifik
rekabetci (C parcasi) eklenmis, (4 ve 6) 30 kat fazla spesifik olmayan
rekabet¢i (A pargast) eklenmis, (5 ve 9) 30 kat fazla spesifik olmayan L.
monocytogenes DNA’s1 eklenmis (Inan 2000).

Sekil 2.6’de goriildiigii lizre, A parcasina yalnizca metanolde gelisen hiicre
Oziitinden protein baglanitken; C parcasi, hem metanolde gelisen, hem de
metanol/etanol karigiminda gelisen hiicre 6ziitleri ile kompleks olusturmustur. Bu
verilerden yola c¢ikarak A parcasina baglanan proteininin aktivator, C pargasina
baglanan proteinin ise hem metanol hem de etanolde gelisen hiicrelerde bulunmasindan
dolay1, yapisal bir regiilator protein oldugu sonucu ¢ikarilabilir. C pargasinin
diisiiriilmesi sonucunda, haberci enzim aktivitesinde %10 artig gézlenmesi ve metanolde
gelisirken baglanan protein miktarinin, metanol/etanolde gelistiginde baglanan protein

miktarindan daha fazla olmasindan yola ¢ikarak C pargasina baglanan proteinin etanol

represyonunda rol aldig1 yorumu yapilmustir (inan 2000).

PpAOXI1 promotorunda simdiye kadar tespit edilen cis-etkili pargalar ve trans-

etkili faktorler Sekil 2.7°de 6zetlendigi gibidir.
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Sekil 2.7. P. pastoris AOX1 promotorunda DNA baglanma proteinlerinin baglandigi ve
reglilasyon mekanizmasinda rol aldig: tespit edilen bolgeler. AOX/ geninin
ATG baslangic kodonu -1 kabul edilerek numaralandirilmigtir. ¥ :TATA
kutusu (-161/-154), @ : Protein, A: Aktivasyonda rol aldig1 tespit edilen
bolge, R: Represyonda rol aldig tespit edilen bolge. Bu ¢alismada PpMigl’in
baglanip baglanmadigina bakilan bélge her bir promotor ¢izgisinin iizerinde
gri bolge seklinde gosterilmigtir.

Hartner vd (2008), AOXI promotorunu in silico analizini yaparak olasi
transkripsiyon faktorii baglanma bdlgelerini tespit etmisler ve bu bdlgelerde yaptiklar
silme ve mutasyon denemeleri sonucunda promotor aktivitesinin >%50 azalmasina
neden olan bdlgeleri belirlemislerdir (Sekil 2.7). Bunlar arasinda en carpict olan
degisiklik, -209/-210 pozisyonundaki niikleotitleri sildikleri (ya da mutasyona

ugrattiklar) zaman promotor aktivitesinin, yabanil promotor aktitesine gore %6-30
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seviyelerine diismesidir. Bu bolgelerde yapilan degisikliklerle aktiviteleri yabanil
promotora gore %6-%160 arasinda degisen promotor kiitiiphanesi olusturmuslardir.
Kiitiiphaneyi represyon, derepresyon ve indiiksiyon kosullarinda karakterize etmisler ve
farkli cis-etkili bolgelerin varhigimi in silico gozlemlemislerdir. Fakat bu cis-etkili
bolgelere baglanan trans-etkili proteinler deneysel olarak tespit edilmemistir. AOX]
regiilasyonunun molekiiler temelinin tam olarak karakterize edilebilmesi igin,
mekanizmada rol aldig1 diisiiniilen unsurlarin biyolojik fonksiyonlarinin anlagilmasi,

bunun i¢in de yeni ¢aligmalar yapilmasi gerektigini belirtmislerdir (Hartner vd 2008).

Xuan vd. (2009) AOXI promotorunun cis-etkili bolgelerini tanimlamak igin
yaptiklar1 ¢aligmada AOX/] promotorunu belirli bolgelere ayirmislar ve her bir bolgeyi
silerek yaptiklar1 analizde D bolgesinin (-638/-510) silinmesi ile promotorun
transkripsiyon aktivitesini Onemli Olgiide kaybettigini tespit etmislerdir. Ayrica
indiiksiyon (metanol) ve represyon (glukoz+metanol) kosullarinda gelisen hiicre
Oziitlerinin D bolgesi ile protein-DNA kompleksi olusturdugunu gézlemlemislerdir. D
bolgesinin, transkripsiyon diizenleyici proteinlerin baglanma sekanslarini igerdigi ve
hem aktivasyon hem de represyonda rol aldig1 sonucuna ulagsmiglardir (Xuan vd 2009).
Bu bulgu Inan’in (2000) ayn1 bdlgelere karsilik gelen C pargasi ile elde ettigi sonug ile

paralellik gostermektedir.

Bugiine kadar AOXI promotoruna baglandig: tespit edilen iki farkli proteinden
(Inan 2000) yalmzca bir tanesi karakterize edilebilmistir. Metanol indiiksiyon
mekanizmasinda rol oynadigi tespit edilen bu protein, metanol ekspresyon regiilatorii
(Mxrlp) olarak adlandirilmigtir. AOXI promotorunda belli bolgeler silinerek
gerceklestirilen ¢alismada silinen her bolgenin metanol indiiksiyonunda rol aldigi ve
Mxr1’in baglandiginin tespit edildigi -415 ve -172 arasindaki 243 bg¢’lik bolgesinde ise
hem aktivasyon hem de represyon bolgelerinin yer aldigi gosterilmistir (Lin-Cereghino

vd 2006).
Kranthi vd (2009, 2010) Mxr1 proteininin, AOX1 promotoru ile birlikte metanol

metabolizmasinda rol alan diger genlerden, dihidroksiaseton sentaz (DHAS) ve

peroksin8 (PEX8) promotorlarina baglanma 0zelligini ¢aligmislar ve Mxrlp’nin
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metanol tarafindan tetiklenen bu promotorlara 5’~-CYCCNY-3’ ortak motifinden birden
fazla yere baglandigini gostermislerdir (Kranthi vd 2009) (Sekil 2.7).

MXRI1 geninin silinmesi/inaktivasyonu ile olusturulan Amxrl suslarda metanol
metabolizmasindaki genlerin ve diger peroksizomal genlerin transkripsiyonlarinin
tamamen durdugu ya da onemli oranda diisiis yasandigr gosterilmistir. Bu durum,
Amxrl suglarda, tek karbon kaynagi olarak metanol ya da oleat bulunan ortamlarda
gelisememe, glukoz, gliserol ve etanolde ise gelisim hizlarinin diismesi gibi fenotipik
etkilerle sonuclanmistir. Ayrica Amxrl suslarda AOX1 promotoru altinda protein
ekspresyonu gercgeklestirilemedigi [-lactamase’in haberci enzim olarak kullanildig
Western blot analizleri ile gosterilmistir (Lin-Cereghino vd 2006). Mxr1’in N-ucunda
yer alan DNA-baglanma bolgesi ¢inko-parmak motifinin, S. cerevisiae’daki Adrlp’nin
(alkol dehidrogenaz 1II regiilatorii, fermente edilemeyen karbon kaynaklarinin
metabolizmalarinda rol alan ve glukoz tarafindan baskilanan genlerin ekspresyonunu
regiile eden transkripsiyon faktorii) DNA-baglanma bolgesi ile homoloji gosterdigi
tespit edilmistir (Lin-Cereghino vd 2006). Yalnizca glukozun varliginda ekspresyonu
gerceklesen Adrlp’nin tersine, Mxrlp ¢ok diislik seviyelerde yapisal olarak iiretilir.
Regiilasyonunun ise hiicre i¢inde bulundugu yerin degismesi seklinde post-
translasyonal olarak gerceklestigi diisliniilmektedir: Mxrlp’nin hiicreler glukozda
gelisirken sitoplazmada bulundugu, metanol ya da oleata gecirildiklerinde ise ¢ekirdege
gecis yaptiklari gosterilmistir. Bununla birlikte, Mxr1p hiicreler gliserol ya da etanolde
gelisirken de ¢ekirdekte lokalize olmakta fakat AOXI1 promotorunun bu karbon
kaynaklar1 tarafindan baskilanmasi devam etmektedir. Bu nedenle MXRI1 geninin
regiilasyonunun yalnizca Mxrlp’nin lokalizasyonu yolu ile yapilmadigi 6ne siiriilmiistiir

(Lin-Cereghino vd 2006).

P. pastoris’te katabolit represyon mekanizmasmi arastirmak icin Zhang vd
(2010) tarafindan yapilan ¢alismada, iki heksoz transporter homologunun tanimlanmasi
ve karakterizasyonu yapilmis, AOXI geninin ekspresyon seviyesinin glukoz tarafindan
baskilanmadigi, aksine tetiklendigi hekzokinaz mutant suslar elde edilmistir (Zhang vd
2010). Bu ¢alisma, P. pastoris katabolit represyon mekanizmasinin aydinlatilmasi igin

atilmis olan ilk adimdir.
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2.2.5.2. H. polymorpha

H. polymorpha MOX geni yaklasik 1.5 kb biiyiikliigiinde bir promotor bolgesine
sahiptir. Simdiye kadar bu promotor bolgesinde 3 cis-etkili bolge tanimlanabilmistir: iki
aktivasyon sekansi (UAS1 ve UAS2) ve bir represyon sekansi (URS1). Bu sekanslara 3
farkli regiilatdr proteininin (MOX baglanma faktorleri: MBF1, MBF2 ve MBF3)
baglandig1 tespit edilmis (Godecke vd 1994) fakat proteinlerin ayrintili analizi heniiz

yapilmamustir.

H. polymorpha’da, katabolit represyon kosullarinda (glukoz varliginda) HpMOX
promotor sekansinin niikleozom yapilarinin  icinde yer aldigi, bdylelikle
transkripsiyonun baglamasi i¢in gerekli olan faktorlerin promotora baglanamadigi ve
transkripsiyonu baslatamadiklar1 bildirilmistir. Onerilen modele gore, derepresyon ve
indiiksiyon kosullarinda (6rn. gliserol veya metanoliin varliginda) MOX sentezi
baslamadan hemen Once kromatin yeniden sekillenir ve genler transkripsiyon
faktdrlerinin ulasabilecegi sekilde aciga cikarlar . Ozimek vd (2004) kromatinin yeniden
sekillenmesinde rol aldig1 bilinen S. cerevisiae SWI/SNF kompleksinin homologlarini
H. polymorpha’da izole edip inaktive etmislerdir. H. polymorpha Asnf2 ve Aswil suslar
metanolde artik gelisemezken, glukoz ve sukrozdaki gelisim oranlarinda da diisiis
yasamiglardir. Bu mutant suslarda MOX promotoru altinda gerceklestirilen haberci
enzim P-laktamazin ekspresyonunda da biiylik oranda diisiis gerceklesmistir (Asnf2
susunda 200 kattan fazla, Aswil susunda ise 50 kattan fazla azalis). SWI/SNF
kompleksinin olmadig1 kosullarda MOX geninin ifadesinde yasanan dramatik diisiisiin
metanolde gelisememesinin nedeni olabilecegi diisiiniilmiistiir (Ozimek vd 2004). Tiim
bu verilerle, SWI/SNF kompleksinin MOX geninin derepresyonunda kromatin yapisinin
yeniden sekillenmesini saglayarak rol oynadigina iliskin saglam kanitlar elde edilmistir.

S. cerevisiae’de ADH2 geninde derepresyon sirasinda kromatin yeniden
sekillenir. Bu degisikligin transkripsiyon faktorlerinin genin TATA kutusuna
erisimlerini sagladigt ve transkripsiyonu baslattiklar1 diisiiniilmektedir. Adrlp’nin
kromatinin kararliliginin bozulmasini saglayarak yeniden sekillenmesinde rol aldigi

diistiniilmektedir (Mauro vd 2000).
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H. polymorpha’da MOX katabolit represyonunun regiilasyon mekanizmasinda
rol alan bilesenleri tespit etmeye yoOnelik caligmalarda bir heksoz transporter, bir
hekzokinaz ve bir glukokinaz tanimlanmistir. Bu genler inaktive edilerek yapilan
caligmalarda hiicrelerde represyon kosullar1 altinda (glukoz igeren Kkiiltiirlerde) AOX
proteininin tiretildigi gosterilmistir. Heksoz fosforilizasyon aktivitesinin H. polymorpha
represyon sinyalizasyonu i¢in gerekli oldugunun gosterildigi ¢alismada, hekzokinaz
mutant suslar fruktoz represyonuna tepki gostermezken, hekzokinaz ve glukokinaz ¢ift
mutant susta glukoz represyonu ortadan kalkmistir (Kramarenko vd 2000). Bu
proteinlerin karakterizasyonlar1 ayrica yapilmistir (Laht vd 2002, Karp vd 2003).

Stasyk vd (2007) H. polymorpha’da Migl’in iki homologunu (HpMigl ve
HpMig2) karakterize etmislerdir. AOX protein sentezi Amigl ve AmiglAmig2
suslarinda calisilmis ve sonuglar, Migl ve Mig2 proteinlerinin AOX geninin glukoz
tarafindan baskilanmasim1 kismen etkiledigi seklinde yorumlanmistir. Glukoz ya da
glukoz+metanol besiyerinde gelistirilen HpAmigl suslarinda AOX proteininin varligi
Western blot analizi ile gosterilmistir (Stasyk vd 2007). Baska calismalarda da glukozun
varliginda AOX {ireten diger H. polymorpha mutantlar rapor edilmis fakat ilgili genlerin

tanimlamasi hentiz yapilmamistir (Ozimek vd 2005).

S. cerevisiae’da glukoz represyonunun iki ana oyuncusu olan Snfl ve Tupl
proteinlerini kodlayan genlerin H. polymorpha’daki homologlar izole edilip inaktive
edilmistir (Gancedo 1998). Bu proteinlerin hiicrede ifade edilmemesi S. cerevisiae nin
gelisiminde onemli degisikliklere neden oldugu halde, karbon kaynagi olarak glukoz ve
metanolde gelistirildiklerinde H. polymorpha’da belirgin bir fenotipik etki
gbézlenmemistir. Bununla birlikte Afupl susun aksine, Asnfl susunda metanol
tetiklemeli kosullar altinda MOX ve DAS genlerinin transkripsiyonlariin diistiigii tespit
edilmistir. Ilging olan bu iki genin mRNA seviyeleri belirgin oranlarda diistiigii halde
Asnfl susun gelisiminin yabanil sustan ayirt edilememesi olmustur. Bu durumdan MOX
ve DAS transkripsiyonlarindaki diisiisiin gelisimde herhangi bir olumsuz etkiye,

yavaglamaya neden olmadig1 sonucu ¢ikarilmistir (Hartner ve Glieder 2006).
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2.2.5.3 C. boidinii

C. boidinii’de metanol ile indiiklenen genlerin ekspresyonunda rol alan iki
pozitif transkripsiyonal regiilator karakterize edilmistir: (1) Trm1, metanole 6zgii gen
aktivasyonundaki anahtar regiilator; (2) Trm2, derepresyondan sorumlu regiilator.
Genlerin tek tek ve birlikte nakavt edilmeleri ile olusturulan C. boidinii suslar ile
yapilan analizler sonucunda bu iki proteinin metanol tarafindan tetiklenen gen
ekspresyonunu ne sekilde diizenledigi konusunda bazi sonuglara ulagilmistir. Ortamda
glukoz tiikendiginde ya da metanol besiyerine aktarildiklarinda Trm2’nin (S. cerevisiae
Adrl homologu) glukoz represyonunu ortadan kaldirdigi ve akabinde Trml1’in geni

aktive ettigi tespit edilmistir (Sasano vd 2008, 2010).

Glukoz represyonunda rol alan regiilatorlerin tespit edilmesine yonelik devam
eden caligmalarinda ayni ¢alisma grubu, C. boidinii’de Migl proteinini kodlayan genin
tanimlanmast ve molekiiler karakterizasyonunu yapmis, Amig/ susunda metanol
tarafindan tetiklenen AODI geninin ekspresyonunu transkripsiyon seviyesinde analiz
etmislerdir (Zhai vd 2012). CbmiglA susunda, glukozun varliginda AODI promotor
aktivitesi tespit edilememistir. Yalnizca bu sonugtan yola ¢ikilarak CbhMigl proteininin
glukoz represyonunda elzem bir rolii olmadig: diisiiniilebilir. Fakat, metanol-tetiklemeli
genler transkripsiyonlar: i¢in aktivatdr proteinlere (Trml ve Trm2 gibi) gereksinim
duyarlar (Sasano vd 2008, 2010). Ortamda glukoz bulundugu siirece metanol-
tetiklemeli genlerin transkripsiyonlart i¢in gerekli olan aktivatorler fonksiyonlarim
yerine getiremezler. Glukozda gelisen hiicrelerde Trm1 ve Trm2 proteinlerinin metanol-
tetiklemeli promotorlara baglanmadiklari, Trm2’nin glukozda gelisen hiicrelerde
cekirdekte degil sitoplazmada konumlandigi gosterilmistir. Ortamda glukozun bitmesi
ya da hiicrelerin metanole gecirilmesi ile birlikte AODI promotorunun CbAmigl
susunda yabanil susa gore ¢ok daha hizli bir sekilde aktive olmasi, ChMigl’in metanol
indiiksiyonunun ilk asamalarinda negatif regiilator olarak etki gosterdigi ve boylelikle
CbMigl’in yoklugunda transkripsiyonel aktivatorlerin metanol-tetiklemeli genlerin
DNA baglanma bolgelerine daha hizli bir sekilde ulastiklar1 seklinde yorumlanmistir
(Zhai vd 2012). Aynm1 ¢alismada HpMIG2 genine homoloji gosteren gen tespit edilmis,

olasi ChMIG2 geni nakavt edilerek yapilan caligmalar sonucunda farkli karbon
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kaynaklarinda ne gelisimde ne de AODI promotor aktivitesinde herhangi bir etki tespit
edilememistir. ChMig2p’nin fonksiyonunun aydinlatilabilmesi i¢in bagka calismalar

yapilmas1 gerektigi ileri siirilmiistiir.

S. cerevisiae’de yliksek glukoz konsantrasyonlarinda ScMigl ¢ekirdekte bulunur
ve glukozun olmadigr durumda ScMsn$5 tasiyici proteini, fosforlanmig Migl proteini
cekirdekten sitoplazmaya cikarir (Klein vd 1998). C. boidinii’de de Migl proteininin,
hiicreler glukozdan fermente-edilemeyen karbon kaynaklarina gegirildiklerinde
(metanol, gliserol, etanol ve oleat) sitoplazmaya gectigi, CbAmsn5 suslarinda ise
cekirdekte kalmaya devam ettikleri gézlenmistir. Bununla birlikte CbMigl ¢ekirdekte
oldugu halde AODI geninin ekspresyonunun normal olarak gergeklestigi tespit
edilmistir (Zhai vd 2012). Bu sonuglar ChMigl’in fermente-edilemeyen karbon
kaynaklarinda gelisirken fosforlandigi, S. cerevisiae’de oldugu gibi fosforlanmis
CbMigl’in, cekirdekte kalsa bile (ChbAmsnS5 suslarinda oldugu gibi) represor olarak
faaliyet gosteremedigi seklinde agiklanmistir. Metanol-tetiklemeli promotorlar altinda
heterolog protein iiretimi gergeklestirilirken, promotorun metanole hizli cevap vermesi
arzu edilen bir ozelliktir. CbAmigl susunda, hiicreler glukoz ortamindan metanol
besiyerine gecirildiklerinde AODI promotoru yabanil-susa gore daha hizli bir sekilde
ekspresyona basladigindan, bu susun protein iiretiminde kullanilmasinin indiiksiyon

stiresini kisaltabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Zhai vd 2012).

2.2.6. Heterolog konuk¢u organizmalarda AOX promotorlar

P. pastoris AOXI ve H. polymorpha MOX promotorlart S. cerevisiae’ye
aktarilmis ve haberci enzim [-galaktosidaz ekspresyonuna bakilmistir. Ayrintilarda
ortaya cikan birkac istisna disinda bu promotorlarin S. cerevisiae’deki regiilasyon
profilleri konuk¢u organizmaninkine benzer sekilde gergeklesmistir: glukoz gen
ekspresyonu baskilamis, karbon kaynagi tiikendiginde hafif¢e derepresyon meydana
gelmis, P. pastoris promotorunda bile gliserol ekspresyonu tetiklemistir (Hartner ve

Glieder 2006).
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Daha onceki boliimlerde belirtildigi gibi, AOXI ve MOX genlerinin regiilasyon
sekilleri birbirinden farklidir: gliserolde derepresyon sonucu MOX geni ifade edilirken,
AOXI geni baskilanmaya devam etmektedir. AOXI promotorunun H. polymorphaya
aktarilarak gergeklestirilem c¢alismalarda bu promotorun heterolog konukguda gliserol
tarafindan baskilanmadigi ortaya koyulmustur (Rodriguez vd 1996, Raschke vd 1996).
H. polymorpha’ya aktarilan heterlolog AOXI promotoru, homolog MOX promotoru gibi
regiile edilmektedir. AOXI promotorunun heterolog konukcularda caligilmasi ile
gliserol tarafindan baskilanmasinin organizmaya 6zgii bir 6zellik oldugu anlasilmistir

(Hartner ve Glieder 2006).

2.3. Calismanin Temeli ve Kapsam

P. pastoris’te, glukoz varliginda baskilanan AOX/ geninin baskilanma
mekanizmasinda, S. cerevisiae ve diger mayalarda ¢alisilan Migl-aracili yolun ne kadar
gecerli oldugunun bir 6n tespiti i¢in yapilan in silico analizde elde edilen bilgiler

asagidaki gibidir:

(1) P. pastoris GS115 susunda MIGI (ve MIG2) genlerinin varligt in silico
gosterilmistir (De Schutter vd., 2009) (Sekil 2.4).

(2) AOXI promotorunun analizi sonucu olast Migl-baglanma bdlgesinin
(G/C)(C/T)GG(G/A)G (Nehlin ve Ronne 1990) C parc¢asinda (-539/-399) yer
aldig1 tespit edilmistir (Sekil 2.5). Bu tespit ve Inan’m (2000) doktora
caligmasinda elde ettigi AOXI promotoruna 2 farkli proteinin baglaniyor
oldugu, bugiine kadar bu 2 proteinin yalnizca birinin karakterize edilmis
olmas1 ve C pargasina baglanan ve represyonda rol aldigi diisiiniilen bir
proteinin varligi, PpMigl proteininin P. pastoris katabolit represyon
mekanizmasinda gorev aldigi ve AOXI promotoruna baglaniyor olabilme

ihtimalini kuvvetlendirmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda PpMigl proteininin, P. pastoris katabolit represyonunda

oynadigi rol aragtirllmistir. Calisma 3 asamada gerceklestirilmistir:
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(1) ik olarak P. pastoris MIGI geni izole edilmis ve molekiiler

karakterizasyonu yapilmistir.

(2) MIGI ve homologu MIG2 genleri tek tek ve birlikte inaktive edilerek tekli
ve ¢iftli mutant suslar elde edilmis ve represyon, derepresyon ve indiiksiyon
kosullarinda gelisim egrileri ¢ikarilarak ve AOX enzim aktivitesi analizleri
yapilarak mutant suslarin fonksiyonel analizleri yapilmistir.

(3) Son olarak ise PpMigl’in P. pastoris’te asirt iretimi gerceklestirilerek

saflastirilmistir. Saflagtirllmig Migl ve nakavat sus hiicre 6ziitlerinin AOX/

promotoru C pargasina baglanma 6zelliklerine bakilmistir.

PLN 22-JUL-2009
(PAS_chrl-4 0526)

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION

XM 002490613 1365 bp mRNA linear
Pichia pastoris GS115 Regulatory protein MIG1
XM 002490613

SOURCE

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

Pichia

atgactactg
aaggccttcc
cctcaccctt
agacacttga
gacgaagaac
gggaacgatc
tctggtgctg
ccaagacagg
cagcagcagc
caacaaccac
cagcaacaat
cacagattct
tctctcaact
cttttacaca
aataaccagt
agaaaaaagt
gtctcgcececeg
atgcccagca
tcggaaccat
aacaaatctt
gggaccaaga
aagcctgccc
aagaacaact

pastoris GS115

ctcccccaac
accggttgga
gcacgttccc
ggatacacac
aagctgtgga
aaatgggaca
caaacggcga
tgatggcagg
agcagcagca
agcaacaacc
ttggatttgc
ccccaccatt
caaatggatc
gaatcactcc
cgatgacatc
caagacccaa
ctgatacgcc
acgtacaact
tgcagcaacc
cgtccaacgt
gaaagtctga
tatcaccgtt
tcacgatagg

gaagcccaat
acatcaaaca
tggatgccca
aaacccaact
gttgccacct
accaatatac
acaaggccag
gacttctcaa
gcagcaacaa
gccactgcaa
tcaagatcaa
ttctgcatct
cacgccttca
aatcaggact
aatagtcacg
ctcaccaaca
tttaactact
tccaccaata
agccaatgtc
cactttgagt
taccaacctc
ggctcctctg
caatatcatg

gataggccct
agacacatta
aagaagtttt
gtgagaaagg
cagaataacg
acgcaggcgg
tatttgatgc
accagtttga
caacaacaac
ccacaaccac
agaaacctgg
tcaaggaccc
gggtcatatc
ccaagcagta
ttgagcgacc
gttccaaact
ccgttgcaat
agatcactgt
tctactgaca
aaatcgtttt
tctgcattag
tcagtctcat
aactcggact

accagtgccc
gaacacacac
ccaggtctga
gcagaaagaa
aggtacatct
ttcctgttta
ctccgcetttt
atggtgtaga
aacaacaaca
ttcaaccaca
caccngctaa
attcagccaa
aacagttgaa
atagcctgtt
aacaacagga
ctccaacaat
cgcctacact
taaatttgga
ataaagtgaa
cttcacaaga
attctaccaa
cagatcgatt
cttga

catgtgcgac
aggggaaaaa
tgaattgacc
gaagcggaag
cgttcccatg
ttgggttcca
ttccttacaa
tgctcaacaa
acaaccacag
accacaggcc
tcagcaacag
ttcattgttt
ctctttatct
gacaaaatct
ttttgtttcc
ttcaaacttg
gaagcccgca
agaacttccc
gacaatgttg
cattcgtctg
tgctattcgce
taccaagaga

Sekil 2.8. P. pastoris MIG1 geni niikleotid dizisi (NCBI GenBank, www.ncbi.nlm.nih.gov)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

SEQ AOXlpgenome: 940 bp;

Composition 271 A; 229 C; 171 G; 269 T; 0 OTHER
Percentage: 28.8% A; 24.4% C; 18.2% G; 28.6%
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 289.04 dsDNA: 579.4
ORIGIN

1 AGATCTAACA TCCAAAGACG AAAGGTTGAA TGAAACCTTT
61 GTCCATTCTC ACACATAAGT GCCAAACGCA ACAGGAGGGG
121 TGCAAACGCA GGACCTCCAC TCCTCTTCTC CTCAACACCC
181 AGCCCAGTTA TTGGGCTTGA TTGGAGCTCG CTCATTCCAA
241 ACACCATGAC TTTATTAGCC TGTCTATCCT GGCCCCCCTG
301 TTTCCGAATG CAACAAGCTC CGCATTACAC CCGAACATCA
361 AGTGTGGGGT CAAATAGTTT CATGTTCCCC AAATGGCCCA
421 GTCTTGGAAC CTAATATGAC AAAAGCGTGA TCTCATCCAA
481 TTGAAATGCT AACGGCCAGT TGGTCAAAAA GAAACTTCCA
541 CTTGTTTGGT ATTGATTGAC GAATGCTCAA AAATAATCTC
601 CTCTATCGCT TCTGAACCCC GGTGCACCTG TGCCGAAACG
661 TTTTGGATGA TTATGCATTG TCTCCACATT GTATGCTTCC
721 GCTGATAGCC TAACGTTCAT GATCAAAATT TAACTGTTCT
781 ATATAAACAG AAGGAAGCTG CCCTGTCTTA AACCTTTTTT
841 ACTTTCATAA TTGCGACTGG TTCCAATTGA CAAGCTTTTG
901 CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT ATTCGAAACG

T;
4

TTGCCATCCG
ATACACTAGC
ACTTTTGCCA
TTCCTTCTAT
GCGAGGTTCA
CTCCAGATGA
AAACTGACAG
GATGAACTAA
AAAGTCGGCA
ATTAATGCTT
CAAATGGGGA
AAGATTCTGG
AACCCCTACT
TTTATCATCA
ATTTTAACGA

0.0%0THER

ACATCCACAG
AGCAGACCGT
TCGAAAAACC
TAGGCTACTA
TGTTTGTTTA
GGGCTTTCTG
TTTAAACGCT
GTTTGGTTCG
TACCGTTTGT
AGCGCAGTCT
AACACCCGCT
TGGGAATACT
TGACAGCAAT
TTATTAGCTT
CTTTTAACGA

Sekil 2.9. P. pastoris AOX1 promotoru gen dizisi (Inan 2000). C pargas1 gri arkaplanla,
Migl proteininin olas1 baglanma yeri alt1 ¢izili ve koyu olarak belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1 Kimyasallar ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan tiim kimyasallar molekiiler biyoloji kalitesinde olup
Sigma-Aldrich Co. (MO, ABD), Difco (Fransa), Merck (Almanya) markalarindan temin
edilmislerdir. Restriksiyon enzimleri Thermo Fisher Scientific (MA, ABD) firmasindan

temin edilmistir.

3.1.2. Tampon ve stok cozeltileri

Tiim tamponlar ve stok ¢ozeltileri saf su ile hazirlanmig, 121°C’de 20 dakika
otoklavlanarak (Tuttnauer, Hollanda) ya da 0,22 pum filtreden gegirilerek (Corning, MA,
ABD) sterilize edilmis, 4°C ya da oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir.

3.1.3. Mikroorganizmalar ve enzimler

Calismamizda kullanilan P. pastoris ve E. coli suslar1 genotip 6zellikleri ile

birlikte Cizelge 3.1°de verilmistir.

Tim mikroorganizmalar %25 gliserol iceren uygun besiyeri icinde -80°C’de
muhafaza edilmiglerdir. Calismada kullanilacak olan suslar ana stoktan agar plakalara
tek koloni diisecek sekilde ¢izim yapilarak uygun sicaklik ve siire boyunca (P. pastoris
30°C’de 3 giin , E. coli 37°C’de 1 giin) inkiibatorlerde bekletilerek gelistirilmis ve

+4°C’de muhafaza edilmislerdir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

P. pastoris suslari

Genotipi

Kullanim yeri

Kaynak

X-33

MKI115

X33
MK115

MK201
MKI111
JC304

JC304Amig2

MKI1114mig2
MK?201A4migl
JC304Amigl Amig?2

yabanil sus

his4 adh3::HIS4

(pGAPZMIG2)
(pGAPZMIG1)

adel his4::HIS4
his4 adel ::ADE]
his4 adel

adel mig2::HIS4

mig2::HIS4
migl::ADE]
migl::ADEI
mig2::HIS4

Kontrol ve
konukgu

Protein
ekspresyonu igin
konukc¢u

Mig?2 proteininin
ekspresyonu

Migl proteininin
ekspresyonu
Mutant sus yapimi
Mutant sus yapimi
Mutant sus yapimi

Mutant sus yapimi

Fonksiyonel analiz
Fonksiyonel analiz
Fonksiyonel analiz

Invitrogen, CA,
ABD
Bagka bir ¢alisma

Bagka bir ¢alisma
Bu ¢alisma

Baska bir calisma
Baska bir ¢alisma
(Lin-Cereghino
2007)

Bagka bir ¢aligma

Baska bir ¢alisma
Bu calisma
Bu ¢alisma

E. coli suslari

XL1-Blue

recAl endAl
gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44
relAl lac [F’
proAB

laclqZ AM15
Tnlo (Tetr)]

Plazmidlerin
cogaltilmasi ve
saklanmast

Stratagene, CA,
ABD
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3.1.4. Plazmidler

Gen klonlama vektorleri olarak pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
ve pDRIVE (Qiagen, Almanya) plazmidleri (Sekil 3.1), P. pastoris’te hiicre i¢i Migl
protein tiretimi i¢in PGAPZB (Invitrogen, CA, ABD) vektori kullanilmistir (Sekil 3.2).

Fagl 103 Adel 120

;'I?p(cmol
T s
Bogl 2511 - ongin &
Cspbl, Rsal 2474 Bl

Tatl, Scal 2473

) iy BamH
Poul 2982 Hindll g2 8 Ecall
BowCl, Bpul0l 717 ;
5 & . . EzoRl
Nsbl 2215 Mya12691 222 S pDrive Cloning Vector sal
NmeAll 2118 Espll 70 3.85kb u -
Hall 2108 : y ot
Giri0l 2075 Mss! 761 o
Gsul 2080 ol syl
Eco31l 2082
Bfil 2040 Munl 882 o
! Eco?
Eam11051 1990 smul 951 dﬁ Emt:l ast
Bsal 866 i Aol
Loul 879 ill;"l
P, prematr

Sekil 3.1. Gen klonlamada kullanilan pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
ve pDRIVE (Qiagen, Almanya) plazmidleri

pGAPZ A,B,C (2.9 kb)

Lut
B33 c-myc epitope @l

pGAPZo.A,B,C (3.1 kb)

3

c-myc epitope @I

pGAPZo,
AB,C
. <

A
PUC ori /C‘JC
* Frame-dependent variations

Sekil 3.2. P. pastoris’te Migl proteinini hiicre i¢i liretmekte kullanilan PGAPZB
(Invitrogen, CA, ABD) vektorii
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3.1.5. Besiyerleri, gelisim ortamlari ve antibiyotikler

P. pastoris suglarinin genel gelisiminde YPD (%1 maya 06ziitli, %2 pepton, %?2
glukoz); P. pastoris MIGI mutant susun seleksiyonunda MD (%1,34 YNB, %4x10”
biotin, %2 glukoz) ve MDH (MD, %2x107 histidin) besiyerleri; P. pastoris liretim
suslarinda gergeklestirilen Migl proteininin asir1 iiretiminde BYED (%3 maya o6ziiti,
%?2 glukoz, 100 mM potassium fosfat, %1.34 YNB, 4x107 biotin) besiyeri; P. pastoris
MIGI ve MIG?2 tekli ve ¢iftli mutant suslarin fonksiyonel analizinde ise MM (%1.34
YNB, 4x107 biotin, %0.5 metanol), MMD (%1.34 YNB, 4x107° biotin, %2 glukoz, %1
metanol) ve MMG (%]1.34 YNB, 4x107 biotin, %2 gliserol, %1 metanol) besiyerleri
kullanilmistir. E. coli suslarin gelistirilmesinde LB Miller (%0.5 maya 6ziitli, %1 pepton
ve %1 NaCl) ya da LB Lennox (%0.5 maya oziitii, %1 pepton ve %0.5 NaCl)

besiyerleri kullanilmigtir.

Kullanilan sivi ve kati besiyerlerine kullanilan plazmidin iizerindeki direng
genine gore uygun antibiyotik ilaveleri yapilmistir. Zeosin (InvivoGen, CA, ABD) ve
ampisilin  (Roche, Almanya) antibiyotiklerinin stok soliisyonlar1 100 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanmis ve 0.22 um filtreden (Corning, MA, AB) gecirilerek
sterilize edilmis ve 1’er ml alikotlanarak -20°C’de saklanmislardir. Antibiyotikli
besiyeri hazirlamak icin, otoklav ile sterilize edilen besiyerleri 55°C’ye sogutulduktan
sonra, buz lizerinde ¢ozdiirliilmiis olan antibiyotiklerden, E.coli suslari icin 25 pg/ml
zeosin veya 100-150 pg/ml ampisilin, P. pastoris suslar i¢in ise 100 pg/ml zeosin

olacak sekilde ilaveler yapilmigstir.

3.1.6. Primerler

MIG]I geninin izolasyonunda ve dizilemesinde, AOX/ geninin C pargasinin elde
edilmesinde kullanilan primerler Ek 8.1°de verilmistir. Primerler, NCBI GenBank

XM 002490613 erisim numarali P. pastoris GS115 MIGI dizisi baz alinarak
DNAMAN 7.0 (Lynnon Corporation) programut ile tasarlanmistir.
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3.2. Metod

Calismada kullanilan molekiiler teknikler, Sambrook ve Russel (2001)’a ve kit
protokollerine gore gerceklestirilmistir. Gen ve protein taramalarinda Ulusal
Biyoteknoloji  Bilgi  Merkezi A§  Servisi  (Bethesda, @ MD, ABD;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilmistir.
3.2.1. Mayadan genomik DNA izolasyonu

P. pastoris suslarindan genomik DNA izolasyonu i¢in MasterPure Yeast DNA
Purification Kit (Epicentre Biotechnologies, W1, ABD) kullanilmistir. Islemler iiretici
talimatlarina gore gerceklestirilmistir. YPD plakada gelistirilen tek kolonilerden YPD
stv1 besiyerine ekim yapilmis ve 30°C calkalamali inkiibatorde geceboyu gelismeye
birakilmigtir. 2 ml santrifijj tiipiine alinan geligmis kiiltiirden hiicreler masaiistii Santrifiij
2418 (Eppendorf, Almanya) ile 5 dak 5000xg’de santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis, 300 pl
hiicre kirma ¢ozeltisi icerisinde resilispanse edilerek buz iizerinde 5 dakika
bekletilmistir. 150 ul protein ¢oktiirme ¢ozeltisi eklenerek 10 s karistirilmis ve 10
dakika 18000xg’de santrifiijlenerek biitiin protein ve hiicre kalintilar1 ¢oktiiriilmiistiir.
Niikleik asitleri iceren siipernatant 1.5 ml’lik yeni santrifiij tiipiine alinmis ve 500 pl
izopropanol eklenmis ve 5-10 kez tersyliz edilerek karistirilmistir. 15000xg’de +4°C’de
10 dakika Allegra 25R (Beckman Coulter, CA, ABD) sogutmali santrifiij ile
santrifiijlenerek niikleik asitler ¢coktiiriilmiis ve elde edilen DNA peleti %70 etanol ile
yikanmistir. Son yikama ve ¢Oktliirmeyi takiben Concentrator Plus (Eppendorf,
Almanya) cihazinda vakum altinda kurutulan DNA peleti 30 pl TE tamponu i¢inde
¢Oziilmiis, 0.5 pul RNase (10 pg/ul) enzimi ilavesi ile 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek
icerdigi RNA’larin parcalanmasi saglanmistir. Elde edilen genomik DNA +4°C’de

saklanmustir.
3.2.2. Plazmid izolasyonu

E. coli’den plazmid izolasyonu Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak kit protokoliine gore gerceklestirilmistir. Plazmidin tasidigi direng genine

uygun antibiyotikli LB Miller ya da LB Lennox sivi besiyerinde 37°C ¢alkalamali
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inkiibatorde 18 saat gelistirilen kiiltiirlerden hasat edilen hiicreler RNase A igeren
Tris-CI-EDTA tamponunda resiispanse edilmistir. NaOH/SDS tamponunda hiicreler
pargalanmis, asidik potasyum asetat eklenmesi ile lizat notralize edilmistir. Lizatin
santrifiijlenmesi ile denatiire olmus proteinler, kromozomal DNA ve hiicre artiklari
coktiirtilmiig, siipernatantta c¢oziinmiis halde kalan plazmid DNA’nin  miniprep
kolonundan gegirilerek kolona tutunmasi saglanmistir. Etanol iceren yikama ¢ozeltisinin
kolondan gegirilmesi ile tuzlar uzaklastirilmis ve eliisyon tamponu (10 mM Tris-Cl, pH

8.5) ile plazmid kolondan alinmistir.

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

PZR iiriinlerinin, genomik DNA’larin ve plazmidlerin dogrulamasi agaroz jel
elektroforezi ile yapilmistir. Agaroz’un (SeaChem, Lonza, ME, ABD) 1 gr tartilarak 10
ml 1X TAE tamponunda (Tris/asetat/EDTA, 40 mM Tris asetat, 1 mM EDTA)
mikrodalgada 1sitilarak  ¢oziindiirilmesi ile hazirlanan jele, 60°C’ye kadar
sogutulduktan sonra 2 pl etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/ml, Invitrogen, CA, ABD)
eklenmistir. Heniiz katilasmadan jel kasetine dokiilen ve taraklari yerlestirilen jel
katilastiktan sonra 6X yilikleme boyasi ile karistirilan 6rnekler kuyucuklara yiliklenmis,
1X TAE tamponu igerisinde 120 V akimda 60 dakika yiriitiilmistiir. Jelde boyutlarina
gore farkli hizda ilerleyen DNA pargalar1 bdylelikle birbirlerinden ayrilmis ve DNA’ya
baglanan etidyum bromiiriin UV 1smlart altinda 1s1ma yapmasi sayesinde UV jel

gorlintiilleme kutusunda (Vilber Lourmat EBox-VX2, Fransa) goriintiillenmislerdir.

DNA standardi olarak GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, MA, ABD) kullanilmistir (Bkz. Ek 8.2). DNA standardi, 6X jel yiikleme
boyasi ve steril ultra saf su ile 1:10 seyreltilerek kullanima hazir hale getirilmis ve

kuyucuklara 5 pl olarak yiiklenmistir.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, KOD Hot Start DNA Polymerase (EMD Biosciences, San Diego, CA,
ABD; onceden Novagen) kullanilarak ve kit protokoliine uygun olarak

gerceklestirilmistir. Elde edilmek istenen DNA pargasinin biiytikliigline ve kullanilan
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primerlerin ¢6ziilme sicakliklarina (T,,°C) gore uyarlama yapilarak uygulanan standart

protokol asagidaki gibidir.

0.5 ul PZR tiiplerinde oda sicakliginda ya da buz {izerinde aerosol filtreli pipet

uclari ile hazirlanan 50 ul reaksiyon karisimi igin:

Miktar

30 wl
Sul
Sul
4 ul
3ul
3ul
1wl
1l
50 wl

Malzeme Son konsantrasyon
Steril ultra saf su

10X KOD Buffer 1x

dNTP karigimi (10 mM) 0.2 mM herbiri
MgSO4 (25 mM) 2.0 mM

5° Ileri primer (10 pM) 0.3 uM

3’ Geri primer (10 uM) 0.3 uM

KOD DNA Polimeraz (1 U/ul) 0.02 U/ul
Kalip (genomik DNA/plazmid) 10 ng genomik DNA/1 ng plazmid
Toplam

Reaksiyonun gergeklesecegi 1s1 dongii cihazinda (Biometra Biomedizinische

Analytik GmbH, Almanya) uygulanan programda polimeraz enziminin 2 dak boyunca

95°C’de tutularak aktive olmasini takiben asagidaki basamaklar uygulanmistir:

Denatiirasyon ~ 95°C’°de 20 s

Baglanma
Uzama

Tn-5°C’de  30s
70°C°de 20 s/1 kb

Program 35 dongili boyunca tekrarlanmis ve 72°C’de 10 dk siiren son uzama

basamag: ile bitirilmistir. Reaksiyonun kontrolii, karistmin 5 pl’sinin 1 pl 6X jel

yiikleme boyasi ile karistirilarak 0.5 pg/ml etidyum bromiir igeren %1 agaroz jelde

yiriitiilmesi ve UV jel goriintileme kutusunda hedef parcanin goriintiilenmesi ile

yapilmistir

3.2.5. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

PZR sonucu elde edilen iirliniin saflastirilmas1t MinElute PCR Purification Kit

(Qiagen, Almanya) ile yapilmistir. Temel olarak, reaksiyon karisiminda bulunan PZR

irtinii DNA parcasi spin-kolondan gegcirilirken yiiksek tuz varliginda silika membrana
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tutunur, diger PZR bilesenleri (primerler, tuzlar, enzimler, fazla niikleotitler vb.) yikanir

ve saf DNA kolondan Tris tamponu ya da su ile alinir.

PZR sonucu elde edilen iirline 5 kat1 hacimde baglama tamponu eklenmistir. pH
indikatoriiniin renk degistirmesi durumunda 10 pl 3 M sodyum asetat (pH 5.0) eklemesi
yapilan karisim spin kolona yiiklenmis ve santrifiijlenmistir. Kolondan 750 pl yikama
tamponu santrifiij islemi uygulanarak gecirilmis, siiziintii atildiktan sonra kolon bos
olarak tekrar santrifiijlenerek yikama tamponunda bulunan etanoliin tamamen
uzaklastirilmasi saglanmistir. Kolon temiz bir santrifiij tlipiine aktarilmis, membranin
ortasina 10 pl eliisyon tamponu (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) eklenmis, 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra santrifiijlenerek DNA pargasi kolondan alinmustir.
Santrifiij islemleri 17900xg hizinda 1 dakika siiresince Centrifuge 5424 (Eppendorf,

Almanya) cihazi ile oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

3.2.6. DNA’nin jelden geri alinmasi

Agaroz jelde ylriitildiikten sonra jelden kesilerek alinan DNA parcalarinin
saflastirilmast MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Almanya) ile iiretici talimatlar
dogrultusunda yapilmistir. Jelin baglama tamponunda ¢ozdiiriilmesi ve spin kolona
yiiklenip santrifiijlenmesi ile silika membrana baglanmasi saglanmistir. Daha sonra
membrana 10 pl elisyon tamponu (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) eklenmis, 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra santrifiijlenerek DNA pargasinin eliisyonu
yapilmistir. Santrifiij islemleri 17900xg hizinda 1 dakika siiresince Centrifuge 5424
(Eppendorf, Almanya) cihazi ile oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

3.2.7. DNA ve plazmid konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Genomik DNA, plazmid DNA ve PZR iriini DNA parcalarinin
konsantrasyonlarinin 6lgiilmesi Qubit dsSDNA BR Assay Kit (Invitrogen, CA, ABD) ile
iiretici talimatlarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Protokolde belirtilen oranlarda

toplam 200 pl icinde hazirlanan Qubit tamponu/boya/6rnek karigiminin okumalar1 ve
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konsantrasyon hesaplamalart Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, CA, ABD) cihazinda

yapilmustir.

3.2.8. Hiicre yogunlugunun oél¢iilmesi

Stvi  besiyerinde gelistirilen kiiltlirlerin  hiicre yogunluklarinin  6l¢lilmesi
spektrofotometrik olarak yapilmistir. Kiiltiirlerin uygun besiyeri ile seyreltildikten sonra
Libra S50 (Biochrom, Ingiltere) spektrofotometre cihazinda 600 nm dalgaboyunda

absorbans1 Ol¢iilerek hiicre yogunluklart belirlenmistir.

3.2.9. E. coli ve P. pastoris hiicrelerinin yetenekli hale getirilmesi

E. coli hiicreleri CaCl, yontemi ile yetenekli hale getirilmistir. LB Miller
plakada tek koloni diisecek sekilde gelistirilen E. coli susunun 3 ml LB Miller sivi
besiyerine tek koloniden ekimi yapilarak geceboyu 37°C calkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakilmigtir. Ertesi giin gelisen kiiltiiriin optik yogunlugu odl¢iilerek 50 ml
LB Miller s1v1 besiyerine baslangic OD degeri 0.01 olacak sekilde ekilerek OD degeri
0.3 olana kadar (yaklasik 3 saat) 37°C calkalamali inkiibatorde gelistirilmistir. Kiiltiir
beklenen OD degerine ulastiginda 3000xg’de 4°C’de 5 dakika stire ile santrifiijlenerek
hiicreler hasat edilmistir. Islemler bu asamadan sonra buz iizerinde gerceklestirilmistir.
Elde edilen hiicre peleti 5 ml 0.1 M CaCl, ¢ozeltisi i¢inde siispanse edilmis ve 30
dakika buz iizerinde bekletilmistir. Bir Onceki sartlarda santrifiijlenerek tekrar hasat
edilen hiicre peleti 1.5 ml %15 gliserol igeren 0.1 M CaCl, ¢6zeltisi i¢cinde resiispanse

edilmis ve 100 pl’lik s1v1 boliintiiler halinde -80°C’ye kaldirilmastir.

P. pastoris hiicreleri Lityum Asetat Yontemine (Wu ve Letchworth 2004) gore
yetenekli hale getirilmislerdir. Yetenekli yapilmak istenen P. pastoris susu, donmus
kiiltiirden ya da +4°C’de saklanan agar plakasindaki tek kolonilerden test tiipii
icerisinde 2 ml YPD besiyerine ekilmis, 250 d/dak 30°C ¢alkalamali inkiibatérde
geceboyu gelistirilmistir. Ertesi giin, geceboyu gelisen kiiltiirden baslangic ODggo degeri
0.1 olacak seklide 250 ml hacimli engelli erlen icerisinde 80 ml YPD besiyerine ekim
yapilmustir. ODgoo degeri 1.3-1.5 olana kadar 250 d/dak 30 °C calkalamal1 inkiibatorde
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gelistirilen hiicreler, +4°C’de 3000 g hizinda 5 dakika siire ile santrifiijlenerek hasat
edilmislerdir. Hiicre peleti, 8 ml lityum asetat karigimi (100 mM LiAc, 10 mM DTT, 0.6
M Sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH 7.4) i¢inde 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 i¢inde siispanse
edilmis ve 2 ml hacimli santrifiij tiipline aktarilmigtir. 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 10' hiicre/ml olacak sekilde buz soguklugundaki maya
resiispansiyon tamponu (1 M sorbitol, %20 gliserol) iginde slispanse edilmig, 80 ul’lik

stv1 boliintiiler halinde -80°C’de saklanmustir.

3.2.10. DNA parcalarinin plazmide ligasyonu

Kiit ve yapigkan uclu DNA parcalarinin vektorlere ligasyon islemleri Rapid
DNA DephosandLigation Kit (Roche, Almanya) kiti kullanilarak, {iretici talimatlarina
uygun olarak gerceklestirilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 1:3 vektdr:insert orani
(molar:molar) kullanilmistir. Kiit u¢lu insertiin ligasyonu oOncesinde vektore

defosforilasyon islemi uygulanmstir.

Defosforilasyon islemi i¢in toplam 20 pl igerisinde 1 pg’a kadar vektor, 1X
alkalin fosfataz tamponu varlginda 1 U alkalin fosfataz ile karistirilarak 37°C’de 10
dakika inkiibasyona birakilmis, takiben 75°C’de 2 dakika siire ile tutularak fosfataz
inaktivasyonu gerceklestirilmistir. Karisimin bir kismi ile ligasyon islemine devam

edilirken, kalan kism1 -20°C’de saklanmustir.

Ligasyon iglemi i¢in toplam 10 ul igcerisinde 50 ng vektor DNA, 150 ng insert
DNA karigtirllmis, 1X T4 DNA ligasyon tamponu varliginda 5 U T4 DNA ligaz
eklenmistir. Oda sicakliginda (22°C) 5 dakika inkiibasyon sonrasi ligasyon karigiminin
1/10’u ile yetenekli maya ya da bakteri hiicrelerine transformasyon islemine devam

edilmis, karisimin kalan miktar1 -20°C’de saklanmustir.
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3.2.11. Yetenekli E. coli ve P. pastoris hiicrelerine transformasyon

Buz iizerinde ¢ozdiiriilen 100 pl yetenekli E. coli (XL1-Blue) hiicresine 2 ul
ligasyon karigimi eklenmis ve 30 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra
42°C’de 60 saniye siire ile 1s1 sokuna maruz birakilan hiicreler 5 dakika buz tizerinde
bekletilerek sogutulmus, 200 pl LB sivi besiyeri eklenerek 37°C c¢alkalamali
inkiibatorde 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Transfer edilen plazmide uygun
antibiyotik iceren (100 pg/ml ampisilin ya da 25 pg/ml zeosin) LB plakalara ekimi
yapilan transformant hiicreler 37°C’de geceboyu inkiibasyona birakilmislardir.
Inkiibasyon sonras1 plakalarda olusan kolonilerin kontrolii koloni PZR ya da plazmid

izolasyonu/restriksiyon analizi yontemleri ile yapilmistir.

Yetenekli P. pastoris hiicrelerine gen transferleri elektroporasyon yontemi ile
yapilmistir. Buz tlizerinde bekletilerek ¢ozdiiriilen 80 pl yetenekli P. pastoris hiicresine
3-5 pg lineer DNA eklenmis, pipetlenerek karistirilmis ve buz soguklugundaki 2 mm
elektroporasyon kiivetine aktarilmigtir. Kiivetler 5 dakika buz iizerinde bekletilerek
elektroporasyon cihazinda 5 ms siire ile 1500 V akima tabi tutulmustur. Hemen
ardindan c¢ok soguk 1 M sorbitol eklenmis ve 1.5 ml’lik santrifiij tiipiine alinmistir.
30°C’de 1-2 saat inkiibe edilen hiicreler uygun antibiyotik ve besiyeri iceren plakalara
50, 100, 200 pl olacak sekilde yayilmistir. Plakalar, koloniler olusana kadar 30°C
inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi plakalarda olusan
kolonilerin kontrolii genomik DNA izolasyonu/PZR ve Southern blot analizleri araciligi

ile yapilmistir.

3.2.12. Koloni PZR

Transformant E. coli hiicrelerinin istenen plazmidi tasiyip tasimadiginin kontrolii
ilk olarak koloni PZR ile yapilmistir. Transformasyon sonucunda geceboyu 37°C
inkiibasyondan sonra plakada olusan koloniler, 200 pl PZR tiipleri i¢inde 75 pl uygun
antibiyotikli LB besiyerine ekilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten
sonra PZR reaksiyon karistminda kalip olarak kullanilmiglardir. Pozitif kontrol olarak

aktarilan plazmidin kendisi, negatif kontrol olarak ise transformant olmayan E. coli
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kolonisi kullanilmig, PZR reaksiyon sonucu %1 agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol
edilmistir. Aktarilan plazmidi tasidigi dogrulanan kolonilerden 3 tanesi tekrar uygun
antibiyotikli besiyerine ekimleri yapilmis ve 37°C ¢alkalamali inkiibatorde 18 saat

inkiibe edilerek plazmidlerin izolasyonlar1 gerceklestirilmistir.

3.2.13. Restriksiyon analizi

Plazmidlerin izolasyonlar1 yapildiktan sonra dogrulamasi restriksiyon analizi ile
gerceklestirilmistir. Oncelikle, plazmid ve ligasyonu yapilan genlerin haritalarina
bakilarak bir tane genin i¢inden, bir tane de plazmidden olmak {izere 2 noktadan kesen
enzim ya da enzimler belirlenmistir. Plazmidlerin konsantrasyonlari 6lgiildiikten sonra 1
ug plazmide 1 U enzim olacak sekilde, 10X enzim tamponu ve su eklenerek toplam 20
ul i¢inde reaksiyon karisimi hazirlanmistir. 37°C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra
kesilmis plazmidlerin degerlendirilmesi, kontrol olarak kesilmemis plazmidle birlikte

%1 agaroz jele yliklenerek agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir.

3.2.14. Southern blot analizi

P. pastoris mutant suslarm kontrolii i¢in yapilan Southern blot analizi Inan’a

(2007) gore gerceklestirilmistir.

Southern blot analizinde prob olarak kullanilacak olan parga uygun primer
ciftleri ve kalip kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmistir. PZR sonucu agaroz jel elektroforezi
ile kontrol edilmis ve parcalarin PZR piirifikasyonlar1 yapilmistir. DNA pargalarinin
konsantrasyonlar1 dl¢iildiikten sonra DIG High Prime DNA Labelling and Detection
Starter Kit II (Roche, Almanya) ile kit protokoliine uygun olarak gerceklestirilen

islemlerle digoxigenin (DIG) ile etiketlemeleri yapilmistir.

Analizi yapilacak olan P. pastoris suslari, tek koloniden 3 ml YPD besiyerine
ekilerek geceboyu 30°C c¢alkalamali inkiibatorde gelistirilmistir. Genomik DNA
izolasyonlar1 yapilarak 1 pg’lart 30 pl reaksiyon karigimi iginde uygun enzimler ile

kesilmeye birakilmistir. 37°C’de geceboyu siirdiiriilen kesim isleminden sonra elde
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edilen DNA parcalar1 0.25 pg/ml etidyum bromiir iceren %0.8 agaroz jelde 100 V
akimda 2 saat boyunca yiiriitiilerek ayrimlanmistir. Jelde ayrimlanan DNA pargalar1 45
dakika denatiirasyon c¢ozeltisi (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) ig¢inde, 30 dakika
noétralizasyon ¢ozeltisi (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-Cl (pH 7.2), | mM EDTA) iginde
calkalamal1 tabla iizerinde yikanmistir. DNA standardi olarak GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) ve DNA Molecular Weight Marker
II DIG-labeled (Roche, Almanya) kullanilmistir (Bkz. Ek 8.2).

Jel ile ayn1 boyutta kesilen pozitif yiikli membran (Roche, Almanya) saf su ile
1slatildiktan sonra 10X SSC tamponu (3 M NaCl, 0.3 M sodyum sitrat, 1 mM EDTA)
icinde bekletilmistir. Yikama islemleri tamamlanan jel, emdirim diizenegine alt tarafi
yukartya gelecek sekilde yerlestirilmis, {izerine membran yerlestirilmis ve filtre kagidi
ve kagit havlularla diizenek tamamlamistir. 1X SSC tamponu ile gergeklestirilen
emdirim islemi ile DNA’larin jelden membrana aktarilmasi yaklasik 4 saatte
gerceklestirilmistir. Diizenekten alinan membran kisa siireligine kagit havlu iizerinde
kurutulmus ve UV c¢apraz baglayici (CL-1000 UV Crosslinker, UVP, CA, ABD) icinde
3 kez 120 mJ UV i1s18ina maruz birakilarak DNA’larin membrana sabitlenmesi

saglanmistir.

Hibridizator tiipiine alinan membranin hibridizasyon soliisyonu ile (DIG
HighPrime DNA Labeling and Detection Starter Kit, Roche, Almanya) 41°C’de 30
dakika On hibridizasyonu gergeklestirildikten sonra DIG-etiketli prob eklenmis
hibridizasyon soliisyonu i¢inde 41°C’de geceboyu hibridizasyona birakilmistir. Ertesi
giin yikama soliisyonu I (2X SSC + %0.1 SDS) ve yikama sdliisyonu II (0.5X SSC +
%0.1 SDS) ile yikamalar1 gergeklestirilen membran, kapatma tamponu (DIG blocking
solution) i¢inde 1 saat bekletilmistir. Maleik asit yikama tamponu (0.1 M Maleik Asit,
0.15 M NaCl, %0.3 Tween20, pH 7,5) ile 2 kez 5’er dakika yikanan membran anti-DIG
antikor iceren kapatma tamponunda 1 saat calkalamali tabla iizerinde bekletilmistir.
Tekrar maleik asit yikama tamponu ile 4 kez 5’er dakika yikamas1 yapilan membran, 5
dakika da dedeksiyon tamponu (0.1 M Tris (pH 9.5), 0.1 M NaCl) ile yikanmustir.
Seffaf yaprak dosyanin arasina alinan membranin iizerine 4-5 damla CSPDR ¢o6zeltisi

(alkali fosfataz substrat1) damlatilmis ve seffaf dosyanin iizerinde bir pegete ile dairesel
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hareketler yapilarak c¢ozeltinin membranin tiim yiizeyine yayilmasi saglanmistir.
Dosyanin i¢inde hava bosluklar1 ¢ikartilmis ve membran 37°C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonraki islemler karanlik odada gergeklestirilmistir.
Membran X-1s1n1 film kaseti icerisinde tizerine X-1g1n1 filmi yerlestirilerek 30-40 dakika
bekletilmistir. Kasetten alinan film Kodak film gelistirme ¢d6zeltileri ile yikanarak

gelistirilmistir.

3.2.15. SDS-PAGE ve Western blot analizleri

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), OWL P8D8 (Thermo
Scientific, IL, ABD) cihazinda gradient jel (%5 polyakrilamit yiikleme jeli ve %10
poliakrilamit ayirma jeli, 0.8 mm) hazirlanarak uygulanmistir. Protein iiretimi i¢in
gelistirilen hiicrelerden ayrilan siipernatantlar, toplam 50 pl olacak sekilde 3:1 oraninda
4X SDS jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8, %8 SDS, %0.4 Bromphenol
Blue, %40 gliserol, 100 mM DTT) ile karistirilarak 70 °C’de 10 dakika bekletilmistir.
25’er pl’leri hazirlanan jellere yiiklenmistir. Elektroforez islemi, jelin, 1X TGS (0.025
M Tris base, 0.192 M Glycine, %0.1 SDS, pH 8.3) tamponunda 150 V akimda 60
dakika ytriitiilmesi ile tamamlanmistir. Daha sonra jel, IRDye Blue Protein Stain (Li-
Cor, NE, ABD) ile 1 saat orbital calkalayici lizerinde boyanmis, saf su ile 15 dakika
yikandiktan sonra Odyssey goriintileme sistemi (Li-Cor, NE; ABD) ile
goriintiilenmigstir. Protein standardi olarak PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo

Fisher Scientific, MA, ABD) kullanilmistir (Bkz. Ek 8.2).

Western blot analizi i¢in Ornekler SDS-PAGE analizinde oldugu sekilde
hazirlanmis, 10’ar pl olacak sekilde hazir jele (Precise Protein Jels, %8-16, Thermo
Scientific, IL; ABD) yiiklenmiglerdir. Jel, 1X Tris-HEPES SDS tamponunda (0.1 M
Tris, 0.1 M HEPES, 3 mM SDS), 100 V akimda 45 dakika yiiriitiildiikten sonra 1X
TGM tamponu (0.192 M glisin, 25 mM tris bazi, %2 metanol) ile yikanmistir. Jelde
ayrimlanan proteinler, jelden PVDF membrana (Millipore, MA, ABD) Owl HEP-1
Electroblotter (Thermo Scientific, IL, ABD) cihaz1 kullanilarak (20 V, 60 dakika)
aktarilmigtir. Daha sonra membran protein aktarilan yiizii yukariya bakacak sekilde

kapakli kutuya aktarilmis ve 1X PBS tamponu (140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8§ mM
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Na,HPOj, 1.4 mM KH,POy,) ile 2 kez 10’ar dakika yikandiktan sonra kapatma tamponu
(0.2X PBS+%0.1 Casein) i¢inde geceboyu orbital ¢alkalayicinin iizerinde birakilmistir.
Histidin etiketli proteine ait bandi tespit edebilmek i¢in birincil antikor olarak Penta-His
Antibody (Qiagen, Almanya) 1:2000 seyreltilerek, ikincil antikor olarak ise Goat Anti-
Mouse IRDye 800 CW (Li-Cor, NE, ABD) 1:20000 seyreltilerek kullanilmistir.
Antikorlarla hibridizasyonu tamamlanan membran Odyssey goriintiilleme sistemi (Li-
Cor, NE; ABD) ile gorintiillenmistir. Protein standardi olarak Odyssey Protein
Molecular Weight Marker (Li-Cor, NE, ABD) kullanilmistir (Bkz. Ek 8.2).

3.2.16. His-etiketli proteinlerin iiretilmesi, saflastirilmasi ve diyaliz edilmesi

P. pastoris hiicre-i¢i iretim klonlar1 3 ml YPD besiyerine tek koloniden ekilerek
geceboyu 30°C calkalamali inkiibatorde gelistirilmis ve inokulum olarak kullanilmaistir.
Protein tiretimi 125 ml engelli erlenlerde 25 ml BYED besiyerinde gergeklestirlmistir.
Inokulumdan baslangic OD’si 0.1 olacak sekilde BYED besiyerine ekim yapilmis ve
30°C calkalamali inkiibatorde 24 saat gelismeye birakilmistir. Kiiltiirden 24. saatte 50
ml falcon tiipe alinmis ve 3000xg hizinda 4°C’de 5 dakika santrifiijlenerek hasat edilen
hiicreler proteaz inhibitor eklemesi yapilmis LE tamponu (50 mM NaH,PO,4, 300 mM
NaCl, pH 8.0) i¢inde siispanse edilerek 2 ml’lik tiiplere aktarilmislardir. Cam boncuk
(0.5 mm ¢apinda, Zirconia/SILICA, Biospec Products, Kanada) eklemesi yapilarak
Tissue Lyser II (Qiagen, Almanya) cihazinda 5 kez 1’er dakikalik 30 frekansindaki
calkalamalarla kirilan hiicreler daha sonra 12000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiijlenmis

ve elde edilen slipernatantlar (hiicre 6ziitii) ile saflastirma islemlerine devam edilmistir.

Histidin etiketli proteinin saflagtirilmasi i¢in Ni-Charged MagBeads (GenScript,
NJ, ABD) kullanilmig ve iglemler {iriin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.
Hiicreler kirildiktan sonra elde edilen hiicre 6ziitiine manyetik boncuklardan eklenmis
ve etiketli proteinlerin boncuklara baglanmasin1 saglamak i¢in 30 dakika oda
sicakliginda karigtirllarak inkiibasyona birakilmistir. Manyetik boncuklara baglanan
proteinler, yitkama tamponu (LE tamponu i¢inde 10 mM imidazol) ile birka¢ yikama
yapildiktan sonra eliisyon tamponu (LE tamponu i¢inde 250 mM imidazol) ile

boncuklardan geri alinmistir. Tim bu islemler sirasinda toplanan yikama ve eliisyon
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fraksiyonlari SDS-PAGE ve western blot analizleri ile kontrol edilmistir. Analizler
sonucunda ilgili proteini tagigidigi dogrulanan fraksiyon, diyaliz kaseti ile (Slide-A-
Lyzer 3.5 K Dialysis Cassette G2, Thermo Scientific, IL, ABD) %S5 gliserol igeren 1X
PBS tamponu (140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na,HPO,, 1.4 mM KH,PO,) i¢inde
2 saat diyaliz edilmistir. Elde edilen saf protein jel geciktirme analizlerinde

kullanilmistir.
3.2.17. Jel geciktirme analizi

Jel geciktirme analizi, DNA molekiiliiniin bir protein molekiiliine baglandiginda
denatiire-etmeyen poliakrilamit jeldeki hareketinin gecikmesi esasina dayanir. Toplam
20 ul olarak hazirlanan baglanma reaksiyon karisimi, 20 mM Tris-Cl (pH 7.5), 100 mM
NaCl, 1 mM DTT, 2 pg poly (dI-dC)-poly (dI-dC), %0.05 Nonidet 40, %10 gliserol, 1
ng IR-etiketli prob, 4 ng toplam protein igerecek sekilde hazirlanmistir. Baglanmanin o
pargaya spesifik oldugunu gostermek icin her bir reaksiyon i¢in probun 300 kat fazlasi
etiketsiz C pargasi eklenerek yeni reaksiyonlar hazirlanmig ve jelde her bir hiicre 6ziitii
(problu reaksiyon ve ilaveten etiketsiz prob eklemesi yapilmis reaksiyon olacak sekilde)
yanyana yapilmistir. Oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyondan sonra, 4X yiikleme
boyas1 eklenerek %6 denature-etmeyen poliakrilamit jele (Novex, CA, ABD)
yiiklenmiglerdir. Elektroforez islemi 100 V akimda 90 dakika 0.5X TBE tamponunda
(45 mM Tris base, 45 mM Boric asit, 1 mM EDTA pH 8.3) gerceklestirilmistir.
Plakalarin arasindan alinip saf su ile durulanan jel Odyssey goriintiileme sisteminde (Li-

Cor, NE, ABD) goriintiilenmistir.

IR-etiketli prob, AOXI promotor bolgesi C parcasinin C1F/C7RIR primer ¢ifti
ile PZR’de c¢ogaltilmasi, %?2 agaroz jelde kontrolii yapildiktan sonra PZR saflastirmasi
yapilarak hazirlanmistir. Etiketsiz prob ise ayni islemler CI1F/C7R primerleri

kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.18. AOX enzim aktivitesi tayini

AQOX, hiicre i¢i bir enzim oldugu icin aktivitesinin dl¢iilebilmesi igin hiicrelerin

kirilip, igindeki tiim proteinlerin denatiirasyonuna neden olmayacak bir yontemle
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alinmasi gerekir. Bu amagla, 40 ml MG, MM ve MD besiyerlerinde 28°C 250 d/dak
calkalamal1 inkiibatorde gelistirilen kiiltiirlerden her bir susun logaritmik fazinin orta
noktasina gelen zamaninda 10 ml 6rnek alinmistir. 10000xg 4°C’de 5 dakika santrifiij
ile toplanan hiicre peleti 2 kez 1 M sorbitol ile yikanmistir. 2 ml tiiplere 200 mg yas
hiicre peleti tartilarak alinmig ve {izerlerine 1 ml hiicre kirma tamponu (0.2 mM EDTA,
20 mM HEPES, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 0.42 M NaCl, 1.5 mM MgCl,, %5
gliserol) eklenerek hiicreler resiispanse edilmis ve -80’e kaldirilmistir. Orneklerin
tamami1 alindiktan sonra -80’den c¢ikarilan hiicreler cam boncuk (0.5 mm ¢apinda,
Zirconia/SILICA, Biospec Products, Kanada) eklemesi yapilarak Tissue Lyser II
(Qiagen, Almanya) cihazinda 5 kez 1’er dakikalik 30 frekansindaki calkalamalarla
kirilmigtir. Tipler, sicakligin yiikselmemesi i¢in aralarda 1’er dakika buz {izerinde
bekletilmistir. 12000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiijjlenen tliplerden alinan
siipernatantlar yapilacak analize kadar ve analiz siiresince buz {izerinde

bekletilmiglerdir.

AOX enzim aktivitesi, Sigma’nin kalite kontrol testi kullanilarak
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Enzymatic assay of alcohol oxidase (EC
1.1.3.13), Sigma). Testin esasini, metanoliin alkol oksidaz tarafindan formaldehite
indirgenirken hidrojen peroksit olusturmasi ve bu hidrojen peroksitin peroksidaz
tarafindan suya indirgenirken ABTS’nin elektron verici olarak okside olmasi,
yiikseltgenmis ABTS nin soliisyonun renginde ve dolayisi ile absorbansinda degisiklige

neden olmasi olusturur.

alkol oksidaz
Metanol + 0, ——— Formaldehit + H,0,

peroksidaz

H,0, + ABTS ——— 2H,0 + ylkseltgenmis ABTS

Yiikseltgenmis ABTS soliisyona parlak mavi-yesil bir renk verir ve maksimum
absorbans dalga boyu 414 nm’dir. AOX aktivitesi, UV-spektrofotometre ile 405 nm
dalga boyunda absorbansta meydana gelen degisiklik gozlenerek tespit edilmistir. Ttiim
kinetik ¢alismalar 25°C’de, 96 mM potasyum fosfat, 2 mM ABTS, 0.00001% (w/w)
hidrojen peroksit, 2.5 U peroksidaz , %0.033 (v/v) metanol igeren reaksiyon karigimi

ile  gerceklestirilmistir.  Reaksiyon  karistmmin  hazirlanmast  su  sekilde
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gerceklestirilmistir: bir tiipte 2.8 ml ABTS soliisyonu (2 mM) ve 0.1 ml peroksidaz
enzim soliisyonu (250 iinite/ml) karistirilmis, oda sicakliginda bir siire bekletilmis ve
kiivetlere alinarak 405 nm’de absorbansi sabitlenene kadar gozlenmistir. Daha sonra 0.1
ml 6rnek, 0.01 ml hidrojen peroksit soliisyonu eklenmis ve tekrar absorbans sabitlenene
kadar beklenmistir. Son olarak 0.10 ml %1’lik metanol soliisyonu eklenerek reaksiyon
baslatilmis ve absorbanstaki degisiklik 5 dakika boyunca 60 saniyelik araliklarla
kaydedilmistir. Bir iinite enzim, 25 °C sicaklikta ve pH 7.5’da , 1.0 umol metanolii 1

dakikada formaldehite okside eden enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

Formiil 3.1 kullanilarak absorbansta meydana gelen degisiklik enzim {initesine

cevrilmistir.
iinite  (AAgpspm/min(érnek)— AA,gspm/min(kir)x(3.02)x(SF)) 31
mlenzim (36.8)(0.1) ’

3.02 = Testteki toplam reaksiyon hacmi (ml)

SF = Seyreltme Faktori
36.8 = ABTS’nin 405 nm’deki milimolar soniimleme katsay1si
0.1 = Kullanilan 6rnek hacmi

min = Dakika

3.2.19. Toplam protein tayini

AOX enzim aktivite tayini i¢in maya hiicreleri kirilarak elde edilen hiicre
Oziitliniin i¢erdigi protein miktar1 Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo Scientific, IL,
ABD) kiti kullanilarak tayin edilmistir. Protein konsantrasyonu, orneklerle birlikte
okutulan bir seri BSA standart ¢ozeltilerinin (125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750
pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml, 2000 pg/ml) absorbans degerleri referans alinarak
belirlenmistir. Protein miktarlar1 dlciilecek olan hiicre 6ziitleri, reaksiyon ayiract ile 1:15
oraninda kanstirilmis, 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra UV
spektrofotometre cihazinda (Biochrom Libra S50, Ingiltere) 660 nm dalga boyunda
absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Paralel olarak 6l¢iilen standart serisinden elde edilen
absorbans degerleri ile ¢izilen standart grafiginden, bilinmeyen 6rnegin protein miktari
hesaplanmistir. Deneyler sirasinda elde edilen standart grafiklerinden biri Ek 8.3°de

ornek olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. P. pastoris MIG1 Geninin Molekiiler Karakterizasyonu

PpMIG1 geninin klonlanma basamaklar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

()t) P. pastoris X-33

l Genomik DNA izolasyonu

/\/\/\/\/\/\/\ Genomik DNA X-33

|
| }

PZR Saflagtirmast

Jelde yiiriitme

= _ _ _ MIG1

= 1400 b pJETL.2

= l 2974 be
Ligasyon

pJIETMIGL

4374 be

E. coli’ye transformasyon

Seleksiyon

Plasmid izolasyonu

Restriksiyon Analizi

|

Dizileme
AATTCG

TTAAGC

Sekil 4.1. P. pastoris MIG1 geninin izolasyonu, klonlanmas1 ve dizilenmesi islemlerinin
sematik olarak gosterimi
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4.1.1. PpMIGI geninin izolasyonu ve klonlanmasi

PpMIG1 geninin (1400 bp) izolasyonu i¢in YPD sivi besiyerinde gelistirilen P.
pastoris X-33 susunun genomik DNA’s1 izole edilmis ve MiglFATG/MiglRSTP
primerleri ile gerceklestirilen PZR’nda kalip olarak kullanilmistir. Baglanma sicakligi
55-65°C aras1 gradient olarak gergeklestirilen PZR firiinlerinin 5’er pl’sinin %1 agaroz

jelde yiiriitiilmesi ile 1400 b¢ uzunlugunda beklenen parganin elde edildigi goriilmiistiir
(Sekil 4.2).

Sicaklik gradient C
55 58 61 64

Sekil 4.2. P. pastoris MIGI geninin PZR sonucunun jelde goriintiilenmesi. 1. siitun:
O’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA,
ABD); 2-5. siitunlar: 55-65°C arasi farkli sicakliklarda olusan MIG1 pargalari
(1400 bg)

Elde edilen MIGI pargasinin PZR saflagtirmas: yapilmis pJET1.2 plazmidine
ligasyonu gerceklestirilmistir. Olusturulan yeni plazmid pJETMIGI (4375 bg) olarak
adlandirilmigtir. pJETMIG]1 plazmidi yetenekli E. coli XL1-Blue hiicrelerine transfer
edilmis, 100 pg/ml ampisilin igeren LB Miller plakalarinda transformant kolonilerin
secilimi gergeklestirilmistir. 37°C’de bir gece inkiibasyon sonucunda plakalarda gelisen
kolonilerden 10 tanesi secilerek 100 pg/ml ampisilin iceren 3 ml LB Miller sivi

besiyerine ekilerek 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin kiiltiirlerden
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plazmid izolasyonlar1 yapilmig ve restriksiyon analizi ile kontrolleri yapilmistir.
Restriksiyon analizi, plazmidlerin, MIGI geninin i¢inden kesen BamHI ve plazmidi
sadece bir noktadan kesen HindIIl enzimleri ile kesilmesi ve olusan parcalarin %1

agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmesi ile yapilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Transformant kolonilerden izole edilen pJETMIGI plazmidlerinin
BamH1/HindIl restriksiyon analizi

Kesim sonucunun jelde yiiriitiilmesi ile, MIGI geninin pJET1.2 plazmidine
ligasyonunun dogru gerceklestigi ve secilen kolonilerin hepsinde pJETMIGI1
plazmidinin varlig1 beklenen 3372 bg ve 1003 bg¢ parcalarinin goriintiilenmesi ile

dogrulanmistir (Sekil 4.3).

4.1.2. PpMIGI geninin dizileme sonucu ve in silico molekiiler analizi

Elde edilen plazmidlerden secilen 3 tanesi, konsantrasyonlar1 30 ng/pul olacak
sekilde ayarlanarak Ek 8.1°de verilen MIG! dizileme primerleri ile birlikte dizilemeye

gonderilmigtir. Dizileme, REFGEN Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd. Sti.’nde
(Ankara) gerceklestirilmistir.
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Dizilemeden gelen niikleotid sonuglart DNAMAN 7.0 (Lynnon Corporation,
Kanada) programinda analiz edilerek Sekil 4.4°de verilen DNA dizisi elde edilmistir.
DNA dizisine tekabiil eden aminoasit dizisi de Sekil 4.5’te verilmistir. izole ettigimiz
MIG] genininin sekansinin, NCBI Gen Bankasina kayitli NC_012963 numarali GS115
susunun MIG1 geni sekansi ile %100 ayn1 oldugu tespit edilmistir.

SEQ MIGl-SequenceAssembly: 1404 bp;

Composition 452 A; 399 C; 252 G; 298 T; 3 OTHER

Percentage: 32.2% A; 28.4% C; 17.9% G; 21.2% T; 0.2%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 431.21 dsDNA: 865.52

COLOURS

sequence = 1

features = 0

ORIGIN

1 ACTCGAGAAG AGAATGACTA CTGCTCCSCC AACGAAGCCC AATGATAGGC CCTACCAGTG
61 CCCCATGTGC GACAAGGCCT TCCACCGGTT GGAACATCAA ACAAGACACA TTAGAACACA
121 CACAGGGGAA AAACCTCACC CTTGCACGTT CCCTGGATGC CCAAAGAAGT TTTCCAGGTC
181 TGATGAATTG ACCAGACACT TGAGGATACA CACAAACCCA ACTGTGAGAA AGGGCAGAAA
241 GAAGAAGCGG AAGGACGAAG AACAAGCTGT GGAGTTGCCA CCTCAGAATR ACGAGGTACA
301 TCTCGTTCCC RTGGGGAACG ATCAAATGGG ACAACCAATA TACACGCAGG CGGTTCCTGT
361 TTATTGGGTT CCATCTGGTG CTGCAAACGG CGAACAAGGC CAGTATTTGA TGCCTCCGCT
421 TTTTTCCTTA CAACCAAGAC AGGTGATGGC AGGGACTTCT CAAACCAGTT TGAATGGTGT
481 AGATGCTCAA CAACAGCAGC AGCAGCAGCA GCAGCAGCAA CAACAACAAC AACAACAACA
541 ACAACAACCA CAGCAACAAC CACAGCAACA ACCGCCACTG CAACCACAAC CACTTCAACC
601 ACAACCACAG GCCCAGCAAC AATTTGGATT TGCTCAAGAT CAAAGAAACC TGGCACCCGC
661 TAATCAGCAA CAGCACAGAT TCTCCCCACC ATTTTCTGCA TCTTCAAGGA CCCATTCAGC
721 CAATTCATTG TTTTCTCTCA ACTCAAATGG ATCCACGCCT TCAGGGTCAT ATCAACAGTT
781 GAACTCTTTA TCTCTTTTAC ACAGAATCAC TCCAATCAGG ACTCCAAGCA GTAATAGCCT
841 GTTGACAAAA TCTAATAACC AGTCGATGAC ATCAATAGTC ACGTTGAGCG ACCAACAACA
901 GGATTTTGTT TCCAGAAAAA AGTCAAGACC CAACTCACCA ACAGTTCCAA ACTCTCCAAC
961 AATTTCAAAC TTGGTCTCGC CCGCTGATAC GCCTTTAACT ACTCCGTTGC AATCGCCTAC
1021 ACTGAAGCCC GCAATGCCCA GCAACGTACA ACTTCCACCA ATAAGATCAC TGTTAAATTT
1081 GGAAGAACTT CCCTCGGAAC CATTGCAGCA ACCAGCCAAT GTCTCTACTG ACAATAAAGT
1141 GAAGACAATG TTGAACAAAT CTTCGTCCAA CGTCACTTTG AGTAAATCGT TTTCTTCACA
1201 AGACATTCGT CTGGGGACCA AGAGAAAGTC TGATACCAAC CTCTCTGCAT TAGATTCTAC
1261 CAATGCTATT CGCAAGCCTG CCCTATCACC GTTGGCTCCT CTGTCAGTCT CATCAGATCG
1321 ATTTACCAAG AGAAAGAACA ACTTCACGAT AGGCAATATC ATGAACTCGG ACTCTCATCA
1381 TCATCATCAT CATGCGG CCGC

Sekil 4.4. P. pastoris X-33 susundan izole edilmis MIG1 geninin dizileme sonucu elde
edilen niikleotid dizisi. Primer dizayn edilirken eklenen Xhol (2) ve Notl
(1398) enzimleri kesim bdlgeleri alt1 ¢izili olarak, 6xHistidin etiket bolgesi
golgelendirilerek gosterilmistir.

P. pastoris Migl protein aminoasit dizisinin diger metilotrofik mayalarda (C.

boidinii ve H. polymorpha) karakterize edilmis olan Migl proteinleri ile

karsilastirilmasi sonucunda elde edilen bulgular su sekildedir:
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ey

2)

3)

PpMigl proteini 454 aminoasitten olugmaktadir. Karsilagtirma
yaptigimiz diger Migl protenlerinden daha kisadir (ScMiglp 504 aa,
HpMigl 480 aa, CbMiglp 868 aa).

Mayalar arasinda, daha 6nce bagka arastirmacilarin belirttigi gibi, N-ucu
ZnF (¢inko parmak motifi) DNA-baglanma bolgeleri yiiksek oranda
korundugu gozlenmistir (Ostling vd, 1996; Carmona ve Barrado, 2002)
(Sekil 4.6). N-terminal DNA baglanma bolgelerinin arasindaki 6zdeslik
%83.88 olarak belirlenmistir.

Proteinlerin tamami karsilastirildiginda ise PpMigl proteini diger
mayalarin  Migl proteinleri ile beklenildigi gibi smirli homoloji
gostermistir. PpMigl proteininin, sekilde yer alan organizmalarin Migl
proteinleri ile 6zdesliklerini su sekilde siralayabiliriz: ScMigl ile %34.5;

HpMigl ile %33.5, CbMigl ile %37.5 ve HpMig2 ile %47.5.

MW=51508
ORIGIN

1
41
81
121
161
201
241
281
321
361
401
441

Translation of MIGl-SequenceAssembly(1-1404)
Universal code

Total amino acid number:
Max ORF starts at AA pos 1 (may be DNA pos 2)

466, MW=51650

for 464 AA (1392 bases),

LEKRMTTAPP
TGEKPHPCTF
KKRKDEEQAV
YWVPSGAANG
DAQQQOQQQ0Q
QPQAQQQFGF
NSLFSLNSNG
LTKSNNQSMT
ISNLVSPADT
EELPSEPLQQ
DIRLGTKRKS
FTKRKNNFTI

TKPNDRPYQC
PGCPKKFSRS
ELPPQNXEVH
EQGQYLMPPL
Q000000000
AQDORNLAPA
STPSGSYQOL
SIVTLSDQQQ
PLTTPLQSPT
PANVSTDNKV
DTNLSALDST
GNIMNSDSHH

PMCDKAFHRL
DELTRHLRIH
LVPXGNDQMG
FSLQPRQVMA
QOPQOQPOQQ
NQQOHRFSPP
NSLSLLHRIT
DFVSRKKSRP
LKPAMPSNVQ
KTMLNKSSSN
NAIRKPALSP

HHHH*

EHQTRHIRTH
TNPTVRKGRK
QPIYTQAVPV
GTSQTSLNGV
PPLQPQPLQP
FSASSRTHSA
PIRTPSSNSL
NSPTVPNSPT
LPPIRSLLNL
VTLSKSFSSQ
LAPLSVSSDR

Sekil 4.5. P. pastoris X-33 susundan izole edilen Migl proteininin aminoasit dizisi.
Dizinin basinda, o sekresyon faktoriine ait dizi koyu renkle, dizinin sonunda
histidin etiketine ait dizi italik ve alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.

57




ScMiglp (CRR3S266) .seqg Q
CbMiglp (BAM38481) .3eqg 70
HpMiglp (EF523343) . seq 2
PpMiglp (bu calisma).seq 4]
ScMiglp (CRR3GZEE) 0380 tiiieieinrrrsessannnsssaaaaaaansssaaannnnnns MOSFYPMIQVSNVOLDGSLLEESESESEWV 28
CbkMiglp (BAM384E81) .seq GVSELSSFRSIEFNNNNNIERQQPNSTNLDTNNNODENISTNEDSSS55TFTSESTRQITSESERSEST . BN 138
HpMiglp (EF523343) .seg SREIFPESQITERMATSVSSVATPLFAGLARIRREASAEFRFIIDFASENGEAVIEATQNESARANLE . ER 71
PpMiglp(bu_calisma).Seg  .cvrrrrernnarraar e it a e a e MT.IR 4
ScMiglp (CAR392E6) . seq AFHRLEHQTRE 98
CbkMiglp (BAM384E81) .seq FHEL TRE 208
HpMiglp (EF523343) . seq 141
PpMiglp (bu calisma).seq 74
ScMiglp (CRR3S266) .seqg EGREEEVVGSFIN. ..ot i it i i ii e cnencmanananananns ERSSEATSIFDLNIANESFEFLEQQH 136
CbhMiglp (BAM38481) .=3eq NNLNENTTNSTSQIDNDSSNIDSTOTSEOSTIRRETSSTIATATESS555TATTTTEFTQEREQGRERTE 279
HpMiglp (EF523343) . seq KAHNFOWEL . TLAINGSSREARYMEESSSTSRIFR(ALVT 179
PpMiglp (bu calisma).Seqg RERER.....uuiuiuiurienoraesarataraasanasanasaosaratassasanaseasansasanas 78
ScMiglp (CRR39266) .se8g LSPLIFIAIAPRENSSRSSTREGRRTREEIGESGGNDFYMVSSFETMAEIFVSVEFFPSIALNNMRNY(QTS 208
CbkMiglp (BAM384E81) .seq PFOPTTSSSTISHNEDSTTNSELESMEIRREEMENEDIEMTDSVELFFTSETGESNINNNNSOLLNINESSH 349
HpMiglp (EFS23343) L38O0 0 c it itininecessosanananassassasasaseasassasasnasasanssasasannasnassssannnnn 178
PpMiglp(bu_calisma).S@g  .crrerrrnrnrarnaar e a et aa e RLEE 83
ScMiglp (CRR3S266) .seqg EASIALSSLSNSHSGSRLELE ALSS MM TP IR SR PRTVEIDG. . . v i v s v c v e mnmemaanns 250
CbMiglp (BEM38481) .seqg SNSNSNSNYSSTNIRQEDTODDSDOSORGVMVEREHIAGMVENHESIQSPQRFILFIGSSESMLOINIIAS 4149
HEMAiglp (EF523343) 0S80 vveerrnnneeeennneeeeanaeeeeenn ESEERREQEFDESVLEQEQEQEEQLGIEESLLOINVIAT 218
PpMiglp (bu_calisma).seg GAVELFPQNXEVHLVEXGNDQMGQPIYTGAVEVYWVESCAANGEQGQYLMPPLESLQPRQVEAGTSQTSL 153
SEMAgGID (CRB302B6) c SEO v eeeeeeeeeenneeeeennaeennnneeens EEQEQL O OONSLSERYS . o v e e e e e eneaens 268
ChMiglp (BEM38481).seqg EASQELELLGQQER LOQEORO0Na0 FQR FQQQ PHEHEQQHRQBQCSSSQGEATRTSETESHESISEELGT 489
HpMiglp (EF523343).seqg EESOEL. . vvvnrrnnnn. QNLOOQFEQEAQEAQIEEEALVSGESELYVESLESLSEYFENNEGQEQEQD 275
PpMiglp (bu_calisma).seq NGVIAQGREOOOCRCRACHA0NQRAPRACFQQRPELORQPLQEQPCRAQQQEGEAQDER . . NI REANQRQH 221
ScMiglp (CRR39280) . 3Bt it e tununacassosannsanasesssasasnasasassssasasasanssasasanasnassssnnnnan 268
CbkMiglp (BAM384E81) .seq YOPRVOQDIQYVRESLESLDRYFTNQSHNS STTS . I ASNNQTESTFTFNITTFEFLNTLSSLORMTSL. . . 555
HpMiglp (EF523343) .seq PQPPPSVSSCAEARFPPLNSLSTLELTELRTES . TGSLPQLESSG5GEATVYNNEASSSNLSSIARSESS 344
PpMiglp (bu_calisma).seg RESPPFEASSRTHERNSHFSLNSNGSTESGSYQQLNSLSLLEHRITFIRTFSSNSLLTESNNQSMTSI. . . 288
ScMiglp (CRR3GZEE) 380  tie it trrsessanansssaaaaaaaasssasaassssaasnaasassssannansannasasannannns 268
CbMiglp (BAM3E84EBl) .58 = ..vvauan RSDLPIATISNEANTSINISTIQIQIQSHSQIPVMRAPITIIASSSSNIASIARSESNIDLE el7
HpMiglp (EF523343) . seq TDLSEADHRLEQPOQFRERSRPNSEATPTSPIATMIASED. . .o v i e v e v e a s SSRRLHLLGLSSMECRFP 388
PpMiglp (bu calisma).seq ........ VILSDQOODEVSRERRSRFNSFIVENSFTISNLVSEADTFLTTFLOSFTLREAMESNVOLE. . 348
ScMiglp (CRR3IGZEE) .38 +iieieieiennnnsssanns NIVIMFRERSLTOFQGLN. . .WANFNNNGSLERQTOS . SVQLERESSVLSLN 3le
CbkMiglp (BAM384E81) .seq TLGFSDYFIFLHFERSRFNSFSMNQELGLSESESNY. . W EESSKALHLLGFGSS . ITFNFLHSSMS5NN 683
HpMiglp (EF523343) .seqg SLEHQRCATFDGTFLGTFSVSFEMYFEASLSSIFSGV . . @ LNSSIATVSSLMSS5S . LNSESTVLESLES 465
PpMiglp (bu_calisma).seq ....... FIRSLLNLEELESERQQERNVSTONEVETMI ESSSNVILSESESSQUIRLGTRRESOTNLS 411
ScMiglp (CRR39266) . 38g DELVGLRNINESDSOFTTGGEDEEDGLEDESNSSIDNLEQDY LOQEQSREESETSTETTMLERSTSGTHNLH 386
CbkMiglp (BAM384E81) .seq LEHQTPLATE. .. o i e i v enanan s LOTESVSFRELGESNFTIQ.QNQIFSMONLESNEISSSSQOLFFLR 738
HpMiglp (EF523343).seqg LELDLEEDML . e e v vvvveennenn. 000 - 480
PpMiglp (bu_calisma).seg e KAIRFRERLSELAFLSVSSLOEFTER 440
ScMiglp (CRR39266) . seg TLGYVMNONHLHESSS5EDEQRELNNRLLEVOQQQQEQHT LLY SQNTSNQSQNONGNEME RS SS5LSTTE 458
CbMiglp (BARM38481) .=seqg SLELODLPRAVOMGSVERNANANSHNNNNNNNSTTNVITTIGMOM . . . STSSFFTNRELOFSESNTSLLISG 803
HpMiglp (EFS23343) 0380  t ittt tsrsessonuasssasaaaaaasssasaasssssssnssassssansssanssssanannsns 480
PpMiglp (bu calisma).seq ) o 454

Sekil 4.6. P. pastoris Migl protein aminoasit dizisinin diger mayalarin Migl proteinleri ile ¢oklu
hizalamasi. iki ¢inko parmak uzantis1 (ZnF1 ve ZnF2) ¢izgi ile gosterilmistir. ZnF
bolgelerinde bulunan sistein (C) ve histidin (H) aminoasitleri {istlerinden nokta ile
igsaretlenmistir. Proteinlerin gen bankasi erisim numaralar1 her organizmanin isminden
sonra parantez iginde verilmistir. Hp, Hansenula polymorpha; Sc, Saccharomyces
cerevisiae; Cb, Candida boidinii; Pp, Pichia pastoris.
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4.2. P. pastoris MIG1 Geninin Fonksiyonel Analizinin Yapilmasi

PpMIG1 geninin inaktive edilmesi Sekil 4.7°de sematik olarak gosterilmistir.

‘o &,

l Genomik DNA izolasyonu

Ve Ve S A YAVAVENGLN
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l Restriksiyon A
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E.coli’ye
transformasyon
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[:Z]

Seleksiyon

O 0°6%°% o

Plazmid izolasyonu
Restriksiyon analizi

Sekil 4.7. P. pastoris MIG1 geninin inaktive edilmesinin sematik gosterimi
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Lityum-Asetat Metodu

PZR
PZR Saflastirmasi

c
@@

Genomik DNA izolasyonu

Transformantlarin PZR ve
Southern Analizi ile
dogrulanmasi,
mutant suslarin gelisim egrilerinin
¢ikarilmasi, alkoz oksidaz enzim
aktivite tayini

Sekil 4.8. P. pastoris MIGI geninin inaktive edilmesinin sematik gosterimi (Sekil

4.7°’nin devami)
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4.2.1. P. pastoris MIG1 mutant susun (Amigl) elde edilmesi

PpMIG]1 geni, adenini kodlayan ADE] geni ile inaktif hale getirilmistir (Dux ve
Inan, 2006) (Sekil 4.9).

Neol T
4DE] Reol e

y. ‘.' P . ", <ML
200bp pDRIVEmiz1::ADE1 \

Sekil 4.9. MIG1 geninin ADE] geni ile inaktive edilmesinin sematik gosterimi

ADE] geni, P. pastoris genomik DNA’sindan ADE1Bsp14071IF ve ADE1BgI/IIR
primerleri kullanilarak (1500 b¢) PZR ile ¢ogaltilmistir. PZR iirliniiniin %1 agaroz jelde

yiiriitiilerek kontrolii yapildiktan sonra saflastirmasi yapilmistir.

Bu arada, pDRIVE klonlama vektoriine klonlanan MIG1 geni, Ncol enzimi ile
ortadan kesilmis, kesim triinleri %1 agaroz jelde ylriitiilerek dogrulanmistir (Sekil
4.10.A). Lineer hale geldigi dogrulanan pDRIVEMIGI (5300 bg) plazmidinin PZR
saflastirmas1 yapilmis, uglart kiitlestirilmis ve ayni sekilde uclar kiitlestirilmis ADE1
parcast ile ligasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ligasyon karisiminin yetenekli XL1-Blue
hiicrelerine transformasyonu yapilmig, 100 pg/ml ampisilin iceren LB Miller
plakalarina ekimleri yapilarak 37°C’de geceboyu inkiibasyona birakilmistir. Ertesi
sabah olusan kolonilerden 6 tanesi segilerek plazmid izolasyonu i¢in ampisilinli LB
Miller s1iv1 besiyerine ekim yapilmis, 37°C calkalamali inkiibatdrde 18 saat inkiibasyona
birakilmislardir. Daha sonra secilen kolonilerden elde edilen kiiltiirlerden plazmid
izolasyonlar1 yapilmis, elde edilen plazmidleri dogrulamak i¢in BamHI ile restriksiyon

analizi gerceklestirilmistir. Restriksiyon sonucunun %1 agaroz jelde goriintiilenmesi ile
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olusan pargalara bakilarak (Sekil 4.10B) dogru olmast muhtemel 3 koloni secilmis ve
migl::ADEI (3000 bg) nakavt par¢anin PZR ile elde edilmesi i¢in kalip olarak
kullanilmistir. Migl FATG/MiglRSTP primer ¢ifti kullanilarak PZR sonucunun jelde
gorlintiilenmesi ile segilen plazmidlerden yalnizca 6 numarali plazmitten dogru parcanin
(3000 bg) cogaldigt gozlenmis ve bu plazmid pDRIVEmigl::ADEI olarak
isimlendirilmistir (Sekil 4.10.C).

pDRIVEMIG1
Ncol

Sekil 4.10. pDRIVEmigl::ADEI nakavt plazmidi olusturulurken elde edilen jel
goriintiileri (A) pDRIVEMIG! plazmidinin Ncol ile lineer hale getirilmesi,
(B) pDRIVEmigl::ADEI nakavt plazmidlerin BamHI ile restriksiyon
analizi, u: uncut, 1-6: plazmid izolasyonu yapilan koloni numaralar1 (C)
migl::ADEI nakavt par¢anin 3 farkli plazmidin kalip olarak kullanildig:
PZR sonucunda elde edildigi jel goriintiisii, 1,5,6: plazmidlerin koloni
numaralari

pDRIVEmigl::ADEI nakavt plazmidinden PZR ile elde edilen migl::ADEI
nakavt parcanin saflagtirmasi yapildiktan sonra, yaklasik 1 pg kadari yetenekli P.
pastoris MK201 susuna transform edilmistir. Transformantlar MD plakalara ekilmis, 30
°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmislardir. Ugiincii giiniin sonunda MD plakalarda
gelisen tek kolonilerden 14 tanesi secilerek YPD sivi besiyerine ekim yapilmis, 30°C
calkalamal1 inkiibatdrde bir gece inkiibe edilmis ve ertesi gliin DNA izolasyonlari

gerceklestirilmistir. Konsantrasyonlar1 10 ng/pl olarak ayarlanan genomik DNA’lar
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MIGI1 geninin inaktif olup olmadigmin kontrolii i¢in yapilan PZR’de kalip olarak
kullanilmistir. MiglFATG/MiglSTP primer ¢ifti ile yapilan PZR sonucunun %!1°lik
agaroz jelde yiiriitiilmesi ile, beklenen 3000 b¢ uzunlugundaki par¢anin yalnizca 9 nolu

koloniden elde edilen genomik DNA’dan elde edildigi gosterilmistir (Sekil 4.11).

1 12 13 14 15 +

- ]
wwstesss deses o

Sekil 4.11. Transformant MK201 genomik DNA’larindan nakavt parca migl::ADEI
varliginin PZR ile kontrol edilmesi. 1-15: MD plakalardan secilen
transformant koloniler; +: Pozitif kontrol pDRIVEmigl::ADEI plazmidi; -:
negatif kontrol MK201 genomik DNA’s1

PZR sonucunda 9 nolu MK201 susunun migl mutant (4migl/) oldugu
gosterilmis, Southern blot analizi ile dogrulamasinin yapilmasi i¢in YPD plakaya tek

koloni diisecek sekilde ¢izimi yapilmis ve 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
4.2.2. P. pastoris MIGI ve MIG2 mutant susun (4migl Amig2) elde edilmesi
P. pastoris AmiglAmig2 susunu elde etmek icin, MIG2 geni histidinol
dehydrogenase (HIS4) geni ile inaktif edilmis olan JC3044mig2 susu yetenekli hale

getirilmis ve migl::ADEI] parcasimin transformasyonu yapilarak MD plakalarda

transformant kolonilerin se¢imi gergeklestirilmistir.
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Oncelikle migl::ADEI pargasi (~3000 bg), pPDRIVEmigl::ADEI plazmidi kalip
olarak kullanilarak MiglFATG/MiglRSTP primer cifti ile PZR ile ¢cogaltilmigtir. PZR

iriinliniin agaroz jel elektroforezi ile kontrolii yapilmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. PZR ile ¢ogaltilan migl::ADEI parcasiin jel goriintiisi. M: 1 kb DNA
standardi; 1-4: reaksiyon tiipii numaralar

Jelde goriintiilenerek dogrulamast yapilan migl::ADEI parcasinin PZR
saflagtirmasindan sonra yetenekli JC3044mig2 susuna transformasyonu yapilmis ve
MD plakalara ekilerek 30°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmislardir. Ug giin sonunda
plakalarda olusan toplam 13 koloniden 3’er ml YPD besiyerine ekilmis ve kiiltiirler
30°C’de geceboyu calkalamali inkiibasyona birakilmiglardir. Ertesi gilin gelisen
kiiltiirlerden genomik DNA izolasyonlar1 yapilmis ve transformasyon sonucu nakavt
parcanin hedeflenen bolgeye girip girmediginin kontrolii PZR ile gerceklestirilmistir.
Migl1F235/Migl1R969 primer ¢ifti ile gerceklestirilen PZR sonucu elde edilen iirlinlerin

agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. migl::ADEI parcasinin JC3044mig2 susuna transformasyon sonucunun
PZR ile taranmasi. 1-13: transformant koloniler, +: pDRIVEMIGI::ADEI
plazmidi, -: JC304 genomik DNA’s1, M: 1 kb DNA standardi

PZR sonucunun jelde goriintiilenmesi ile transformasyon sonucu 3 susta (7, 8 ve
9 numarali koloniler) nakavt par¢canin genomda MIGI geninin oldugu bdlgeye girdigi
anlagilmistir. Elde edilen bu suslardan JC304A4miglAmig2 olarak adlandirilmistir.
Calismaya MK2014migl, MKI1114mig2 ve JC304A4miglAmig2 suslarinda nakavt

edilen genlerin Southern blot analizi ile dogrulanma islemleri ile devam edilmistir.
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4.2.3. P. pastoris suslarinda inaktive edilen genlerin Southern blot analizi

ile dogrulanmasi

PZR yolu ile MIG1 ve MIG?2 genlerinin inaktif oldugu dogrulanan suslarin bir de
Southern blot analizi ile dogrulamasi yapilmistir. Analizde MIGI ve MIG?2 problar
hazirlanirken bu genlerin ilk 500 b¢’lik pargalar1 kullanilmistir. MIG2 probu pJETMIG2
plazmidi kalip olarak kullanilarak Mig2FATG/Mig2470R primer ¢ifti ile, MIGI probu
ise pJETMIG1 plazmidi kalip olarak kullanilarak Migl FATG/Migl1R453 primer ¢ifti ile
PZR yapilarak ¢ogaltilmis ve agaroz jel elektroforezi ile kontrolleri yapilmistir. PZR

saflastirmast  yapilan pargalarin DIG etiketlemeleri yapilmig ve etiketlenme

verimlilikleri 6l¢tilmiistiir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. MIGI ve MIG2 problarinin etiketlenme verimliliklerinin &l¢iilmesi. 1-5:
Farkl: diliisyonlar

Probun verimli bir sekilde etiketlenmesinin gdstergesi olan diliisyon serisinden
0.1 pg/pl konsantrasyonuna tekabiil eden diliisyonun (Sekil 4.14’de gosterilen 5. nokta)
filmde goriiniir olmasindan hareketle, problarin etiketlenme verimliliklerinin iyi oldugu

anlagilmistir.

Southern blot analizleri yapilacak olan P. pastoris X33, MK201A4migl,
MK1114mig2 ve JC304Amigl Amig2 suslar tek koloniden YPD siv1 besiyerine ekilerek
geceboyu 30°C calkalamali inkiibatorde gelistirilmis ve genomik DNA izolasyonlar
yapilmistir. MIG1 probu ile hibridize olarak MIGI geninin nakavt oldugu dogrulanacak
olan MK2014migl ve JC3044miglAmig2 suslarinin genomik DNA’lar1 Kpnl enzimi
ile 37°C’de geceboyu kesime birakilmiglardir. Ayni sekilde, MIG2 probu ile hibridize
olarak MIG2 geninin nakavt oldugu dogrulanacak olan MK111A4mig2, JC3044mig2 ve
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JC304Amigl Amig2 suslarinin genomik DNA’lar1 ise Bgl/II enzimi ile 37°C’de geceboyu
kesime birakilmigtir. Kontrol olarak ise MK111, MK201 ve JC304 suslarinin genomik
DNA’lar1 kesilmistir. Enzimle kesimleri tamamlanan DNA’lar, %0.8 agaroz jele

yiiklenerek yiiriitiilmiis ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir (Sekil 4.15).
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Kpnl ile kesilenler Bglll ile kesilenler

Sekil 4.15. Southern blot analizi i¢in Kpnl ve BglIl enzimleri ile kesilen P. pastoris
konukgu ve mutant suslart genomik DNA’larinin jel goriintiisii

Jelde ayrilan genomik DNA’lar pozitif yiikli membrana aktarilmistir. Kpnl
enzimi ile kesilen DNA’larin bulundugu membran MIGI probu ile Bg/Il enzimi ile
kesilen DNA’larin bulundugu membran MIG2 probu ile hibridize edilmistir. Daha sonra

gelistirilen filmler sonucu elde edilen goriintii Sekil 4.16°da verilmistir.
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MIG] probu ile hibridizasyon MIG2 probu ile hibridizasyon

Sekil 4.16. P. pastoris Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2 suslarin Southern blot analizi
sonucu elde edilen X-Ray film goriintiisii.

Southern blot analizi sonucunda elde edilen film goriintiistinde MIGI geni
inaktive edilen suslarda MIGI probunun baglandig1 pargalar ~5,300 bg¢ (hesaplanan
5,388) uzunlugunda, MIGI geni normal olan konuk¢u suslarda ise ~3,800 bg
(hesaplanan 3,818) uzunlugunda oldugu tespit edilmistir. MIG2 geni inaktif olan
suslarda MIG2 probunun baglandigi parcalar ~10,000 bg¢ (hesaplanan 10,131)
uzunlugunda, MIG2 geni normal olan suslarda ise ~6800 bg¢ (hesaplanan 6889)
uzunlugunda tespit edilmistir. Analiz sonucunda hesaplanan veriler elde edildiginden,
MK2014migl, MK1114mig2 ve JC304A4miglAmig2 suslarinda MIGI ve MIG2

genlerinin inaktif oldugunun dogrulamasi yapilmis olup, diger analizlere bu suslar ile

devam edilmistir.

Mutant suslarin her biri YPD agar plakaya tek koloni diisiirecek sekilde ¢izilmis
ve 30°C’de 3 giin inkiibasyona birakilarak gelistirilmisler ve +4°C’ye kaldirilmiglardir.
Fonksiyonel analizlerde inokulum, plakadan secilen tek koloniden hazirlanmistir. Belirli
araliklarla inokulumlardan genomik DNA izole edilerek mutant suslarin MIG1 ve MIG?2
genlerinin kontrolleri PZR yolu ile yapilmistir. Sekil 4.17°de mutant suslarin

dogrulandigi PZR reaksiyonlarindan birinin jel goriintiisii verilmistir.
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Mig2FATG/Mig2RSTP primer cifti

Sekil 4.17. Mutant suglarin dogrulamasinin yapildigt PZR reaksiyon sonucunun jel
gorlntiisi. 1: X33, 2: Amigl, 3: Amig2; 4: AmiglAmig2; +: pozitif kontrol
olarak nakavt plazmidler (pDRIVEmigl::ADEI, pJETmig2::HIS4), M: 1 kb
DNA standard1

4.2.4. P. pastoris Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2 suslarimin gelisim

egrilerinin ¢cikarilmasi

MIG1 ve MIG?2 genlerinin inaktive edilmesinin hiicrenin gelisiminde degisiklige
yol acip agmadiginin anlasilabilmesi i¢in ilgili suslarin metanol, glukoz ve gliserol
iceren besiyerlerinde gelisim egrileri ¢ikarilmistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).

Kontrol susu olarak X-33 kullanilmistir.
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MM Gelisim Egrisi
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Sekil 4.18. P. pastoris X33, Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2 suslarmin %1 metanol
igeren besiyerindeki (MM) gelisim egrileri

MD Gelisim Egrisi
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Sekil 4.19. P. pastoris X33, Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2 suslarmin %2 glukoz igeren
besiyerindeki (MD) gelisim egrileri
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MG Gelisim Egrisi
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Sekil 4.20. P. pastoris X33, Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2 suslarmin %2 gliserol
igeren besiyerindeki (MQG) gelisim egrileri

Metanol besiyerinde gelisen hiicreler ~6 (ODgo) hiicre yogunluguna ulagirlarken
(Sekil 4.18), glukozdaki yogunluklar1 10 (Sekil 4.19), gliseroldeki ise 12’yi bulmustur
(Sekil 4.20). Mutant suslarla yabanil sus (X33) {i¢ karbon kaynaginda da benzer gelisim
egrileri ¢izmisler fakat ¢ok belirgin olmasa da AmiglAmig2 ve Amigl suslar1 yabanil
sustan daha ytliksek hiicre yogunluklarina ulasirken, Amig2 yabanil sustan daha diigiik

hiicre yogunluklarinda kalmastir.

4.2.5. P. pastoris Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2 suslarinda AOX enzim

aktivitesi tayini

Hiicreler glukoz ve gliserolde gelisirken meydana gelen AOX/ geninin
represyonunda Migl ve Mig2 proteinlerinin oynadiklari roliin anlasilmasi i¢in, glukoz
ve gliserolde gelisen hiicrelerde AOX/ geninin ifade edilip edilmedigine AOX enzim
aktivitesi analizi ile bakilmistir. Bu amacla, MIG1 ve MIG2 genleri inaktif olan mutant
suslar (Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2) metanol, glukoz ve gliserol besiyerlerinde

gelistirilip logaritmik fazlarinin ortalarinda iken (15. saatte) hasat edilmislerdir.
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Hiicrelerin kirilmasi ve ¢oktiiriilmesi ile elde edilen hiicre oziitlerinde AOX enzim
aktivitesi tayini yapilmistir. Kontrol olarak X33 susu kullanilmistir. Analizler 3 paralelli
olarak gerceklestirilmis, elde edilen sonuglarin ortalamasi alinmis ve standart sapmalar1
hesaplanmistir. Elde edilen enzim aktivite degerleri (U/ml) hiicre 6ziitlerinin toplam
protein miktarina boliinerek 1 pg proteindeki enzim aktivitesi hesaplanmistir. Sonuglar
Cizelge 4.1°de verilmistir. Enzim aktivite degeri % aktivite degerine, X33 susunun MM
besiyerindeki aktivite degeri %100 olarak kabul edilerek ¢evrilmis, Cizelge 4.2°de tablo
olarak, Sekil 4.21°de ise grafik olarak gosterilmistir.

Cizelge 4.1. AOX enzim aktivitesi tayini sonuglart (U/pug)

U/ug MM MDM MGM

X33 0,0030£0,0001  0,0000£0,0000  0,0000+0,0000
Amig1 0,0031£0,0002  0,0000£0,0000  0,0000+0,0000
Amig2 0,0031#0,0005  0,0000£0,0000  0,0008+0,0003
Amigidmig2 ~ 0,0027+0,0003  0,0001+0,0000  0,0016+0,0002

Cizelge 4.2. AOX enzim aktivitesi tayini sonuglart (%)

% MM MDM MGM
X33 10042 0+0,0 00
Amig1 10418 0+0,0 010
Amig2 104+18 0+0,0 2810
AmiglAmig2 110+10 40,1 5148

AOX enzim aktivitesi tayini sonucunda, metanol ve glukoz+metanolde gelisen
suslar arasinda kayda deger bir farklilik gozlenmezken yalnizca gliserol+metanol
besiyerinde gelisen hiicrelerin enzim aktivitesinde onemli farkliliklar tespit edilmistir.
Glukoz+metanolde gelisen suslarin hi¢cbirinde AOX enzim aktivitesi ortaya
cikmamigtir. Metanolde gelisen farkli suslarda ise birbirlerine yakin enzim aktivite
degerleri elde edilmistir. Hiicreler, gliserol+metanolde gelistirildiginde beklendigi tizere
X33’de herhangi bir aktivite tespit edilmezken, Amig2 hiicrelerinde %?28+10,

Amigl Amig?2 hiicrelerinde ise %5148 aktivite degerleri elde edilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Mutant suslarin MM, MDM ve MGM besiyerlerinde gelisen hiicrelerin
AOX enzim aktivitesi tayini sonuglari

4.2.6. Mutant suslarin hiicre oziitleri ile jel geciktirme analizi

Sekil 4.22°de gliserol+metanolde gelistirilen X33 ve Amigl, Amig2 ve
AmiglAmig2 suslarinin hiicre Oziitleri ile gerceklestirilen jel geciktirme analizi jel
goriintiisii yer almaktadir. Prob olarak AOX/ promotorunun C par¢as: kullanilmistir.
Suslarin hepsinde (2, 4, 6 ve 8 numarali kuyucuklar daki bantlardan) C parcasi ile
baglant1 yapan protein ya da proteinlerin varlig tespit edilmistir. C pargasi ile baglanti
yapan bu protein ya da proteinlerin baglantilarinin spesifik oldugu her bir reaksiyon
kuyucugunun yanindaki kuyulara (3, 5, 7 ve 9 numarali kuyucuklar) probdan 300 kat

daha fazla etiketsiz C pargasi eklenince baglantinin kaybolmasi ile anlasilmistir.

Metanol ve glukoz+metanolde gelisen X33 ve Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2
suslarinin hiicre oziitleri ile gerceklestirilen jel geciktirme analizi sonucunda C pargasi
ile baglant1 yapan proteinin tiim hiicre 6ziitlerinde mevcut oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.23).
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Sekil 4.22. MGM besiyerinde gelisen hiicrelerin oziitleri ile gergeklestirilen jel
geciktirme deneyi. 1 (yalnizca prob), 2 (X33 hiicre 6ziitii), 3 (2+etiketsiz
prob), 4 (Amigl hiicre 6ziitli), 5 (4+etiketsiz prob), 6 (Amig2 hiicre 6ziitii), 7
(6+etiketsiz prob), 8 (Amigl Amig?2 hiicre 6ziitii), 9 (8+etiketsiz DNA)

9 10 11 12

P N

1iimg273
P

Sekil 4.23. MM besiyerinde gelisen hiicrelerin oziitleri ile gerceklestirilen jel
geciktirme deneyi. 1 (yalnizca prob), 2 (X33 hiicre 6ziitli), 3 (2+etiketsiz
prob), 4 (Amigl hiicre 6ziitii), 5 (4+etiketsiz prob), 6 (4mig2 hiicre 6ziitii), 7
(6+etiketsiz prob), 8 (AmiglAmig2 hiicre 6ziitli), 9 (8+etiketsiz DNA), 10
(MDM’de gelisen Amigl hiicre oziitii), 11 (MDM’de gelisen Amig2 hiicre
Oziitii), 12 (MDM’de gelisen Amigl Amig2 hiicre 6ziitii)
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4.3. PpMigl Proteinin Asir1 Uretiminin Gerceklestirilmesi
4.3.1. P. pastoris Migl proteini iiretim susunun olusturulmasi

PpMigl proteininin liretiminin gerceklestirilecegi P. pastoris iiretim susunun

olusturulmasi sematik olarak Sekil 4.24’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.24. P. pastoris Migl {iretim susunun olusturulma basamaklarinin sematik olarak
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Migl proteininin DNA baglanma 6zelliklerini aragtirmak {izere mayanin kendisi
konukgu olarak kullanilarak proteinin asirt iiretimi gergeklestirilmistir. Migl {iretim
susunun elde edilmesi Sekil 4.24’de sematik olarak gosterilmistir. Oncelikle, yapisal
GAP promotoru altinda hiicre i¢i {iiretiminin gerceklesecedi ekspresyon kaseti
pGAPZMIGI (4,300 bg) olusturulmustur. Bunun icin, P. pastoris X33 genomik
DNA'’sindan MiglFEcoR/MiglRNot primer c¢ifti ile PZR gerceklestirilmis, elde edilen
EcoRI ve Notl kesim bolgelerine sahip olan parcanin PZR saflastirmasi yapilmistir.
Daha sonra MIGI parcast (1,400 bg) ve PGAPZA (2,900 bg) vektdrii EcoRI/Notl

enzimleri ile kesilerek agaroz jel elektroforezi ile kontrolleri yapilmigtir (Sekil 4.25).

PGAPZA MIGI

g

Sekil 4.25. EcoRl/Notl enzimleri ile kesilen PGAPZB vektorii ve MIGI pargalarinin jel
gorlntiisii. M: 1 kb DNA standardi

EcoRl ve Notl enzimleri ile kesim sonucu olusan PGAPZA ve MIGI
parcalarmin tamami jele yiiklenmis, jelden kesilerek alinmis, jel piirifikasyonlari
yapildiktan sonra ligasyonlar1 gergeklestirilmistir. Ligasyon karisimi yetenekli E. coli
XL1-Blue hiicrelerine aktarilmis, transformant kolonilerin se¢ilimi zeosin (25 pg/ml)
iceren LB Lennox plakalarda yapilmistir. Geceboyu 37°C’de inkiibasyona birakilan
plakalarda gelisen kolonilerden 8 tanesi secilerek koloni PZR ile hiicrelerin

pGAPZMIG1 ekspresyon vektoriini tasiyip tasimadigi  kontrol — edilmistir.
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GAPF/3’AOX primer ¢ifti ile gergeklestirilen PZR sonucunun jelde goriintiilenmesi ile
secilen 8 koloniden 7’sinin vektori tagidigi tespit edilmistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.26. Transformant XL1-Blue hiicrelerinde pGAPZMIGI ekspresyon vektoriiniin
varligimin  kontrolii igin gergeklestirilen koloni PZR sonucunun jel
gorlintiisii. 1-8: Zeosinli plakada gelisen transformant koloniler, +:
pGAPZMIGI, M: 1 kb DNA standardi

Ekspresyon vektoriiniin varliginin tespit edildigi kolonilerden 6 tanesi, plazmid
kontrollerinin yapilmasi i¢in zeosin i¢ceren LB Lennox sivi besiyerine inokiile edilip
geceboyu 37°C 250 d/dak ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakilmislardir. Ertesi
giin gelisen Kkiiltlirlerden plazmid izolasyonu yapilmis ve BamHI ile restriksiyon
analizleri gerceklestirilmistir. Restriksiyon sonucunun jelde goriintiilenmesi ile (Sekil
4.27), 3,200 b¢ ve 1100 b¢ uzunlugundaki parcalari vererek pGAPZMIGI oldugu

dogrulanan plazmitlerden biri secilerek islemlere devam edilmistir.

pGAPZMIGI plazmidi Avrll enzimi ile lineer hale getirilerek 1 pg kadar
yetenekli P. pastoris MKI115 hiicrelerine elektroporasyon yontemi ile transform
edilmistir. 100 pg/ml zeosin iceren YPD plakalara ekilen transformant hiicreler 30°C’de

2-3 giin inkiibasyon sonucunda koloniler olusturmus, bu kolonilerden se¢ilen 7 koloni
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Migl protein ekspresyonunu gerceklestirmek tizere secilip, tek koloni olusturacak

sekilde YPD plakalara ekilmis ve 30 °C’de 3 giin inkiibasyona birakilmiglardir.

Sekil 4.27. pGAPZMIG]I ekspresyon plazmidinin BamHI ile restriksiyon analizinin jel
goriintlisii. 1-6: farkli transformant kolonilerden izole edilen plazmitler

4.3.2. Transformant kolonilerde Migl protein iiretimlerinin taranmasi

Secilen 7 adet P. pastoris (pGAPZMIGI) Migl hiicre-i¢i ekspresyon susu, Migl
proteinini liretip iliretmediklerinin kontrol edilmesi amaci ile 3 ml YPD besiyerine
ekilerek 30°C’de 250 d/dak c¢alkalamali inkiibatorde geceboyu inkiibasyona
birakilmistir. Hiicreler, 24 saat gelistirilen kiiltiirlerden 4°C 3000xg’de 5 dakika
santrifiijlenerek hasat edilmistir. Hiicre lizis soliisyonu eklenerek kirilan hiicrelerden
hiicre 6ziitii elde edilmistir. Hiicre 6ziitlerinde Migl proteininin varliginin kontrolii i¢in

Western blot analizi yapilmistir (Sekil 4.28).

Western blot analizi sonucunda elde edilen membran goriintiisii ile hiicre-i¢i
tiretim susu olarak 7 klonun hepsinin Miglp’ni tiirettigi dogrulanmigtir. Biiytlikliigliniin
50-75 kDa araliginda ¢ikmasi beklenen protein bandi 75 kDa ¢izgisinde ¢ikmaistir.
Klonlardan iki tanesinden donmus kiiltiir hazirlanmis (4 ve 5 nolu klon), 4 nolu klon ile

protein iiretimi ve saflastirma iglemlerine devam edilmistir.
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Sekil 4.28. P. pastoris (pGAPZMIG]I) hiicre-i¢i Migl proteini iiretim suslarindan elde
edilen hiicre Oziitlerinin Western blot analizi sonucunda elde edilen
membran goriintlisii. 1-7: P. pastoris (pGAPZMIGI) farkli transformant
suslar. X-33: Negatif kontrol P. pastoris X-33 susu. M: Odyssey Protein
Molecular Weight Marker, kDa.

4.3.3. Migl ve Mig2 proteinlerinin iiretimi ve saflagtirilmasi

Miglp, Mig2p iiretim suslarindan [MK115 (pGAPZMIGI) X33(pGAPZMIG?2)]
ve kontrol olarak X33 susundan 3 ml YPD besiyerine inokulum baslatilmis, ertesi giin
125 ml engelli erlenlerde 25 ml BYED besiyerine baglangic OD (600 nm) degeri 0.1
olacak sekilde ekim yapilmistir. Protein ekspresyonu 30°C calkalamali inkiibatorde 24
saat boyunca gerceklestirilmistir. Hiicrelerin hasat edilip kirilmasi ile elde edilen hiicre
Oziitlerinden proteinler saflastirilmistir. Saflastirma sirasinda yapilan yikama ve eliisyon
islemlerinde elde edilen fraksiyonlar ile SDS-PAGE ve Western blot analizleri
gerceklestirilmistir (Sekil 4.29). Ayni1 anda yiiklenen ve ylriitilen 2 jelden biri
boyanarak SDS-PAGE goriintiisii elde edilmis, diger jel ile Western blot analizine

devam edilmistir.
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Sekil 4.29. Saflastirilmis Migl ve Mig2 proteinlerinin SDS-PAGE jel goriintiisii. ft:
hiicre o6ziitiinlin ilk siiziintiisii, wl ve w2: birinci ve ikinci yikama
fraksiyonlari, el ve e2: birinci ve ikinci eliisyon fraksiyonlar:

Sekil 4.30. Saflastirilmis Migl ve Mig2 proteinlerinin Western blot analizi sonucunun
membran goriintlisii. ft: hiicre 6ziitiiniin ilk siizlintlisii, wl: birinci yikama
fraksiyonu, el ve e2: birinci ve ikinci eliisyon fraksiyonlari, eld: bir 6nceki
protein saflagtirmasindan diyaliz edilmis el fraksiyonu.

Western blot analizi membran goriintiistinden (Sekil 4.30) Migl ve Mig2
proteinlerinin birinci eliisyon fraksiyonunda yogun bir sekilde elde edildigini

gostermistir. Daha Once ayni sekilde gergeklestirilen (1 hafta dnce) Migl ve Mig2

proteinlerinin saflastirmasi, SDS-PAGE ve Western blot analizleri ile kontrolii, birinci
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elisyon fraksiyonlarinin diyaliz edilip 4°C’ye kaldirilan 6rneklerin de bu analizde
kontrolii yapilmistir. Sekil 4.30’da eld kolonlarma bakildiginda, Migl ve Mig2

proteinlerinin +4°C’de beklerken bozunmaya basladigi agikca goriilmektedir.

SDS-PAGE jel goriintiisiine bakildiginda (Sekil 4.29) proteinlerin ¢ok saf bir
sekilde elde edilemedigi goriilmektetir. Kontrol susu olarak gelistirilen X33
hiicrelerinde histidin etiketli protein ekspresyonu gergeklesmemesine ragmen, hiicre
Oziitlinlin saflastirmasi sonucunda birinci eliisyonda 10°dan fazla protein bandi tespit
edilmistir. Bunlarin arasinda yaklasik40 kDA boyutuna denk gelen proteinin yogunlugu
hem X33 susunda hem de X33’iin konuk¢u oldugu Mig?2 iiretim susunda ¢ok dikkat
¢ekicidir. Ortamda, iiretilmesi hedeflenen proteinden bile daha fazla bulunan ve
saflastirma yapilirken bertaraf edilemeyen bu proteinin alkol dehidrogenaz (ADH)
oldugu daha once de bildirilmistir. Ancak, ADH proteini iiretmeyen bir susun konuk¢u
olarak kullanilmasi ile bu kirligin 6nlenebilecegi diisiincesi ile laboratuvarimizda baska
bir proje kapsaminda gelistirilen ADH geni inaktive edilmis olan sus (MK115) Migl
proteininin retimi i¢in konuk¢u olarak kullanilmistir. Jelde (Sekil 4.29) Migl
proteininin bulundugu el fraksiyonuna bakildiginda ADH proteininin artik bulunmadigi

ve fakat bagka birgok proteinin varligr ile kirliligin devam ettigi goriilmektedir.

4.3.3. Saflastirilmis Migl ve Mig2 proteinleri ile jel geciktirme analizi

Migl ve Mig2 proteinlerinin piirifikasyondan sonra c¢ok saf bir sekilde elde
edilememesinden dolayi, kirlilik yapan proteinlerin etkisini bertaraf etmek amaci ile
kontrol olarak X33 susunda da diger iki {iretim susuna yapilan tiim islemler aynen
uygulanmistir (protein ekpresyon siireci, piirifikasyon, diyaliz). Her ii¢ sustan elde
edilen protein fraksiyonlari ile jel geciktirme analizi gerceklestirilmistir. Analiz sonucu

elde edilen jel goriintiisti Sekil 4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.31. Saflagtirnllmis hiicre oOziitleri ile gergeklestirilen jel geciktirme analizi jel
goriintlisti. 1 (saflastirilmis X33 hiicre oziitii), 2 (1+etiketsiz C pargasi), 3
(saflastirilmis Miglp), 4 (3+etiketsiz C pargast), 5 (saflastirilmis Mig2p), 6
(5+etiketsiz C parcast)

Her ii¢ protein fraksiyonu ile gerceklestirilen reaksiyonda C pargasina protein
baglanmasi ger¢eklesmistir (Sekil 4.31). Baglanmanin, negatif sonu¢ vermesi beklenen
X33 susunun saflastirilmis hiicre oziitii ile de gerceklesmesi, Migl ve Mig2

proteinlerinden kaynaklanip kaynaklanmadiginin tespitini zorlagtirmigtir.
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5. TARTISMA

Bu calisma, P. pastoris GS115 gen bankasinda yapilan taramada “regiilator
protein Migl” olarak tanimlanan fakat heniiz karakterizasyonu yapilmamis olan
PpMIGI geninin glukoz represyon mekanizmasindaki roliinlin arastirilmasi amaciyla
gerceklestirilmistir. P. pastoris X33 susundan izole edilen ve dizilemesi yapilan MIGI
geni 1368 bg¢ uzunlugunda olup kodladigt Migl proteini 454 amino asitten
olusmaktadir. Karakterizasyonunun yapildigi diger metilotrofik mayalarin (H.
polymorpha, C. boidinii) ve S. cerevisiae’nin Migl proteinleri ile karsilastirildiginda N-
uclarinda bulunan iki adet ¢inko parmak motife (ZnF1 ve ZnF2) tekabul eden bolgenin
mayalar arasinda yiiksek oranda korundugu gozlenmistir (Sekil 4.6). DNA baglanma
bolgesi olarak bilinen C,H, motifine (2 sistein ve 2 histidin) sahip bu bolgenin
karsilastirma yapilan mayalar arasindaki 6zdeslik oran1 %83.88 olarak tespit edilmistir.
Proteinlerin tamaminin homolojisine bakildiginda ise korunmus bdolge disindaki

bolgelerin sinirli homoloji gosterdikleri belirlenmistir.

Migl ve homologu olan Mig2 proteinlerinin fizyolojik roliiniin arastirilmasi
amaci ile MIGI geninin ADE] ile, MIG2 geninin ise HIS4 ile inaktive edilmesi ile
mutant suslar olusturulmustur. Farkli karbon kaynaklarinda (metanol, glukoz ve
gliserol) gelisim grafikleri ¢ikarilan Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2 mutant suslarin
yabanil sus X33 ile karsilastirmasi yapilmistir. Farkli karbon kaynaklarinda gelistirilen
mutant suglar ve yabanil susun gelisim egrilerine bakildiginda suslar arasinda belirgin
bir fizyolojik farkin olmadig1 gézlenmistir. Mutant suslarin her {i¢ karbon kaynaginda
yabanil susa benzer gelisim profili sergilemelerine karsin, ¢ok belirgin bir sekilde
olmasa da AmiglAmig2 ve Amigl suslart X33’den daha fazla hiicre yogunluguna,
Amig?2 susu ise daha geriden gelip daha az hiicre yogunluguna ulagsmistir. Bu veriden,
MIG?2 geninin inaktive edilmesinin, metanol, glukoz ve gliserolde hiicre gelisimini
diisiik oranlarda da olsa negatif yonde etkilerken, MIGI geninin inaktive edilmesinin

hiicre gelisimine pozitif yonde etki ettigi tespitleri yapilabilir.

S. cerevisiae’de, Migl ve Mig2 proteinlerinin, bircok genle birlikte MIGI

geninin katabolit represyonuna da neden oldugu tespit edilmistir (Kaniak vd 2004).
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Migl ve Mig2 proteinlerinin aktif olduklar1 sartlarda MIGI geninin ekspresyonunu
baskilayarak gerceklestirdikleri glukoz represyon yolundaki bu geribildirim dongiistiniin
genler tizerindeki Migl-aracili represyonu hafiflettigi, represyonun asirtya kagmasini
engelledigi ve glukozun ortamda bitmesi ile birlikte ¢ok hizli bir sekilde represyonun
ortadan kalkmasini sagladig1 yorumlari yapilabilir. Amig2 susunun gelisiminin 6zellikle
metanolde gelisirken yabanil sus, Amigl ve AmiglAmig2 suslarindan geride kalmasi,
Mig2 proteininin yoklugunda MIG]I iizerindeki baskinin bir miktar kalktigi ve AOXI
geninin daha fazla baskilanmasi ile sonuclandigi ¢ikarimlar yapilabilir. Amigl Amig2 ve
Amigl suslarinin daha iyi gelisim gostermeleri ise, %100 indiiksiyon kosulunda bile
(tek karbon kaynagi olarak metanoliin bulundugu besiyerinde) Migl proteininin AOX1
geni iizerinde bulunabilecek olasi artik-represyonunun ortadan kalkmis olabilecegi ve
bu sebeple A4migl/ mutant hiicrelerin daha 1iyi gelisim sergiledikleri seklinde
yorumlanabilir. S. cerevisiae’daki Migl proteininin represyon kosullarinda kendini
kodlayan geni Mig2 proteini ile birlikte baskilayarak represor fonksiyonunu kontrol
altinda tuttugu seklinde c¢izilen bu modelin P. pastoris’te ne kadar gecerli oldugunun

anlasilmasi icin farkli analiz ve ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

MIG1 ve MIG2 genlerinin inaktive edilmesinin metanol tetiklemeli AOX]
geninin transkripsiyonel regiilasyonuna etkisinin ne oldugunun anlasilabilmesi icin
Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2 ve X33 suslarinda represyon (glukoz), derepresyon
(gliserol) ve indiiksiyon (metanol) kosullarinda AOX] geninin ekspresyon seviyesine
AOX enzim aktivitesi tayini ile bakilmistir. Metilotrofik mayalarin hepsinde AOX
genleri glukoz tarafindan kuvvetli bir sekilde baskilanmakta, metanol tarafindan da
kuvvetli bir sekilde tetiklenmektedir. Gliserolde ise durum herbir metilotrofik mayada
farklidir: Gliserol, P. pastoris disindaki mayalarda, %3-70 arasinda degisen oranlarda
AOX geninin derepresyonuna, P. pastoris’te ise represyona neden olmaktadir (Hartner
ve Glieder, 2006). Nitekim, ¢alismamizdaki mutant sus ve X33 hiicreleri yalnizca
glukoz ve yalnizca gliserol iceren besiyerinde gelisirken hicbir susta AOX enzim
aktivitesi tayin edilememistir (sonuglar verilmemistir). PpAOXI geninin ekspresyonu
icin metanole gereksinim duymasindan dolay1 glukoz ve gliserol ortamlarina metanol

eklemesi yapilarak enzim aktivite deneyleri tekrarlanmustir.
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Gelisim siireglerinde logaritmik fazlarinin ortasinda bulunan hiicrelerde yapilan
AOX enzim aktivitesi tayini sonucunda, metanol ve glukoz+metanolde gelisen X33,
Amigl, Amig2 ve AmiglAmig2 hiicreleri arasinda herhangi bir farklilik gézlenmezken
yalnizca gliserol+metanol besiyerinde gelisen hiicrelerin enzim aktivitesinde suslar
arasinda kayda deger farkliliklar tespit edilmistir. Glukoz+metanolde gelisen suslarin
higbirinde AOX enzim aktivitesi ortaya ¢cikmamustir. Metanolde gelisen farkli suslarda
ise birbirlerine yakin enzim aktivite degerleri elde edilmistir. Metanolde gelisen X33
susunda hesaplanan AOX aktivitesi %100 kabul edilerek diger aktivite degerleri
yiizdeye cevrildiginde, gliserol+metanolde gelisen hiicrelerde beklendigi tizere X33’de
herhangi bir aktivite tespit edilmezken, Amig2 hiicrelerinde %28+10, AmiglAmig2
hiicrelerinde ise %5148 aktivite degerleri elde edilmistir (Sekil 4.21). Bu verilerden
Migl ve Mig2 proteinlerinin AOX/ geninin negatif regiilasyonunda rollerinin oldugu

sonucu ¢ikarilabilir.

Glukozda gelisen Amigl, Amig2 ve AmiglAmig?2 suslarinda herhangi bir AOX
aktivitesinin tespit edilmemis olmasi, yalnizca bu sonugtan yola ¢ikilarak Migl ve Mig2
proteinlerinin AOX/ geninin glukozdaki katabolit represyonunda 6nemli bir fonksiyona
sahip olmadiklar1 kanisina varmamiza sebep olabilir. Fakat, metanol tarafindan
tetiklenen genlerin transkripsiyonlar1 i¢in aktivatorlere ihtiyaglart vardir: HpTrmlp,
HpTrm2p (Sasano vd 2008, 2010) ve PpMxrlp (Kranthi vd 2009) gibi. Metanol
tetiklemeli genlerin transkripsiyonlar i¢in ihtiya¢ duyulan transkripsiyonel aktivatorler,
ortamda glukoz varken aktivator fonksiyonlarmi yerine getiremezler. Ornegin H.
polymorpha’da hiicreler glukozda gelisirken Trmlp ve Trm2p aktivatdrleri metanol-
tetiklemeli promotorlara baglanamazlar, ¢linkii hiicre igindeki lokasyonlar1 glukoz
tarafindan regiile edilir: glukozun varliinda Trm2p ¢ekirdekte degil sitoplazmada

bulunur (Sasano vd 2008, 2009).

P. pastoris’te AOXI geninin ekspresyonu icin gerekli oldugu tespit edilen
transkripsiyonel aktivator Mxrlp diisiik seviyelerde yapisal olarak iiretilen bir DNA
baglanma proteinidir. Regiilasyonunun hiicre i¢inde bulundugu yerin degismesi seklinde
translasyon sonrasi gerceklestigi diisiiniilmekle beraber karbon kaynagma bagh

inhibisyonu ve metanol tarafindan tetiklenen aktivasyonunun molekiiler mekanizmasi
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hakkinda heniiz yeterli bilgi elde edilmemistir. Yapilan bir ¢calismada, Mxr1 proteininin
hiicreler glukozda gelisirken sitoplazmada bulundugu, metanol ya da oleata
gecirildiklerinde ise ¢ekirdege gecis yaptiklari gosterilmistir (Lin-Cereghino vd 2006).
Gliserol ya da etanolde ise Mxrlp cekirdekte lokalize olur fakat AOXI promotorunun
bu karbon kaynaklar1 tarafindan baskilanmasi yine de devam etmektedir. Bu nedenle
Mxrlp’nin fonksiyonunun yalnizca hiicre iginde yer degistirmesi seklinde regiile
edilmedigi, karbon kaynagina gore tepki veren baska faktorler ve proteinlerin de

regiilasyon mekanizmasi i¢inde yer aldig1 6ne siiriilmiistiir (Lin-Cereghino vd 2006).

Glukozda gelisen MIGI ve MIG2 mutant hiicrelerde AOX enzim aktivitesinin
tespit edilememis olmasi sonucundan yola ¢ikarak, Migl ve Mig2 proteinlerinin AOX/
promotor boélgesine baglanmamasinin, represyonun ortadan kalkmasi ve AOX/
transkripsiyonunun baglamasina yol agmak icin yeterli olmadigi, bununla birlikte
aktivator proteinler gibi baska faktorlerin de devreye girmesinin gerekli oldugu yorumu
yapilabilir. Glukozda gelisirken regiilasyonu sitoplazmada kalacak sekilde yapilan
Mxrlp’nin ¢ekirdege giremedigi ve bu yiizden AOXI/ geninin ekspresyonunu
baslatamadig1 varsayiminda bulunulabilir. Bu varsayimin gegerli olup olmadiginin

anlasilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerekir.

Gliserol+metanolde gelisen Amig2 ve AmiglAmig2 hiicrelerde tespit edilen
AOX enzim aktivitesi ise gliseroldeki aktivator ve represor proteinlerin birbirlerine gore
konumlarimin glukozdakinden daha farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir. Aktivator
Mxrl proteininin gliserolde, glukozdan farkli olarak cekirdekte yer aliyor olmasinin,
tespit edilen kismi enzim aktivitesine yol agan faktorlerden biri oldugu savunulabilir.
Tam indiiksiyonun ger¢ceklesmemesinin nedeni olarak ise Mxrl proteininin ¢ekirdekte
yer almasina ragmen karbon kaynagi tarafindan regiile edilen olaylarla aktivitesinin
kontrol altinda tutuluyor olmasi ve ayrica represor proteinlerle promotorda ayni bolgeye

baglanmak icin rekabet icinde olmasi gosterilebilir.
AOXI promotoruna Migl ya da Mig2 proteininin baglanip baglanmadiginin

tespit edilebilmesi i¢in gergeklestilen jel geciktirme analizlerinde, metanol,

gliserol+metanol, glukoz+metanol besiyerlerinde gelistirilen X33, Amigl, Amig2 ve
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Amigl Amig2 mutant suslarinin hiicre 6ziitleri ile C pargasinin reaksiyonu sonucunda her
bir susun her {i¢ karbon kaynaginda gelisirken de C parcasina baglanan proteine ya da
proteinleri sahip olduklar1 ortaya cikmustir (Sekil 4.22, Sekil 4.23). C pargasina
baglanan proteinin Migl ve Mig2 olabilecegi savi ile mutant suslarin hiicre oOziitleri
kullanilarak gerceklestirilen jel geciktirme analizinde, AmiglAmig2 susunda bile
baglantinin kaybolmamasi, baglanan proteinlerin Migl ya da Mig2 olup olmadiklari

konusunda yorum yapilmasini zorlastirmistir.

Yine ayn1 amagcla fakat bu kez P. pastoris’te asir1 lretimleri gerceklestirilip
saflastirilan Migl ve Mig2 proteinleri ile yapilan jel geciktirme analizlerinde ise yine
yorum yapmay1 zorlastiran bir sonug elde edilmistir (Sekil 4.31). Kontrol susu X33’den
purifikasyon sonrast elde edilen protein fraksiyonu ile C pargasinin baglanti
gerceklestirmesinden dolayi, Migl ve Mig2 proteinleri ile gerceklesen baglantilarin
Migl ve Mig2 proteinlerinden kaynaklandigi iddia edilememistir. Bu nedenlerle, jel
geciktirme analizlerinden fonksiyonel analiz sonuclarina katkida bulunacak herhangi bir
sonug elde edilememistir. Protein saflastirmasi ve jel geciktirme analizlerinin daha iyi
optimize edilmesi ile gerceklestirilecek yeni analizlerden elde edilecek olan sonuglar

kuskusuz ki konunun agiga kavusturulmasini saglayacaktir.
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6. SONUC

Pichia ekspresyon sisteminde en yaygin olarak kullanilan promotorun (AOXI
promotoru) regiilasyon mekanizmasinin molekiiler seviyede ortaya c¢ikarilmasi ve
anlasilmasinin, protein iiretim islemlerinin optimizasyonuna c¢ok o©nemli faydalar
olacaktir. Her duruma uyan, genel ve en iyi tek bir promotorun varligindan s6z etmek
miimkiin degildir. Protein iiretiminde, promotorun regiilasyon mekanizmasi, iiretilecek
olan (hedef) protein ve iiretim siireci bir biitiin olarak degerlendirilmelidir. Ornegin,
kuvvetli bir promotor non-toksik proteinlerin tretimi i¢in idealken, biyolojik
aktivitelerinden dolay1 konukcu hiicreye zararl etkileri olan proteinlerin (proteazlar ya
da toksinler gibi) iiretiminde promotorun daha zayif versiyonlarin kullanilmasi
gerekebilir. Bu nedenle promotorlarin regiilasyon mekanizmalarinin transkripsiyonal

seviyede anlasilmasi, liretim optimizasyonu agisindan ¢ok biiylik 6nem tagimaktadir.

P. pastoris AOXI geninin katabolit represyon mekanizmasinda Migl ve Mig2
proteinlerinin rollerinin arastirilmasina yonelik olarak yapilmis olan bu c¢alismada,
MIGI1 ve MIG2 genlerinin inaktive edilmesinin hiicrelerin farkli karbon kaynaklarinda
gelisiminde carpict bir degisiklige neden olmadig: tespit edilmistir. Bununla birlikte,
MIG1 ve MIG2 mutant suslar glukoz ve gliserolde gelistirildiklerinde, glukozda gelisen
hiicrelerde AOX1 promotorunun iizerindeki represyon devam ederken, gliserolde gelisen
hiicrelerde Amig2 ve AmiglAmig2 suslarinda sirasiyla ~%30 ve ~%50 alkol oksidaz
aktivitesi tespit edilerek represyonun bir miktar ortadan kalktigi gosterilmistir. Elde
edilen sonuglarin yorumlanmas: ile PpAOXI promotorunun katabolit represyon
mekanizmasinda baglica Mig2 olmak {izere her iki proteinin de (Migl ve Mig2)
rollerinin oldugunun agik¢a gosterildigi sonucuna varilmistir. Gliserol ve glukoz karbon
kaynaklarmin PpAOXI promotorunu baskilama mekanizmalarinda farkli faktorlerin rol
oynadiginin da ortaya ¢ikarilmis olmasi1 goze carpan sonuglar arasindadir. Cok fazla
faktoriin rol oynadigit PpAOXI geninin represyon mekanizmasinin daha fazla

aydinlatilabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalarin yapilmas: gerekmektedir.
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8. EKLER

Ek 8.1. Calismada kullanilan primerler

Primer ad1 Hedef gen/Amag Sekans

MiglFATG MIG1 amplifikasyonu 5'-ATGACTACTGCTCCACCAACG-3"

MiglRSTP MIG1 amplifikasyonu 5'-TCAAGAGTCCGAGTTCATGATATTG-3"'

Migl1FXhol Miglp ekspresyonu 5'-ACTCGAGAAGAGAATGACTACTGCTCCACC
AACG-3"

Migl1RNotl Miglp ekspresyonu 5'-GCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGAG

AGTCCGAGTTCATGATATTG-3"'
MiglFEcoRI Miglp ekspresyonu 5’ ~-AAGAATTCATGACTACTGCTCCACCAACG-
37

Migl1F235 MIG] dizileme 5'-CGGAAGGACGAAGAACAAGC-3"

MiglR235 MIG1 dizileme 5'-GCTTGTTCTTCGTCCTTCCG-3"'

MiglF543 MIG1 dizileme 5'-ACAACCACAGCAACAACCG-3'

MiglR453 MIG1 dizileme 5'-GGTTTGAGAAGTCCCTGCCA-3"

Mig1F969 MIG] dizileme 5'-ATTTCAAACTTGGTCTCGCCC-3"'

Mig1R969 MIG] dizileme 5'-GGGCGAGACCAAGTTTGAAAT-3"'

ADEI1FBsp14071 ADE] izolasyonu 5’ -TGTACAGGGTGCTATCGTTTTGTGC-3"

ADE1RBglII ADE] izolasyonu 5’ -AGATCTCTTTTCTGACGAACCAC-3’

Mig2FATG MIG2 nakavt kontrolii 5’ -ATGACCACTGCCTATCCCAAC-3'

Prob yapimi

Mig2470R Prob yapimi 5’ ~-GGGAAAGAGGAAGCGTCATC-3"

Mig2R1043 MIG2 nakavt kontrolii 5’ -TGCTGTGCCAAGTTAGATGT-3’

Mig2RSTP MIG2 nakavt kontrolii 5’ =TCATTTCTTTTCTTGATTTTCCAGAG-3’

GAPF Koloni PZR 5’ -GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-3'

3’AOX Koloni PZR 5’ -GCAAATGGCATTCTGACATCC-3"

CIF C pargasi prob yapimi 5/ -TCCGAATGCAACAAGCTC-3’

C7R C pargasi etiketsiz prob 5’ -CCAAGACAGCGTTTAAACTG-3’

yapimi
C7RIR C pargast IR etiketli prob 5’/ ~-CCAAGACAGCGTTTAAACTG-3"

yapimi
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Ek 8.2. Calismada Kullanilan DNA ve Protein Standartlar:

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

bpng/0Spg %

20000 20.0
L/, 10000 200

40

e 7000 200 40
-~ 5000 gg

40

[e— 4000 20.0
] 3000 200

% TopVisior™ LE GQ Agarcse #R0491)

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

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

10000 bp.
7000 bp\b -
6200 bp\ —
5200 bp
4000 bp
3000 bp —

*2500 bp —
2000 bp —
1500 bp —

1000 bp

500 bp

1.0% Agarose in 1X TBE

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA standardi: 1 kb DNA ladder (Vivantis, CA,
ABD)
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Ek 8.2°nin Devami. Calismada Kullanilan DNA ve Protein Standartlar:

kDa -

— 200 —|
~ 150 = =——
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Gel ' Blot

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

w 250
s 150
w= 100
- 5
- 50
- 37
- 05
- 20
e 15
- 10

Western blot analizinde kullanilan protein standardi: Odyssey Protein Molecular Weight
Marker (Li-Cor, NE, ABD)
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Ek 8.2°nin Devami. Calismada Kullanilan DNA ve Protein Standartlan
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Southern blot analizinde kullanilan DNA standardi: DNA Molecular Weight Marker 11
DIG-labeled (Roche, Almanya)
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Ek 8.3. Toplam Protein Tayini Standart Grafigi

BSA Standart Grafigi
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Toplam protein tayini i¢in farkli konsantrasyonlardaki BSA standardinin 660 nm
absorbans degerleri ile ¢izilmis standart grafigi
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