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OZET

Gida sanayinde ¢ok amagli bir gida katki maddesi olarak kullanilan jelatinin hammaddesi,
sigir ve domuz gibi hayvanlarin derisi ve kemiklerini i¢ine alan kesimhane yan firiinleridir.
Jelatin elde edilirken kullanilan hayvansal kaynaklarin inang ve kiiltiirel degerlere uygun
olmama ihtimali (6rn; domuz deri ve/veya kemikleri ya da usuliine uygunolarak kesilmemis
herhangi bir hayvana ait kesimhane yan {iriinleri) veya helal olmayan hayvansal kaynaklardan
elde edilme ihtimali tiiketicilerde biiyiik endiseye sebep olmaktadir. Diger taraftan hayvansal
kaynaklardan elde edilen jelatin, hayvanlarda goriilen Spongiform Encephalopathy’lere
(TSEs, Transmissible spongiform encephalopathies) sebep olan etkenlerin kontaminasyonuna
yol agabilmesi gibi saglik acisindan da risk olusturmaktadir. Dolaysiyla gerek saglik ve
gerekse inang hassasiyetlerinin korunmasina katki saglamak amaciyla hayvansal kaynaklar
disinda jelatin elde edilebilecek farkli kaynaklarin gelistirilmesi geregi ortadadir. Son yillarda
daha ¢ok medikal uygulamalarda kullanilmak iizere, hayvansal kaynakli jelatine alternatif
mikrobiyal kollajen ve jelatin iiretimi 6ne g¢ikmistir. Ancak bu alanda yapilan c¢aligmalar
arasinda gida endiistrisinde kullanilmak tiizere jelatin veya kollajen iiretmeye yonelik bir

arastirmaya rastlanmamistir.

Gida sanayinde kaynagi itibari ile giivenilir jelatine duyulan ihtiya¢ g6z Oniinde
bulundurularak yapilan bu arastirma ile hem saglik acisindan risk tagimayan hem de
tiiketicilerin inang degerleri ile ¢elismeyen, mikrobiyal jelatin {iretim yOnteminin sanayi ve
tiiketicilerin kullanimina sunulmasi amaglanmistir. Arastirma kapsaminda sigir (Bos taurus)
kollajen, tip I, alfa 1 (COL1A1), mRNA dizisi iizerinde belirlenmis yaklasik 800 bg’lik
uzunluktaki gen fragmani1 Pichia pastoris (P. pastoris) KM71 maya hiicrelerine
elektroporasyon uygulamasi ile transfer edilmistir. Transformantlar tarafindan hedef gen
bolgelesinin transkripsiyonu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile kontrol edilmis ve hedef
gen fragmani ile ortiisen yaklasik 800 bg¢’lik PCR iiriinii agaroz jelde goriintiilenmistir. Ayni

zamanda PCR iirlinlerinin dogrulugu dizi analizi ile de dogrulanmistir. Analiz sonuglar1 gen



Xi

bankasi veri tabaninda tarandiginda Bos taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1A1), mRNA

dizisi ile eslestigi goriilmiistiir.

Sonug olarak P.pastoris hiicrelerinde kollajen gen fragmentlerinin basari ile transkript
edilebildigi ancak gida sanayi i¢in uygun fonksiyonel rekombinant jelatin eldesi ig¢in bu

alanda daha ¢ok calisma yapilmas1 gerektigi goriilmistiir.

Anahtar kelimeler: Kollajen, Jelatin, Rekombinant jelatin, P. pastoris, Gida katki maddesi
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ABSTRACT

The gelatin that used as a multipurpose food additive in the food industry, is commonly derived
from pig skin, bovine hides and pig and cattle bones. Gelatin is an hidrolized protein that is
obtained from acid or alkalin extracted collagen from animal tissue. Consumers and manufacturers
have some hesitations about animal derivated gelatin usage in food and pharmacology. Because in
Islamic beliefs consuming of products derived from non-halal sources (such as porcine gelatin or
slaughter in non-helal conditions) is certainly forbidden. On the other hand gelatin derived from
animal tissues is a potantional source of transported Spongiform Encephalopathy (TSEs
Transmissible Spongiform Encephalopathies) contaminats, so that it can cause health risks. In order
to contribute to the protection of health and religion precision alternative gelatin sources must be
developed instead of animal derived gelatin. In recent years, especially for medical aplications,
microbial gelatin or collagen production receive attention as an alternative to animal-derived
collagen. Up to the our knowledge there is no study on the production of recombinant gelatin for

food purposes.

Taking into the consideration of reliable gelatin sources need for food industry, this research was
conducted. Thus a microbial gelatin that has no risk on both health and belief considerations,
production method has been developed for consumers and manufacturers. In about 800 bp length
gen fragment of cattle (Bos taurus) collagen, type I, alpha 1 (COL1Al), mRNA sequence was
transfered to Pichia pastoris (P. pastoris) KM71 vyeast strains cells by elecktroporation.
Transcription of these gene fragments checked by polymerase chain reactions (PCR) and about 800
and 1000 bp PCR products were obtained as like targeted gene fragments. Also PCR products
accuracy was checked by sequence analysis. When the analysis results screened on gene bank
database, it was seen that sequence analysis results matches with Bos taurus collagen, type I, alpha

1 (COL1A1) mRNA sequence.

As a result, it was seen that collagen gene fragments can be transcripted in P. pastoris cells
successfully, but there is more research need to achieve optimal functional recombinant gelatin for

the food industry.



xiii

Keywords: Collagen, Gelatin, Rekombinant gelatin, P. pastoris, Food additive
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GIRIS

Kollajen, insan ve hayvan organizmalarinda en ¢ok bulunan proteinlerinden biridir ve toplam
proteinin yaklasik % 60’1 olusturur. Bugiine kadar, 27 farkli tipte kollajen tespit edilmis
olup bunlardan en yaygini daha c¢ok deri, kemik ve tendon gibi dokularda bulunan Tip I
kollajendir. Kollajen genellikle Glisin-X-Y seklindeki peptid tigliilerinden olusur. Buarada X
ve Y herhangi bir aminoasit olabilirse de genellikle X pozisyonunda prolin Y pozisyonuna
hidroksiprolin bulunur.

Jelatin ise sigir ve domuz gibi hayvanlarin derisi ve kemiklerini i¢ine alan kesimhane yan
triinlerinden geleneksel olarak asit veya alkali yolla ekstrakte edilmis kollajenin kismi
hidrolizasyonu ile elde edilmektedir. Pekcok gida iiriinlinde yaygin kullanimi olan jelatinin
elde edildigi kaynagin toplumsal inang¢ ve kiiltiirel degerlere uygun olmama ihtimali (6rn;
domuz deri ve/veya kemikleri ya da usuliine uygun kesilmemis herhangi bir hayvana ait
kesimhane yan firiinleri) veya helal olmayan hayvansal kaynaklardan elde edilme ihtimali
yada BSE (bovine spongiform encephalopathy) basta olmak iizere hayvanlarda goriilen
Spongiform Encephalopathy’lere (TSEs, Transmissible spongiform encephalopathies) sebep
olan etkenlerin kontaminasyonuna yol agabilme ihtimali tiiketicilerde biiyiik endiseye neden
olmaktadir. Bu nedenle gilinlimiizde, gerek saglik ve gerekse inan¢ hassasiyetlerinin
korunmasina katki saglamak amaciyla hayvansal kaynaklar disinda jelatin elde edilebilecek
farkli kaynaklara olan ilgi de giderek artmaktadir. Son yillarda 6zellikle saglik iizerine yol
actig1 riskler nedeniyle daha ¢ok medikal uygulamalarda kullanilmak {izere hayvansal
kaynakli olmayan kollajen ve jelatin iiretimi caligmalar1 dikkat ¢ekmektedir. Bunun igin
cesitli ekspresyon sistemleri kullanilarak o6zellikle insan kollajen gen fragmanlari ekspres
edilmistir. Ekspresyon sistemleri icerisinde en dikkat ¢ekeni ve lizerinde en ¢ok arastirma
yapilani ise rekombinant protein liretiminde pekc¢ok avantaj saglayan Pichia pastoris (P.

pastoris) olmustur.



15

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar, medikal ve farmakolojik uygulamalarda hayvansal kaynakli
jelatin kullamnmindan kaynaklanabilecek alerjik reaksiyonlar veya virus yada prionlar gibi
cesitli kontaminantlarin bulagsmasini engellemek amaciyla yapilmistir ve daha ¢ok mikrobiyal
insan kollajeni veya jelatini liretmeye yoneliktir. Ayrica bu ¢alismalar sanayiye de
kazandirilmis olup mikrobiyal insan kollajeni tiretimi yapan firmalar da mevcuttur. Ancak
yapilan ¢aligsmalar arasinda gida endiistrisinde kullanilabilecek jelatin veya kollajen iiretimine

yonelik herhangi bir uygulamaya rastlanmamastir.

Bu arastirma kapsaminda Bos taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1Al), mRNA dizisi
tizerinde (Accession number: NM_001034039) 2284-3210 bazlar1 yer alan yaklasik 800bg’lik
gen fragmani 6ncelikle E.coli DH5a hiicrelerinde klonlanmis ve daha sonra pPIC9 ekspresyon
vektoriine baglanarak P.pastoris KM71 hiicrelerine transfer edilmis ve maya hiicrelerinde gen

fragmaninin transkripsiyonu saglanmistir.

Boylece calisma ile mensei hakkinda siipheler olan, saflagtirilmasi i¢in uzun ve zahmetli bir
izolasyon siireci gerektiren hayvansal kaynakli jelatine alternatif olarak gida sanayinde
kullanilmak tizere saglik agisindan daha giivenli, inang hassasiyetlerine uygun ve geleneksel
jelatine gore daha kisa ve basit bir izolasyon prosediirii gerektiren mikrobiyal jelatin iiretimine

yonelik bir metod ortaya konulmasi hedeflenmistir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1 Kollajen

Kollajen (collagen) kelimesi kokeni 19.yiizyilla dayanan Fransizca bir terim olup bag dokunun
yapiskan madde iiretmesine isaret eden bir anlam tasimaktadir. Bu tabir yunanca “kola ( xoXXa)”
(yapigskan) kelimesi ve —yevos (dogum) ekinin birlesmesi ile ortaya ¢ikmis bir terimdir. 1865
yillarinda Ingilizce’ye “collagen” olarak adapte olmustur (Van der Rest vd., 1991; Jain vd., 2014).

Kollajen ifadesi genis bir protein ailesini temsil eder. Fibroz bir protein olan kollajen; deri, tendon,
bag, kikirdak, kemik, dis, kan damarlari, vb. gibi ¢esitli bag dokularin en biiyiik bilesenidir.
Hayvanlarda toplam protein igeriginin yaklasik dortte birini teskil eder.

1.1.1 Kollajen Gen Ailesi

Kollajen gen ailesi tiyeleri COL ifadesi ile baslar, bu ifadeyi kollajen tipini ifade eden bir numara,
daha sonra A harfi (alfa zincir i¢in) ve yine a-zinciri belirten bagka bir numara izler. Buna gore
0o2(I) zinciri i¢in gen bolgesi COL1A2 iken al(Il) icin gen bolgesi COL2A1’dir. Bugiine kadar
45°ten fazla gen tarafindan kodlanan kimyasal, genetik ve immiinolojik olarak birbirinden fakli 28
kollajen tipi tamimlanmistir (Abdemami vd., 2011; Bhattacharjee ve Bansal, 2008; Vuorio ve
Crombrugghe, 1990).

Kollajen genleri 5 kb COL1AL1 ile 130kb COL13Al'e kadar genis bir araliga sahiptir ve kendi
mRNA'larindan birkag kez biiytiktiirler. Degisik kollajen genlerinin aksine fibril formdaki
kollajenler genlerinin benzer eksonlart bulunur. Bu genler major {iglii sarmal bdlgesi igin 80-2000
niikleotid uzunlugunda intronlar tarafindan ayrilmig 42 ekson igerir. Cogu ekson 54 b¢'den olusur
ve bozulmamis glisin kodonu ile baglar. Bu organizasyon biiyiik dl¢lide korunmus olup fibrilar
kollajenin tipinden ve tiirlinden bagimsizdir. Ancak fibrilar olmayan kollajen genlerinin
organizasyonu degisiklik gdsterir. Ornegin, tip IV kollajen geni i¢in eksonlar 54 b¢ kuralina uymaz
ve siklikla bir split glisin kodonu ile baslar. Bu kollajende COL4A1, COL4A2, COL4A3-COL4A4
ve COL4A5-COL4A6 genleri bir niikleotid dizisi tarafindan ayrilmis essiz bir oryantasyonda
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diizenlenmistir. Tip IX kollajende ekson araligi 21-400b¢ arasindadir, lokasyonuna ve bulundugu
dokuya bagli olarak tip IX’un kisa bir formunu transkript eden alternative bir promotdre sahiptir.
Tip VI kollajen geni 34 eksondan olusur. Tip X kollajen i¢in diizenleme ise diger kollajenlerden
oldukca farklidir. Bu gende tip X’ un ti¢lii sarmal domain alanin1 kodlayan yalnizca 2136 bg¢’lik bir
ekson igerir (Muorio ve Crombrugghe, 1990; Jain vd., 2014).

1.1.2 Kollajenin Yapisi

1954 yilinda Ramachandran ve Kartha, elyaf kirinim verilerine dayanarak kollajen tiglii heliksi i¢in
bir yap1 ortaya koymustur. Bu yap1 daha sonra “Madras Heliksi” olarak anilmaya baslanmistir.
1955'te bu yap1 Rich, Crick, North ve arkadaslari tarafindan diizenlenmis ve bugiin kabul edilen
ticlli sarmal yap1 ortaya koyulmustur (Jain vd., 2014).

Kollajen biyopolimerin Gly-X-Y seklinde tekrarlayan aminoasit dizilimlerinden olusur. Bu
tekrarlayan tripeptit, “Glisin—X—Prolin” veya “Glisin—X—Hidroksiprolin” seklinde gosterilebilir ki
burada X, herhangi bir amino asit olabilir. Kollajenin yapisindaki amino asitlerin yaklagik %23’
glisin, %24’ prolin ve hidroksiprolin, %20’si alanine ve glutamic asittir (Sekil 1.1). Ayrica
kollajen, triptofan icermeyen bir proteindir (Jain vd., 2014).

Hidroksiprolin | EEG_—_—_——— 1123

prolin NG 13.14
Triptofan | 0.00
Trosin | 0.17
Fenilalanin [N 2.13
Histidin |l 0.57
Arjinin | 7.70
Hidroksilisin i} 0.60
Lisin | 3.77
Metionin | 0.55
Sistin 0.00

Glutamik asit
Aspartik asit

W Yiizde
I © 20
I 576

Treonin - 1.97

Serin N 3.19

isolosin B 133

Losin . 2 90

Valin . > 37

Alanin N 0G0

Glisin | 23 .15

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00

Sekil 1.1. Kollajenin amino asit kompozisyonu, (Jain vd., 2014).
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Kollojen molekiilii birbiri tizerine sarilmis tiglii sarmal goriiniimiinde, a-zincir ad1 verilen ii¢ adet
polipeptid zinciri icermektedir. Baz1 kollajen molekiillerinde ii¢ polipeptid zinciri de 6zdes iken
(homotrimerik kollajen) diger bazilar1 oy, o, Ve ag olarak adlandirilan iki ya da ti¢ farkli a-zincir

icerir (heterotrimerik kollajen).

Kollajen molekiiliiniin tiglii sarmalin1 olusturan a zincirlerinin farkliligina gore degisik kollajen
tipleri olusmus ve bu farkli kollajenler roma rakamlar1 kullanilarak siniflandirilmistir. Tiim kollajen
tipleri a-zinciri belirten bir numara ve daha sonra parantez igerisinde yazilmis bir roma rakam ile

ifade edilir (6rn; al(l), a2(1), al(I1)) (Mouw vd., 2014).

Polipeptit alt birimler olan a-zincirler, bir ortak eksen etrafinda dénerek 3000 A° uzunlugunda ve 15
A° ¢apinda kat1 bir iplik benzeri bir molekiil yapar; bunlar fibrilleri olustururlar; fibriller de agrege
olarak fiberleri olustururlar. Kollajenin yapisini olusturan fibriller ve fiberler, deride ve tendonlarda
birbirine paralel demetler halinde, akcigerlerde diizensiz bir sekilde, korneada ortogonal tabakalar
halinde, kikirdakta gevsek ag yapisinda, kemik ve dislerde kalsiyum fosfat kristallerinin
matrikslerini olusturacak sekilde yerlesirler (Pandav, 2014).

1.2 Jelatin
Jelatin; ligamentler, kemik ve deri gibi hayvansal kaynakli dokulardan asit veya alkali yolla

ekstrakte edilmis kollojenin kismi hidrolizasyonu ile elde edilen, protein yapisinda bir {riindiir
(Schrieber ve Gareis 2007). Jelatin iiretiminde kullanilan en 6nemli kaynaklar domuz derisi (%46),
sigir derisi (%29,4) ve domuz ve sigir kemikleri (%23,1)'dir. Baliktan da jelatin elde edilmektedir,
ancak bu toplam jelatin iretiminin %]1.5'inden daha azdir (Gomez-Guillen vd., 2009). Jelatin
iretimi sirasinda proteinler asit veya alkali banyolarda ve termal On islemlerle ekstrakt
edilmektedir. Jelatin iiretimi kisaca;

1)Kollajen igeren dokularin jelatin iiretimine hazirlanmasi (yikama, kiiciik parcalara bolme,
safsizliklar1 ayirma, seyreltik asit ve/veya alkali ile yikama, yag ve tuzlarin uzaklastirilmasi, kolajen
iceren dokunun belli bir dereceye kadar 6lgiilii bir sekilde parcalanmasi ile jelatin ekstraksiyonuna

hazir hale getirilmesi).
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2) Jelatin ekstraksiyonu (ekstraksiyona hazirlanan dokularin 40 ©°C’nin iizerindeki
sicakliklardaki suda karistirilarak bekletilmesi)

3) Ekstraksiyon ¢ozeltisinin siiziilmesi

4) Deiyonizasyon

5) Sterilizasyon

6) Kurutma

7) Elde edilen kalintinin 6giitiilmesi ve ambalajlanmas1 asamalarindan ibarettir.

Proses sonunda elde edilen kuru materyal jelatin olarak adlandirilmaktadir. Jelatin {iretiminde esas
amag, deri, kemik, tendon gibi dokularda bulunan, suda ¢éziinmeyen kollajenin, hidrolize edilerek
daha kiiciik parcalara boliinmesi, suda ¢oziiniir hale getirilmesi ve en iyi jellesme 6zelliklerine sahip
jelatinin elde edilmesidir. Sekil 1.1’da sematize edildigi {lizere asit ve alkali 6n islemleri ile elde
edilen jelatinler, sirasiyla A tipi ve B tipi jelatin olarak adlandirilir (Schrieber ve Gareis, 2007;
Duconseille vd., 2015).

A tipi jelatin: A tipi jelatin iiretiminde yumusatma islemi seyreltik asit ile yapilmaktadir ve ham
madde olarak genellikle domuz derisi, balik derisi ve bazen de kemikler kullanilmaktadir. Kollajen
pH 4 noktasma kadar asitlendirilir ve daha sonra 50°C'den kaynama noktasina kadar isitilarak
denatiire edilir. Kollajen ¢06ziinebilir hale getirilmis olur. Bu hale gelen kollajen yagindan
arindirilip, filtre edilerek berraklastirilir. Daha sonra vakum evaporasyon ile konsantre edilerek

kurutulur. En son kullanim amacina uygun olarak 6giitiilen jelatin ambalajlanarak hazir hale getirilir

(Francis, 2000).

B tipi jelatin: B tipi jelatin iiretiminde seyreltik asit yerine alkali kullanilmaktadir. Hammadde
olarak da sigir derisi veya yasli hayvanlarin kesimi sirasinda elde edilen kollajen kaynaklari
kullanilabilmektedir. Alkali ile muamelede, kollajen kostik soda veya kire¢leme islemine maruz
kalir. Alkali bilesikler asparajin ve glutamin yan zincirlerini hizli bir sekilde hidrolize ederek
glutamik ve aspartik asite doniistiiriir. Sonugta geleneksel olarak, 4.8 ile 5.2 arasinda bir izoiyonik
noktaya sahip jelatin iiretilir. Ancak, alkali ile muamele siiresi kisaltilirsa (7 giin veya daha az)
izoiyonik noktast 6 gibi yiiksek olan jelatin iiretilmis olur. Alkali ile muameleden sonra, kollajen
alkaliden arindirilir ve son iiriinde arzu edilen jel giiciinii saglayacak pH degerine getirilmek tizere
asit ile muamele edilir. Bu asamadan sonra, A tipi jelatin {iretiminde uygulanan islem basamaklari

aynen uygulanmaktadir (Francis, 2000).
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Asidik mumelmzik muamele
ONH,

CONH,
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pH= 6'91 pH< 4.7-5.41
|

Sekil 1.1. A tipi ve B tipi jelatin eldesi, (Schrieber ve Gareis, 2007).

Alkali proses sirasinda meydana gelen deaminasyon ile glutamin, glutamik asite; asparajin de
aspartik asite doniisiir. Bu nedenle B tipi jelatinde aspartik asit ve glutamik asit oran1 A tipi
jelatindekinden daha yiiksektir (Singh vd., 2002;Singh vd., 2012; Taheri vd., 2009; Zhou vd.,
2006).

1.2.1 Jelatinin Kimyasal Kompozisyonu

1.2.1.1 Jelatinin Kimyasal Yapis1

Kollajenin denature edilmis hali olan jelatinin amino asit kompozisyonu da dogal olarak kollajen ile
ortlismektedir. Ancak, liretim prosesleri dolayisiyla bazi degisiklikler meydana gelir ve jelatin dogal
kollajenden ¢ok daha farkli bir yap1 kazanir. Jelatin eldesi sirasinda gergeklestirilen asit veya alkali
muameleler ve ekstraksiyon asamasinda uygulanan 1s1l islemler neticesinde kollajenin molekiil ici
ve molekiiller aras1 H ve kovalent baglar zayiflar veya yikima ugrar. Boylece kollajenin {i¢lii sarmal
yapist bozulur ve hatta yer yer amino asitler arasinda kopmalar meydana gelir. Bu nedenle
baslangicta iplik seklinde olan kollajen fiberleri yapisini kaybederek adeta bir yumak seklini alir ve
boylece ¢oziiniir 6zellikteki jelatinin ilk yapisi olusur (Haug ve Draget, 2009; Gémez-Guillén vd.,
2011; Djabourov vd., 1993). Bu degisimler neticesinde degisik kompozisyon ve molekiiler

agirliklara sahip o, p ve y olarak adlandirilan farkli polipeptid zincirleri meydana gelir. Iki a
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zincirinin kovalent bagla birbirine baglanmasi ile B zincir; ii¢ o zincirinin birbirine baglanmasiyla
ise y olusur. Kollajen a -zincirlerin iyi tanimlanmig 110 000g/mol molekiiler agirlig1 var iken B ve y
formlar sirayla 200 000 g/mol ve 300 000 g/mol molekiil agirliga sahiptir (Duconseille vd., 2015).
Ayrica serbest haldeki bu zincirler, molekiil agirligit daha kiiciik alt birimlere de
parcalanabilmektedir (Haug ve Draget, 2009). Neticede molekiil agirligi 330 kDa olan kollajen
molekiiliinlin parcalanmasi ile meydana gelen ve molekill agirligi 30 kDa’un {izerinde olan
polipeptidler jelatin olarak adlandirilir (Eyre ve Wu, 2005; Engel ve Bachinger, 2005; Boran ve
Regenstein 2010; Guo vd., 2003).

Jelatin biopolimeri genel olarak protein (%85-92), mineral tuzlar1 ve sudan olusur. Jelatinin amino
asit kompozisyonu agik¢a tanimlanmamustir. Kaynagina baglh olarak amino asit kompozisyonu ve
dizilimi farklilik gostermektedir ancak herzaman bol miktarda glisin, prolin ve hidroksiprolin
icermektedir. Tipik amino asit dizilimi Gly-X-Y seklinde olan jelatinde en ¢ok bulunan amino asit
glisindir. X ve Y ise genelde prolin ve hidroksi prolindir (Sekil 1.7). Kuru jelatin yaklasik %25’ini
olusturan prolin ve hidroksi prolin, jelatinin yapisini stabilize eder (Hafidz vd., 2011; Anonim,

2012; Keenan, 1997).

CH, CHOH
LN %
(I'H;(I‘H; CH,CH,
CH;N—CH NH CH,NH N—CH
e FNL  TNFEN PYMY  of N
CO—NHCO CO CH—CO—NH COCH—CO CcO
k k
Glisin Prolin Y Glisin X Hidroksiprolin

Sekil 1.1. Jelatinin kimyasal konfigiirasyonu (Djabourov vd., 1993).

Jelatinin temel kaynagi olan kemik ve derinin yapisinda dogal olarak proteinlerin yani sira sekerler,
yaglar, kiiciik molekiiller ve iyonlar bulunur. Bu nedenle {iiretim prosesi sirasindaki tim
piirifikasyon asamalarina ragmen jelatin de bu kalintilar1 i¢erir ve bu molekiiller protein fiberleri ile

cesitli interaksiyonlara girerek jelatinin molekiiler yapisina etki ederler
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1.2.2 Jelatinin Fiziksel Ozellikleri

Jelatin, % 8-10 arasinda nem igeren ve asag1 yukari 1.3-1.4 g/cm® yogunluga sahip bir proteindir.
Cams1 yapida, kirilgan gevrek formda, cok agik sar1 renkli bu protein neredeyse tatsiz ve
kokusuzdur. Ekstraksiyon asamasinda maillard reaksiyonu gibi sekerlerle olusan bazi reaksiyonlar

jelatinin rengini ve jel 6zelliklerini degistirebilir.

Jelatin graniilleri soguk suda ¢oziinmez ancak siser, 1sitildiginda ise bu sisen graniiller bir ¢ozelti
olusturacak sekilde suda ¢oziiniir. Sicaklik, pH, kiil igerigi, jelatinin iiretim metodu, termal gecmis
ve konsantrasyon gibi pek c¢ok faktor jelatin ¢ozelitilerinin davranislarini degistirir. Jelatin gliserol
ve propilen glikol gibi polihidrik alkollerin sulu ¢ozeltileri ve asetik asit, trifloro etanol ve
formamid gibi polar yapiya sahip organik c¢oziiciilerde ¢oziinebilir. Ancak primer alkoller ve

dimetilformamid gibi daha az polar organik ¢6ziiciiler i¢inde ¢6ziinmez (Jones, 2004; Haug vd.
2004).

Genel olarak toz ya da yaprak fromda iiretilen jelatin hava gegirmez ortamda uzun siire 6zelligini
koruyabilir. Ancak % 60 nisbi rutubet (RH) degeri ve 45 °C sicakligin lizerinde yavas yavas sisme
yetenegini kaybeder ve ¢oziillir. Cozelti halindeki jelatin amfoterik 6zellige sahiptir. Ayrica yiiksek
pH ve mikrobiyal proteolitik enzimlerin varlig1 jelatin yapisinda degredasyona yol agar. Jelatin
konsantrasyonu % 0,5'in {izerinde olan jelatin ¢dzeltilerinin sicakligr 35-40 °C’ye diisiiriildiigiinde
viskozitenin arttig1 ve ¢ozeltinin jel forma doniistiigii goriiliir. Ortaya ¢ikan jelin sertligi sicaklik,
pH, jelatin konsantrasyonu ve ortamda baska bir jellestirici ajanin varligma gore degisir

(Eysturskar, 2010; Anonim, 2012).

Yapilan arastirmalar jelatinin termal stabilitesi ile prolin ve hidroksiprolin amino asitlerinin miktari
arasinda da bir iliski oldugunu géstermistir. Ornegin soguk su baliklarindan elde edilen jelatin daha
diisiik miktarda prolin ve hidroksiprolin i¢erdigi i¢in 1lik su baliklar1 ve memeli dokularindan elde

edilen jelatine gore daha az jellesme 6zelligine sahiptir (Haug vd., 2004; Haug ve Draget, 2009).

Jelatinin endiistriyel acidan derecelendirilmesinde en Onemli kriter ise jelatinin mekanik
ozelliklerinden biri olan jel giicli/bloom degeridir. Jelatin jelinin analitik 6l¢iisii olarak tanimlanan
bloom degeri ifadesi ilk kez “bloom gelometer” olarak adlandirilan cihaz ile “Yapiskanlar,
Jelatinler ve digerleri i¢in Makine Testi’ni gelistiren Amerikali bilim adami Oscar T. Bloom
tarafindan kullanilmistir. Bloom degeri, standart sicaklik ve basing altinda standart ve termostatli bir
jelin belirli bir uzunluga erigsmesi i¢in yiizeyine basing uygulamak {izere bir pistonun ihtiyag

duydugu gram agirlik olarak tamimlanir (Schrieber ve Gareis, 2007). Ticari jelatinler genelde 50-
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300 bloom araligindadir. Jelatinlerin bloom degerleri, yiiksek bloom degeri (200-300 g), orta bloom
degeri (100-200 g) ve diisiik bloom degeri (50-100 g) olmak {izere ii¢ grup altinda toplanmistir.
Bloom degeri jelatin jelinin elastikiyeti ile alakalidir. Yiiksek bloom degerine sahip jelatinler
genelde yiiksek erime ve jellesme sicakligina; diisiik jellesme siiresine sahiptir, agik renklidir ve
daha dogal tat ve aromaya sahiptirler. pH 4-10 araliginda balik ve memeli jelatinlerinin jel gii¢leri
pH derecesinden oldukca bagimsizdir. Jellesme bu pH araliginin disinda kayda deger bir sekilde
engellenir. Bu durum muhtemelen zincirlerin tekrar birlesme noktalarinin uygun pozisyona gegme
yetenegini inhibe eden elektrostatik gilice neden olan net pozitif veya negatif yiik tasimasindan

kaynaklanmadir (Haug ve Draget, 2009).

1.2.3 Jelatinin Endiistriyel Uygulamalarda Kullanim

Hayvansal bir protein olan jelatin antik ¢aglardan beri kullanilmakta olup ilk olarak M.O. 6000’li
yillarda yapistirict madde amacgh kullanilmistir. 16. yiizyilda ingiltere krali VIII. Henry déneminde
sarayda verilen ziyafet yemeklerinde kullanim1 gida kompozisyonunda kullanimina verilebilecek ilk
orneklerdendir. Zamanla {retimi endiistriyel hale getirilmis ve kullanimi hizla artmistir.
Gilinimiizde gida, fotografcilik, eczacilik, kozmetik ve tip gibi bir¢ok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Schrieber ve Gareis, 2007).

Jelatin, temel fonksiyonlar1 olan sisme ve c¢oziinlirlik disinda pek c¢ok fonksiyonel o6zelligi
sayesinde endiistriyel kullanimlar i¢in vazgeg¢ilmezdir (Schrieber ve Gareis, 2007; Gomez vd.,
2011). Jelatinin teknolojik agidan en 6nemli 6zellikleri iki grup altinda incelenebilir, bunlar;

i) jellesme kabiliyeti ile ilgili olan ozellikler, 6rnegin; jel olusumu, tekStiire etme,
kalinlastirma ve su baglama kapasitesi,

ii) yilizey aktif davramigindan kaynaklanan ozellikler, 6rnegin; emiilsiye etme, kopiik
olusumu ve stabilizasyonu, adhezyon ve kohezyon kuvveti, koruyucu kollaid 6zellikleri
ve film olusturma kapasitesidir.

Bu fonksiyonel 6zelliklerin optimizasyonunda konsantrasyon, pH ve iyonik kuvvet etkilidir (Haug

ve Draget, 2009; Shrieber ve Gareis, 2007; Gomez vd. 2011).

Jelatin essiz fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle bir ¢ok gida maddesinin iiretilmesinde vazgecilmez
bir katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Tablo 1.2.). Isil tersinir jel olusturma ozelligi, kopiik
olusturma ve stabilizasyonu, baglama, emiilsifikasyon ve kontrollii seker kristalizasyonu gibi

fonksiyonlar1 sayesinde 6zellikle sekerleme endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Tablo 1.2. Gida katki maddesi olarak kullanilan jelatinin fonksiyonel 6zellikleri ve bu dzelliklerinden
yararlanmak tizere kullanildig1 gida maddeleri (Kobayashi, 1996).

Fonksiyonel Ozellikleri Kullanim Alam

Jellesme ajani joleli tatlilar, etler, sekerlemeler, et soslar1

Yap1 saglayici (hipping agent)  lokum, koz helvasi, kremalar, sufleler, firin irtinleri vb

Baglama Ajani rulo etler, konserve etler, sekerlemeler, peynirler, siit Giriinleri vb

Koloidal yapiy1 koruyucu sekerlemeler, dondurmalar, buzlandirilan {irinler, donmus tatlilar

Durultma ajani bira, sarap, meyve sulari ve diger

Film olusturucu meyvelerin kaplanmasi, etler

Koyulastirici toz igecekler, et suyu, soslar, ¢corbalar, pudingler, j6leler, suruplar, siit
iiriinleri vb

Islem yardimeist tadlandiricilar, yag, vitamin ve renklendiricilerin
mikroenkapsiilasyonu

Emiilgator corbalar, soslar, tadlandiricilar, et iriinleri, kremalar, sekerlemeler,
siit lirtinleri vb

Stabilizor krem peynirler, ¢ikolatal: siitler, yogurt, buzlandirilan iirtinler,
kremalar, donmus tathilar vb

Yapigma ajani sekerlemeler, et iiriinleri

Kopiirmeyi saglayict sekerlemeler, kremalar, dondurmalar

Kristalizasyonu diizenleyici dondurmalar, buzlu iiriinler, donmus tatlilar

Jelatinin sulu ¢ozeltileri homojen bir gériiniim sergilese de aslinda heterojen yapidadir. Yani jelatin
koloidal ¢ozeltiler olusturan bir hidrokolloiddir. Gida endiistiirisinde farkli amaglarla kullanilan bir
cok hidrokolloid (arap gami, karagenan, ksantan gam, keci boynuzu gami ve guar gam) vardir.
Diger hidrokoloidlerin hepsi karbonhidrat yapisinda iken sadece jelatin protein yapida bir
hidrokoloiddir ve digerlerine kiyasla bir ¢ok listiin 6zellige sahip olmasi nedeniyle kullanimi daha
yaygindir. Ornegin; jelatin diisiik sicakliklarda kolayca eriyebilir ve jellesme sicaklig: ile erime
sicakligl arasindaki fark azdir (Selestina Gorgieva ve Kokol, 2011; Schrieber ve Gareis, 2007;
Djabourov vd., 1993). Jelatin hidrolizatlar1, gida katki maddesi olarak kullaniminin yani sira bira,

sarap ve meyve sularinin berraklagtiritlmasinda da kullanilir (Schrieber ve Gareis, 2007; Haug ve

Draget, 2009).

Tiim bu uygulamalar disinda jelatinin, tripsin, kimotripsin, pepsin, alkalaz, properaz E, pronaz,
kollajenaz, bromelin ve papain gibi sesitli enzimlerle proteolizi neticesinde bazi biyoaktif peptidler
(BAP) de olusmaktadir. Bu peptidler, insan beslenmesi ve eczacilik uygulamalarda jelatinin
onemini daha da artirmaktadir. Ayrica yapilan arastirmalar neticesinde, jelatinden elde edilen
peptidlerin antioksidant ve antihipertansif (kan basincini diisiiren)/ACE (anjiotensin doniistiiriicti

enzim) inhibitdr aktivite, antimikrobiyel Ozellik, mineral baglama kapasitesi, lipid seviyesini
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diistirticii etki ve bagisiklik sistemini diizenleyici aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Gomez

vd., 2011).

1.2.4 Diinyada ve Tiirkiye’de Jelatin Uretimi

GME (Avrupa Jelatin Ureticileri; Gelatine Manufactures of Europe) (2008) verilerine gore
diinyadaki jelatin lretimi yaklasik 326000 tondur. Bunun %@46'dan fazlasi domuz derisinden,
%29.4'i s181r derisinden, %23'0 domuz ya da si8ir kemiklerinden ve %1,5'1 diger kaynaklardan elde
edilmektedir (Sekil 1.9). Domuz jelatininin asidik muamele ile dokudan ekstraksiyonu, sigir
jelatininin alkali muamele ile ekstraksiyonundan daha kisa siirmektedir. Ayrica domuz, sigira oranla
daha kisa siirede yetismekte ve dolayisiyla sigira oranla daha bol miktarda iiretilmektedir. Bu durum
domuz jelatininin iiretim maliyetini diisiirmekte dolayisiyla diinya c¢apinda jelatin hammaddesi

olarak domuz dokularinin kullanimimi diger kaynaklardan daha cazip kilmaktadir (Anon., 2008;

Anon., 2012).

Diinyadaki jelatin iiretiminin yaklasik % 40’1 Bat1 Avrupa tarafindan gergeklestirilmektedir. Bunu
%20’lik oranla Kuzey Amerika, %18 ile Asya ve %17°lik oranla Latin Amerika takip etmektedir
(Sekil 1.3) (Anon., 2012). Avrupa’da hammaddenin %69’u domuz, %10’u sigir derisi ve %19’u ise

cesitli hayvan kemiklerinden temin edilmektedir.

2010 yili verilerine gore iilkemizde yilda yaklasik 5000 ton civarinda jelatin kullanilmakta olup
bunun neredeyse tamami ithal edilmektedir. Jelatin ithalat yaptigimiz baslica iilkeler arasinda
Almanya, Italya, Fransa, Kolombia, Kore, Japonya, Kanada, ABD, Brezilya, Hindistan, Cin,
Pakistan gibi pek cok iilke yer almaktadir. Ulkemizde yerli jelatin iiretimi igin kurulmus tesisler
mevcut ise de kapasiteleri sektor ihtiyacini karsilayabilecek diizeyde degildir (Anon., 2006; Anon.,

2010).
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Yilik Uretim (ton) Hammadde kaynag
W Domuz derisi 117,950
W Sigir derisi 81,650
m Kemik 76,750
Diger 1.950

Yillik Uretim (ton) Bolgesel Uretim Payi

Bati Avrupa 117,800 3
¥ Dogu Avrupa 4,950 %17.8

B Kuzey Amerika 60,500 i

¥ Giliney Amerika 43,050 e, %1332
Asya 49,500 Vo

¥ Diger 2.500

Sekil 1.2. Jelatin Uretiminde Kullamlan Kaynaklar ve Diinyada Yillik Jelatin Uretimi
(Anon,. 2010).

Jelatin kullaniminin en yaygin oldugu sektor yiyecek-igecek sektoriidiir ve 2013 yili itibari ile
diinyadaki jelatin kullaniminin %28’inin bu sektor tarafindan gergeklestirildigi kaydedilmistir.
Yiyecek-icecek sektoriinii ilag ve farmasotik sanayi takip etmekte olup 2020 yili itibari ile ilag

sanayinde kullanilan jelatin miktarinin 124.5 kilo tona ulagsacagi tahmin edilmektedir (Anon., 2014).

1.2.5 Alternatif Jelatin Kaynaklari

Gilinimiizde, saglik agisindan bir takim riskler ve inang degerleri agisindan bazi hassasiyetler
nedeniyle jelatin lretiminde yaygin kullanilan domuz ve sigir dokularina alternatif olacak yeni
kaynak arayislar1 séz konusu olmustur. Zira jelatinin domuz derisinden elde ediliyor olmasi Islam
ve Yahudilik inaniglarma gore kabul edilemez bir durumdur (Karim ve Bhat, 2008). Sigir
dokusundan elde edilen jelatin ise ancak dini gerekliliklere uygun (helal sartlarda) tiretilmesi kosulu
ile tiiketilebilir. Dolayistyla bu gibi hassasiyetlere sahip tiiketicilerin ihtiyaglarini karsilamak adina
alternatif jelatin kaynaklarmin gelistirilmesi, her gecen giin 6nemi giderek artan bir durum haline
gelmistir (Karim ve Bhat, 2008; Cliché vd., 2003; Al-Saidi vd., 2012). Nitekim helal pazar diinyada
en karli ve etkili piyasa arenalarindan biri olarak dikkat ¢ekmektedir. Kiiresel ticarette helal gida
pazarmin 80 milyon dolarlik bir payr bulunmakta ve gida-tarim iirtinleri toplam ticaretin %12'sini
olusturmaktadir. 2025 yili itibariyle diinyadaki miisliiman popiilasyonunun %30'lara ulasacagi ve
halal gida pazarinin diinya ticaretinin %20'sini olusturacagi tahmin edilmektedir (Anon., 2007).

Helal {iriin talep eden tiiketici populasyonundaki artis ve bu tiiketici grubunun gelir seviyesindeki
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kayda deger yiikselme bu oranin giderek artacagini gostermektedir. Ayrica jelatin alternatifleri
Hindu ve vejataryan tiiketici gruplarinin da ilgisini ¢ekmektedir. Dolayisiyla alternatif jelatin

sektoriinlin giin gegtikge 6nem kazanan ve biiyiiyen bir pazar oldugu agik¢a ortadadir.

Dini hassasiyetlerin yani sira saglik acisindan da bazi riskler olusturmasi nedeni ile hayvansal
kaynakli jelatin, tiiketicilerde ciddi endiselere yol agmaktadir. Bir mezbaha yan iiriinii olan jelatine
hayvanlarda ve insanlarda goriilen, prion hastaliklar1 da denilen  “bulasabilir siingerimsi
ensefalopatiler” (Transmissible Spongiform Encephalopathy-TSE)’in ve viriislerin kontaminasyonu
oldukca muhtemeldir. Bilindigi {izere ilk kez 1985 yilinda Ingiltere’de ortaya ¢ikan BSE (mad cow
disease=delid dana hastalig1) ve 1995-1996 yillarinda yine Ingilterede 10 kisinin 6liimiine yol acan
yeni varyant Creutzfeldt-Jacob Hastaligi (new variant Creutzfeldte-Jacob Disease - nvCJD)
giinimiizde halen ciddi endiseler uyandiran bulasici hastaliklardir. Jelatin iiretimi sirasinda
kontaminantlarin yok edebilecegi diistiniilse de bu konuda siirli sayida ¢alisma mevcuttur (Karim
ve Bhat, 2008; Grobben vd., 2004).

Dolayisiyla gerek dini hassasiyetler gerekse jelatinin saglik agisindan gilivenilirligi konusunda
duyulan endiselerin ortadan kaldirilmasi adina alternatif jelatin kaynaklarina olan ilgi giderek

artmaktadir.

Cesitli su iiriinleri ve kiimes hayvanlarindan elde edilen dokular ile jelatin iiretilmesi, son yillarda
dikkat ceken alternatif iiretimler arasindadir. Fletosu disinda baligin pullari, derisi kafasi ve
kilgiklarin1 igeren tiim yan iirlinler jelatin iiretiminde kullanilabilmektedir. Kiimes hayvanlari
icerisinde ise en ¢ok tavuk ve oOrdek derisi, bacaklar1 ve et kalintilar1 hammadde olarak
kullanilmigtir. Su iirtinleri ve kiimes hayvanlarina ait yan {iriinlerin jelatin iiretiminde alternatif bir
hammadde olarak dikkat ¢ekse de bu hammaddelerin sinirli sayida iiretiliyor olmasi fiyat agisindan
memeli dokularindan elde edilen jelatin ile rekabeti zorlastirmaktadir (Karim ve Bhat, 2009).
Ayrica tavuk jelatininde Avian influenza virlisii ya da kus gribi kontaminantlarin bulunma riski

saglik acgisindan endise olusturmaktadir (Anon., 2011).

Son yillarda 6nemi giderek artan ve lizerinde pek ¢ok arastima yapilan rekombinant jelatin de
onemli bir alternatif olarak dikkat ¢cekmektedir. Yapilan ¢aligmalarda rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak insan ya da hayvana ait kollajen gen fragmanler: transfekte memeli hiicreleri, bocek
hiicreleri, mayalar (Saccharomyces, Hansenula, Pichia vb.), E. coli, transgenik tiitiin, misir gibi

farkli ekspresyon sistemlerinde ifade edilerek rekombinant jelatin elde edilebilecegi goriilmiistiir.
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Bu sayede hayvan ya da insan kollajen gen bolgeleri ¢esitli teknolojik ihtiyaglarin karsilanmasina
yonelik arzulanan 6zelliklerde ve spesifik molekiil agirliklarina sahip yiiksek kalitede, giivenli ve
daha kisa prosediirlerle jelatin liretimi gergeklestirilebilecegi goriilmiistiir. Bir biyoteknolojik tiriin
olan rekombinant jelatin virus, prion gibi kantaminantlar1 igermeyecegi i¢in saglik acisindan da
daha giivenli bulunmustur (Olsen vd., 2003b). Ayrica her nekadar domuz ya da sigir deri dokusu tip
I kollajence zengin ise de, geleneksel yontemle kollajen eldesinde son {iriin degisen miktarlarda tip
III ve diger kollajen tiplerini de igerir ve bunlarin birbirinden ayrilmasi yiiksek maliyetli bir ticari
proses gerektirir (Baez vd., 2005). Oysa rekombinant teknoloji ile istenilen 6zellikte ve saf halde
kollajen/jelatin elde etmek miimkiindiir. Bu nedenle artik piyasada ticari rekombinant jelatin
bulunmakta ve tibbi uygulamalarda 6zellikle sert ve yumusak doku tamirinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Pannone vd., 2007; Gorgieva ve Kokol 2011). Bugiine kadar yapilan ¢aligsmalar
daha cok medikal ve farmakolojik uygulamalarda hayvansal kaynakli jelatin kullanimindan
kaynaklanabilecek alerjik reaksiyonlar veya virus yada prionlar gibi ¢esitli kontaminantlarin
bulagmasin1 engellemek amaciyla yapilmis olup genelde mikrobiyal insan kollajeni veya jelatini
iiretmeye yoneliktir. Ayrica bu ¢alismalar sanayiye de kazandirilmis olup mikrobiyal insan kollajeni
{iretimi yapan firmalar mevcuttur. Ornegin ABD menseili “Fibrogen” firmasi bu alanda faaliyet

gosteren Onde gelen firmalardandir.

Memeli ve bocek hiicrelerinde ekspresyon seviyesinin diisiik olmast bu ekspreyon sistemlerinin
ticari iretim amaglh kullanimlarimi smirlamaktadir. Ayrica memeli hiicrelerinin hiicre kiiltiir
maliyetleri E. coli ve maya hiicrelerinin fermentasyon maliyetinden 5-10 kat daha yiiksektir.
Calismalar maya ekspresyon sistemlerinin kollajen iiretimi i¢in ideal oldugunu gostermistir. Maya
ekspresyon sistemleri igerisinde ise P. pastoris sistemlerinin mikrobiyal protein eldesinde
kullaniminin ¢ok yonlii ve avantajli sistemler oldugunu ortaya koyulmustur (Datar vd., 1993; Béez

vd., 2005).

1.3 Rekombinant Protein Uretimi
Genetik rekombinasyon olaylarinin yapay olarak gergeklestirilmesi temeline dayanan ve

giinlimiizde hizla ilerlemekte olan rekombinant DNA teknolojisi, sayesinde ¢esitli amacglara uygun
proteinlerin Uretilmesi miimkiindiir. Bu teknolojide izlenecek yol haritasi kisaca; istenilen bir
iriinlin (veya proteinin) sentezini kodlayan genin ait oldugu hiicre (prokaryotik veya Okaryotik)
genomundan (veya kromozomundan) oOzel yoOntemlerle (genellikle, restriksiyon endonukleaz
enzimleri ile) kesilerek ¢ikarilmasi, bunun bir tasiyict (vektdor) DNA'st ile birlestirilerek konak
(alic1) bir hiicreye (prokaryotik veya okaryotik) transfer edilmesi, bu konak hiicrede genin

ekspresyonunun saglanmasidir. Bu islem asamalar1 asagida kisaca anlatilmistir.



29

1.3.1 Hedeflenen Genin Tespit Edilmesi ve Saflastirilmasi
Rekombinant DNA teknolojisinde istenilen bir {iriiniin sentezini kodlayan genin ait oldugu hiicre

genomundan (veya kromozomundan) farkli yontemlerle elde edilmesi miimkiindiir.

A-Hedef genin bulundugu kromozom uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleri vasitasiyla
kesilir; Restriksiyon endoniikleaz (RE)’lar, kisa DNA dizilimlerini 6zgiil olarak taniyan ve bu
dizilimler igindeki spesifik bolgelerden DNA’y1 kesen enzimlerdir. Cift zincirli (ds) DNA zinciri
tizerindeki 4, 6 ve 8 niikleotidden olusan ve ¢ogunlukla genomda iki yonlii simetri olusturan
“polindromik™ (tersten ve diizden okunusu karsilikli her iki iplikte de ayn1 olan) bolgelerdeki baz

dizilerini tany1p, keserler.

RE’lar prokaryotlarda bulunur, Okaryotlarda bulunmaz. Aslinda bu enzimlerin esas biyolojik
fonksiyonu, bakteriyel savunma mekanizmasinda rol almaktir. Bakteriye giren yabanct DNA’lar1 da
kesebildiklerinden, intraseliiler bakteriyel patojenleri inaktive edebilmekte ve bakteriyi viriislerden
ve yabanct DNA’lardan korumaktadirlar. RE’lar ilk olarak 1968’de Wilkox vd., tarafindan
Haemmophillus influenza bakterisinden izole edilmis olup, ilk izole edilen enzim Hind |
“dir. Mikroorganizmalar kendi RE’larinin kendi DNA’larin1 kesmemesi i¢in metilasyon gibi ¢esitli

modifikasyonlar kullanmaktadirlar.

RE’lar DNA’daki biiyiik oluklara tutunur ve bu boélgedeki tanima dizisinden DNA ¢ift zincirine
baglanir. DNA’nin kesilmesi, tanima dizisindeki 06zgiil tanima bdlgelerinden olur. Enzimin

ozelligine gore ya yapiskan ya da kiit uglu DNA iiriinleri olusur (Sekil 1.4) (Birben, 2007).

Lo : ™, r/L\ J \
/ J
v - v | -
“GAATTC- ~-CCCGGOr
CTTAAG GGGCCC
A A
EcoRl enzimi igin Smal enzimi igin
kesim dizist kesim dizisi
Y Y
AATTC - GGG -
G (r - - CCC CCC -
CTTAA GGG
Yapiskan uglar Kit uclar

Sekil 1.3. DNA zincirinin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmesi.
a: Yapiskan uclu kesim, b: Kiit u¢lu kesim (Birben, 2007)
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RE’ lerin isimlendirmesinde ise dnce enzimin elde edildigi bakteri cinsinin ilk harfi, daha sonra
bakteri tiiriiniin ilk iki harfi ve son olarak da soya ait bir harf ile ilk izolasyondan baglayarak Romen
rakami ile enzimin izolasyon siras1 belirtilir.

Ornegin EcoRI enzimi igin;

E = cins (Escherichia)

co = tiir (coli)

R =sus (RY 13)

I = Bu mikroorganizmadan izole edilen ilk RE oldugunu belirtir.

B- Hedef genin cDNA sentezi ile elde edilmesi: Bunun i¢in hiicrelerden klonlanmasi amaglanan
genin transkripsiyon {iriiniinii de igeren RNA saflagtirilir. Daha sonra ters (revers) transkriptaz
enzimiyle bu RNA molekiillerinin tamamlayicis1 olan DNA kopyalar1 ¢ikarilir. Meydana gelen
RNA/DNA melezinin RNA kismi enzimin riboniikleaz H aktivitesiyle hidroliz edilip yok edilir,
daha sonra DNA polimeraz aktivitesiyle cDNA ¢ift zincirli hale getirilir. Bu yontem 6zellikle fazla
miktarda DNA iceren karmasik gen yapisit gosteren ve ¢ogu geninde intron bulunan dSkaryotik

canlilardan gen izolasyonu i¢in kullanilmaktadir.

C- Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile hedef genin eldesi: 1986 yilinda gelistirilen PCR
yontemi DNA molekiillerindeki istenilen gen bolgesinin in-vitro kosullarda ¢ogaltilmasina olanak
verir. Genomdan se¢ilen kii¢iik miktardaki bir gen bdlgesinin bile milyonlarca kopyasi bu yontemle

olusturulabilmektedir (Mullis, 1990).

1.3.2 Saflastirilan Hedef Genin Klonlama ve/veya Ekspresyon Vektériine Baglanmasi
Rekombinant DNA teknolojisinde saflastirilan hedef gen bélgesi uygun bir vektoére baglanmak

suretiyle konak hiicreye aktarilir. Bunun i¢in tasiyic1 vektér ve hedef DNA restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullanilarak ayri ayri kesilir ve ardindan ligaz enzimi bulunan ortamda

birbirleri ile birlesmeleri saglanir.

Vektorler kolayca manipulasyona ugratilabilen, bagimsiz replikasyon yetenegine sahip kromozom
dis1 ¢ift zincirli halkasal veya siiper sarmalli DNA molekiilleridir. rDNA teknolojisinde kullanilacak
vektoriin sahip olmas1 gereken baslica 6zellikler hedef genin vektore sokulmasini saglayacak uygun
kesim bolgelerini icermesi, rekombinant molekiiliin tanimlanmas1 ve kolayca geri kazanilmasi i¢in
uygun mekanizmaya sahip olmasidir. tDNA teknolojisinde kullanilan vektorler klonlama ve

ekspresyon vektorleri olarak gruplandirilabilir. Eger DNA fragmaninin ¢ogaltilmast i¢in
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kullaniliyorsa klonlama vektorii, DNA fragmanmin kodladigi proteinin ifade edilmesi ig¢in

kullaniliyorsa ekspresyon vektorii olarak adlandirilirlar.

Klonlamada kullanilan vektorler, cogu durumda halkasal yapiya sahip bir plazmid vektordiir.
Plazmidler, 4-400 kilobaz (kb) biiyiikliigiinde olabilirler ve genellikle 10kb’a kadar insert DNA
tastyabilirler. Plazmid vektorlerde, bir replikasyon orjini (ori), antibiyotik direng genleri (marker
gen), restriksiyon enzimlerinin tanima dizilerini igeren bir polylinker bolge (bircok farkl
restriksiyon enziminin kesim dizilerinin bir arada bulundugu bodlge) bulunmalidir. Bakteriyel
plazmidler disinda Ti plazmidler, bakteriyofajlar, kozmidler, maya yapay kromozomlart (Yeast
artificial chromosomes (YACs), bakteri yapay kromozomlar1 (Bacterial artificial chromosomes

(BACG:s) ) da klonlama vektorii olarak kullanilirlar.

Bu arastirma kapsaminda kullanilan pCR™2.1 klonlama vektorii (Sekil 1.5) in vitro kosullarda
RNA transkripsiyonu ve dizilemesi i¢in T7 promotor, insert genin kolayca kesip ¢ikarilmasi i¢in
EcoR I tanima dizileri, sekans analizinde kullanilmak tizere M13 ileri ve geri primer dizileri
icermektedir. Vektor lizerinde yer alan kanamisin direng genleri ve ampisilin diren¢ genleri normal
sartlarda antibiyotiklere karsi hassas olan konakg¢i hiicrenin igerisine plazmid vektor transfer
edildikten sonra s6z konusu antibiyotiklere diren¢ kazanmasini saglar. Boylece bu antibiyotikleri
iceren segici besiyeri ortamlarinda transformantlarin tespit edilmesi miimkiin olur. Ayrica pCR 2.1
vektorii B-galaktozidaz enzimi sentezinden sorumlu bir LacZa geni (laktoz operonu) igerir. B-

galaktozidaz enzimi bir disakkarit olan laktozu, galaktoz ve glukoza katabolize eder.
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lacZa ATG
M13 Geri Primer | Hind Il Kp{nl Sacll ?anHl S;ivel

|
CAG GAA ACA GCT ATG Aglc ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG/[GTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstI Ect])RI EcoR |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT PCR Uriinii [JA GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG ccG ALY TT CGG CTT AAG ACG
Aval
PaeR7 |
EcoRV BsiX | Not | Xho | Nsil Xba | Apal

| Il |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG COG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT
GGG ATA

TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGI AGA TCT CCC GGG TTA AGC

T7 Promotor M13 ileri Primer

AGT GAG TCG TAT TA CAAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA C|AACGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT G|TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

ierik Baz araligi
LacZa geni 1-545
M13 geri primer bélgesi 205-221
T7 promotér bélge 362-381
M13 ileri primer bélgesi 389-404
f1 orijin 546-983
Kanamisin diren¢ ORF 1317-2111
Ampisilin direng ORF 2129-2989
pUC orijin 3134-3807

Sekil 1.5. pCR®2.1 klonlama vektorii haritasi (Invitrogen, 2004).

Transforme  hiicreler  segilirken  kullanilan  besiyerine  antibiyotik  diginda  IPTG
(isopropylthiogalactoside) ve X-gal (5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galactopyranoside) eklenir.
IPTG, B-galactosidase geni i¢in bir uyaricidir yani eger ortamda IPTG varsa enzim sentezlenir. X-
gal ise laktoz analogu olarak kullanilan ve -galaktozidaz enzimi tarafindan pargalandiginda mavi
renk olusumuna yol agan renksiz, kromojen bir maddedir. Transforme olmayan hiicreler antibiyotik
direnci icermediklerinden dolay1 antibiyotikli besiyerinde hayatta kalamazlar. Plazmid iceren fakat
ilgilenilen geni icermeyen plazmidi bulunduran hiicreler antibiyotik direncine sahiptir. Bu ylizden
antibiyotikli besiyerinde hayatta kalirlar. Fakat ¢oklu klonlama bdlgelerindeki LacZ geninin
biitiinliigli bozulmadig: i¢in ortamda bulunan X-gal maddesini pargalar ve mavi renk agiga cikar.
Fakat ilgilenilen geni igeren plazmid DNA’daki LacZ gen biitiinligi bozuldugu igin X-gal
maddesini parcalayacak enzim sentezlenmez ve boylelikle hiicreler mavi renk olusturmaz, beyaz
renkli kalirlar. Ayrica pCR™2.1 klonlama vektorii 3' deoksitimidin (T) rezidiisii bulunduran lineer
bir klonlama vektorii olup hedef PCR iirlinii vektore baglandiktan sonra plazmid halini almaktadir.
Bilindigi gibi Taq polimerazin, PCR fiirlinlerinin 3' ucuna kaliptan bagimsiz olarak tek bir

deoksiadenozin (A) ekleme aktivitesi vardir. Bdylece PCR driini DNA ligaz enzimi
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katalizorliigiinde bu deoksiadenozin (A) ucundan pCR2.1 lineer klonlama vektoriiniin 3' ucunda yer

alan tek bir 3' deoksitimidin (T) rezidiisiine baglanir (Sekil 1.6).

Sekil 1.6. PCR iiriiniiniin pCR®2.1 klonlama vektériine baglanmasi (Invitrogen, 2004).

Klonlama vektorlerinin genel ozelliklerine sahip olan ekspresyon vektorleri ise klonlama
vektorlerinden farkli olarak bir promotér ve terminatdr bolge ve bir poliadenilasyon bdolgesi
icermelidir. Protein ekspresyonu caligmalarinda hedef genin kopya sayisinin artirilmasini saglayan
birgok ticari Pichia ekspresyon vektorii bulunmaktadir. Sekil 1.7°de goriilen pPIC9 ekspresyon
vektori metanolle indiiklenebilir ekspresyonlarda, ekspres edilen proteinin hiicre digina

salgilanmasini saglayan bir P. pastoris HIS4 vektoriidiir.

icerik Baz araligi _
5” AOX1 promotor fragmam 1-948 g E E Eé
5” AOXI1 primer bolgesi 855-875
a-faktor salgilama sinyali [S] 949-1215
a-faktor primer bolgesi 1152-1172
Coklu klonlama bolgesi 1192-1241
3’ AOXI1 primer bolgesi 1327-1347
3’ AOX1 transkripsiyon terminasyonu [TT]  1253-1586
HIS4 ORF 4514-1980
3’ AOXI fragmani 4870-5626
pBR322 orijini 6708-6034
Ampisilin direng geni 7713-6853

Sekil 1.74. pPIC9 ekspresyon vektorii haritasi (Invitrogen, 2010).

Vektor lizerindeki ¢oklu klonlama bolgesi sayesinde hedef genin ¢oklu kopyalari tek bir vektorde

klonlanabilir. Ayrica bu vektor, yiiksek seviyede indiiklenebilir ekspresyon saglayan AOX1
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promotori, pozitif transformantlarin kolayca secilmesini saglayan HIS4 geni ve Pichia konakg1

genomuna hedef genin entegrasyonunu saglayan 3°’AOX1 gen bolgesi icermektedir.

1.3.3 Rekombinant Protein Uretiminde Kullamlan Konak Hiicreler
Yabanci bir genin klonlanmak ya da ekspres edilmek iizere hiicreye taginmasi i¢in birgok yol ve bu

amacla kullanilan bir ¢ok konakg¢r hiicre vardir. Rekombinant protein liretiminde yaygin olarak
kullanilan protein ekspresyon sistemleri bakteriler, mayalar, baculovirus/bocekler ve memeli
hiicrelerinden olusur. Ayrica son yillarda Myceliophthora thermophila gibi ticari olarak &nemli

filamentli kiifler de ekspresyon sistemleri igerisinde yer almaktadir (Tablo 1.3).

Genel olarak 30kDa’dan kiigiik proteinler prokaryotik sistemlerde ekspres edilirken 100kDa’dan
biiyiik proteinlerin ekspresyonu i¢in Okaryotik sistemler tercih edilir. Bakteriyal sistemler, basit
hiicre yapisina sahip olmalari, kisa jenerasyon siireleri ve diisiik maliyetlerle yiiksek miktarda iiriin
eldesi sagladigi icin tercih edilirken tek hiicreli mayalar kolayca manipule edilebildikleri, biiyiik ve
kompleks proteinlerin tiretimine uygun olduklar1 ve kiiltiir ortaminda en az bakteriler kadar hizli ve

yogun gelisebildikleri i¢in avantajli goriilmektedirler.

Tablo 1.3. Rekombinant protein iiretiminde yaygin kullanilan konakg1 hiicreler (Sodoyer, 2004)

Escherichia coli
Bakteriyal sistemler Corynebacterium
Pseudomonas fluorescens

Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris
Ipliksi mantarlar
Bakuloviriis enfekte hiicreler
Okaryotik sistemler Bocek hiicreleri
Leishmania
Bitki sistemleri

Memeli sistemleri

Gram negatif bir bakteri olan E. coli rekombinant protein liretiminde en yaygin kullanilan bakteriyal
sistemdir. E. coli’nin kiiltiir ortaminda hizli gelisiyor olmasi, diigiikk maliyetli substratlarla kisa
stirede yiiksek hiicre yogunluklarina ulagmasi, kolayca manipule edilebilmesi ve fizyoloji ve
metabolizmasiin ¢ok iyi biliniyor olmasi rekombinant protein iiretiminde tercih edilmesinin asil
sebepleridir. Ancak bakterilerin ilkel immiin sistemleri nedeniyle heterolog proteinler proteolize
ugratilir. Giiniimiizde bu problemin {istesinden gelmek i¢in proteaz iiretmeyen mutantlar
olusturulmustur. Ancak buna ragmen bu mutantlarda stabil kalamayan ve proteolize ugrayan pek

¢ok protein tespit edilmistir. Ayrica bazi proteinler E. coli i¢in son derece toksiktir. Bu nedenle
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cogu durumda heterolog genlerin indiiklenmesinden kisa siire sonra protein sentezi durur (Sodoyer,

2004; Terpe, 2006).

Giiniimiizde kullanilan E. coli’nin tiim yaygin laboratuvar suslar1 K-12 ve B olarak adlandirilan iki
ayr1 izolattan elde edilmistir. 1920'de bir hastadan izole edilmis olan K-12'den tiiretilen DH5a ve
DHI10b (TOP10 olarak da adlandirilir) alt suslar1 ise rekombinant DNA teknolojisinde oldukca
yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.3.3.1 Konak Hiicre Pichia pastoris (P. pastoris)
Mayalar, endiistriyel rekombinant protein iiretimi igin olduk¢a yaygmn kullanilan konake1

hiicrelerdir. Bir ekspresyon sistemi olarak mayalarin kullanimi 1980°li yillara dayanmakta olup
rekombinant protein iretiminde ilk kullanilan maya hiicresi zayif ekspresyon giiciine sahip
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) olmustur. Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Pichia
methanolica, Kluyveromyces lactis, Arxula adeninivorans ve Yarrowia lipolytica diger dikkat ¢eken
maya ekspresyon sistemleri arasinda yer alsa da bunlar arasinda bir¢cok olumlu 6zelligi nedeniyle en
¢ok kullanilan ekspresyon sistemi P. pastoris olmustur (Celik ve Calik, 2012; Gellissen, 2005;
Ausubel vd., 2001; Romanos vd., 1992).

P. pastoris tek hiicreli bir mikroorganizmadir ve bu nedenle tipki bakteriler gibi kiiltiir ortaminda
hizl1 gelisir ve manipule edilmesi pahali degildir. Ancak bakterilerin aksine mayalar dkaryottur ve
insan da dahil diger gelismis Okaryotlar ile benzer hiicre i¢i yapiya sahiptirler (Qu H., 2014). P.
pastoris GRAS (Genellikle Giivenli Olarak Kabul Edilen; Generally Regarded as Safe) statiisiinde
olmamasina ragmen, P. pastoris'te iiretilen bir enzim preparatinin GRAS statiisiinde oldugu FDA (

Gida ve Ilag idaresi; Food and Drug Administration) tarafindan kabul edilmistir (Anon., 2006).

Bir Okaryot olarak P. pastoris protein prosesleme, protein katlama ve posttranslasyonal
modifikasyon gibi bir¢ok avantaj saglayan bir okaryotik ekspresyon sistemidir. P. pastoris’i diger
ekspresyon sistemlerine gore daha basarili kilan iki faktor vardir. Bu faktorlerden ilki, ekmek
mayasi S.cerevisiae ve diger pekgok maya tiiriiniin aksine sekerleri veya diger karbon kaynaklarini
fermente etmek yerine daha ¢ok oksijenli solunumu tercih etmesidir. Bunun yamisira kiiltiir
ortaminda kayda deger miktarda toksik fermentasyon iiriinii ve etanol olusturmamasi onun yiiksek
hiicre yogunluguna ulagmasini kolaylastirir. Rekombinant protein prosesinin hacimsel verimliligi
genel olarak gelisen biyokiitle ile orantilidir. Dolayisiyla P. pastorisin ¢ok yiiksek hiicre
yogunluguna ulagmasi rekombinant protein liretiminde tercih edilmesinin en 6nemli nedenidir.

Diger faktor ise yegane karbon ve enerji kaynagi olarak metanolii kullanabilme kabiliyetidir.
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Metanolde gelisme bir grup O6zel metabolik enzimin indiiksiyonunu gerektirmektedir. Bu
enzimlerden ikisi alkol oksidaz (AOX) ve dihidroksi aseton sentazdir (DHAS)’dir (Jahid, 2003;
Cregg, 2008; Qu, 2014). Heterolog genlerin ekspresyonu etkili ve siki bir sekilde diizenlenmis
AOX promotorii tarafindan yiriitiiliir. Bu promotor glukoz, gliserol ya da diger karbon
kaynaklarinda gelisen hiicrelerde yliksek seviyede baskilanir fakat metanol bulunan ortamda
kuvvetlice indiiklenir. Bu hassas regiilasyon sayesinde P. pastoris hiicreleri gliserol bulunan kiiltiir
ortaminda gelistirilir ve ardindan hiicreler indiiksiyonun gerceklesecegi metanol igeren kiiltiir
ortamina alinir. Her nekadar bazi rekombinant proteinler hiicre iginde iiretilse de P. pastoris’in
iirettigi rekombinant proteini kiiltiir ortamina salgilama kabiliyeti de vardir (Jahid, 2003; Krainer
vd., 2012). Ayrica lineer vektorler P. pastoris genomuna kolayca entegre edilebilir ve stabil

transformantlar meydana getirilebilir.

1.3.3.1.1 P. pastoris’in Metanol Metabolizmasi
P. pastoris, metanolii metabolize edebilen dort farkli cins mayaya ait 12 maya tiiriinden biridir.

Pichia disinda bu 6zellige sahip diger maya cinsleri Candida, Hansenula ve Torulopsis’tir. Metanol
metabolizmasindaki ilk basamak metanoliin alkol oksidaz (AOX) enzimi tarafindan, molekiiler
oksijen kullanilarak metanoliin formaldehite oksitlenmesi ve buarada hidrojen peroksitin agiga
¢ikmasidir. Hidrojen peroksitin toksisitesini engellemek i¢in metanol metabolizmasinin bu asamasi
peroksizom adi verilen, toksini hiicreden atan 6zel bir organelde gerceklesir. Alkol oksidazin
oksijen afinitesi diisiiktlir ve Pichia fazla miktarda enzim iireterek bu durumu telafi eder (Sekil 1.8)

(Invitrogen, 2010; Celebi, 2009; Balamurugan vd., 2007).

P. pastoris’te AOX’1 kodlayan AOX1 ve AOX2 olmak iizere iki farkli gen vardir. Fakat hiicrede
alkol oksizdaz aktivitesinden daha ¢ok AOX1 geni sorumludur. AOX1 geninin yiiksek seviyede
ekspresyonu metanol tarafindan sikica diizenlenir ve indiiklenir. Bu nedenle P. pastoris ekspresyon

vektorleri metanol ile indiiklenen alkol oksidaz (AOX) promotoru igerir (Celebi, 2009; Balamurugan

vd., 2007).
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Sekil 1.5. P. pastoris metanol metabolizmasi: 1)Alkol oksidaz, 2) Katalaz, 3)Formaldehit
dehidrogenaz, 4)Formatdehidrogenaz, 5) Dihidroksiasetonsentaz, 6) Dihidroksikinaz, 7) Fruktoz
1,6 bifosfat aklolaz, 8) Fruktoz 1,6 bifosfataz (Krainer, 2012).

1980’11 yillarda arastirmacilar tarafindan P. pastoris’e ait alkol oksidaz enzimini kodlayan AOX1
geninin ve promotoriiniin saflagtirilmasinin ardindan P. pastoris’in genetik manipiilasyonunu
saglayacak vektorler, suslar ve metodlar gelistirilmistir. AOX un oksijen hassasiyeti ¢cok diisiiktiir
ve hiicre ¢ok miktarda enzim {ireterek bunu telafi eder. Bu nedenle metanol ile regiile edilen kiiltiir
ortamlarinda AOX1 geni yliksek seviyede ekspres edilir. Bu hassas regiilasyonun en biiyiik avantaji,
baski altindaki kiiltlir ortamlarinda gelistirildiginde, hiicre i¢in toksik etkiye sahip tirtinleri kodlayan
genlerin ekspresyonunun gergeklesmedigi suslarin se¢ilmesini saglamaktir (Jahid, 2003). Bu sayede
bircok rekombinant protein AOX promotorii esliginde P. pastoris hiicresinde litrede milligram

seviyesinden gram seviyesine kadar degisik oranlarda basariyla tiretilebilir.

Kiiltiir ortaminda metanoliin kullaniminin uygun olmadigi durumlarda kullanilabilecek GAP
(gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz) promotorii ve karbon kaynagi olarak metanol ya da nitrojen
kaynagi olarak metilaminin kullanildig: kiiltiir ortamlarinda indiiklenen FLD1 (formaldehid

dehidrojenaz) promotorleri ise P. pastoris’in alternatif promotorleridir.

1.3.3.1.2 Heterolog Proteinlerin Salgilanmasi
P. pastoris tarafindan heterolog proteinler hiicre i¢i veya kiiltiir ortaminda ekspres edilebilir. P.

pastoris endojen proteinleri ¢ok diisiik seviyede salgilayabildigi ve bulundugu kiiltiir ortaminda
ilave proteinler icermedigi i¢in salgilanmig bir heterolog protein kiiltiir ortamindaki toplam
proteinin biiyilk ¢ogunlugunu olusturur. Bu nedenle salgilanan hiicresel protein kitlesinden
rekombinant proteinlerin ayrilmasi islemi olduk¢a kolay olmaktadir (Celebi, 2009; Balamurugan

vd., 2007).
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1.3.3.1.3 P. pastoris’in En Yaygin Kullanilan Ekspresyon Suslari
P. pastoris’in tiim ekspresyon suslari, NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research Laboratories,

Peoria, Ill.)’den tiiretilmistir (Tablo 1.4). Metanolii kullanma yetenekleri farkli olan P. pastoris
suslar1 bu ozellikleri dikkate alindiginda Mut+ (metanolu kullanan fenotip; AOX1 ve AOX2
saglam), Mut® (metanolu yavas kullanan fenotip; AOXI bozulmus, AOX2 saglam) ve Mut—
(metanolu kullanmayan fenotip; AOX1 ve AOX2 bozulmus) olarak adlandirilmaktadir (Celik ve
Calik, 2012). Bazi P. pastoris suslari ise oksotroftur ve biyosentetik yolda gerekli bazi enzimlerin
sentezini engelleyen mutasyonlar tagir. Ornegin yaygin olarak kullanilan GS115 ve KM71 suslari,
histidinol dehidrogenaz geninde, kendilerinin histidin sentezlemesini engelleyen bir mutasyona
sahiptir (his4).

Tablo 1.5. Yaygin Kullanilan P. pastoris suslar1 (Jahid, 2003.)

Sus Mutasyon tasiyan gen
Oksotrofik suslar

Y-11430 Mutasyonsuz (Wild Tip)
JC220 adel

GS190 argd

GS115 his4

JC254 ura3

JC227 adel arg4

JC304 adel his4

JC305 adel ura3

GS200 arg4 his4

JC306 arg4 ura3

JC307 his4 ura3

JC300 adel arg4 his4

JC301 adel his4 ura3

JC302 adel arg4 ura3

JC303 arg4 his4 ura3

JC308 adel arg4 his4 ura3
KM71 Aaoxl: : SARG4 his4 arga4
MC100-3 Aaoxl: : SARG4 Aaox?2 : :Phis4 his4 arga4
Proteaz-eksik suslar

SMD1168 Apep4: : URA3 his4 ura3
SMD 1165 prbl his4

SMD 1163 pep4 prbl his4

adel: mutasyon iceren PR-aminoimidazolesuccinocarboxamide synthase sentezinden sorumlu ADE1 genini;
argd: mutasyon iceren argininosuccinate lyase sentezinden sorumlu ARG4 genini; hisd: mutasyon i¢eren
histidinol dehydrogenase enzimini kodlayan HIS4 genini; ura3: mutasyon iceren orotidine-5° -phosphate
decarboxylase enzimini kodlayan URA3 genini ifade eder.
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Tim ekspresyon plazmidleri konakg¢1 hiicrede mutasyonlu his4 geninin tamamlayicist olan HIS4
genini tagir. Bu yiizden transformantlar yetersiz histidin bulunan ortamda gelisebilme kabiliyetine
gore secilir. Ayrica KM71’in ata susu arjinosuksinat liyaz geninde de (ARG4), arjinin yoklugunda
susun gelisebilmesini engelleyen bir mutasyona sahiptir (arg4). Dogal (Wildtype) ARG4 geni,
AOX1 biitiinliigiinii bozmak i¢in (aox::ARG4) kullanilmis ve Mut®, Arg+, His— bir sus olan KM71
meydana getirilmistir. KM71 suslart YPD gibi kompleks ortamlarda gelisir, histidin igermeyen

minimal mediumda gelisemez (invitrogen, 2010; Fickers, 2014; Balamurugan vd., 2007).

Bazi proteinler proteazlar etkisi ile ¢ok ¢abuk degradasyona ugradiklari i¢in P. pastoris kiiltiir
ortaminda stabil kalamazlar. Proteaz aktivitesi diisiik bazi suslarin (SMDI1163, SMDI1165,
SMD1168) kiiltiir ortamindaki proteinleri iizerindeki degradasyonu daha azdir Bu nedenle
proteazlara karsi hassas proteinlerin eldesinde bu suslarin kullanimi elde edilecek iiriin verimini

artirmaktadir.

P. pastoris, mikrobiyal rekombinant protein iiretimi i¢in en yaygin kullanilan ve {izerinde en ¢ok
caligma yapilan mikroorganizma olarak dikkat ¢cekmektedir. Bu sistemi kullanarak hem yiiksek
kalitede rekombinant protein elde etmek ve hem de salgilanmis protein {irlinlerinin kalitesini
artirmak miimkiindiir. Endiistriyel alanda rekombinant protein liretimi i¢in miikemmel 6zelliklere
sahip bu konukg¢u organizmalarda bugiline kadar 550 min iizerinde rekombinant proteinin {iretimi
gerceklestirilmistir. Bu konuda son yillarda yapilan c¢alismalar P. pastoris sistemlerinin
rekombinant protein eldesinde kullaniminin ¢ok yonlii ve avantajli sistemler oldugunu ortaya
koymaktadir. Kullanilan suslardaki gelismeler sayesinde ticari anlamda genis kullanilabilirligi olan
peptid ve proteinlerin fazla miktarda iiretilebilmesi miimkiin olmaktadir (Daly ve Hearn, 2005;

Jungo vd., 2007; Baez vd., 2005).

Farkli kollajen tiplerinin de P. pastoris’te iiretimi i¢in bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Vuorela vd.
(1997), tarafindan yapilan bir calismada Pichia sisteminin yiiksek seviyede mikrobiyal kollajen
eldesi i¢in ideal oldugu vurgulanmistir. Werten vd. (1999;2001), fare tip I ve tip II tabanh
mikrobiyal non-hidroksil jelatin eldesi i¢in P. pastoris sisteminden faydalanmistir. Calisma
sonucunda jelatin tretiminin 14,8 g/I’ seviyesinin {iizerine ¢iktig1 tespit edilmistir.Farkli
caligmalarda, kararli yapida hidroksillenmis {i¢lii heliks yapida kollajen tiretebilmek i¢in tip I, II ve
111 mikrobiyal insan kollajeninin (rhC) prolil 4-hydroksilaz (P4H) enzimi ile birlikte P. pastoris’de
koekspresyonu sonucunda 1-1.5 g/l seviyesinde rhC elde edildigi belirtilmistir (Francis, 2000;
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Friess, 1998; Keizer-Gunnink, 2000). Nokelainen vd. (2001), tarafindan yapilan baska bir ¢alismada
ise, ikisi tip | prokollajenin proal ve proa2 zincirlerini, diger ikisi prolil 4-hidroksilazin (4-PH) iki
alt birimini kodlayan doért insan geni P. pastoris’e aktarilmistir. Bu dort genin her birinin sadece
tekli kopyasi ile 0.5 g/l iiriin elde etmek miimkiin olmus bu sistemin optimize edilmesi ile
mikrobiyal insan tip I kollajeninin daha fazla miktarda elde edilebilecegi belirtilmistir. Bir bagka
caligmada Abdemami vd. (2011), yiiksek hidrofilik ozellikte jelatinin tretildigi bir Pichia
sisteminde tekli kopya transformantlar1 ile sentezlenen iirlin seviyesinin 3-6 g/l arasinda oldugu
tespit edilmistir. Bodo vd. (2004),. tarafindan yapilan ¢alismada fermentasyon kontrol parametreleri
optimize edildiginde ve gerekli genetik degisiklikler yapildiginda mikrobiyal prokollajen iiretiminin
P. pastoris sistemi kullanilarak 15mg/l seviyesinden 1,5g/1 seviyesine c¢ikarilabilecegi ortaya
koyulmustur. Olsen vd. (2003; 2005), P. pastoris in kullanildigi ekspresyon sisteminde elde edilen
rekombinant ve tip |, tip Il ve tip III kollajenlerin hiicre igi birikim seviyelerinin siras1 ile 1.1 g/l, 0.7
g/l ve 1.5 g/l oldugunu belirtmislerdir. Duan vd. (2011), P. pastoris KM71 susunda mikrobiyal
insan jelatini {iretimine yonelik gerceklestirdikleri ¢alismada metanol indiiklemesi ile P. pastoris

KM?71°de mikrobiyal jelatinin basariyla ekspres edildigini géstermislerdir.

Literatiire bakildiginda daha ¢ok medikal uygulamalarda kullanilmak iizere hayvansal kaynakli
olmayan kollajen ve jelatin iretimi igin g¢esitli mikroorganizma tiirleri kullanmilarak uygun
ekspresyon vektorleri ile mikrobiyal insan kollajeni tiretimi 6ne ¢ikmaktadir. Bugiline kadar yapilan
calismalar genelde medikal ve farmakolojik uygulamalarda hayvansal kaynakli jelatin
kullanimindan kaynaklanabilecek alerjik reaksiyonlar veya virus yada prionlar gibi cesitli
kontaminantlarin bulagsmasint engellemek amaciyla yapilmig olup daha ¢ok mikrobiyal insan
kollajeni veya jelatini liretmeye yoneliktir. Literatiir taramasi neticesinde, yapilan caligmalar
arasinda gida endiistrisinde kullanilabilecek jelatin veya kollajen iiretmeye yonelik bir ¢alismaya
rastlanmamigstir.  Dolayisiyla bu arastirma sigira bir kollajen gen fragmani P. pastoris maya
hiicrelerinde ekspres edilerek gida sanayi i¢in alternatif bir jelatin kaynagi olusturmak iizere dizayn

edilmis olup asagidaki amag ve hedeflere ulasilmaya calisiimistir.

1. Rekombinant jelatin liretimi ile hayvansal kaynakl jelatinin gida sanayinde kullanimi ile
ilgili yasanan bazi1 tereddiitlerin ¢oziimiine katki saglanabilir. Nitekim, iiretilmesi 6n goriilen
mikrobiyal jelatin i¢in kullanilan gen bdlgesi sigir menseili oldugu i¢in tiiketicin inang

hassasiyetleri nedeniyle jelatinin orijini ile ilgili soru isaretleri ortadan kalkacaktir.
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2. Rekombinant jelatin kullanimi hayvansal kaynakli jelatine gore saglik agisindan daha
giivenlidir. Cilinkii hayvansal dokulardan elde edilen jelatinde hayvansal kaynakli cesitli
bulasanlarin kontaminasyon riski tiiketici sagligin1 tehdit etmekte iken mikrobiyal jelatin
iretiminde boyle bir risk s6z konusu degildir. Dolayisiyla hem saglik agisindan risk
tasimayan hem de etik degerlerle celismeyen mikrobiyal jelatin sanayi ve tiiketicilerin

kullanimina sunulmus olacaktir.

3. Geleneksel yontemle jelatin iiretimi sirasinda kollajenin asit veya alkali yolla kismi hidrolizi
kontrol edilmesi gii¢ bir proses asamasi oldugu i¢in herbir iiretimde iretilen jelatinin
kollajen fragmani kompozisyonu ve dolayisiyla amino asit kompozisyonu bir Onceki
iretimden farkli olmaktadir. Bu durum {iretilen jelatinin de her seferinde farkli teknolojik
ozellikler gostermesine yol agmaktadir. Ancak rekombinant jelatin {iretiminde Onceden
belirlenmis uzunlukta ve baz dizisinde gen bolgeleri maya hiicresinde ekspres edilecegi i¢in
elde edilecek mikrobiyal jelatinin fragman uzunlugu ve amino asit kompozisyonu kontrol
altinda olacaktir. Bu sayede istenilen teknolojik Ozellige sahip standart kalitede jelatin

kompozisyonlar: da rahatca olusturlabilecektir.

4. Ayrica mevcut geleneksel yontemle {iretilen jelatinin iiretimi haftalar siirerken rekombinant
jelatin tiretim suresinin ¢ok daha kisa olabilecegi ve bu durumun maliyeti diigtiriicli bir etki

olusturabilecegi diistinlilmiistiir.



2.  BOLUM

MATERYAL ve METOD

Bu aragtirma kapsaminda gida sanayinde katki maddesi olarak kullanilabilecek jelatin iiretimi igin
sigira ait bir kollajen gen fragmani 6ncelikle E.coli DHSa hiicrelerinde klonlanmis ve daha sonra bu
gen fragmani P. pastoris KM71 maya hiicrelerinde transkripsiyonu gergeklestirilmistir. Calismada

kullanilan materyaller ve uygulanan metodlar asagida ayrintili bir sekilde agiklanmustir.

2.1 Materyal

2.1.1 Kimyasal Maddeler, Tampon ve Stok Cozeltiler
Bu caligmada kullanilan tiim kimyasal maddeler molekiiler biyoloji ¢aligmalarina uygun teknik
ozelliklerde secilmistir. Kullanilan tiim tampon ve stok soliisyonlarin igerigi ve hazirlanisina ait

bilgilere Ek 1’°de ayrmtili bir sekilde yer verilmistir.

2.1.2 Mikroorganizma Suslari, Klonlama ve Ekspresyon Vektorleri

Bu c¢alismada gen bolgelerini klonlanmasi i¢in rutin klonlama prosediirleri i¢in laboratuvar
ortaminda gelistirilmis ve yiiksek transformasyon etkinligine sahip Escherichia coli DH5-a susu
(Invitrogen) segilmistir. Ekspresyon igin ise Ozellikle endiistriyel alanda rekombinant protein
tiretimi i¢in milkkemmel 6zelliklere sahip konuk¢u bir mikroorganizma olan Pichia pastoris’e ait

KMT71 (Invitrogen) susu kullanilmistir.

Klonlama vektorii olarak; PCR iirlinlerinin direkt baglanmasi i¢in 3'-T ¢ikintisi, in vitro kosullarda
RNA transkripsiyonu ve dizilemesi icin T7 promotor, insert genin kolayca kesip ¢ikarilmasi i¢in
coklu kesim bolgeleri, sekans i¢in kullanilmak tlizere M13 ileri ve geri primer dizileri icereren

pCR™2 I (Invitrogen) kullanilmustir.
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Ekspresyon vektorli olarak ise; bir HIS4 secilebilir marker, bir alkol oksidaz 1 (AOX1)
promotor/terminator kaset ve Saccharomyces cereviciae a-faktor prepro salgi sinyali i¢ceren pPIC9

(Invitrogen) kullanilmistir.

2.1.3 E. coli ve P. pastoris Kiiltiir Ortamlari

E. coli DH5-a susunun gelistirilmesi i¢in esas olarak bakteri gelisiminde kullanilan, besin 6geleri
acisindan oldukca zengin LB (Lysogeny broth, Sigma Aldrich) besiyerlerinden faydalanilmistir.
Klonlamadan sonra E. coli DH5-a hiicreleri S.0.C medium (Super Optimal broth with Catabolite
repression, Invitrogen)’da gelistirilmis ve pozitif E. coli transformantlarmin segilmesi igin
Ampicillin ~ (Invitrogen) igeren ve yiizeyine, X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galactopyranoside, Invitrogen) ve IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) soliisyonu
yayilmis besiyerleri kullanilmistir. P. pastoris hiicrelerinin gelistirilmesi igin ise, mayalarin
gelisimi i¢in ideal bir besiyeri olan YPD (YEPD, yeast extract peptone dextrose) kullanilmistir. P.
pastoris transformantlar1 histidin igermeyen MD (Minimal Dextrose) besiyeri ortaminda se¢ilmistir.

Tiim besiyerlerinin hazirlanis1 EK-2’de ayrintili bir sekilde yer almaktadir.

2.2 Metod

2.2.1 Primerlerin Belirlenmesi

Bos taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1A1), mRNA dizisi iizerinde (Accession number:
NM_001034039) vyer alan 2284-3210 bazlar1 arasindaki yaklastk 800bg¢’lik ilk bdlgenin
amplifikasyonu i¢in Bell vd. (2007), tarafindan dizayn edilmis ileri ve geri primerler modifiye
edilerek kullanilmistir. Primerlerin 5 uglara sirasiyla ECOR | ve Not I restriksiyon endoniikleaz
kesim bolgeleri eklenmistir. S6z konusu primer seti ile gogaltilan hedef gen bolgesi “COL-1" olarak
kodlanmistir. Ekspresyon vektorii {izerindeki AOX bdlgesinin amplifikasyonu i¢in ise ekspresyon

kiti (Invitrogen) igerisinde yer alan 5’AOX1 ve 3" AOX1 primerleri kullanilmistir (Tablo 2.1).


https://en.wikipedia.org/wiki/Broth
https://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression
https://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression
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Tablo 2.1. Caligmada kullanilan primerler

Primer adi RE kesim bolgesi Baz Dizisi (5°-3°) r:ggqj n E;ignrﬂlagr:l Referans
COL-UF 5"...GTAATTC...3' CGGAATTCCCTGGCCTTC

x , ~ AAGGAATGCC

g o CTIAAGLG.S CoL-1 800 bg Bell vd., 2007
COL-1/R 5...GCYGGCCGC...3"  GATGCGGCCGCGCGCCA

_ GGAGAACCATCTCG

s 3..CGCCGGLCG...5'

e
5'A0X1 iﬁg‘l(':GGTTCCAATTGAC |

- 492 be Iz‘gvl‘g"gem
3" AOX1 GCAAATGGCATTCTGAC
ATCC

2.2.2 Sigir Dokusundan RNA Ekstraksiyonu ve RT-PCR

RNA ekstraksiyonu i¢in Oncelikle tizerindeki killar uzaklastirilan sigir deri dokusundan 100 mg

ornek alinmigtir. Daha sonra bu dokudan ticari RNA ekstraksiyon kiti (RNeasy Mini Kit, Qiagen)

ile iiretici firmanin yonergelerinde bazi degisiklikler yapilarak asagidaki sekilde RNA ekstraksiyonu

yapilmistir.

100 mg sigir deri dokusu 450 pl RLT buffer igeren steril mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilmis ve kuvvetlice vortekslenerek homojen bir karisim elde edilmistir.

Tiip icerikleri kit igerisinde yer alan lila renkli spin kolonlara aktarilmistir. Spin kolon
2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

Maksimum hizda 2 dk santrifiij uygulanmstir.

Altta kalan siipernatant temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinmistir. Uzerine tiip iceriginin
yarisi kadar etanol (%96-100) eklenmistir. Pipetaj yapilarak karigtirilmistir.

Tiip icerigi kit icerisinde yer alan pembe renkli spin kolonlara aktarilmistir. Spin kolon
2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

8000xg’de 1 dk santrifiij uygulanmistir. Alt faz uzaklastirilmis, toplama tiipii yenisi ile
degistirilmistir.

Spin kolona 700 ul RWI1 buffer eklenmistir. Tekrar 8000xg’de 1 dk santrifiij
uygulanmistir. Alt faz uzaklastirilmis, spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.
Spin kolona 500 ul RPE buffer eklenmis ve 8000xg’de 1 dk santrifiij uygulanmistir. Yine
altta kalan slipernatant uzaklastirilmistir. Bu islem basamagi iki kez tekrarlanmustir.

Spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirilip maksimum hizda 1 dk santrifij
uygulanarak kolonun kurumasi saglanmistir.

Kolon membrani iizerine 25 ul RNAase-free su eklenip 1 dk bekletilmistir. Spin kolon
temiz bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilip 8000xg’de 1 dk santrifiij uygulanarak

membrandaki RNA’nin tiipte toplanmasi saglanmistir.
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- RNA konsantrasyonlar1 mikro hacimli spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

- RNA’lar kullanilincaya kadar -20° C’de depolanmustir.

Hedef bolgelerin amplifikasyonu i¢in ekstrakte edilen RNA’lar ile ticari RT-PCR Kiti (QuantiTect
SYBR® Green RT-PCR Kit, Qiagen) kullanilarak Tablo 2.2.’de belirtilen sekilde reaksiyon
karigimi hazirlanmistir.  Reaksiyon termal dongili cihazi (Roche LightCycler Nano, Almanya)

araciligi ile Tablo 2.2.”deki sicaklik programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 2.2. RT-PCR karigim1 ve reaksiyon kosullar

- RT-PCR Kosullar
Bilesen Hacim Asama Siire_ Solcakhk Dongii
(uL) (saniye  (°C) sayisi
é):e(gﬁag_tlil_:: étRS :\(/E?ter Mix 10 Ters Transkripsiyon 1500 50 1
fleri Primer (100pMol)” 0.15 Ik Aktivasyon 900 95 1
Geri Primer (100pMol)™ 0.15 Denatiirasyon 5 95
QuantiFast RT Mix 0.20 Baglanma 30 65 35
RNase-free water 7.50 Uzama 40 72
Kalip RNA (100 ng) 2
Toplam Reaksiyon Hacmi 20

*: COL-1/F, **: COL-1/R

2.2.3 PCR Uriinlerinin Klonlama Vektoriine Baglanmasi (Ligasyon)

Klonlama islemleri ticari klonlama kiti (TA Cloning Kit, Invitrogen) kullanilarak yiiriitiilmiistir.
Si1gir deri dokusundan elde edilen RNA’larin kalip olarak kullanildigi RT-PCR firiinleri pCR™2.1
vektoriine baglanmadan 6nce asagidaki formiil kullanilarak ihtiya¢ duyulacak PCR iiriinii miktar

belirlenmistir.

_ (Y).(50 ng pCR™2.1 vektor)
~ Vektdriin uzunlugu (=~ 3900bg)

X: Ligasyon reaksiyonunda kullanilacak PCR {iriinii miktar1 (ng);
Y: Ligasyon reaksiyonunda kullanilacak PCR {iriinlinlin uzunlugu (bg)

Kullanilacak PCR iirlinii miktar1 belirlendikten sonra Tablo 2.3.’te icerigi belirtilen ligasyon
reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Bu karisim T4 DNA Ligase enziminin optimum ¢aligsma sicakligi
olan 16°C’de 8 saat bekletilmistir. Boylece PCR iiriinleri klonlama vektdriine baglanarak pCOL-1
(COL-1 gen bolgesini igeren plazmid) plazmidleri olusturulmustur. Daha sonra T4 DNA Ligase

enziminin inaktivasyonu i¢in 65°C’de 15 dk 1s1l islem uygulanmustir.
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Tablo 2.3. Ligasyon Reaksiyon Karigimi

Bilesen Miktar (ul)

PCR Xng

10X Ligasyon Buffer 1

pCR™2.1 vektor 2

T, DNA Ligase 1

Steril ddH,O 10 pl’ye tamamlanir.
Toplam hacim 10

2.2.4 Kompetent E. coli DH5a Hiicrelerinin Hazirlanmasi

pCOL-1 DNA’larinin klonlanacagi kompetent E. coli DH5-a hiicrelerinin hazirlanmasi igin
oncelikle LB agar besiyerine ekim yapilmis ve 37+1°C’deki inkiibatorde (Memmert IN 110,
Almanya) 24 saat inkiibasyon uygulanarak taze kiiltiir elde edilmistir. Daha sonra asagidaki islem

basamaklari takip edilerek kompetent E. coli DH5-a hiicreleri olusturulmustur.

- LB agarda gelisen tek kolonilerden secilip 4 ml steril LB siv1 besiyeri iceren 15mL’lik
deney tiipline inokiile edilmistir. Daha sonra 37+1°C’ye ayarl calkalayicili inkiibatérde
(IKA KS 40001, Almanya) 18 saat inkiibasyon uygulanmuistir.

- Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortaminin ODggo degerinin 0.45-0.55 arasina ulasip ulasmadig1
kontrol edilmis, gerektiginde inkiibasyon siiresi uzatilmistir.

o Absorbans il¢limii i¢in kullanilacak spektrofotometre (Shimadzu UV-1700,
Japonya) 1:9 oraninda steril LB siv1 besiyeri:distile su karigimi ile hazirlanan tanik
cozelti ile sifirlanmistir.

o Ardindan kiiltiir ortam1 vortekslenip 1:9 oranindaki kiiltiir:distile su karigimi kuvars
spektrofotometre kiivetine aktarilarak 600 nm dalga boyunda absorbansi
Olctilmiistiir.

- ODeggo degeri 0.45-0.55 araligina ulasan kiiltiirden, 3/(10xODggo degeri) formiilii ile hesap
edilen mL hacim kadar alinip, 30mL LB s1v1 besiyeri igeren S0mL’lik falkon tiipe inokiile
edilmistir.

- Falkon tiip, 37+1°C’deki inkiibatdrde 1-2 saat inkiibasyona birakilmistir.

- Ik bir saatlik inkiibasyondan sonra ODgg degerinin 0.045-0.055 araligma ulastig

goriiliinceye kadar 15 dakikada bir absorbans 6l¢limii gergeklestirilmistir.
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- Istenen absorbans degerine ulasildiginda inkiibasyon durdurulmus ve kiiltiir, 4°C’de 4400
devir/dakika hiza ayarli santrifiijde (Hettich Mikro 200R, Almanya) 10 dakika
santrifiijlenmistir.

- Siipernatant dikkatlice uzaklastirildiktan sonra tizerine 10 mL soguk 100 mM kalsiyum
kloriir (CaCly) (Merck) ilave edilip tiipe hafif vurulmak suretiyle hiicre ¢okeltisi
¢Ozlindiiriilmiis ve kuru buz iizerinde 35-45 dakika bekletilmistir.

- Siire sonunda kiiltiir, tekrar 4°C’de 4400 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiijlenmistir.

- Santrifiij sonrasi olusan siipernatant yine dikkatlice uzaklastirilmistir.

Hiicre ¢okeltisi tizerine 2 mL soguk 100 mM CaCl, eklenmis ve tiipe hafif vurularak hiicre
cokeltisinin ¢ozlinmesi saglanmistir. Boylece hazir hale getirilen kompetent hiicrelerin aynm1 giin

icerisinde transformasyonda kullanilmasina dikkat edilmistir.

2.2.5 Ligasyon Uriinlerinin Kompetent E. coli DH50. Hiicrelerine Klonlanmasi

Hazirlanan kompetent E. coli DH5-a hiicrelerinden 200 pL alinmis, 2 mL’lik mikrosantrifiij tiiptine
aktarilmigtir. Uzerine, daha dnce hazirlanan ligasyon reaksiyonu karisimimdan 7 pL ilave edilmis ve
hafif pipetaj yapilarak karigtirilmistir. Bu karisim buz iizerinde 30 dakika bekletilmis ardindan
hemen 43°C’ye ayarlanmis 1sitic1 blok iizerine alinarak 3 dakika 1s1l sok yapilmistir. Daha sonra,
tipe 250 puL S.O0.C. Medium (Invitrogen) ilave edilerek 37°C’ye ayarli inkiibatorde 1 saat
inkiibasyon uygulanmistir. Bu arada, 100 pg/mL oraninda ampisilin (Gibco-Life Technologies)
iceren LB agar yiizeyine, 6nce 40 pL 40 mg/mL X-GAL (Sigma-Aldrich) soliisyonu, sonra 40 pL
100 mM IPTG (Sigma-Aldrich) soliisyonu yayilarak klonlama besiyerleri hazirlanmigtir. Daha
sonra S.0.C. Medium i¢inde 1 saatlik inkiibasyonunu tamamlamis transformasyon karigimindan
100 pL alinip hazirlanan bu LB agar petrilerine yayma yontemi ile ekim yapilmistir. 37+£1°C’deki
inkiibatdrde 18 saat inkiibasyon sonrasi, petrilerde beyaz ve mavi koloni olusumu takip edilmistir.
Beyaz koloniler, hedef gen bdlgesini igeren E. coli DHS transformantlari olarak kabul edilmistir. Bu
kolonilerden, klonlama besiyerlerine ekim yapilmis ve gelisen kolonilerden plazmid DNA izole

edilmistir.

2.2.6 pPICY Ekspresyon Vektoriiniin Kompetent E. coli DH5e. Hiicrelerine Klonlanmasi
Yukarida agiklanan klonlama prosediirii uygulanarak pPIC9 ekspresyon vektorii de E. coli DH5-a

hiicrelerine klonlamistir. Bu amagla ligasyon karisimi yerine 7 pL  ekspresyon vektori
kullanilmistir. Transformasyondan sonra E. coli DH5-o hiicreleri ampisilin igeren LB agar
ortaminda secilmistir. Boylece pPIC9 vektoriiniin E. coli DH5-a’de stoklanmasi ve ihtiyag

duyuldugunda bu hiicrelerden plazmid DNA izolasyonu yapilarak kullanilmasi saglanmstir.
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2.2.7 E.coliDH50 Transformantlarinin Kontrolii

22.17.1

E. coli DH5a Hiicrelerinden Plazmid DNA Izolasyonu

Klonlama besiyerinde gelistirilmis E. coli DH5-a transformantlarindan plazmid DNA ekstraksiyonu

Birmboim ve Doly (1979)’in metodunda bazi modifikasyonlar yapilarak asagidaki sekilde

gerceklestirilmistir;

2.2.7.2

Petride gelisen koloniler steril 6ze yardimi ile toplanmis ve 300ul GTE buffer iceren
mikrosantrifiij tiirlerine aktarilmistir. Kuvvetlice vorteks uygulanarak hiicre kitlesinin
buffer igerisinde ¢oziinmesi saglanmistir.

Tiiplere 600ul SDS/NaOH eklenip, 5 kez ters-yiiz edilmek sureti ile karistirtlmistir.

Tipler 5dk buz lizerinde bekletilmistir.

450ul soguk KOAc/Asetik asit ¢ozeltisi eklendikten sonra tiipler yine 5 kez ters-yiiz
edilmek sureti ile karistirilmigtir.

Tekrar 5dk buzda bekletilmistir.

20000xg’de 5 dk santrifiij uygulandiktan sonra siipernatant temiz mikrosantrifiij tiipiine
alinmustir.

Tiiplere esit hacimde isopropanol eklendikten sonra 30dk -20°C’de bekletilmistir.
20000xg’de 5 dk santrifiij uygulandiktan sonra supernatant uzaklastirilmistir.

Tiiplere 300ul %100°liik etanol eklenmis ve cok hafif vorteks uygulanmistir.

Maksimum devirde 2-3dk santrifiij uygulandiktan sonra supernatant uzaklastirilmistir.
Tipler oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Kuruma iglemi tamamlandiktan sonra tiiplere 20 pl TE buffer eklenerek plazmid DNA’lar
¢Ozilindiirilmistir.

DNA konsantrasyonlart Mikro Hacimli Spektrofotometre (Nanodrop) kullanilarak
Olgiilmiistiir.

DNA’lar kullanilincaya kadar -20° C’de depolanmustir.

Plazmid DNA’nin PCR Analizi

Elde edilen plazmid DNA’lar kalip olarak kullanilarak “COL-1/F&COL-1/R primer seti ile ayri
ayrt PCR yapilmistir. E. coli’den izole edilen pPIC9 vektorii ise 5’AOX/3’AOX primer seti

primerleri kullanilarak analiz edilmistir. PCR karisimi ve reaksiyon kosullari Tablo 2.4.°te

verilmistir.
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Tablo 2.4. PCR karigimi ve reaksiyon kosullari

m PCR Kosullar1
Bilesen Hacim (uL) Asama (Ssi:;ﬁye) (Solgkllk ::f;l:;glﬁ
SYBR Green PCR Master Mix 10 Ik Aktivasyon 300 95 1
ileri Primer (100pMol)” 0.15 Denatiirasyon 30 95
Geri Primer (100pMol)™ 0.15 Baglanma 25 55/65"" 30
RNase-free water 7.50 Uzama 40 72
Kalip DNA (100 ng) 2 Son Uzama 300 72 1
Toplam Reaksiyon Hacmi 20

*: COL-1/F veya 5°A0X ; **: COL-1/R veya 3°’A0OX; " :5°'A0X/3’AOX primer seti icin 55°C, COL-
1/F&COL-1/R primer seti i¢in 65°C,

2.2.7.3 PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Arastirma boyunca PCR f{irlinleri agaroz jel elektroforezi yapilarak kontroli edilmistir. %1.5 (w/v)
konsantrasyonda jel hazirlamak i¢in 1,5g agaroz 100ml 1XTAE buffer icerisinde ¢6ziilmiis ve
karisim mikrodalga yardimiyla kaynatilmistir. Cozeltinin yaklasik 55°C’ye sogumasi beklendikten
sonra 5 pl of ethidium bromide (Sigma-10mg/ml) ilave edilmistir. Hazirlanan jel uygun hacimde bir
kaliba dokiiliip uygun tarak takildiktan sonra donmasi beklenmistir. PCR firtinleri 1 pl 6X jel
yilikleme boyasi ile boyandiktan sonra 0,1-10kb aralikli DNA marker esliginde 1X TBE buffer ile
doldurulan elektroforez tankina yerlestirilen agaroz jele yiikklenmistir. 100 V’da 45-75 dk uygulanan
elektroforez sonrasinda goriintiileme cihazina alinan agaroz jeldeki DNA bantlar1 UV 151k altinda

incelenmistir.

2.2.7.4 PCR Uriinlerinin Dizi Analizi

Agaroz jel elektroforezinde pozitif sonu¢ veren PCR iiriinlerinin dizi analizi i¢in MedSanTek
(Istanbul) firmasindan hizmet alim1 yapilmistir. Analiz sonuglar1 gen bankasi veri tabaninda taranip
Bos taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1A1), mRNA dizisi ile eslesip eslesmedigi kontrol
edilmistir. Sekans analizi ile de dogrulugu teyit edilen pozitif E. coli DH5-a transformantlar1 %20

gliserol iceren LB sivi besiyeri ortamina alinip -80°C’lik derin dondurucuda depolanmuistir.

2.2.8 Plazmid DNA’larin Ekspresyon Vektoriine Baglanmasi (Ligasyon)

Ligasyon islemine gegmeden once pCOL-1 plazmid DNA’lar1 EcoR | ve Not I endoniikleazlar ile
kesilip insert DNA’lar olusturulmustur. Aynit zamanda pPIC9 da kendi AOX bdlgesi lizerinde yer
alan EcoR | ve Not I endoniikleaz kesim bolgelerinden kesilerek ligasyona hazir hale getirilmistir.

Kesim i¢in reaksiyon karisimi agagidaki sekilde hazirlanmistir (Tablo 2.5).
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Tablo 2.5. EcoR | ve Not I restriksiyon Enzimleri Kesim Reaksiyon Karigimi

Bilesen Miktari

10X buffer H 2 ul

EcoR | 1 ul

Not | 1 ul

Substrat DNA* <lpg

Steril ddH,0 20pul’ye tamamlanir.
Toplam Hacim 20 ul

*: pCOL-1 veya pPIC9.

Hazirlanan reaksiyon karigtmi 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra enzimlerin
inaktivasyonu i¢in 65°C’de 15dk 1s1l islem uygulanmigtir. Plazmid DNA’larina ait kesim miksleri
jel yiikleme boyasi (10X Loading buffer, Invitrogen) ile boyanip %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Bantlar jelden kesilip saflagtirma kiti (NucleoSpin ® Gel and PCR Clean-up, Macherey Nagel) ile
diretici firmanin Onerdigi islem basamaklar1 takip edilerek saflagtirilmistir. pPIC9 ekspresyon
vektoriine ait kesim miksi ise jelde yiiriitiilmeye gerek duyulmadan direkt uygun saflagtirma kiti ile
(PureLink® PCR Purification Kit, invitrogen) saflastirilmistir. Elde edilen saflastirilmis insert DNA
ve pPICY9 vektor kullanilarak insert:vektdor molar orani 3:1 olacak sekilde ligasyon reaksiyon

karisim1 hazirlanmistir (Tablo 2.6).

Tablo 2.6. Ligasyon Reaksiyonu Karigimi

Bilesen Miktari

5X Ligase Reaksiyon Miksi 4 ul

Vektor! 3-30 fmol

Insert? 9-90 fmol

Toplam DNA 0.01-0.1 pg

T4 DNA Ligase 0.1 unite

Steril ddH,0O 20 pl’ye tamamlanir.
Toplam Hacim 20 ul

YWektor: EcoR I ve Not I enzimleri ile kesilip saflastiridmis pPIC9 ekspresyon vektorii, *Insert:
EcoRI ve Notl enzimleri ile kesilip saflastirilmis, ekspresyon vektoriine baglanmaya hazir plazmid
DNA pargast

Ligasyon reaksiyon karigimi 16°C’de yaklasik 8 saat bekletilerek insert DNA’larin pPIC9 vektoriine
baglanmasi saglanmistir. Daha sonra enzimin inaktivasyonu i¢in 65°C’de 15 dk 1s1l islem uygulanmustir.
Boylece elde edilen yeni rekombinant vektorler, icerdigi gen bolgelerine atfen rCOL-1 (COL-1 gen
fragmanini  iceren rekombinant pPICY9) olarak adlandirilmistir.  Ligasyonun — gergeklesip

gerceklesmediginden emin olmak icin ticari ekspresyon kiti (Pichia Expression Kit, Invitrogen)


http://www.tecan.com/machereynagel
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icerisinde yer alan ve vektor lizerindeki AOX bolgesinin amplifikasyonuna uygun 5’AO0X/3’A0X
primer seti ile PCR yapilmis ve PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

Daha sonra rCOL-1, E. coli DH5-a hiicrelerine 1s1 soku ile klonlanmistir. Trasformantlar ampisilin
iceren LB agar besiyerinde se¢ilmis ve cogaltilmistir. Ardindan plazmid DNA ekstraksiyonu
gergeklestirilmistir. Elde edilen plazmid DNA’lar PCR reaksiyonu ile amplifiye edilmistir. PCR

iirlinleri agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve sonuglar sekans analizi ile de dogrulanmistir.

2.2.9 rCOL-1 Plazmid DNA’larin ve pPIC9 Ekspresyon Vektoriiniin Linearize Edilmesi
E. coli DH5-a transformantlarindan ekstrakte edilen rCOL-1 plazmidleri ve pPIC9 ekspresyon

vektorii konakg1 P. pastoris hiicrelerine transfer edilmeden once Sal 1 (Invitrogen) restriiksiyon
endoniikleaz enzimi ile lineer hale getirilmistir. Elektroporasyon isleminde 5-20 pg linearize DNA

kullanilacagi i¢in kesim reaksiyon hacmi yiliksek tutulmus ve asagidaki sekilde hazirlanmistir
(Tablo 2.7).

Tablo 2.7. Sal | restriksiyon endonkleaz kesim reaksiyonu

Bilesen Miktar

10X buffer H 20 pl

Sal | 10 pl

Plazmid DNA* ~15pug

Steril ddH,0 200ul’ye tamamlanir.
Toplam Hacim 200 pl

*: rCOL-1 veya pPIC9

Reaksiyon karigimi 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra Sal | enziminin
inaktivasyonu i¢in 65°C’de 15dk 1s1l islem uygulanmistir. Reaksiyon karigimina 2,5 kat1 hacminde
isopropanol eklenip vortekslendikten sonra reaksiyon tiipleri santrifiije yerlestirilmistir. Maksimum
devirde 20 dk santrifiij uygulanarak kesilmis plazmid DNA’larin dibe ¢okmesi saglanmistir.
Santrifiij bittikten sonra tliplerdeki siipernatant uzaklastirilmis ve tiipler oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Daha sonra tiiplerin dibinde yer alan DNA’lar ~15ul steril ddH,O ile

¢ozlindiriilmiistiir. Boylece transformasyon i¢in hazir lineer plazmid DNA’lar elde edilmistir.

2.2.10 Kompetent P. pastoris Hiicrelerinin Hazirlanmasi
Oncelikle P. pastoris KM71 hiicreleri YPD agar ortaminda 30°C’de 48 saat inkiibasyona tabi
tutularak taze kiiltiir elde edilmistir. Daha sonra agagidaki adimlar takip edilerek kompetent P.

pastoris hiicreleri olusturulmustur.
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- YPD agarda gelisen tek kolonilerden secilip 5 ml steril YPD igeren 50 ml’lik falkon tiiplere
inokiilasyon yapilmistir.

- Hiicreler 30°C’de bir gece inkiibasyona tabi tutulmustur.

- Daha sonra bu kiiltiir ortamindan 0.1-0.5 ml alinip 500ml steril taze YPD igeren 2 litrelik
flasklara aktarilmistir.

- Hiicreler orbital ¢alkalayicili inkiibatorde (IKA KS 40001, Almanya) 30°C’de bir gece inkiibe
edilmistir.

- Inkiibasyon sonunda ODgp degerinin 1.3—1.5 araliginda olup olmadigi kontrol edilmis,
gerektiginde inkiibasyon siiresi uzatilmistir.

- Uygun ODggp degerine ulasan kiiltiirler 1500xg’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiirtilmiistiir.

- Pellet, tizerine 500ml soguk su ilave edilerek ¢oziindiiriilmiistiir.

- Daha sonra tekrar 1500xg’de 5 dk santrifiyj uygulanmistir.

- Olusan pelletin tizerine 250 ml soguk su ilave edilerek ¢oziinmesi saglanmistir.

- Tekrar 1500xg’de 5 dk santrifiij uygulanmstir.

- Pellet, tizerine bu kez 20ml, 1M soguk sorbitol eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir.

- 1500xg’de 5 dk santrifiij uygulanmis ve siipernatant uzaklastirilmistir.

- Elde edilen pelletten, 1ml 1M soguk sorbitol igeren mikrosantrifiij tiipline son hacim 1,5 ml
olacak sekilde ilave edilmistir. Boylece elektroporasyon igin hazir kompetent P. pastoris

hiicreleri elde edilmistir.

2.2.11 Elektroporasyon

Elektroporasyon i¢in 80 uL kompetent hiicre ile 15 pg linearize edilmis DNA (~10-12 pL) steril bir
mikrosantrifiij tiiplinde karstirildiktan sonra 0.2 cm’lik soguk elektroporasyon kiivetine
aktarilmigtir. Kiivet elektroporatér (Micropulser, BioRad, Almanya) cihazina yerlestirilip 1,5kV’ta
elektriksel akim olusturulmasini saglayan “Sc2” programinda elektroporasyon uygulanmistir.
Kiivetlere hemen 1ml 1M soguk sorbitol eklemistir. Daha sonra kiivet iceriginden 500 pL alinip
MD agar petrilerine yayma yontemi ile ekim yapilmistir. Petriler 30°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonun ikinci giiniinden itibaren koloni gelisimi gozlenmistir. Gelisen koloniler

taze MD agarlara steril 6ze yardim ile ekilerek cogaltilmistir.

2.2.12 Rekombinant P. pastoris Hiicrelerinin Tespit Edilmesi
Transformasyondan sonra MD agar’da gelistirilen P. pastoris kolonilerinin hedef gen bolgesini
iceren hiicreler olup olmadigi PCR ile kontrol edilmistir. Bunun igin Oncelikle P. pastoris

hiicrelerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’lara “AOX ileri/geri” primer seti ile
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PCR yapilmis ve PCR iiriinleri 0,1-10kb araliklit DNA marker esliginde agaroz jelde yiiriitilmistiir.

Jel goriintiilerine gore hedef gen bolgesini igeren pozitif P. pastoris transformantlari tespit

edilmistir. Daha sonra bu pozitif P. pastoris transformantlarindan RNA saflastirilip “COL-1/F &

COL-1/R” kollajen primer seti ile PCR yapilarak hedef gen bolgelerinin transkripsiyonunun kontrol

edilmesi agamasina gegcilmistir.

2.2.12.1 P. pastoris Hiicrelerinden DNA Ekstraksiyonu
DNA ekstraksiyonu igin ticari DNA ekstraksiyon kiti (EZ-10 Spin Column Fungal Genomic DNA

Kit, Biobasic) kullanilmistir. Ekstraksiyon firetici firmanin yonergelerinde bazi modifikasyonlar

uygulanarak asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

MD agarda gelistirilen hiicreler steril 6ze yardimi ile toplanmig ve 180 pl Universal
Digestion Buffer igeren mikrosantrifiij tliplerine aktarilmigtir. Tiip iyice vortekslenerek
hiicrelerin buffer igerisine homojen karigmasi saglanistir.

Tiiplere 25ul Proteinaz K (Qiagen) ilave edilip karistirildiktan sonra 56° C’de 1 gece
inkiibasyon uygulanmistir.

Tiiplere 100ul Universal Buffer PF eklenip karistirildiktan sonra -20 ° C’de 5dk
bekletilmistir.

12,000xg’de 5dk santrifiij uygulanmis ve siipernatant temiz bir santrifiij tiipline alinmistir.
Tiiplere 200ul Universal Buffer BD eklenip vortekslenmistir.

Daha sonra tliplere 200ul etanol (%96-100) eklenmis ve yine vorteks uygulanarak
karigtirilmastir.

Tiip igerikler spin kolona (EZ-10 column) transfer edilmis ve kolonlar 2ml’lik toplama
tiiplerine yerlestirilmistir.

9,000 x g’de 1dk sanrtifiij uygulanmistir.

Toplama tiipiinde biriken sivi kisim uzaklastirilmis ve kolon yeni bir toplama tiipline
yerlestirilmistir.

Kolona 500ul PW soliisyonu eklenmistir.

9,000xg’de 1dk sanrtifiij uygulanmustir.

Yine toplama tiipiinde biriken siv1 kisim uzaklastirilmis ve kolon yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilmistir.

Spin kolona 500ul Universal Wash Solution eklendikten sonra 9,000 x g’de 1dk sanrtifiij
uygulanmustir.

Spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirilerek 20,000xg’de 2dk santrifiij uygulanmak

suretiyle kolon membraninin kurumasi saglanmistir.
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Spin kolon membrani iizerine 20-25 pl TE buffer eklenip oda sicakliginda 5 dk
bekletilmistir.
Spin kolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilip 20,000xg’de 3dk santrifiij

uygulanarak kolon membranindaki DNA ’nin tiipte toplanmasi saglanmaistir.

DNA konsantrasyonlart mikro hacimli spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

DNA’lar kullanilincaya kadar -20° C’de depolanmustir.

2.2.12.2 Ekspresyonun Kontrolii

2.2.12.2.1 P. pastoris Transformantlarindan RNA Ekstraksiyonu ve RT-PCR Analizi
P. pastoris hiicrelerinden RNA ekstraksiyonu i¢in ticari RNA ekstraksiyon Kkiti (RNeasy® Plant

Mini Kit, Qiagen) kullanilmistir. Ekstraksiyon, kit protokoliinde bazi degisiklikler yapilarak

asagidaki sekilde gerceklesitirilmistir.

MD agarda gelistirilen P. pastoris transformantlar1 steril bir 6ze yardimu ile toplanmis ve
bir 6ze dolusu hiicre, 450 ul RLT buffer igeren steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.
Kuvvetlice vorteks uygulanarak hiicrelerin buffer icerisine homojen dagilmasi
saglanmistir.

Tiip igerikleri, kit icerisinde yer alan lila renkli spin kolonlara aktarilmistir. Spin kolon
2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

Maksimum hizda 2 dk santrifiij uygulanmistir.

Altta kalan siipernatant temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinmigtir. Uzerine tiip iceriginin
yarisi kadar etanol (%96-100) eklenmis ve pipetaj yapilarak karigtirilmistir.

Tiip icerigi kit icerisinde yer alan pembe renkli spin kolonlara aktarilmistir. Spin kolon
2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

8000xg’de 1 dk santrifiij uygulanmistir. Alt faz uzaklastirilmis, toplama tiipii yenisi ile
degistirilmisgtir.

Spin kolona 700 ul RWI1 buffer eklenmistir. Tekrar 8000xg’de 1 dk santrifiij
uygulanmustir. Alt faz uzaklastirilmis, toplama tiipii yenisi ile degistirilmistir.

Spin kolona 500 ul RPE buffer eklenmis ve 8000xg’de 1 dk santrifiij uygulanmistir. Yine
altta kalan silipernatant uzaklastirilmistir. Bu islem basamagi iki kez tekrarlanmistir.

Spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirilip maksimum hizda 1 dk santrifij
uygulanarak kolonun kurumasi saglanmastir.

Spin kolon temiz bir mikrosantrifiij tlipiine yerlestirilmistir. Kolon membrani iizerine 25 pl
RNAase icermeyen su eklenip 1 dk bekletilmis ve ardindan 8000xg’de 1 dk santrifiij

uygulanarak membrandaki RNA nin tlipte toplanmasi saglanmustir.
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- RNA konsantrasyonlart mikro hacimli spektrofotometre kullanilarak ol¢iilmiistiir.

- RNA’lar kullanilincaya kadar -20° C’de depolanmustir.
Elde edilen RNA’lar ile “COL-1/F & COL-1/R” kollajen primer seti kullanilarak RT-PCR
karisimlar1 hazirlanmistir. Reaksiyon karisimlart Tablo 2.8’de verilen kosullar altinda RT-PCR
analizine tabi tutulmustur. PCR f{iriinleri 0,1-10kb aralikli DNA marker esliginde agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Ayrica RT-PCR f{irlinlerinin dizi analizi yapilarak sonuglar gen
bankas1 veri tabaninda taranip Bos taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1A1), mRNA dizisi ile
eslestigi dogrulanmistir.

Tablo 2.8. RT-PCR karigim1 ve reaksiyon kosullar

m RT-PCR kosullari
i Sk Do
2x QuantiF ast SYBR Green RT-PCR 10 Ters Transkrpsiyon 1500 50 1
Master Mix X .
Tleri Primer (100pMol) 0.15 Ik Aktivasyon 900 95 1
Geri Primer (100pMol)™ 0.15 Denatiirasyon 5 95 35
QuantiFast RT Mix 0.20 Baglanma 30 65
RNase-free water 7.50 Uzama 40 72
Kalip RNA (100 ng) 2
Toplam Reaksiyon Hacmi 20

*: COL-1/F , **: COL-1/R



3. BOLUM

BULGULAR

Gida sanayinde katki maddesi olarak kullanilabilecek jelatin {iretimi igin sigira ait yaklasik 800
b¢’lik kollajen gen fragmaninin oncelikle E.coli DH5a hiicrelerinde klonlandigi ve daha sonra P.
pastoris KM71 maya hiicrelerinde transkripsiyonunun gerceklestirildigi bu ¢alisma sonucunda elde

edilen bulgular asagida ayrintili bir sekilde aciklanmustir.

3.1 pCOL-1 Plazmid DNA’larin E. coli DH5a Hiicrelerinde Klonlanmasi

Sigir deri dokusundan elde edilen RNA’larin kalip olarak kullanildigi RT-PCR iirtinleri pCR™2.1
klonlama vektoriine baglandiktan sonra E. coli DH5-a hiicrelerine transfer edilmistir.
Transformantlar, ylizeyine dnce 40 pL 40 mg/mL X-GAL (Sigma-Aldrich) soliisyonu, sonra 40 pL
100 mM IPTG (Sigma-Aldrich) soliisyonu yayilmig 100 pg/mL oraninda ampisilin (Gibco-Life
Technologies) iceren LB agar besiyerinde gelistirilmistir. Inkiibasyon sonunda LB agar ortaminda
mavi beyaz koloni olugumu goézlenmistir ve beyaz koloniler pozitif transformantlar olarak

yorumlanmistir (Sekil 3.1).

Bu beyaz kolonilerin COL-1 ve COL-2 gen fragmanlarini igerip icermediklerinden emin olmak igin
5-10 beyaz koloni ampisilin iceren taze LB agarda gelistirilmis ve bu kolonilerden saflagtirilan
plazmid DNA’lar kalip olarak kullanilarak COL-1/F&COL-1/R” primer seti ile PCR
gerceklestirilmistir.  PCR  iiriinleri agaroz jelde 0,1-10kb aralikli DNA marker esliginde

yuriitiilmiistiir ve jel goriintiileri yorumlanmaigtir.
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Sekil 3.1. Transformasyondan sonra LB agarda gozlenen mavi-beyaz koloni
olusumu

PCR analizi neticesinde elde edilen agaroz jel goriintiileri Sekil 3.2°de yer almaktadir. Gortldiigii
tizere COL-1 gen fragmanini i¢eren kolonilere ait PCR {irtinleri marker ile kiyaslandiginda toplam 5
koloniye (1,3,5,6 ve 8.koloniler) ait DNA beklendigi iizere yaklagik 800 b¢ uzunlugunda pozitif
bant vermistir. Geri kalan 3 koloniye (2,4 ve 7. koloniler) ait DNA’nin ise herhangi bir {iriin

vermedigi gorilmiistiir.
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Sekil 3.2. Klonlama sonrast E. coli DH5a transformantlarina ait PCR Sonuglari. : 1-8.
kuyucuklar pCOL-1 igeren beyaz kolonilerden elde edilen DNA ile yapilan PCR iriinleri; 9.
kuyucuk negatif kontrol; M: marker

Pozitif bant veren kolonilere ait PCR iirlinleri dizi analizi ile de kontrol edilmis ve Sekil 3.3’te
verilen niikleotid dizileri elde edilmistir. Analiz sonuglar1 gen bankasi veri tabaninda tarandiginda
Bos taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1A1), mRNA dizisi ile eslestigi goriilmiistiir ancak bu
eslesme birebir olmayip parcali bir eslesme s6z konusu olmustur (EK-3, Ek-4 ve EK-5). Sekans
analizi ile de dogrulugu teyit edilen pozitif E. coli DH5-« transformantlar1 %20 gliserol i¢ceren LB

stv1 besiyeri ortamina alinip -80°C’lik derin dondurucuda depolanmustir.

5’GACTTGCATGGATCTGACAGTCGCATTCTCCCCATCCAGGGAAATGCTGGACCCCCT
GGCCCTCCTGGCCCTGCTGGCAAAGAAGGCAGCAAAGGCCCCCGCGGTGAGACTGGC
CCCGCTGGGCGTCCCGGTGAAGTCGGTCCCCCTGGTCCCCCTGGCCCCGCTGGTGAGA
AAGGAGCCCCTGGTGCTGACGGACCTGCTGTAAGTGCCCCCTCCAGAGGGGTCCAGA
GTCGGGGGGCGTCGCCCCTGGCCACTGGGAGTCATCTCACCCCCGTCTGCCCCCACCA
CAGGGAGCTCCTGGCGCTCCTGGACCTCAAGGTATTGCTGGACAGCGTGGTGTGGTCG
GCCTGCCTGGTCAGAGAGGAGAAAGAGGCTTCCCTGGTCTTCCTGGCCCCTCTGTGAG
TGCCCCCTCACCTTGGGGCAGGACCATTGCAGGACTTGGAGGGTGCAGGATGGGGGT
GGTAGGGTCAGCAAGGACCAATGTGGGGGACCATCAGGCCCTCTCCCACCCCATCTCT
GGCCTGACTCTTTCTTTTCCCTCAGGGTGAACCCCGCAAACAAGGTCCTTCTGGAGCA
AGTGGTGAACGTGGCCCCCCTGGTCCCATGGGCCCCCCTGGATTGGCTGGACCCCCTG
GCGAGTCTGGACGTGGAGGTTGCCGTGGTTGCCAGCCCCCACGCCAGCGCCCCTCACT
GTGGCCATTTTGGGGCCTTGGGCCTGAGGCTCCCCTTTTCCTTGGGCTGATGTTTCACC
CTCCCCGCCCCCCACAGGGAGCTCCTGGGTGCTGAAGGATCTCCTGACAGTACCGGGG
GGGGGGGGCCGAAAAAAATGATTCTC 3

COL-1 gen fragmam icin dizi analizi

Sekil 3.3. E. coli DH5a transformantlarina ait PCR tiriinlerinin dizi analizi sonuglari (Tarali bolgeler Bos
taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1A1), mRNA dizisi ile birebir eslesmektedir.)
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pCOL-1 plazmid DNA’lar1 EcoR | ve Not I endoniikleazlar ile kesilmek iizere reaksiyon karisimlari
hazirlanmig ve reaksiyon karisimi1 37°C’de 1 gece inkiibasyondan sonra agaroz jelde yiirlitiilmiistiir
(Sekil 3.4.). Her iki kesim miksi ile de jelde ¢ift bant goriilmiistiir. Hicbir gen fragmani
baglanmamis yalin pCR™2.1 klonlama vektoriiniin uzunlugu 3,9 kb’dir. Dolayisiyla Sekil 3.4’te
goriilen yaklasik 4kb’lik bant klonlama vektoriine, 800bg’lik bant vektérden kesilmis COL-1 gen
fragmanine, 1000b¢’lik bant ise vektorden kesilmis COL-2 gen fragmanine aittir. COL-1 ve COL-2
bantlar1 jelden kesilip saflastirilarak insert DNA’lar olusturulmustur.

Sekil 3.4. EcoR I ve Not I endoniikleazlar ile kesilmis pCOL-1 plazmid DNA goriintiisii
1: EcoR I ve Not I endoniikleazlar ile kesilmig pCOL-1; M: marker

Ayn1 zamanda pPIC9 ekspresyon vektorii de kendi AOX bolgesi lizerinde yer alan EcoR | ve Not |

endoniikleaz kesim bolgelerinden kesilip jelde yiiriitiilmeye gerek duyulmadan saflastiriimistir.

3.2 rCOL-1 Plazmid DNA’larin Olusturulmasi

rCOL-1 plazmid DNA’larini elde etmek iizere insert DNA’larin kesim bolgelerinden vektore
baglanmalar1 (ligasyonu) saglanmistir. Ligasyonun gergeklesip gerceklesmediginden emin olmak
icin reaksiyon karisiminlarindan alinan 6rneklere 5°’AOX/3’AOX primer seti ile PCR yapilmis ve
PCR friinleri agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 3.5). COL-1 insert DNA’s1 ile

hazirlanan ligasyon karisimini temsil eden PCR {iriinii 1. kuyucuga, higbir insert icermeyen (yalin)
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pPIC9 vektoriine ait PCR {irlinii ise 2. kuyucuga yiiklenmistir. Yalin pPIC9 ekspresyon vektoriiniin
kendi AOX bolgesi 495 bg’dir. Dolayistyla jelde goriilen yaklasik 500bg’lik iiriinler bu AOX
bolgesine aittir. COL-1 bolgesi vektoriin AOX bolgesi lizerindeki kesim bdlgelerinden baglandigi
icin insert DNA’lar igeren vektorde amplifiye olan AOX bdlgesinin uzunlugu insert DNA
uzunlugu kadar artmistir. Dolayisiyla sekil 3.4.°te de goriildiigii tizere COL-1 gen fragmanini iceren
vektore ait PCR {iriinii yaklagik 1300 bg¢ uzunluktadir. Ayrica ligasyon karigiminda insert DNA nin
baglanmadig1 ekspresyon vektorii de bulunacagi i¢in 1. kuyucukta oldugu gibi vektore ait 495bg’lik

ikinci bir bant da goriilmektedir.

Sekil 3.5. Ligasyon karigimlarma 5’ AOX/3’ AOX primer seti ile yapilan PCR firiinleri
1: COL-1 insert DNA’s1 ile hazirlanan ligasyon karigimini temsil eden PCR {iriint; 2:

hicbir insert igermeyen (yalin) pPIC9 vektoriine ait PCR {iriinii; 3: negatif kontrol;
M:marker

Ligasyonun basaris1 PCR ile teyit edildikten sonra rCOL-1 plazmid DNA’lar1 1s1 soku ile E. coli
DH5-« hiicrelerine transfer edilmistir. Trasformantlar ampicillin iceren LB agar besiyerinde secilip
gelistirildikten sonra hiicrelerden plazmid DNA ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen
plazmid DNA’lar kalip olarak kullanilarak hem COL-1/F&COL-1/R” primer seti ile hem de
5’A0X/3’AOX primer seti ile PCR yapilmstir.

rCOL-1 plazmidinin transfer edildigi E. coli DH5-« hiicrelerinden elde edilen plazmid DNA ile
gerceklestirilen PCR sonuglar sekil 3.6.’da verilmistir. Sekilde goriilen 1-5. kuyucuklar rCOL-1
plazmid DNA igeren E. coli DH5-« hiicrelerinden elde edilmistir. Bu plazmid DNA’lar COL-
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1/F&COL-1/R” primer seti ile yaklagik 800b¢’lik bant vermistir. Dolayisiyla hedef bolgemiz olan
COL-1 uzunlugu ile ayn1 biiyiikliikte bant elde edilmistir. Ayn1 plazmid DNA’larin 5°’A0X/3°’AOX
primer seti ile ise yaklasik 1300 b¢’lik bant verdigi goriilmiistiir. Insert DNA’y1 igeren pPIC9
vektoriiniin AOX bolgesi hedef gen fragmaninin uzunlugu kadar artmis olmasi gerektiginden elde
edilen bantlar, PCR iiriinlerinin pozitif transformantlara ait oldugunu dogrulamaktadir. Sekilde
goriilen 6. kuyucuklar hicbir insert DNA baglanmamig pPIC9 vektorii ile yapilan PCR iiriinlerine
aittir. Goruldugi tizere “COL-1/F&COL-1/R” primer seti ile yapilan PCR higbir {iriin vermezken
5’AOX/3’AOX primer seti ile gerceklestirilen PCR’da yaklasik 500b¢ uzunlugunda bant
goriilmiistiir. Bu bant pPIC9 vektoriiniin kendi AOX bolgesinin uzunluguna es degerdir. Sekilde
goriilen 7. Kuyucuklar hi¢bir plazmid DNA veya vektor icermeyen E. coli DH5-« hiicrelerinden
elde edilen DNA’larla yapilan PCR {irlinlerine aittir. Goriildiigli tizere her iki primer seti ile de
herhangi bir {irlin gozlenmemistir. Dolayisiyla kullanilan primerlerin E. coli DH5-« ‘ya ait
DNA’larla herhangi bir ¢apraz reaksiyonu bulunmamaktadir. 8. Kuyucuklar ise negatif kontrollere

aittir olup PCR sonucunda negatif kontrollere aittir higbir bant gézlenmemistir.

a b

| 3 4 5 6 7 § M 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 3.6. COL-1 gen fragmani igin agaroz jel goriintiisii. A: “COL-1/F&COL-1/R”primer seti ile gergeklestirilen PCR
iirtinleri, B: 5’ AOX/3’AOX primer seti ile ger¢eklestirilen PCR iiriinleri

3.3 Rekombinant P. pastoris Hiicrelerinin Tespit Edilmesi

E. coli DH5-a transformantlarindan ekstrakte edilen rCOL-1 plazmidleri ve pPIC9 ekspresyon
vektorii konakgr P. pastoris KM71 hiicrelerine transfer edilmeden once Sal I (Invitrogen)
restriikksiyon endoniikleaz enzimi ile lineer hale getirilmistir ve daha sonra elektroporasyon

uygulamasi ile maya hiicrelerine transfer edilmistir.



62

P. pastoris KM71 konak¢1 hiicreleri histidin oksotroftur ve ayrica histidin sentezinden sorumlu
histidinol dehidrojenaz geninde (his4) bir mutasyona sahiptirler. Dolayisiyla MD gibi histidin
bulunmayan kiiltiir ortaminda gelisemezler. Ancak ekspresyon vektorii konak¢i hiicredeki his4
geninin komplementeri olan HIS4 gen bdlgesi igerir. Bu sayede transformasyon sonrasi hiicre HIS4
genine sahip olur ve histidin bulunmayan kiiltiir ortaminda gelisebilme kabiliyeti kazanir. Bu
nedenle transformantlar histidinsiz besiyeri ortaminda se¢ilmistir. Her iki hiicre de

transformasyondan sonra MD agar besiyerinde ¢ok sayida beyaz koloni olusturmustur(Sekil 3.7).

Sekil 3.7. MD agarda gelisen P. pastoris transformantlari

Transformasyondan sonra MD agarda gelistirilen P. pastoris kolonilerinin hedef gen fragmanini
iceren hiicreler olup olmadigi PCR ile kontrol edilmistir. Bunun igin oncelikle P. pastoris
hiicrelerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’lara “5’AO0X/3’AOX” primer seti ile
PCR yapilmis ve PCR firiinleri 0,1-10kb aralikli DNA marker esliginde agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Jel goriintiilerine gore hedef gen fragmanini igeren pozitif P. pastoris transformantlari tespit
edilmistir. Daha sonra bu pozitif P. pastoris transformantlarindan RNA saflagtirilip “COL-1/F &
COL-1/R” kollajen primer setleri ile PCR yapilarak hedef gen bdlgelerinin transkripsiyonunun

kontrol edilmistir.
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3.3.1.1 COL-1 Gen Fragmam Iceren P. pastoris KM71 Transformantlarinin Tespiti ve
Transkripsiyonun Kontrolii

3.3.1.1.1 5’A0X/3’AOX Primer Seti ile Gerg¢eklestirilen PCR Sonuclari

COL-1 gen fragmani igeren P. pastoris KM71 transformantlarinin tespiti i¢in MD agar’da gelisen
kolonilerinden rastgele segilen 20 koloniden DNA saflastirilmistir. Elde edilen DNA’lar kalip
olarak kullanilarak “5°’AO0X/3’AOX” primer seti ile PCR gergeklestirilmistir. Kontrol amaciyla
daha 6nceden rCOL-1 plazmidini i¢erdiginden emin oldugumuz E. coli DH5-a plazmid DNA’s1 ve
hi¢bir gen fragmani icermeyen P. pastoris KM71 konak hiicre DNA’s1 da ayni primer seti ile
cogaltilmistir. PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitilmistiir (Sekil 3.8) ve sonuglar marker ile

kiyaslanarak pozitif transformantlar tespit edilmistir.

P. pastoris KM71 konakg1 hiicresinin kendi AOX gen bolgesinde bir mutasyon s6z konusudur. Bu
nedenle 5°’AOX/3’AOX primer seti ile amplifiye olabilecek bir gen bolgesi tasimadigi igin plazmid
icermeyen P. pastoris KM71 hiicresine ait PCR iiriinii de bulunmaz. Sekil 3.14°te de gorildigi gibi
11. kuyucuga yiiklenen konakg¢ir P. pastoris KM71 hiicresine ait PCR sonucu 5’A0X/3’AOX

primer seti ile herhangi bir amplifikasyon s6z konusu degildir.

rCOL-1 plazmidinin transformasyonu sonucu MD agarda gelisen kolonilerden elde edilen DNA’lar
ile gerceklestirilen PCR firtinleri 1-10. kuyucuklara yiiklenmistir. Bu kuyucuklardan toplam 5
tanesinde yaklasik 1300 bg’lik bant goriilmiistiir. Dolayisiyla bu 5 kuyucuktaki bantlarin COL-1
gen fragmanini tasiyan pozitif P. pastoris KM71 transformantlarina ait olduklar1 sonucuna
vartlmustir. 12. kuyucukta yer alan, rCOL-1 plazmidini igeren E. coli DH5-a’ya ait PCR {iriinii de

beklendigi gibi 1300b¢ uzunlukta bant vermistir.

Sekil 3.8. “5°’A0X/3’AOX” primer seti ile gegeklestirilen PCR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii. 1-10:MD agarda
gelisen P. pastoris KM71 hiicreleri; 11: konak¢1 P. pastoris KM71 hiicresi; 12:COL-1 gen fragmanini i¢eren E. coli
DH5-a; 13-negatif kontrol; M: marker
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3.3.1.1.2 COL-1 Gen Fragmaninin P. pastoris KM71 Hiicresinde Transkripsiyonunun
Kontrolii

Pozitif P. pastoris KM71 transformantlari belirlendikten sonra seg¢ilen 5 adet rekombinant hiicreden

RNA saflagtiritlip “COL-1/F & COL-1/R” primer seti kullanilarak RT-PCR yapilmistir. Kontrol

amaciyla higbir gen fragmani icermeyen P. pastoris KM71 konak hiicre RNA’s1 da ayn1 primer seti

ile ¢ogaltilmistir. PCR iriinleri marker esliginde agaroz jelde yiritilerek gen fragmaninin

transkripsiyonu kontrol edilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.15’de goriilen 1. kuyucuga higbir gen fragmani igermeyen konake¢ir P. pastoris KM71
hiicresinde ait RT-PCR iiriinii yiiklenmistir ve higbir bant goriilmemistir. Dolayisiyla COL-1/F &
COL-1/R primer seti konake¢1 hiicre RNA’s1 ile herhangi bir ¢apraz reaksiyon vermemektedir.

2-6. kuyucuklarda goriilen bantlar ise pozitif P. pastoris KM71 transformantlarinin RT-PCR
tiriinlerine aittir. Bu kuyucuklarda hedef gen fragmani olan COL-1 ile ayni1 uzulukta yaklagik 800
be’lik pozitif bantlar gdzlenmistir. Bu durum hiicrelerde hedef gen fragmaninin transkript edildigini

gostermektedir.

Sekil 3.9. COL-1/F & COL-1/R primer seti ile geceklestirilen PCR iriinlerinin
agaroz jel gorlntiisti. 1: Konak¢1 P. pastoris KM71 hiicresi; 2-6: COL-1 gen
bolgesini igeren rekombinant P. pastoris KM71 hiicreleri; 7: negatif kontrol, M:
marker
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Transkripsiyonun kontrolii igin pozitif bant veren RT-PCR iiriinlerinden biri dizi analizi yapilarak
dogrulanmus, dizi analizi sonuglar1 gen bankasi veri tabaninda taranip Bos taurus collagen, type I,
alpha 1 (COL1A1), mRNA dizisi ile eslestigi goriilmistiir (Ek-3 ve EK-5).

3.3.1.2 pPIC9 Ekspresyon Vektoriinii Iceren P. pastoris KM71 Hiicrelerinin Tespiti

pPIC9 ekspresyon vektoriinii iceren P. pastoris KM71 transformantlarini tespit etmek igin
elektroporasyondan sonra MD agar ortaminda gelisen kolonilerden rastgele 9 tanesi se¢ilmis ve bu
kolonilerden DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA’lar kalip olarak kullanilarak
5’AO0X/3’AOX primer seti ile PCR yapilmistir. Kontrol amaciyla pPIC9 vektorii ve hicbir gen
fragmani igermeyen P. pastoris KM71 konak hiicre DNA’s1 da ayn1 primer seti ile ¢ogaltilmustir.
PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilmiistiir ve sonuglar marker ile kiyaslanarak pozitif transformantlar

tespit edilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.18’de goriilen 1. kuyucukta pPIC9 vektori ile gerceklestirilen PCR iiriinii bulunmaktadir.
PCR fiiriiniiniin vektor tizerindeki AOX bdlgesinin amplifikasyonuna isaret eden yaklasik 500 bg’lik

bant verdigi goriilmiistiir.

2-10. kuyucukta pPIC9 vektoriiniin transfer edildigi P. pastoris KM71’¢ ait DNA ile
gerceklestirilen PCR iirlinii yer almaktadir. Kuyucuklardan 8 tanesinde beklenen 500 bg’lik pozitif
bant gozlenmistir. Bu PCR iiriinlerinin ait oldugu P. pastoris KM71 hiicrelerinin, pPIC9 ekspresyon
vektoriinii tasityan pozitif transformantlar olduklar1 sonucuna varilmistir. 4. Kuyucukta ise hi¢ bant
gozlenmemesi bu kuyucuga yiiklenen PCR iiriiniiniin ekspresyon vektoriinli tasimayan negatif P.
pastoris KM71 transformantina ait oldugunu gostermistir. 11. kuyucugu yiiklenen P. pastoris
KM71 konak hiicre DNA’s1 ile elde edilen PCR {iriinii de beklendigi gibi hi¢bir bant vermemistir.



Sekil 3.10. pPIC9 ekspresyon vektoriinii iceren P. pastoris KM71 hiicrelerinin tespiti. 1: pPIC9
vektorii; 2-10: pPIC9 vektoriinii iceren rekombinant P. pastoris KM71 hiicreleri; 11: Konake¢1 P.
pastoris KM71 hiicresi; 12: negatif kontrol, M: marker
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4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Bu béliimde, gida sanayinde katki maddesi olarak kullanilabilecek jelatin tiretimi i¢in
sigira ait bir kollajen gen fragmaninin 6ncelikle E.coli DH5a hiicrelerinde klonlandigi
ve daha sonra P. pastoris KM71 maya hiicrelerinde transkripsiyonunun
gerceklestirildigi bu arastirma neticesinde elde edilen sonuglar yapilan benzer
calismalar ile kiyaslanarak degerlendirilmistir. Ayrica c¢alismada gelistirilmesi
ongoriilen hususlar, ileri arastirmalarda ne gibi degisikliklerin yapilmasi gerektigi, gida
sanayi i¢in fonksiyonel bir rekombinant jelatin iiretmek icin daha ne gibi arastirmalar
yapilarak bu ve benzeri caligmalarin yiiriitilmesi gerektigine dair Onerilere genis bir

sekilde yer verilmistir.

4.1 Klonlama Sonuglari

Bu aragtirma sigir COL1A1 geni iizerindeki yaklasik 800 bg¢’lik fragman P. pastoris
hiicresinde ekspres edilerek rekombinant kollajen al(I) prokollajen elde etmeye yonelik
tasarlanmistir. Calisma kapsaminda sigir deri dokusundan elde edilen RNA, 5’ uglarina
EcoR I; 3’ uglarma Not I resitriikksiyon endoniikleaz kesim bolgesi eklenmis COL-
1/F&COL-1/R” primer seti ile amplifiye edilmistir. RT-PCR iriinleri pCR™2.1
klonlama vektoriine baglanarak pCOL-1 plazmidleri olusturulmus ve bu plazmidler 1s1
soku kullanilarak E. coli DH5-a hiicrelerinde klonlanmistir. Yapilan benzer ¢aligmalara
bakildiginda 1s1 sokunun 6zellikle E. coli’nin kullanildig: transformasyonlarda yaygin
olarak kullanilan bir yontem oldugu goriilmektedir. E. coli, hiicre membranin i¢ ve dis
kisminda birbiri ile kaynasmis c¢ok sayida adhezyon bolgesi igerir. Hiicre
membranindaki lipid tabakasi ylizeyindeki fosfat gruplari tipki DNA molekiiliinde
oldugu gibi kuvvetli negatif yilike sahiptir. Bu nedenle membran ve DNA molekiilleri

birbirlerini  iterler. =~ Kompetent  hiicre = hazirlanirken  kullanilan ~ CaCl,
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soliisyonu hiicre membranina daha nétral yap1 kazandirir. Dolayisiyla DNA hiicre
membrani ile yakin iliski kurabilir. Is1 soku uygulamasi ile ani 1s1 degisimleri meydana
getirilerek hiicre ylizeyinde acgilan porlar sayesinde plazmid DNA’nin membran
tizerindeki adhezyon bolgelerinden kolayca hiicre igerisine girmesi saglanmistir
(Sarkar,2002). Plazmid DNA’y1 igeren pozitif transformantlar Ampisilin, IPTG ve X-
gal igeren kiiltliir ortaminda mavi-beyaz koloni olusumu takip edilerek se¢ilmistir.
Antibiyotige direncli beyaz koloniler segilip PCR ile kontrol edildiginde pCOL-1
plazmidlerini i¢eren gok sayisa E. coli DH5-a kolonilerinin elde edildigi basarili bir

klonlama islemi gergeklestirilmistir.

4.2 Ekspresyon Sonuglari

Restriksiyon endoniikleaz kesim bolgelerinden uygun enzimlerle kesilerek plazmid
DNA’dan ayrilan hedef gen fragman: yine ayni enzimlerle kesilmis pPIC9 ekspresyon
vektoriine baglanmak suretiyle rekombinant rCOL-1 olarak adlandirilan vektor
olusturulmustur. Hedef gen fragmaninin baglanacagi bolge vektoriin AOX bolgesi (495
be) iizerinde yer almaktadir. Dolayisiyla rekombinant vektore ait AOX bolgeleri hedef
genin uzunluguna goére degismistir (rCOL-1 igin yaklagik 1300 bg). Konak hiicre
genomuna AOX lokusundan entegre olabilmesi i¢in (aox1::ARG4 (KM71)) Sal |
restriksiyon endoniikleaz aktivitesi ile lineer hale getirilen rekombinant vektorler
elektroporasyon uygulamasi ile konakg1 P. pastoris hiicrelerine transfer edilmistir (Sekil
4.1). Daha once de bahsedildigi iizere P. pastoris’in heterolog protein iretimi i¢in
uygun birgok susu mevcuttur. Bu calisma kapsaminda en yaygin kullanilan suglar
arasinda yer alan KM71 susu secilmistir. His- olan bu sus histidin igermeyen ortamda
gelisemeyecegi bilindiginden HIS4 gen fragmani igeren ekspresyon vektori (Sekil 4.1)
secilerek transformasyondan sonra rekombinant mayalarin histidin igermeyen kiiltiir

ortaminda kolayca se¢ilmesi saglamistir.
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Hedef Gen

// \\\ . " .
. 5 AOXT veya aox1::ARG4 L ¥ Pichia genomu (hisd)
~ I R T [T S hisi B3 AOX1 8

Sekil 4.1. Hedef gen bolgesinin Pichia genomuna entegrasyonu. Hedef gen KM71 genomuna
aox1::ARG4 lokusundan entegre edilmistir. aox::ARG4: P. pastoris KM71genomunda ARG4 geninin
entegrasyonu ile biitiinliigii bozulmus AOX1 boélgesini ifade eder. HIS4: KM71 genomlarinda mutasyona
ugramis halde bulunan his4 geninin vektor iizerindeki komplementeri

Histidin icermeyen kiiltiir ortaminda segilen transformantlardan elde edilen DNA’lar
5’A0X/3’AOX primer seti ile amplifiye edildiginde hedef gen fragmanlarini i¢eren ve
konakg¢1 hiicre genomuna dogru sekilde entegre olmus cok sayida rekombinant P.
pastoris hiicresi elde edildigi goriilmiistiir. COL-1 gen fragmanini igeren rekombinant
P. pastoris hiicrelerine ait DNA’larla gergeklestirilen PCR sonucunda hem P. pastoris
KM71’in kendi AOX1 gen bolgesi bozulmus oldugundan yalnizca rekombinant
vektoriin hiicre genomuna entegre oldugunu dogrulayan yaklagik 1300 b¢’lik PCR
uriinleri elde edilmistir. Bdylece trasnformasyonun gerceklestirildigi ve hedef genlerin

P. pastoris hiicre genomlarina dogru sekilde entegre edildigi sonucuna varilmistir.

Hedef genlerin P. pastoris hiicreleri tarafindan ekspres edilip edilmediklerine ise
transformantlardan elde edilen RNA’larin “COL-1/F&COL-1/R” primer setleri ile
amplifiye edilmesi sonucunda karar verilmistir. P. pastoris KM71 RNA’larmin kalip
olarak kullanildigi RT-PCR sonucunda COL-1/F&COL-1/R primer seti ile yaklasik 800
b¢’lik PCR iiriinii elde edilmistir. PCR {iriinleri sekans dizi analizi ile de dogrulanmis
ve dizi analizi sonug¢larmin Bos taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1Al), mRNA
dizisi ile eslestigi tespit edilmistir. Ancak bu eslesme parcali bir eslesme olup COL-1
gen fragmaninin bazi bélgeleri Bos taurus COL1A1 mRNA dizisi ile birebir ortiistirken,

dizi analizi sonucunda var olan baz1 bolgelerin Bos Taurus COL1A1 mRNA dizisi
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tizerinde olmadig1 goriilmiistiir (Ek-5). Dolayisiyla gen bankasi veri tabaninda bulunan

Bos Taurus COL1A1 mRNA dizisinin eksik fragmanlari i¢erdigi kanisina varilmstir.

Sonug olarak sigir COL1A1 geni tizerinde bulunan COL-1 (~800bg) hedef gen

fragmani P. pastoris KM71 hiicrelerinde basarili bir sekilde transkript olmustur.

4.3 Genel Degerlendirme ve Oneriler

Rekombinant  sistemlerde  iiretilen  biyopolimerlerden  bir¢ogu  giinlimiizde
ticarilestirilmis ve esas kaynaklari olan hayvan ya da insan kaynakli biyomateryaller
yerine kullanilmaktadir. Hatta bu teknoloji, iiretilen biyopolimerin ¢esitli 6zelliklerinin
degistirilmesine ya da gelistirilmesine imkan sagladigi i¢in rekombinant tirlinlerin
tiretilmesi tercih edilir hale gelmistir. Yapilan ¢alismalar dogal ya da sentetik kollajen
fragmanlariin farkli biyolojik sistemlerde ekspres edilerek rekombinant kollajen/jelatin
iretilebilecegini gdstermistir. Ayrica bu alanda yapilan ¢alismalar ticarilestirilmis, elde
edilen rekombinant kollajen/jelatinler medikal uygulamalar basta olmak tizere farkli
sektdrlerde tiiketici ve arastirmacilarin kullanimina sunulmustur. Ornegin P. pastoris
tarafindan ekspres edilen diisiik molekiil agirlikli (8.5kDa) rekombinant jelatin,
dokulara enjekte edilen biyolojik iirlinlerde stabilizér olarak kullanilmistir (Olsen et al.
2003a; Olsen et al.2005). Rekombinant kollajen/jelatin, hayvansal kdokenli kollajen /
jelatin, ile kiyaslandiginda saglik agisindan daha giivenli bulunmustur. Ayrica hayvansal
jelatinin aksine istenilen uzunlukta ve baz dizisinde gen bolgeleri kullanildigr icin
rekombinant jelatinin fragman uzunlugu ve amino asit kompozisyonunun rahatca
kontrol altinda tutulabildigi ve bu sayede istenilen teknolojik 6zellige sahip standart
kalitede jelatin kompozisyonlarinin olusturulabildigi kaydedilmistir (Olsen vd., 2003;
Baez vd., 2005).

Bu giine kadar rekombinant kollajen ve jelatin liretmek i¢in birgok ekspresyon sistemi
kullanilmistir. Baglangicta memeli ve bdcek hiicreleri rekombinant sistem olarak
kullanilmis olsa da memeli hiicrelerinde protein verimi 0.6-20 mg/l civarinda iken
bdcek hiicrelerinde ancak 40 mg/I’nin iizerinde iiretim yapilabilmistir. Fakat bu tiretim
seviyesinin ticari liretim i¢in oldukca diisiik oldugu goriilmiis ve memeli ya da bocek
hiicrelerinin ticari rekombinant kollajen/jelatin eldesi i¢in oldukca pahali sistemler
oldugu kanaatine varilmistir. Rekombinant protein eldesinde maya ya da bakteriyel

sistemlerde gerceklestirilen fermantasyon prosesi ile tretim miktarinin 5-10 Kkat
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artirtlabilecegi  gorilmistir (Olsen vd., 2003). Yapilan c¢alismalarda mayalarin
tekrarlayan genleri ekspres etmekte daha basarili oldugunun goériilmesi, rekombinant
protein lretiminde bakteriler yerine mayalarin daha c¢ok tercih edilmesini saglamistir
(Strausberg ve Link, 1990; Fahnestock ve Bedzyk, 1997). Metilotrofik bir maya olan P.
pastoris heterolog proteinlerin iiretimi i¢in miilkemmel bir ev sahibi olarak kabul
edilmistir. P. pastoris’in kiiltiir ortaminda ¢ok yiiksek hiicre yogunluguna (>500 g/L yas
hiicre agirligl) ulagmasi, yiiksek miktarda rekombinant kollajen birikimi (>1 g/L) ile
birlestiginde bu tablo ticari dlgekte rekombinant kollajen tiretimi i¢in P. pastoris’in
etkili ve ekonomik bir sistem oldugunu gostemektedir (Yang vd., 2004; Li vd., 2015;
Baez vd., 2005).

Mevcut avantajlar1 géz onilinde bulundurularak bu arastirma kapsaminda da konakgi
hiicre olarak P. pastoris tercih edilmistir. Daha 6nce de bahsedildigi tizere P. pastoris’in
heterolog protein iiretimi i¢in uygun birgok susu mevcuttur. Bu ¢aligma kapsaminda en

yaygin kullanilan suglar arasinda yer alan KM71 susu secilmistir.

P. pastoris’te heterolog protein ekspresyonu hiicre i¢i ya da hiicre dis1 olarak
gerceklestirilebilir. Ancak hiicre disina salgilama ¢ok daha avantajlidir. Ciinkii P.
pastoris kiiltiir ortamina ¢ok az miktarda kendi dogal proteinlerini salgilamaktadir. Bu
nedenle tiretilen rekombinant protein kiiltlir ortamindaki toplam proteinin ¢ogunlugunu
olusturur. Bu durum rekombinant proteinin Kkiiltiir ortamindan saflastirilmasini
kolaylastirir ve daha purifikasyonun ilk basamaginda rekombinant proteini elde etmek
miimkiindiir (Barr vd., 1992). Proteinin hiicre disina salgilanmasi i¢in bir salgilama
isaret dizisi gereklidir. Bugiine kadar basar ile kullanilan bir¢ok farkli isaret dizisi
mevcut ise de yapilan ¢alismalarda en ¢ok S. cerevisiae faktdr prepro peptid salgilama
isaret dizisi (a-mating factor prepro signal) kullanilmistir (Invitrogen, 2010; Cregg vd.,
1993; Scorer vd., 1993). Bu arastirmanda kullanilan pPIC9 ekspresyon vektorii de 949-
1215 bazlan arasinda bu isaret dizisini tagiyan ve ekspres edilen proteinin hiicre disina
salgilanmasini saglayan bir P. pastoris HIS4 vektoridiir. Bu vektor lizerindeki ¢oklu
klonlama bolgesi sayesinde hedef genin ¢oklu kopyalari tek bir vektdrde klonlanabilir.
Yapilan bir ¢alismada pPIC9 ekspresyon vektorii segilerek fare tip Il ve tip | kollajen
fragmanlarinin ekspres edildigi P. pastoris sisteminde, kondalanan dizinin 15 kopyasini
ayni anda igeren hiicreler kullanilarak 14.8g/l rekombinant protein elde edildigi

kaydedilmigtir. Tekli kopya igeren transformantlarda iiretilen rekombinant jelatin
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miktarmin ise 3-6 g/l oldugu belirtilmistir (Werten vd., 1999; Béaez vd., 2005). Ancak
pPIC9 ekspresyon vektorii kiiltiir ortamina salinan rekombinant proteinin kolayca
ortamdan saflastirilmasini saglayan antikor bdlgesi (polyhistidine (6xHis) tag igerir)
icermez. Bu eksiklik rekombinant protein iiretimine engel degildir ancak salgilanan
rekombinant proteinin kiiltiir ortamindan saflastirilmasi zorlasir. Bu arastirmanda
goriilmistiir ki rekombinant jelatinin P. pastoris’te ekspresyonu igin antikor bolgesi
iceren vektorlerin (6rn: pPICZa A, B, and C) ekspresyon vektorii olarak kullanilmasi

daha uygundur.

Rekombinant kollajenin  P. pastoris sisteminde ekspresyonu alkol oksidaz
promotoriiniin  kontrolii altinda gerceklesir. Bu nedenle metanol geri beslemesi
rekombinant protein iretimini indiikler. Bir maya sisteminde ekspres edilen
rekombinant materyal %90-95 oraninda monomolekiiler kollajen ve kollajen tipine
bagli olarak yaklasik %5-10 dimer igerir. Oysa dokudan elde edilen dogal kollajen lisil
oksidazin aktivitesi nedeniyle daha yiiksek oranda dimer, trimer ve diger yiiksek
molekiiler oligomerleri igerir. Ornegin deriden izole edilen dogal sigir tip I kollajenin
(Vitrogen®) rekombinant tip I kollajen ile birlikte analiz edildiginde dogal kollajenin
yalniz %46’s1 monomerik ti¢lii sarmal molekiil oldugu geriye kalan %54’liik kismin ise
dimer, trimer ve diger yliksek molekiiler oligomerlerin bir karisim1 oldugu goriilmiistiir.
Dolayisiyla rekombinant kollajen ile hayvansal dokudan elde edilen dogal kollajen
arasinda oldukg¢a dikkat cekici bir fark mevcuttur. Bu nedenle maya sistemlerinde
uretilen rekombinant kollajen dokudan elde edilen dogal kollajenden ¢ok daha homojen
bir yapiya sahiptir

(Yang vd., 2004).

Bilindigi iizere kollajen, Gly-X-Y seklinde tekrarlayan {i¢lii peptid dizilerinden
olusmaktadir. X ve Y herhangi bir amino asit olabilmesine karsin X pozisyonunda
genelde prolin; Y pozisyonunda ise hidroksiprolin bulunur. Hidroksiprolin rezidiileri
kollajenin kompleks basamaklardan olusan biyosentezi sirasinda Y pozisyonundaki
prolininin, prolil 4-hidroksilaz (P4H) enzimi aktivitesi ile hidroksillenmesi sonucu
olusur. Hidroksiprolin prokollajenin uygun katlanmasi i¢in elzemdir ve kollajenin jel
kapasitesini ve jelin stabilitesini etkiler. Dolayisiyla rekombinant jelatin i¢in de
hidroksiprolin, jelatinin ¢ézliinme ve jellesme gibi 6zelliklerine etki eder. Rekombinant

kollajenin, rekombinant P4H ile birlikte ifadesi, dogal kollajenle benzer fibril yapisina
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ve 1s1l stabiliteye sahip hidroksillenmis rekombinant protein sentezlenmesini

saglamaktadir (Baez vd., 2005).

Bakteri ve mayalar P4H aktivitesine sahip degildir, bocek ve memeli hiicrelerinde ise
yeterli seviyede P4H aktivitesi bulunmaz. Dolayisiyla bir¢ok sistemde ekspres edilen
rekombinant kollajen/jelatin iiclii sarmal yapisinda polipeptid zincir igermeyen ya da
diisiik sicakliklarda stabilitesi bozulan ti¢lii sarmal yapiya sahip, fonksiyonel olmayan
tirtinlerdir (Vuorela vd., 1997). Oysa hayvansal dokulardan elde edilen dogal jelatin,
yapisindaki sarmal yapiyi stabilize eden yliksek hidroksi prolin icerigi nedeniyle yiiksek
jellesme sicakligina sahiptir. Werten vd. (1999), 21-72kDa araligindaki fare tip III ve tip
| kollajen fragmanlarin1 P. pastoris hiicrelerinde ekspres etmistir. P. pastoris’in higbir
endojen PH4 aktivitesi olmadigi igin rastgele sarilmis, jellesme Ozelligi olmayan ve
proteolitik degredasyona duyarli hidroksillenmemis a-zincirleri elde edilmistir. Bu
durum gostermistir ki fiziksel ve kimyasal yapisi ile hayvansal jelatin ile benzer
rekombinant jelatin iretebilmek icin kollajen gen fragmanlarmin P4H ile birlikte
ekspres edilmesi gerekmektedir. Ancak diisiik sicaklik gerektiren bazi uygulamalarda
jelatinin bu yiiksek sicaklikta jellesme kabiliyeti istenmeyen bir ozelliktir (6rnegin
agilar) (Olsen, 2003a). Ayrica kollajen dizilerinin aktivitesi ticlii heliks yap1 gerektirse
de hiicre membran adhezyon adaptorii olarak taninan Arg-Gly-Asp (RGD) tripeptidleri
gibi baz1 li¢lii sarmal konformasyonlar dogal kollajen polipeptid yapis: igerisinde iken
fonksiyonel olmayabilir. Bu tip peptidlerin rekombinant olarak eldesi i¢in de
hidroksillenmeye ihtiya¢c yoktur. Diger yandan doku miihendisligi biyometaryalleri
olusturmak i¢in baska polimer veya kimyasallara baglanmak iizere bazi1 kollajen benzeri
proteinler de hidroksillendirme yapilmadan dizayn edilip ekspres edilmistir. Li vd.,
(2015), hidreksillenmemis tek zincirli insan COL3A1 tam gen fragmanini AOX1
promotoriiniin kontrolii altinda P. pastoris hiicresinde ekspres etmistir (Li vd., 2015).
Abdemami vd. (2011), tarafindan gercgeklestirilen baska bir calismada ise insan deri
fibroblastindan elde edilen RNA, iki farkli primer aracilig1 ile amplifiye edilmis ve bu
kollajen fragmanlarini igeren iki farkli ekspresyon vektorii hazirlanmistir. Boylece
hidroksillenmemis insan tip I kollajen fragmanlarinin maya hiicresinde ekspresyonu i¢in
uygun ekspresyon vektorleri olusturulmustur. Kollajen tip I’in genomik fragmani 1999
yilinda Toman vd. (1999), tarafindan farelerde klonlanmis ve fare siitiinde rekombinant

kollajen iiretilmistir. Uretilen kollajenin ¢ok diisiik miktarda hidroksiprolin icerdigi ve
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fonksiyonel acidan da arzu edilen 6zellikte olmadigi kaydedilmistir (Toman vd., 1999).
Bir yi1l sonra Ruggiero vd. (2000), kollajen tip I genini tiitiin bitkisinde klonlamis ve
ekspres etmistir (Ruggiero vd., 2000). Daha sonra Merle ve ark. (2002) insan kollajen
tip III genini ipek bdceginde ekspres ederek ticli heliks formda olmayan ve
hidroksillenmemis rekombinant kollajen elde etmistir. 2000 yilinda bagka bir calisma ile
rekombinant hidroksillenmemis insan tip I prokollojen trimerleri de ayni sekilde

S.cerevisiae 'da ekspres edilmistir (Toman vd., 2000).

Her nekadar bugiine kadar yapilan bazi ¢alismalarda P4H enziminin eksik oldugu
ekspresyon sartlarinda, hidroksillenmemis jelatin fragmanler1 ekspres edilmis olsa da
giiniimiizde P4H ve kollajen polipeptid zinciri es zamanli olarak ekspres edilerek stabil
rekombinant kollajen/jelatin tiretilebilmektedir (Lamberg vd., 1996; Myllyharju vd.,
1997; John vd., 1999; Vuorela vd., 1999; Toman vd., 2000; Nokelainen vd., 2001,
Merle vd., 2002). P. pastoris’in rekombinant suslarinin hiicre i¢i hidroksillenmis ti¢lii
sarmal yapida rekombinant insan kollajeni iretimleri 1.5 g/I’'nin {izerine ¢iktig1
gosterilmistir.  Ayrica hayvansal kaynakli jelatinin yerine kullanilabilecek
fizikokimyasal Ozelliklere sahip, farkli uzunluk ve kompozisyonlarda rekombinant
kollajeni yiiksek seviyede (3 -14 g/l ) tireterek hiicre disina salgilayabilecek P. pastoris
sistemleri olusturulmustur. (Olsen vd., 2003b). 8.7-53 kDA araliginda iiriin veren tip I
ve tip 11l kollajen fragmanlar1 de P4H enzimi ile birlikte P. pastoris hiicresinde basari
ile ekspres edilmis ve hiicre kiiltlir ortamina salinmistir (Werten vdl., 1999; Olsen vd.,
2003b, Olsen vd., 2005). Pakkanen vd. (2006), tarafindan 45 ve 9 kDa uzunlukta tek
zincirli iki adet tip | kollajen fragmani1 P. pastoris hiicresinde ekspres edilmistir. P.
pastoris tarafindan insan proal(I) zincirinin farkli uzunluktaki fragmanlari ekspres
edilerek degisen biiytikliikklerde (56-1014 amino asit) rekombinant jelatin iiretilmistir
(Olsen vd., 2000; Olsen vd., 2003b). Duan vd. (2011), ise insan al(I) prokollajen gen
fragmanini P4H enzimi ile birlikte P. pastoris KM71°de ekspres etmistir. Yine Vuorela
vd. (1997), insan kollajen tip 1l geninin ve Nokelainen vd. (2001), insan kollajen tip 1
geninin P. pastoris’te ekspresyonu sonucunda yiiksek miktarlarda rekombinant kollajen

elde edilebilecegini kaydetmistir.

Gortildigi gibi farkli kaynaklardan elde edilen kollajen gen fragmanlart ile farklh
ekspresyon sistemlerinde hidroksillenmis ya da hidroksillenmemis kollajen/jelatin

tiretimine yonelik bir¢ok ¢alisma vardir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalar daha ¢ok
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medikal ve farmakolojik uygulamalarda kullanilabilecek mikrobiyal insan kollajeni
veya jelatini iiretmeye yoneliktir. Oysa hayvansal kaynaklardan elde edildigi i¢in bir
cok tereddiide neden olan jelatin gida sanayi icin de vazgecilmez bir katki maddesidir
ve bugiline kadar gida sanayinde kullanilmak {izere rekombinant jelatin iiretimine
yonelik bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu arastirmanda sigir COL1A1 geni iizerinde
bulunan yaklasik 800 bg’lik gen fragmaninin P. pastoris hiicrelerinde transkripsiyonu
saglanmis ancak transformasyon P4H enzimi esliginde gergeklestilmedigi i¢in
hidroksillenmemis rekombinant al(I) prokollajen fragmanlar1 transkript edilmistir. Bu
aragtirma, gida sanayi i¢in rekombinant sigir jelatini iiretimine yonelik olarak yapilmis
ilk caligmadir. Gida sanayi i¢in uygun fonksiyonel ozelliklere sahip rekombinant
jelatinin P. pastoris’te ekspresyonu igin asagidaki sonug¢ ve oneriler dikkate alinarak

daha ileri ¢aligmalar yapilmasi onerilmektedir.
Sonug olarak bu arastirma ile ulasilan sonuglar asagidaki gibidir;

e Bu aragtirma kapsaminda Sigira ait yalnizca yaklasik 800 bg’lik kollajen gen
fragman P. pastoris ekspresyon sisteminde basariyla transkript edilmistir. Ancak
gida sanayinde kullanilan jelatin, kollajenin kismi degredasyonu ile elde
edildiginden cok sayida farkli uzunluk ve molekiiler agirliga sahip kollajen
fragmanlarindan olusmaktadir. Bu durum jelatinin fiziko kimyasal o6zelliklerini
etkilemektedir. Dolayisiyla fonksiyonel bir rekombinant jelatin elde etmek i¢in
daha farkli kollajen fragmanlarinin da maya hiicresinde ifade edilmesi gereklidir.
Hatta farkli uzunluk ve molekiiler agirliklara sahip kollajen fragmanlar1 ayn1 anda
ekspres edilerek uygun jelatin kompozisyonlar1 denemelidir.

e Bu arastirma kapsaminda hedef gen fragmanlarimin P4H enzimi esliginde
ekspresyonu  gergeklestirilmemistir.  Dolayisiyla ifade edilen fragmanlar
hidroksillenmemis haldedir. Oysa P4H enziminin jelatinin jellesme kabiliyeti
tizerine Onemli bir etkisi vardir. Ekspresyonun P4H enzimi esliinde
gerceklestirilmesi halinde fonksiyonel agidan gida sanayinin kullanimina uygun
hidroksillenmis rekombinant jelatin elde edilebilecektir. Dolayisiyla bu calisma
1s181nda kollajen gen fragmanlart P4H enzimi ile birlikte ekspres edilmeli ve hatta
farkl1 seviyelerde hidroksillendirilmis, farkli jellesme kabiliyetlerine sahip

rekombinant jelatin tiretimleri denenmelidir.
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e Bu arastirma kapsaminda kullanilan pPIC9 ekspresyon vektorii antikor bdlge
icermeyen bir vektordiir. Bu vektdr yerine rekombinant proteinin kolayca ortamdan
saflagtirilmasin1 saglayan antikor bolgesi igeren alternatif ekspresyon vektorlerinin
kullanilmasinin rekombinant proteinin tespitini kolaylastiracag: diisiiniilmektedir.

e Daha Once de bahsedildigi iizere memeli dokularindan elde edilen jelatin farkli
uzunluk, amino asit dizilimi ve molekiiler agirliklara sahip kollajen fragmanlari
icerir. Ancak geleneksel yontemle yapilan jelatin iiretiminde kollajenin kismi
hidroksilasyonu ile olusan kollajen fragmanlarinin uzunluklarina miidehale etmek
miimkiin degildir. Oysa rekombinant jelatin tiretiminin en 6nemli avantajlarindan
birisi de ifade edilecek genin secilebilmesi, modifiye edilebilmesi ve farkli gen
konbinasyonlarinin ayni anda ifade edilebilmesidir. Bu nedenle bu calisma 15181nda
farkli uzunlukta gen fragmanlari ekspres edilerek gida sanayi i¢in farkli fonksiyonel
Ozelliklere sahip, istenilen teknolojik oOzelliklerde rekombinant jelatinler elde
edilebilir. Boylece farkli sektorlerde kullanilmak tizere farkli amino asit
kompozisyonlarina ve farkli jellesme kabiliyetlerine sahip rekombinant jelatin
tiretimleri denenebilir.

e Ayrica iiretim maliyeti rekombinant protein eldesinde nemli bir husutur. Uretim
miktarin1 artirmak igin hedef gen fragmanlarinin bir¢ok kopyasi ayni anda
ekspresyon vektorlerinin ¢oklu klonlama bolgesine baglanarak tek bir hiicrenin

daha yiiksek oranda rekombinant jelatin tiretmesi i¢in ¢aligmalar yapilmalidir.
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EKLER

Ek-1
Tampon ve Stok Cozeltiler

10X YNB (%13.4 yeast nitrogen base with ammonium sulfate without amino
acids):
- amonyum siilfatli ve hi¢ amino asit icermeyen yeast nitrogen base (YNB)
(Invitrogen)’den 134 g tartilip 1 litre distile suda ¢oziiliir.
- Cozelti 0,22 pum’lik filtreden gegirilerek steril edilir ve kullanilincaya kadar
4°C’de depolanir.
500X B (0.02% Biotin):

- 20 mg biotin (...... ) 100 ml distile suda ¢oziiliir.
- Cozelti 0,22 um’lik filtreden gegirilerek steril edilir ve kullanilincaya kadar
4°C’de depolanur.
100X H (0.4% Histidin):
- 400 mg L-histidin 100 mL distile suda ¢oziiliir (¢6ziinme giictiir bu nedenle
¢ozelti 50°C’yi gegmeyecek sekilde hafif isitilarak gerceklestirilir).
- 0,22 um’lik filtreden gegirilerek steril edilir ve kullanilincaya kadar 4°C’de
depolanir.
10X D (20% Dekstroz):
- 200 g D-glukoz 1 L distile suda ¢oziiliir.
- Cozelti 121°C’de 15 dk otaklav uygulanarak steril edilir.
- Kullanilincaya kadar 4°C’de depolanir.

10X M (5% metanol)
- 5 mL metanol 95 mL distile su ile karistirilir.
- Karigim 0,22 um’lik filtreden gegirilerek steril edilir ve kullanilincaya kadar
4°C’de depolanir.
10X GY (10% Giliserol):
- 100 mL gliserol 900 mL distile su ile karigtirilir.
- Karigim 0,22 um’lik filtreden gegirilerek steril edilir.

- Kullanilincaya kadar oda sicakliginda depolanir.
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100X AA (Tiim amino asitlerden %0.5):
- L-glutamik asit, L-metionin, L-lisin, L-16sin ve L-izolésin amino asitlerinin her
birinden 500’er mg tartilir ve 100 ml distile su igerisinde ¢oziiliir.
- Cozelti 0,22 um’lik filtreden gegirilerek steril edilir ve kullanilincaya kadar
4°C’de depolanir
1 M Potasyum Fosfat Buffer, pH 6.0:
1 M K2HPO4 ¢o6zeltisi hazirlama: 174 g K2HPO4 750 mL distile suda
¢Oziindiiriiliir, daha sonra son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanir.
1 M KH2PO4 ¢ozeltisi hazirlama: 136 g KH2PO4 750 mL distile suda
¢ozilindiiriiliir, daha sonra son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanur.
1 M potasyum buffer olusturmak i¢in;
- 132 mL 1 M K2HPO4 ¢o6zeltisi ile , 868 mL of 1 M KH2PO4 ¢ozeltisi
karigtirilir.
- Fosforik asit ya da KOH kullanilarak pH 6.0+0.1 olacak sekilde ayarlanir.
- Cozelti 121°C’de 15 dk otaklav uygulanarak steril edilir ve kullanilincaya kadar
oda sicakliginda depolanir.
Ampisilin Soliisyonu (100pg/mL):
- 200 mg ampisilin (Gibco) 20 mL steril suda ¢oziindiiriiliir.
- D’er mL’lik tiiplere porsiyonlandiktan sonra kullanilincaya kadar -20 °C’de
depolanir.
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-g-D-galactopyranoside) (40 mg/mL) Soliisyonu:
- 40 mg X-Gal, 1 mL dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziiliir.
- Cozeltiyi 151k gegirmeyen kahverengi sise igerisine alinir ve -20 °C’de depolanir.

IPTG (isopropyl-p-d-thiogalactopyranoside) (100mM) Soliisyonu:
- 0.238 g IPTG tartilir 10 mL steril suda ¢ozlindiriiliir.

- Cozelti 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek steril edilir.
- D’er mL’lik tiiplere porsiyonlandiktan sonra kullanilincaya kadar -20 °C’de
depolanir.

CaCl; (Kalsiyum Kloriir) Cozeltisi (100mM):
- 1.47 g CaCl2 tartilir ve 100 mL distile suda ¢oziindiiriiliir.

- (Cozelti oda sicakliginda depolanir.
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E. coli ve P. pastoris Kiiltiir Ortamlar:

LB (Luria-Bertani) Sivi1 Besiyeri:

10 g tripton(Fluka), 5 g yeast ekstrakt(Merck), 10 g NaCl (Merck) tartilip 950
mL distile suda ¢oziiliir.

pH 7.0’a ayarlandiktan sonra ¢oOzeltinin son hacmi distile su ile 1 L’ye
tamamlanir.

121°C’de 15 dk otaklav uygulanarak steril edilir.

Besiyeri kullanilincaya kadar kadar 4°C’de depolanir.

*Eger antibiyotikli besiyeri hazirlanacaksa otoklav edildikten sonra besiyeri

~55°C’ye sogutulur ve 100 pg/mL oraninda ampisilin eklenir.

*E. coli DH5a kiiltiirlerini uzun siire muhafaza etmek ig¢in 20:80 (v/v) oranda

gliserol:LB medium ortami1 hazirlanarak hiicreler bu ortam igerisine alindiktan sonra
-80°C’de depolanur.
LB agar:

LB mediuma otoklav edilmeden once 15 g/L oraninda agar agar (Merck) eklenir
ve iyice ¢oziinmesi saglanir.

121°C’de 15 dk otaklav uygulanarak steril edilir.

Hazirlanan besiyeri 10 cm’lik petrilere ¢okiilerek katilasmasi beklenir.

Petriler kullanilincaya kadar 4°C’de depolanir

*Eger antibiyotik, IPTG veya X-gal eklenecekse otoklav edildikten sonra
eklenecekse besiyeri ~55°C’ye sogutulur 100 pg/mL oraninda ampisilin
eklendikten sonra petrilere dokiiliir. Petrilerde bulunan besiyeri katilastiktan
sonra yiizeyine steril bir drigalski 6ze yardimi ile 40 ul X-gal (40 mg/mL) ve 40
ul IPTG (100mM) soliisyonu siiriiliir.

YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) Sivi Besiyeri:

10 g yeast ekstrakt ve 20 g pepton (Merck) 900 mL distile suda ¢oziindiiriiliir.
121°C’de 15 dk otaklav uygulanarak steril edilir.

Otoklavdan sonra besiyeri sicakligi yaklasik 65°C’ye geldiginde 100 mL steril
10XD eklenir.

Besiyeri 4°C’de depolanur.
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YPD Agar:

YPD mediuma otoklav edilmeden once 15 g/L oraninda agar agar (Merck)
eklenir ve iyice ¢oziinmesi saglanir.

121°C’de 15 dk otaklav uygulanarak steril edilir.

Hazirlanan besiyeri 10 cm’lik petrilere ¢cokiilerek katilagmasi beklenir.

Petriler kullanilincaya kadar 4°C’de depolanir

MD (Minimal Dekstoz)Agar:

3.75 g agar agar tartilir ve 500ml’lik cam sise igerisine aktarilir.
Uzerine 200 mL distile su eklenir ve 121°C’de 15 dk otaklav uygulanarak steril
edilir
Otoklavdan sonra besiyeri sicaklig1 yaklasik 65°C’ye geldiginde;
o 25 ml steril 10XYNB
o 0.5 ml steril 500XB
o 25 ml steril 10XD eklenir ve iyice karistirilir.
Hazirlanan besiyeri 10 cm’lik petrilere ¢okiilerek katilasmasi beklenir.

Petriler kullanilincaya kadar 4°C’de depolanir
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Ek-3:
COL-1 gen fragmam i¢in dizi analizi sonucu
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Ek-3 devami

41

8l
121
lel
201
241
281
321
361
401
441
481
521
56l
601
641
BE1
721
761
801

GACTTGCATG
GAAATGCTGG
AGAAGGCAGC
GGGCGTCCCG
CCGCTGGTGA
TGTAAGTGCC
TCGCCCCTGG
CCCACCACAG
ATTGCTGGAC
GAGGAGAAAG
GAGTGCCCCC
GGAGGGTGCA
ATGTGGGGGA
CCTGACTCTT
AGGTCCTTCT
CCCATGGGCC
CTGGACGTGG
GCGCCCCTCA

GATCTGACAG
ACCCCCTGGC
AAAGGCCCCC
GTGAAGTCGG
GAAAGGAGCC
CCCTCCAGAG
CCACTGGGAG
GGAGCTCCTG
AGCGTGGTGT
AGGCTTCCCT
TCACCTTGGG
GGATGGGGGET
CCATCAGGCC
TCTTTTCCCT
GGAGCAAGTG
CCCCTGGATT
AGGTTGCCGT
CTGTGGCCAT

GCTCCCCTTT
CCCCACAGGG
GTACCGGGGEG

TCCTTGGGCT
AGCTCCTGGG
GGEGEGEGEGECCG

TCGCATTCTC
CCTCCTGGCC
GCGGTGAGAC
TCCCCCTGGT
CCTGGTGCTG
GGGTCCAGAG
TCATCTCACC
GCGCTCCTGG
GGTCGGCCTG
GGTCTTCCTG
GCAGGACCAT
GGTAGGGTCA
CTCTCCCACC
CAGGGTGAAC
GTGAACGTGG
GGCTGGACCC
GGTTGCCAGC
TTTGGGGCCT
GATGTTTCAC
TGCTGAAGGA
AAAAAAATGA

CCCATCCAGG
CTGCTGGCAA
TGGCCCCGCT
CCCCCTGGCC
ACGGACCTGC
TCGGEGEGGECG
CCCGTCTGCC
ACCTCAAGGT
CCTGGTCAGA
GCCCCTCTGT
TGCAGGACTT
GCAAGGACCA
CCATCTCTGG
CCCGCAAACA
CCCCCCTGGT
CCTGGCGAGT
CCCCACGCCA
TGGGCCTGAG
CCTCCCCGCC
TCTCCTGACA
TTCTC
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Ek-4:
COL-1 fragmanina ait dizi analizi sonuclarimin Bos taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1A1), mRNA dizisi ile karsilastirilmasi
(COL-1 ve COL-2 gen fragmanlarinin Bos taurus COL1A1 mRNA dizisi ile birebir eslestigi noktalar aym renkle isaretlenerek belirtilmistir)

Bos taurus collagen, type I, alpha 1 (COL1A1), mMRNA
NCBI Reference Sequence: NM_001034039.2

GCAGACGGGAGTTTCTCCTCGGGGTCGGAGCAGGAGGCACGCGGAGTGTGAGGCCACGCATGAGCGGACG
CTAACCCCCACCCCAGCCGCAAAGAGTCTACATGTCTAGGGTCTAGACATGTTCAGCTTTGTGGACCTCC
GGCTCCTGCTCCTCTTAGCGGCCACCGCCCTCCTGACGCACGGCCAAGAGGAGGGCCAGGAAGAAGGCCA
AGAAGAAGACATCCCACCAGTCACCTGCGTACAGAACGGCCTCAGGTACCATGACCGAGACGTGTGGAAA
CCCGTGCCCTGCCAGATCTGTGTCTGCGACAACGGCAACGTGCTGTGCGATGACGTGATCTGCGACGAAC
TTAAGGACTGTCCTAACGCCAAAGTCCCCACGGACGAATGCTGCCCCGTCTGCCCCGAAGGCCAGGAATC
ACCCACGGACCAAGAAACCACCGGAGTCGAGGGACCGAAAGGAGACACTGGCCCCCGAGGCCCAAGGGGA
CCCGCCGGCCCCCCCGGCCGAGATGGCATCCCTGGACAACCTGGACTTCCCGGACCCCCTGGACCCCCCG
GACCTCCCGGACCCCCTGGCCTCGGAGGAAACTTTGCTCCCCAGTTGTCTTACGGCTATGATGAGAAATC
AACAGGAATTTCCGTGCCTGGTCCCATGGGTCCTTCTGGTCCTCGTGGTCTCCCTGGCCCCCCTGGCGCA
CCTGGTCCCCAAGGTTTCCAAGGCCCCCCTGGTGAGCCTGGCGAGCCAGGAGCCTCAGGTCCCATGGGTC
CCCGTGGTCCCCCTGGCCCCCCTGGCAAGAACGGAGATGATGGCGAAGCTGGAAAGCCTGGTCGTCCTGG
TGAGCGCGGGCCTCCCGGACCTCAGGGTGCTCGGGGATTGCCTGGAACAGCTGGCCTCCCTGGAATGAAG
GGACACAGAGGTTTCAGTGGTTTGGATGGTGCCAAGGGAGATGCTGGTCCTGCTGGCCCCAAGGGCGAGC

CTGGTAGCCCCGGTGAAAATGGAGCTCCTGGTCAGATGGGCCCCCGTGGTCTGCCTGGTGAGAGAGGTCG



devami

CCCACTGGCCCCGCTGGTCCTCCTGGTTTCCCTGGTGCTGTGGGTGCTAAGGGTGAAGGTGGTCCCCAAG

GACCCCGAGGTTCTGAAGGTCCCCAGGGTGTACGTGGTGAGCCTGGCCCCCCTGGCCCTGCTGGTGCTGC

TGGCCCTGCTGGCAACCCTGGTGCTGATGGACAGCCTGGTGCTAAAGGAGCCAATGGCGCTCCTGGTATT

GCTGGTGCTCCTGGCTTCCCTGGTGCCCGAGGCCCCTCTGGACCCCAGGGCCCCAGCGGCCCCLCCTGGLC

CCAAGGGTAACAGCGGTGAACCTGGTGCTCCTGGCAGCAAAGGAGACACTGGCGCCAAGGGAGAACCCGG

TCCCACTGGTATTCAAGGCCCCCCTGGCCCCGCTGGGGAAGAAGGAAAGCGAGGAGCCCGAGGTGAACCT

GGACCTGCTGGCCTGCCTGGACCCCCTGGCGAGCGTGGTGGACCTGGAAGCCGTGGTTTCCCTGGCGCCG

ACGGTGTTGCTGGTCCCAAGGGTCCTGCTGGTGAACGCGGTGCTCCTGGCCCTGCTGGCCCCAAAGGTTC

TCCTGGTGAAGCTGGTCGCCCCGGTGAAGCTGGTCTGCCCGGTGCCAAGGGTCTGACTGGAAGCCCTGGC

AGCCCGGGTCCTGATGGCAAAACTGGCCCCCCTGGTCCCGCCGGTCAAGATGGCCGCCCTGGACCTCCAG

GCCCTCCCGGTGCCCGTGGTCAGGCTGGCGTGATGGGTTTCCCTGGACCTAAAGGTGCTGCTGGAGAGCC

TGGAAAAGCTGGAGAGCGAGGTGTTCCTGGACCCCCTGGCGCTGTTGGTCCTGCTGGCAAAGACGGAGAA

GCTGGAGCTCAGGGACCCCCAGGACCTGCTGGCCCCGCTGGTGAGAGAGGCGAACAAGGCCCTGCTGGCT

CCCCTGGATTCCAGGGTCTCCCCGGCCCTGCTGGTCCTCCTGGTGAAGCAGGCAAACCTGGTGAACAGGG
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devami

TGTTCCTGGAGATCTTGGTGCCCCCGGCCCCTCTGGAGCAAGAGGCGAGAGAGGTTTCCCCGGCGAGCGT
GGTGTGCAAGGGCCGCCCGGTCCTGCAGGTCCCCGTGGGGCCAATGGTGCCCCTGGCAACGATGGTGCTA
AGGGTGATGCTGGTGCCCCTGGAGCCCCCGGTAGCCAGGGTGCCCCTGGCCTTCAAGGAATGCCTGGTGA
ACGAGGTGCAGCTGGTCTTCCAGGCCCTAAGGGTGACAGAGGGGATGCTGGTCCCAAAGGTGCTGATGGT
GCTCCTGGCAAAGATGGCGTCCGTGGTCTGACTGGTCCCATCGGTCCTCCTGGCCCCGCTGGTGCCCCTG
GTGACAAGGGTGAAGCTGGTCCTAGTGGCCCAGCCGGTCCCACTGGAGCTCGTGGTGCCCCCGGTGACCG
TGGTGAGCCTGGTCCCCCCGGCCCTGCTGGCTTCGCTGGCCCCCCTGGTGCTGATGGCCAACCTGGTGCT
AAAGGCGAACCTGGTGATGCTGGTGCTAAAGGTGACGCTGGTCCCCCCGGCCCTGCTGGGCCCGCTGGAC
CCCCCGGCCCCATTGGTAACGTTGGTGCTCCCGGACCCAAAGGTGCTCGTGGCAGCGCTGGTCCCCCTGG
TGCTACTGGTTTCCCAGGTGCTGCTGGCCGAGTCGGTCCCCCCGGCCCCTCTGGAAATGCTGGACCCCCT

GGCCCTCCTGGCCCTGCTGGCAAAGAAGGCAGCAAAGGCCCCCGCGGTGAGACTGGCCCCGCTGGGCGTC

CCGGTGAAGTCGGTCCCCCTGGTCCCCCTGGCCCCGCTGGTGAGAAAGGAGCCCCTGGT_

§ L GBAGCTCCTGGC: CTCCTGGACCTCARGGTATT6CTGGACAGCGTCETGTGGTCRGCCTECCTGRT

G e GO ICOEBOEGHENE - o0 GCRAACAAGETCCTTCTG

_GAGCTCCTGGTGCTGAAGGATCCCCTGGACGAGATGGTTCTCCTGGCGCCAAGGGTGAC

CGTGGTGAGACCGGCCCTGCTGGACCTCCTGGTGCTCCTGGCGCTCCCGGTGCCCCCGGCCCTGTCGGALC
CTGCCGGCAAGAGCGGTGATCGTGGTGAGACCGGTCCTGCTGGTCCTGCTGGTCCCATTGGCCCCGTTGG
TGCCCGTGGCCCCGCTGGACCCCAAGGCCCCCGTGGTGACAAGGGTGAGACAGGCGAACAGGGCGACAGA

GGCATTAAGGGTCACCGTGGCTTCTCTGGTCTCCAGGGTCCCCCCGGCCCTCCCGGCTCTCCTGGTGAGC
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GACTTGCATGGATCTGACAGTCGCATTCTCCCCA
TCCAGGGAAATGCTGGACCCCCTGGCCCTCCTG
GCCCTGCTGGCAAAGAAGGCAGCAAAGGCCCCC
GCGGTGAGACTGGCCCCGCTGGGCGTCCCGGTG
AAGTCGGTCCCCCTGGTCCCCCTGGCCCCGCTGG
TGAGAAAGGAGCCCCTGGTGCTGACGGACCTGC
TGTAAGTGCCCCCTCCAGAGGGGTCCAGAGTCG
GGGGGCGTCGCCCCTGGCCACTGGGAGTCATCT
CACCCCCGTCTGCCCCCACCACAG

TGAGTGCCCCCTCACCTTGGGGCAGGACCATTG

CAGGACTTGGAGGGTGCAGGATGGGGGTGGTAG

GGTCAGCAAGGACCAATGTGGGGGACCATCAGG
CCCTCTCCCACCCCATCTCTGGCCTGACTCTTTC
TTTTCCCTCAGG

GCCAGCCCCCACGCCAGCGCCCCTCACTGTGGC
CATTTTGGGGCCTTGGGCCTGAGGCTCCCCTTTT
CCTTGGGCTGATGTTTCACCCTCCCCGCCCCCCA
CAGGGAGCTCCTGGGTGCTGAAGGATCTCCTGA
CAGTACCGGGGGGGGGGGGCCGAAAAAAATGA
TTCTC



AGATGGACTCAATGGTCTCCCAGGCCCCATCGGTCCCCCTGGGCCTCGAGGTCGCACTGGTGATGCTGGT
CCTGCTGGTCCTCCCGGCCCTCCTGGACCCCCTGGTCCCCCAGGTCCTCCCAGCGGCGGCTACGACTTGA
GCTTCCTGCCCCAGCCACCTCAAGAGAAGGCTCACGATGGTGGCCGCTACTACCGGGCTGATGATGCCAA
TGTGGTCCGTGACCGTGACCTCGAGGTGGACACCACCCTCAAGAGCCTGAGCCAGCAGATCGAGAACATC
CGGAGCCCTGAAGGCAGCCGCAAGAACCCCGCCCGCACCTGCCGTGACCTCAAGATGTGCCACTCTGACT
GGAAGAGCGGAGAATACTGGATTGACCCCAACCAAGGCTGCAACCTGGATGCCATTAAGGTCTTCTGCAA
CATGGAAACCGGTGAGACCTGTGTATACCCCACTCAGCCCAGCGTGGCCCAGAAGAACTGGTATATCAGC
AAGAACCCCAAGGAAAAGAGGCACGTCTGGTACGGCGAGAGCATGACCGGCGGATTCCAGTTCGAGTATG
GCGGCCAGGGGTCCGATCCTGCCGATGTGGCCATCCAGCTGACTTTCCTGCGCCTGATGTCCACCGAGGC
CTCCCAGAACATCACCTACCACTGCAAGAACAGCGTGGCCTACATGGACCAGCAGACTGGCAACCTCAAG
AAGGCCCTGCTCCTCCAGGGCTCCAACGAGATCGAGATCCGGGCCGAGGGCAACAGCCGCTTCACCTACA
GCGTCACCTACGATGGCTGCACGAGTCACACCGGAGCCTGGGGCAAGACAGTGATCGAATACAAAACCAC
CAAGACCTCCCGCTTGCCCATCATCGATGTGGCCCCCTTGGACGTTGGCGCCCCAGACCAGGAATTCGGC
TTCGACGTTGGCCCTGCCTGCTTCCTGTAAACTCCTTCCACCCCAACCTGGCTCCCTCCCACCCAACCCA
CTTGCCCCTGACTCTGGAAACAGACAAACAACCCAAACTGAAACCCCCGAAAAGCCAAAAAATGGGAGAC

AATTTCACATGGACTTTGGAAAATATTTTTTTCCTTTGCATTCATCTCTCAAACTTAGTTTTTATCTTTG
ACCAACTGAACATGACCAAAAACCAAAAGTGCATTCAACCTTACCAAAAAAAAAAAAAAAA
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