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KRABROLININ P. PASTORIS’TE URETIMI VE OPTIMIZASYONU

Evrim CELEBT
Bahlkesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitisfi Biyoloji Anabilim Ba=
(¥ iﬁkéek Lisans Tezi / Tez Danzgmans: Yard. Dog. De. Elrem DUNDAR)
Balikeskr, 2009

Bu - ¢aligmada ozelikle son yillarda onem kazanan, hemen hemen tim
canhlarda bulonan, bagigilklde sistemi igin son defece sherali-rol oynayan ve AMP
(antimikrobiyal peptit) olaralk istmlendirilen bir gurup peptitten krabrolin Gizerinde
galigilimis, bu peptidin ¢alkalamali maya {Pichia postorisy kiltirinde uretmumn
optimizasyonu hedeflenmis ve akiivitemin en Ust dizeys wnlagh ko§u]1arm
gaptanmast amaclanmagiy, Bunun jgin Snealikle kit e;ahainalarmda kritik onemP
sahip stpetreler snptanmis (smakhk pF gibi) ve tasarlanan her bir deney serisinG
teker teker vypulanmigtis. ..

Sonug olaralr oer%ekiegmﬂen 6 deney serisinde pH’mn ek baging pozle
goritli bir aktivite arbigina neden olmadify, ozeflikle TITA ve BSA ile birlikte.
dildkate-shindigmda aktivitenin artipmda eikili olduf gozlemlenmishr. banuglara&

et oluninast icin baz deneylerin, bam ¢k kontroller i ils bergbar iel-;mx edilmesine
gerek varde, '

ANAHTAR SOZCUKLER: Antimikrobiyal peptitler, Krabrofin, P, pastoris




Abstract

QPTIM]ZATION OF CRABROLIN PROBECTHFN

3.

= P PASTORIS

Balikesir University, Tnstitute of Science, Deparbment of Biclogy
(Master Thesis / Supervisor: Assistant Professor Elsrem DUNDAR)
N Balikesir, Tarkey, 2009

In this stady, crabrofin, an anti-microbial peptide (ADMP) that is found in all
ergamsms, ‘hagrerucial roles in. immune: system, and has: gamed importance. recently,
-was studied with respect to yield opnmisatmn in shake-cultures. Fort this purpuse
crucial parameters of culture growth (such 28 pH and temperaur ¢) were ﬁrst
determined and then applied o il experiments designed.

particutarly effective when arcanged together with pPL Yo confirm these results,

some experiments need to be repeated along ¥ fith some ndditional controls. -

KEY WORDS: Antimicrobial peptides, Crabrolin, P. pastoris

Based on reqults of the six experiment series, it wag conclude < that pH alone
was not important gaameter for an increase of activity, but EDTA and BSA were
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1. GIRIS

* Yaklagik geyrek asir oncesine kadar bilim adamlar bakterilerle olan savagi
kazanacaklarim iddia etmekteydiler. Fakat su anda elde edilen veriler antibiyotik

oncesindeki durima geri dondigimizii gostermektedir.

1940’ yillarda penisilin gibi ilk ticari antibiyotiklerin gelismesiyle beraber
degisik sekillerde direng gosteren bakterilerin sayisinda artig baglamigtir. Yapilan
caligmalar bu yeni mekanizma faaliyetlerinin neden oldugu problemi ¢ozmede gok
basarili olamadi ve insanlardaki agir1 ve uygun olmayan kullanim ¢oklu direng

artiglarina sebep oldu [1].

~ Dinya Saglk Orgitii (WHO) verilerine gore Staphylococcus aureus

iklarmin  %95°inin  penisiline direng gostermekte oldugu ve enferococci,

" pneomococci Pseudomonas, Serrati [2]. ve Mycobacterium tuberculosis’in (Beijing

k1) dinyamn degisik bolgelerinde %690°lara varan oranlarda ¢oklu ila¢ direnci
gosterdigi bilinmektedir. Buna ek olarak bakteri direncinde, Amerika ve Japonya’da

%70 oraninda hastanede alinan yangilarin sorumlu oldugu bilinmektedir [3].

Bilingsizce kullanilan antibiyotiklerin neden oldugu bakterilerdeki direng
artig1 yiiziinden, son yillarda etkisini kaybeden antibiyotiklerin yerini, antithikrobiyal
ilaglara birakmaya baglamustir [1}. Antimikrobiyal peptitler (AMP) yeni ilaglarin

olast bilesikleridir. AMP’ler memelilerde, omurgahlarda, boceklerde ve bitkilerde

~bulunan-ilk savunma hattinin etkili ve de- esld,elemanlarldﬁ". " Bu elemanlar yaklasik

~-bir milyon yildir bulunmakta ve bakteriler, antibiyotikler gibi onlara kars1 oldukca

etkili bir mekanizma gelistﬁememektedir. AMP’ler sia dist aktivite ve secicilik

gosterdigi icin bu durum onlar: yeni ilaglar igin bir umut kaynagi yapmaktadir [4].




AMPler ile geleneksel antibiyotiklerin arasindaki  buyik fark,
antibiyotiklerin, mikroplarin icindeki gok 6zel olan hedeflere gore davranmasi ve bu
yiizden bakterinin morfolojisinin korunup bu saldir1 esnasinda direng mekanizmast
gerceklestirebilir olmasidir. Oysa AMP’ler hedef hiicrenin membranini bozar ya da
parcalar ve igine sizar ve boylece hiicre igin agilmasi zor olan bir hasara yol acar. Bu
yiizden bakterilerin AMP’lere karg: diren¢ kazanmalarinin antibiyotiklere gore daha
zor olduguna inanilmaktadir. AMP’lerin geleneksel antibiyotiklere kargi bir avantaj1

da gelecekte kokteyl olarak faydalanilabilecek tedavi segeneklerinin geligtirilebilme

ihtimalidir [1, 3-8.

Cogu AMP aym zamanda gram-negatif ve gram-pozitif bakterilere,
mantarlara, mayalara, hatta belli zarfli viris ve protozoalara karst bile aktivite
sergilemektedit. Diger AMP’lerin ddha smirl1 bir spektrumda da olsa antibiyotiklere
gore daha izl sekilde bakterileri oldirdiigi gosterilmigtir. AMP’ler ayrica yara
iyilestirme gibi farkli ozelliklere de sahiptir [1, 3, 4, 6, 7]. Gelecekte AMP’leri
antibiyotik - olarak kullanabilmemiz ve antimiktobiyal aktivitelerini optimize

edebilmemiz i¢in de membran gecirgenliginin anlagiimas: gok onemlidir [9, 10].

AMP’lerin  antibiyotik aktivitelerinin aragtirilmas1  i¢in  rekombinant
-ekspresyonu--dafyapﬂabilmektedir::rBununlas.-berab.er—Al\/IPllerﬂbakteri “hiicreleri icin
de toksiktir ve bu nedenle E.coli’de direkt olarak firetimi olmaz. Iste bu yiizden
antimikrobiyal proteinlerin tretimi icin bu ¢ahigmada da kullamimusg olan Pichia

pastoris gibi dkaryotik sistemlere ihtiyag duyulmaktadr.

Okaryotik "sistemlerin ¢ogu bakteriyel ekspresyon sistemlerine nazaran

gahsllmam ve karakteristik ozellikleri baklmmdan ozellikle de kisa AMP’ 1e1r1n~

sentezi cogu proteinlerle kiyaslandiginda daha karmagiktir.  Bununla beraber-

klmya’sal seniez daha pahalidir ve genig iitetimler icin uygun degildir [11}. “Bu .
caligmanm yapilis sebebi, P. pastoris kullamlarak calkalamali kiiltiirde uygun

ekspresyon sisteminin optimizasyonunun bagarilmasina katkida buluamaktir. Bu
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calismada daha onceki caligmalarda krabrolin genine sahip pPICZo-A ekspresyon
vektorii ile transforme olmus Pichia pastoris kullamlarak krabrolin iiretilmis ve bu

iretimin optimizasyonu aragtirilmigtir.

1.1 Amtimikrobiyal Peptitler

Tam mikroorganizmalar var oluslarindan beri diger mikroorganizmalara kargt
hassassiyet gostermektedirler. Bunun nedeni mikroorganizmalarin salgiladig: toksin
rﬁaddelere ve biinyelerinde bulunan bazi bilesiklere konukg:unuﬂ tepki vermesinden
kaynaklanmaktadir. Bunun yamnda konukeu viicudunda onlar icin gerekli gidalarm
ortamda hazir olarak bulunmasi, mikroorganizmalarin yerlesip rahatlikla
cogalmalarin1 miimkiin kilmaktadir.

Ve

Ayrica ¢ok hiicreli ggnhlar da istilééilarl faniy1p onlari"g_’ehgellemeye vonelik

savunma sistemlerine sahiptirler. Bu savunma sistemleri, ‘mikroorganizmalari

taniy1p onlan sistemden yok etme veya thisiz hale getirme seklinde igler [13].




Ozellikle cok hiicreli organizmalarin savunma sistemlerinde etkili rol
oynayan makrofsj, sitokinler, proteinler, kemokinler gibi bazi bilesenler vardir.
Bunlardan antimikrobiyal peptitler olarak da isimlendirilen ve gram pozitif, gram-
negatif bakterilerle mantar hatta bazi viriisleri de oldiirme yetenegi bulunan bazi
peptitlerin varlii son yarim asir igerisinde kegfedilmis ve bu peptitler ile ilgili
sayisiz galigmalar yapilmigtir. Bugiin bu peptitlerin bagisiklik sistemindeki rolleri ve
etki mekanizmalar1 goz oniine serilmektedir. Bu peptitlerin savanma sisteminde rol
alan ilk bagisiklik elemanlari olmalarimn yaninda savunma direncine ve tepkisine
gore kendilerini adapte edebilmeleri ve difer savunma elemanlanyla ve

mikroorganizmalarla etkilesime girebilmeleri de diger 6nemli ozelliklerindendir [14].

Savunma peptitleri olarak da adlandirlan antimikrobiyal peptitler evrimsel
olarak korunmus immun sistemin vazgecilmez elemanlaridir ve hemen hemen tiim

canli smiflarinda kesfedilmistir.

Bu peptitlerin potansiyel bir iyilestirici 0zelligi kamitlanmig, genis
spekturumlu bir antibiyotik gibi olan, Gram negatif ve Gram pozifit bakterilere,
mycobacteria tiirlerine (Mycobacterium  tuberculosis), bazi zarfli viriislere,

mantarlara ve hatta bazi kanserli hiicrelere de etki ettigi bilinmektedir [15].

Antimikrobiyal peptitler, gen olarak polipeptit seklinde kodlanan
- antimikrobiyal maddeler olarak tammlanmigtir: Genelde 100 bg’den daha azdirlar,
Hastaligm erken donemlerinde aktif olup yabanci organizmalara karsi savunmada

yiiksek yapili organizmalarin en buyiik silahlarindan biridirler.

AMP’lerin sekonder yapilarimn birbir'lerindeﬁ biyik farklibk gosterdigine -
inaniimakfadir. Blrgok calismada AMP ferin hilcre membran -liptileri ve'.
fonk51yonlar1m bozarak bakteri hiicrelerini oldurduklerl gozlenml§t1r Bu sayededir

ki d1reng melanizmasinm bu peptltlere karst ge11§t1r11mes1 kolay olmarmstir.




Bu yap: farkhiliklarina ragmen temel olarak yabanci mikroorganizmalara kargi
gosterilen mekanizma benzerlik gostermektedir. Diger bir ifadeyle mekanizmalar

belirli olan yapiya bagl olarak gelismemektedir.

AMP’lerin yaygm yapisal ozellikleri arasinda suda ¢ozimnebilen molekuller
olmalan, amfifilik 6zellikde olmalar: ve deterjanlar gibi yaglara baglanma affinitesi

gostermeleri sayilabilir.

Antimikrobiyal peptitler deri gibi nemli yiizeylerde (burun, soluk borusu, agiz
vb) ve sindirim ile ilgili bolgelerde bulunmakta. ve bu bolgelerde konagin yabanci

istilalara kars: savunmasi gorevini iistlenmektedirler [1, 6, 12].

Cegsitli organizmalarda 800°den fazla AMP tammlanmigtir [4]. Bunlardan
bazilar1 yapilarina gore Tablo 1.1°de, hedef hiicre ve etki sekillerine gore de Tablo
1.2°de géstefilmi._stir. Bunlar oldukca degisken yapt ve dizi bakimindan da oldukca

degiskenlik gosterirler ki ¢ok yakin akraba tiirlerde bile nadiren benzerlik gosterirler
[1,6,16].




Tablo 1

2 ib IS TR
BS, Kan hiicresi; KS, Kan sivisy; E, Epitel dokuv]

1 Yapilarma gore baz: antimikrobiyal peptider.
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Tablo 1. 2 Bazi antibakteriyel peptitler [18].

~Jd

[24], [25),
{26, [27],
[281, [29]




Table 1. 3 Baz1 antifungal peptitleri ve iglevieri.

Melittin | a-heliks | An C.albicans Gegirgenlik [43]
Magainin | o-heliks | Kurbaga | C.albicans Lizis [441,145]
Memranda
. . ] Aspergillus kolesterol/ergeste
Sekropin o-heliks | Bocek furnigatus rol baglart [46],[47]
12)3 " | o-heliks | Domuz C.albicans Gegirgenlik [42],[48]
Brevinin- . y Batrachochytriu | - . . |
1 ' a-heliks | Kurbaga n dendrobatidis Lizis [49]
Membran
.| B- . . gecirgenligi
Defensin levhas: | Memeli C.albicans ve/veya lizis [501,[51]
Aktin
Pn-AMP | B- i C.albicans, flamentlerin
Bitki - .
1 levhasi S.cerevisiae depolimerazasyon [521,[53]
u 2
Histidin | - : o
Histadin | ce Insan,prit | o~ 1picans Mitckondrinin [541,[55]
. at hasart
zengin
. Uzamis - |, .. . Sitoplazmik .
Tenesin3 fciyrin bocek gmjaﬁzazts;ls bolgede [561,157]
: & bilinmeyen hedef
Hicre
| Indolisidi “ e membrammnin _
0 uzamig | sigir T.beigelii bozulmast [58]

1.1,1 Antimikrebiyal Peptitlerin Tarihgesi

timikrobiyal peptitler birbirinden bagimsiz iki caligmayla kesfedilmistir.
Bunlardan ilki, bakterileri oldiiren fagositik memeli hiicrelerinin mekanizmasi
tizerine  ikincisi :ise, hayatta kalmak i¢in bakterileri &ldiiren organizmalarin
mekanizmalar: iizerinedir. 1870’lerin sonlarinda bilim adamlari konak¢iya hasar

vermeksizin mikroplar 6ldiirebilecek biyolojik bir ajan aragtirdilar [59]. '1883°de




Metchnikov mikroplarin fagositozunda beyaz kan hiicrelerinin ilgisinin oldugunu
tammlad1 ve bu hiicrelerin farkliliklarini da belirtti [59, 60]. Takip eden yillarda
Petterson antimikrobiyal aktiviteye sahip insan anfiyezidnen bir irinin sulu &ziini
buldu. Pettersen ve arkadaglari antimikrobiyal aktiviteden sorumulu bilesikleri
tanimlamay: amaglamaktaydilar. Bununla beraber zamanin teknik ve kosullar1 bu
antibiyotik ajanlarmn arastirilmasinda etkili degildi. Yaklagik 20 yil sonra Fleming’in
ilk lizozimi kesfi [59] ve ardindan da penisilini‘n bulunmas1 yeni bir c¢agin
baslangicini  olusturmaktaydi. Antimikrobiyal maddelerin aragtirilmast igin
penisilinin kesfinden 10 yil sonra Hotchkiss ve Dubos [61] Bacillus brevis’den
gramisidin ve tirosidini izole etmeyi basardilar fakat yalnizca gramisidin ¢ok smirli
sekilde kullamlabildi ciinkii okaryotik hiicreler icin toksik etkisi vardi Bu
gelismelerin takibinde bir¢ok canlidan da antmikrobiyal aktiviteye sahip molekiiller
kegfedilmigtir. - Mesela arinin zehirinden mellitin izole edilmis fakat bunun gibi
sonradan kesfedilen birgok molekiilin ¢ok daha fazla toksik olduu ve hemolitik
etkisinin oldugu kegfedilmistir [60]

1969°da Zeya ve Spitznagel tavsan cekirdek l6kositlerinden pozitif
yiiklerinden dolay: bakteri membran gegirgenligini bozan ve hemolitik olmayan 5
tane katyonik antimikrobiyal protein izole ettiler [62].

1970°1i yillarda bitkiden elde edilmis ilk antimikrobiyal peptit olan tiyonin
izole.edildi [63].

1978’de Weis ve Elsbach [64] kronik myeloid l6semi hastalarimn beyaz kan

hiicrelerinin granul proteinlerinden *bakteri gegirgenligini indiikleyen faktor’ adi

“verilen bir proteini izole ettiler. Bu protein bakterilere kars1 olan aktivitesinin yam

sira endotoksinleri notiirleme gibi ozelliklere de sahipti..

- 1980’lerin baglérmdd bir seri calismadan sonra giive pupasindan elde edilen
ve boceklerden’izole edilmis ilk antimikrobiyal peptid olan sekropim kesfedildi {65].
lk zamanlarda bu peptitlerin sadece boceklerde bulundugu du:;unulm\,kteydl fakat

daha sonra diger hayvan smiflarindan da benzer ozelliklere sahip peptitler kesfedildi

[13].




1995 yilinda ilk defa AMP’lerin bagisiklik sistemindeki rolleri ve islevleri
hakkinda genis ¢apli bir makale yayimnlandi [66].

1.1.2 AMP lerin yapuar:

AMP’ler oldukca bityiik cesitlilik gosterdiklerinden mikroplara kars gostermis
olduklari saldirt yontemlerine gore gruplandirilirlar. Bununla beraber bazi AMP’ler
sekonder yapilarma gore de gruplandirilabilitler. Genel olarak 4 gurupta incelenirler.
(Sekil 1.2):

2 yada 3 disiilfid baglarryla stéﬁile olmus PB-levha
- Amfipatik Alfa heliks |
- Tekli disiilfid bagtyla olan ilmek yapisi
- Uzams molekiil yapust [1, 16, 67, 68].

Sekil 1. 2 AMP'lerin molekiiler yapilan a) 2 ya'da 3 disiilfid bag ile bagli olan f levhas, b) o heliks - .

¢) tek disiilfid bagiyla olan ilmek ve d) uzamis molekiil yaps: [6].
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Disiilfid baglariyla dengede olan levha siufi paralel olmayan bir yapiyla
karakterize edilir. Helikal peptitler helikal konformasyonlartyla karakterize edilirler
ki sikhikla tholekiiliin merkezinde ufak bir kivrim ihtiva ederler. Amfipatikler; bu
peptitlerin’ helikal konformasyonlari mikrop membranlari ile olan etkilesimiyle
pyarthrlar, Uzams olan peptit smifi helikal ve levha sekilde olanlarin aksine
icerdikleri yiiksek miktardaki prolin ve glisinden dolayr sekonder yapidan
yoksundurlar. Bu peptitler membran lipitleriyle olan Van der Waals ve hidrojen
baglariyla son yapilarini kazamrlar. Ilmek seklinde olanlar ise dusulfid ve amid veya

isopeptit baglar ihtiva eden baglarla ayirt edilirler.

AMP’ler farkli yapisal ozellikleri ile smuflandirilmalarinm yani sira
mikroplara kars1 gostermis olduklari mekanizmalar ile de kategorize edilmektedirler.
AMP’lerin direk olarak membranla etkilesen bir davrams mekanizmasi oldufu
disinilmektedir. Dogal L peptitlerinin  yaptigt kadar AMP’lerin D
enansiyomerlerinin de aym biyolojik aktiviteleri ve membrandan gegebilme ozelligi
sergiledigi bulunmustur. Genelde AMP’lerin membranlarla etkilegimi membran
gecirgenligini arttrr. Bununla beraber sadece swirh sayidaki rhekanizmalar

antindikrobiyal peptitlerin hareketlerinin mekanizmasi hakkinda bilgi verir.[4]

1.1.3 Mekanizma. .

Antimikrobiya1 peptitler pozitif yiikleri sayesinde herhangi bir araciya ihtiyag
duymadan bakterilerin dis membran yiizeyiyle etkilesime girebilmektedirler. Bunun
sebebi gram-negatif bakterilerin - dis membramndaki lipopolisakkarit tabakasinin,
gram pozitif bakterilerde ise lipoteikoik asidin negatif yiiklerinden dolay1 pozitif

yuklu olan katyonik peptltlerm Lolayca ‘baglanabilmeleridir. Bu. durum ‘memeli

' hucrelen icin- bir avantaj da olusturmaktadlr zira- mémeli hucrelerlmn mem,bran
‘yapist ve muhtevast bakteri hiicrelérinden farkhlk gostermekte ‘bu " yizden

~ antimikrobiyal peptitin baglanabilmesi i¢in gerekli negatif yitk olmadigindan memeli
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hiicreleriyle ~ antimikyobiyal (katyonik)  peptitler  arasmmda  etkilesim

gerceklesememektedir.

Memeli hiicreleriyle bakteri hiicresi arasindaki diger bir onemli fark ise

memeli hiicrelerinde bulunan kolesteroliin varhigdir.

Tiim bu farkliliklar sayesinde memeli hiicrelerine karst herhangi bir yan etkisi
bulunmaksizin  segici olarak bakterilerin konake¢1 igerisinde Oldiiriilmesi
saglanabilmektedir (Sekil 1.3).
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Antimikrobiyal peptidler

+

+
Hidrofobik ve elektrostatik % Hidrofobik etkilesim
etkilesim

Giiclii Z

SHYHYE

Bakteri membrani Memeli hiicre membram
Kolesteral zivitriyonik fosfolipit
Asidik fosfolipit

Sekil 1.3 Antimikrobiyal peptitlerin membranla etkilesimi. ( Bakteri membranlar: asidik fosfolipite
sahip olduklarmdan pozitif yiklii peptidier bn membranlarla etldlesime girerler. Diger taraftan asidik
fosolipit, memeli hiicrelerinin i¢ kasmnda bulunur. Dig lasmmda agrhkh olarak zivitriyonik
fosfolipitin bulunmas: ve antimikrobiyal peptidlerin affinitesinin digiik olusu aym zamanda kolesterol

varhgida-memeli- hiicrelerinin=bu=peptidler= tarafindan-olusabilecek=membran- etkilegimlerihi . bir
anlamda engellemis yada azaltmi§ olmasi membranyapisimn- antimikrobiyal- aktivite-iizerine olan
efkisini agiklamaktadir. Bu gekil referans [17, 69]den modifiye edilmisgtir.)

Bunun yamnda yapilan bazi caligmalar antimikrobiyal peptitlerin

aktivitelerinin, her zaman dig membran yapisina bagh olmadigina- géstermistir [8].

:AMP"lerin hemen hemen hepsi katyoniktir ki bunun anlami lizin ve arjininin
fazlalhigindan dolay1 fn:.et birbpozitif yiike sahip olmélandm | Bu nedenle AMP’I&;;in
buyuk bir cogunluguna KAMP (katyonik antimikrobial peptitler) ad1 verilmféztir.

- KAMP’lar aym zamanda amfipatik (yani suda ¢oziinen hidrofilik ve ¢Oziinmeyen
hidrofobik guruplarm her ikisini de bir arada bulunduran) molekillerdir. Bu
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ozellikleri sayesinde membranmn hidrofobik bolgesiyle biitinlesebilir ve dig membran
boyunca yer degistirebilir. Bu sebeple afinin ve lizinin KAMP’m hedef
membramiyla olan etkilesimine olumlu katkisi varde. KAMP’larin LPS’lere
(Lipopolisakkarit) baglanmasinmn dig membrandaki Mg”_'ve Ca*? gibi iki degerli
(divalent) katyonlarm yer degigtirmesiyle oldufu distnilmektedir. Bu divalent
katyonlarm LPS’lerin negatif yiklerine baglanmasindan dolayr dig hiicre
membranimn stabilizesi icin elzem o6nem tagimaktadw. Bu yiizden divalent
katyonlarin yer degistirtesinden dolayr KAMP’lar ile LPS etkilesimleri nedeniyle,
LPS katmanlar iizerinde bozulmalar meydana geldigine inaniimaktadir. Bu bozulma
KAMP’larin dis membran boyunca ;’kendiiiginden aktive olan madde alimr’’ (self-
promoted uptake) adi verilen bir mekanizmayla hareket etmelerini saglar [1, 4-7,
12, 70].

Bu mekanizmaya gore, aminoglikozidler ve polimiksin B- gibi katyonik
bilesiklerin membran stabilizetisini bozmalan ve bu nedenle mniembrana

girebilmelerine olanak saglamaktadir [71].

Sitoplazmik membran da dig hiicre membram gibi negatif yukludir.

. KAMP’larin membran iizerindeki etkisi de bu negatif yiikden dolayidur.

KAMP’larin sitoplazmik membranla olan etkilesimleri 2 suufa ayrilir. Bunlar
membrani bozarak etki eden ve membram bozmadan etki eden mekanizmalardir.

K AMP’larin- membrant -bozmalari -ise-sitoplazmik-membranin-siddetli--bir- gekilde

* kanstirilmasidir ki bu mekanizmay: agiklayan iki model gelistirilmistir; fic1 tahtast

modeli ve kilim modelidir [5, 12, 72, 73].

Asagida bu iki mekanizma agiklanmigtir.

1.1.3.1 Fugz Tahtas: Modeli

Bu model antimilcr(;f)iyal mekanizmay: agiklamak igin t‘)ﬁé stiriilmiig olan ilk
modeldir. Bu modele, peptltlei in membran igerisindski gorunumlen ficty1 andlrdlgl

191n bu ad verilmistir. Bu modelde peptltler membrana dikey gekilde konumlamrlar

" Agagldakl sekilde -gorildugi - gibi (Sekil 1.4) AMP’ler bu konumlamayla . polar ... .. .
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kisimlari transmembran por igine, hidrofobik kisimlar1 da lipit membran yiizeyine
donitk gekildedirler. Bu modelde peptitlerin hidrofilik yiizleri ¢oziicii ile, hidrofabik
yiizleri ise membramn lipit kismi ile temas eder ve sonugta membranda kanallar ya
da porlar meydana gelir. Bu yolla mikrobiyal membran igerisinde kanal formunu
kazamirlar.  Olusan bu porlar membran bilesenlerinin azalmast ve membran
potansiyelinin bozulmasina neden olur [10]. Peptitlerin membrana etki edebilmeleri

icin membramn negatif olarak yiiklenmesi gerekmektedir.

Bu-modele gore peptitlerin baz1 6zellikletinin olmas1 gerekmektedir bunlardan
bazilar1 sunlardir;
- Hidrofobik yapiya sahip olmal,
- o helikal bir peptid i¢in minimum 22 aa. p-levha i¢in 8 aa. uzunlugunda
olmal,
- membramin yapisim bozmak icin en az 2-3 peptidin bir araya gelmesi yani

belirli bir konsantrasyonda olmas: gerekmektedir.

Tiim bu agiklamalarin yaninda konuyla ilgili galigmalar gostermektedir ki, bu
model sadece selektif olmayan katyonik peptitlerin membranla olan etkilesimlerin;l
acgiklamaktadir. Bu yiizdeh selektif olan katyonik peptitlerin etkilegimlerini
aciklamak i¢in klhm modeli gelistirilmistir [8, 10, 12, 73, 74].

‘Sekil 1.4 Fict Tahtast Modsli. Sekilde fig: tahtas: mod_eﬁhe gore mermbran gegirgenliZinin bozul_r_nag,l
gosterilmistir, Peptitler 6nce monomer ya da oligomorik olarak membran yiizeyine tutunurlar (A),

daha sonra membranm lipit ¢ekirdegine girmesi ve ¢k olarak diger monomerlerin bu bolgeye

toplanmasi::(B). . Buradd koyu. renk hidrofobik yiizeyi; agik. renk. ise, hidrofilik yiizeyi temsil, ..

etmektedir. Not: Bu sekil yazarm izniyle konulmustur {10]
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1.1.3.2 Kifim Medeli

Kilim modelinde AMP’ler membran igerisine girmezler onun yerine
sitoplazmik membrana paralel olarak dizilirler. Bundan dolay1r membran {izerinde
kilim gibi bir yapt kazamrlar. AMP’lerin bu uyumu membramn iki katmanl
yapisinin dengesinde bolgesel bozulmalara ve membranda genis catlaklara neden
olur. Sekil 1.5°de gosterildigi gibi bu gatlaklarin sitoplazmik bilegenlerin disariya
akmasina neden olmasi, membran potansiyelinin ¢dkmesine ve son olarak membran

bitinliigiiniin bozulmasina seden olur.

Kilim modelinde fig1 tahtass modelinin aksine pozitif yikli peptitler
membranin hidrofobik kismunn igine girmezler, onun yerine hidrofilik kisimlar
birbirine bakacak sekilde bir topluluk halinde bulunurlar. Btinun yannda kilim
modelinde figt modelinin aksine membrana niifuz eden peptitlérin belirli bir yapida

olmas1 sart degildir, cesitli yapt ve buyiklikte olabilirler.  Bu modelin

geligtirilmesinin amact ‘neden AMP’ler antimikrobiyaldir ve yapi, dizi ve

uzunluklariyla iligkili olmadan aktivite gosterebilmektedirler?” sorusunun cevabini
vermektir [8, 10, 12, 73-76].

Bu modelde monomerik ya da oligomerik AMP’lerin negatif olan membran ytizeyine
. baglanmast-icin-amfipatik yapida-olmasi-gerekli- degildir- = Membran- ile-olan-ilk
etkilesim elekirostatik ¢ekim kuvvetiyle gerceklesir, fakat. bu modelde aktif olan
AMP’ler pozitif yikli 6lma11d1rlaf. Bunddn sonraki adimda AMP’ler hidrofobik
yiizeyleri membranmn hidrofobik yiizeyine bakacak gekilde yerﬁden yon degistiriler.
- AMP’ler belirli yogunluga ulagtikdan sonra membran yapismin bozulmastyla
membrany niifuz ederler. Membrann coldisiinden onceki adimda bu modelde aktif
olan ARP’lerin membranda gegici olmayan bostuk formunu olugturmalart gerekir.
Bu bosluklarda, AMP’ler yalmzca fosfolipit -guraplariyla temas, ederler [8, 10, 12,
73-76]. '
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Ortaya siirilen ve yukarida bahsedilen bu iki antimikrobiyal aktivite
mekanizmasmin yaninda ¢ogu peptidin daha genis polipeptitlerle birlikte caligtiklar:
hatta bazilarmin antibiyotiklerin etkisini arttirdiklarina dair kamtlar vardir [77].

Dis membram pargalayabilen lizozim gibi bir polipeptit AMP’lerin membran

“icine girisine neden olabilmektedir. Bunun yaninda son zamanlardaki caligmalara

gore AMP’ler ( KAMP’lar) DNA, RNA, veya hiicresel proteinler gibi i¢ kisimda
bulunan hedeflerle etkilesmek igin bakteriyel fosfolipitlerle gapraz baglar yapabilirler
[1,5,6,12, 16]. ’

Hareket mekanizmalarina ragmen AMP’lerin en ilging ozelliklerinden
biri memeli hiicreleri igin toksik olmazlarken mikroplari oldiirmeleri ve hicre
tiirlerini dyirt etme yetenekleridir. Tabi ki bu seciciligin temelindeki ozellik

membranlarn ayirt edilmesidir [73].

-AMP’lerin mekanizmalari buluhmus olsa da, farkli membran tiplerinden
etkileniyor olabilirler. Bu yiizden AMP’ler farkli membranlar iizerinden farkli

mekanizmalara adapte olabilirler [4]. |

Sekil 1.5 Kilim modeli. Bu sekil m‘embraria niifus icin Onerilen kilim modelini gostermeltedir.
Peptitler membrana monomer veya oligomer olarak ulastiktan sonra hidrofobik yiizeyleri membrana,
ve hidrofilik yiizeyleri ¢dziiciiye bakacak sekilde membran yiizeyine baglamrlar (A). Peptit

-y, monomerleri eslk yogunluga ulashfl zaman membrjg_na niifuz edericr ve .gegls bosludu. (por)
olustururlar (B) , bu aym zamanda membran biitintiigini bozan bir siirectir (C). Koyu renk,

hidrofobik yiizey; acik renk, hidroﬁlik yiizeyi gostermektedir.

17




1.1.4 Tedavi Potansiyeli

Dogal AMP’lerin birgogu anti-enfeksiyon terapatikleri olarak gelistirilip
analiz edilmistir. Mukoza iltihaby, kistik fibrozis, akciger iltihaplari, tropikal deri

enfeksiyonlar: ve ayak iilseri [18] gibi gok degisik hastabiklan igine alan kullamm
alanlar1 vardir [78].

- AMP’lerin aktivite spektrumu, yalmzca bakterileri oldiirme yeteneklerinin
yam sira Kklasik antibiyotik direncinden etkilenmemeleri ve endotoksinleri
etkisizlestirmeleri ile antibiyotiklerden ayrilirlar. Burada bahsettigimiz
endotoksinlerden etkilenmemeleri ve bakteri direncini kirabilmeleri ile beraber
aktivite gosterdikleri canlilarin sayist ve kullamm alanlarimin genigligi AMP’Ierin

kesfini ve gelistirilmesini nemli derecede arttirmistir.

Bununla beraber arastirmalar farkh yaklagimlarla tasarlannmg  ve
yuritilmistir. AMP’ler antibiyotiklere kiyasla daha biyik molekuler aguliga
sahiptirler. Bu yiizden diganda iretitme maliyetlerini azaltmak i¢in rekombinant
ola,raleiirétil-mi‘glertve :bunun:ig:in;:degisik; sistemler: gelistirilmigtir.-- Su-ana -kadar ufak
olgekli tiretimleri gergeklestirilmisse de genis gapl Giretim endiistriyel olarak heniiz

bagarilamamigtir [79-81].

Yapilan aragtirmalara flaveten memeli’ hicrelerinde toksik etkisi oldugu
belirlenmis olan AMP’lerin de aragtirilmas: gerekmektedir.  Halbukd diger
AMP’lerin gosterdigi toksik etkileri gok azdir [77].
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Buna ilaveten her ne kadar AMP’lere karsi mikroplarn genel olarak bir

diréng géstermedigi gé’)riilmﬁsse de bazi tirlerin dogal olarak ya da sonradan

AMP’ler icin yapilan arastirmalar 1s13mda soylenepilir ki, AMP’ler enfeksiyonlara
karst tim hayvanlar i¢in bir savunma mekanizmasi vazifesi gormekte ve ¢ogu

ofganjzmamn dogal bagisiklik sisteminin kritik elemanlari olarak gorev yapmaktadir.

1.1.5 Secicilik

Bakteri hiicrelerini okaryotik hiicrelere gore nispeten AMP’lere karsi daha
hassas yapan ii¢ neden vardir. Bunlardan en onemlisi dkaryotik ve bakteri hiicre
membram arasindaki lipit komposizyon farkidir. Ikinci faktor, KAMP’larin
seciciliine izin veren bakterilerdeki kolesterolin varhgidir. Ugiincii faktor ise AMP
aktivitesine katkida bulunan negatif transmembran potansiyelidir. AMP’lerin
(Katyonik peptitlerin) aktivitelerini agiklayan uygun tanmin yapilabilmesi igin
okaryot ve prokaryotlara ait farkli membranlarin tammlanmas: ve agtklanmasi

gerekmektedir [4].

Tiim biyomembranlarin-temel: bileseni-fosfolipit-tabakasidir. - Bu-tabakalar
amfipatik bir yapiya sahiptirler yani diger bir ifadeyle hem hidrofobik hem de
hidrofillik bir yaptya sahiptir. Bununla beraber 6karyot ve prokaryot membranlar: da

kendi aralarinda farklilik gostermektedirler. Bakteri biyomembranlar: dominant

olarak membram negatif yapan fosfatidilgliserol (FG), kardiolipin (KL) ve

fosfatidilserin(FS) dir. Bunun karsihigmda okaryotlar fosfatidiletanolamin (FE),
fosfatidilkolin . (PK) ve sﬁngdmiyelin gibi membrant udtr- yapan zivitriyonik

fosfolipitlercg‘ zengindir [76]. -

KAMP larin ségic'i‘ olmalarmdalﬁ “en 6ne"£nli faktor lipit bilesimindeki P

) farkhhklardlr ‘Buna ek olara.k gram negatiflerin dig membran yuzeylerinde LPS

gram— osz bakterﬂerm d1§ yuzeylnde asidik pohsakkarltler ‘bulunmaktads. Bu
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yapilar bakteri membrammni negatif’ yapar. Bakteri membram negatif olarak yikli
oldugu icin KAMP’lar tercihen bu membranlara baglamirlar. Bununla beraber
okaryotik hiicre membranlarinm  dis  membran kisimlart AMP ile membran
birlesimini inhibe eder. Iste bu sebeplerden dolay: fosfolipitlerdeki farkliliklardan
kaynaklanan farkli elektrostatik yiikler, AMP’nin secici olmasmna izin verir.
Membran yiklerinden dolayt AMP’lerin secici olmasi bazi caligmalarla teyit
edilmistir.  Yaygin kami, daha fazla pozitif yike sahip olan katyonik peptitler
segiciykén net bir pozitif yike sahip olmayan AMPler segici degillerdir [1, 5, 8, 10,
741.

‘Notiir olmasinin yamnda okaryotik hiicre membram kolesterol de ihtiva eder
ve bu da prokaryotik hiicrelere gore lipid membranimin daha esnek olmasina neden
olur. Gergekte hiicre membranin daha sert olmasi onu daba kararsiz yapar. Bu

yiizden kolesteroliin varligi KAMP’larda prokaryotlara dogru bir secicilige neden
olur [4].

Buna ek olarak kolesterolin varlign AMP’ler i¢in memeli ve fungal
hitcrelerde de bir aymma sebep olur [76]. Prokaryotik hiicreler Okaryotik
hiicrelerden hiicre ici ve hiicreler aras: sitoplazmik membran yaprakeiklart arasindaki
elektriksel ayrimlarla ayit edilitler. Bu elektrokimyasal gradient, trans membran
potansiyel (Ay) olarak da isimlendirilir. Memelilerin membran potansiyeli Ay —90
dan -110-:mV? a:kadar:degigiﬂsen,ﬁbaktelihiicrezmembramnda;bu;:oran; 130 mV-ile -
150 mV arasmdadir. Boyle bir potansiyelin varlift mikrop membran ytzeyinde

KAMP’larin yogunlasmasia neden olan elektroforetik bir kemiosmotik potansiyel

anlamina gelir. Ay daki bu farkliliklar AMP’lerin bakteri hiicrelerine meyilli

olmasindaki etkenlerden biridir [76]. Bu membran- gradiyentindeki farkliliklardan
dogan segicilik, “’Neden bazi KAMP’lar insan hiicrelerine nazaran daba yisek .

~ membran potansiyeline sahip. kanser - hiicrelerini -tercih ediyor.”” sorusunu da
fo agﬂdaya;bilmektedir Bununla beraber kanser hiicreleri normal insa'n‘ ‘hﬁcrreleri ile
) - klvaslandlgmda farkli membran blleslmme sahlptlr Hiicreierdeki bu varyasyonlar
- ve membran potansiyeli KAMP’ larin kanser hiicrelerine karsi olan seglclhgmm bir

nedeni olabilir {76, 83]. Fosfolipit katmanmn diizenine bagli secicilife ragmen

 asimetrik yapllarm da KAMP’larin seglclhgmde onemli rolleri vardir [76].
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1.1.6 Krabrokin

Krabrolin Avrupa esek arisi Vespa crabro’nun (sekil 1.6) zehrinden elde
edilmis 13 aa. uzunlugunda katyonik bir peptitdir. ~ Krabrolin antimikrobiyal
aktivitesinin yaninda yine aym tirden elde edilen Majroparan C den daha az bir
hemolitik aktiviteye sahiptir. Hemolitik aktivitesinin daha diisiik olusu krabrolini
diréngli bakterilere kars: enfeskisyon tedavileri igin Mastroporan C’ye gore daha
uygun bir aday yapmaktadur. Krabrolinin dizisi NH,-LATVIKRLILPLF seklindedir
ve krabrolinin sahip oldugu 13 amino asidin 10°u hidrofobik olmasindan dolay1
hidrofobisitesi yitksektir. Krabrolin lizin ve arjinin fazlaligindan dolay: katyonik ve
net +2 yiike sahiptir [20]. Krabrolinin trifluroetanol iceren soliisyonlarda, belli bir
sirasi olmayan amfipatik a- helikal konformasyonu kazandig bilinmektedir [34].

Sekil 1:6 Vespa crabro:[85].-A) Onden-ve:B)-lateralderi:goriintisii .

Bununla beraber o- helikal konformasyonun krabroelinin antimikrobiyal
aktivitesi icin bir on kosul olmadii dﬁgﬁnﬁlmektedir. Fakat net yilke sahip olmast
ile hidrofobisitesinin varligmn onemli oldugu, lizin. miktarindaki artigim MIK
(minimal - inhibisyon konsantrasyonu) degerini arttirrken hemolitik aktivitede bir
degisiklige neden 61inad1§;1 gbzlémleﬁmistir [22]. Buna ragmen henilz krabrolinin

_' antimikrobiyal mekanizmasi tam olarak ¢oziilememistir [86].

Krabr ohmn fosfohpaz Az akt1v1tes1n1 hlzland1rd1g1 gosterilmigtir. Fosfolipaz

'Az, Ca* bagh membrandakl yag a51tler1n1 hldrohzleyen bir enzimdir [84, 86],

21




Krishnakumari ve Nagaraj’m caligmalarinda, 15 pg/ml ile gram negatif F.
coli bakterilere karg, swastyla 300 pg/ml ve 75 pg/ml ile Gram-pozitif
Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis’e kargt gosterdikleri minimal inhibisyon
Konsantrasyon (MIK) degerleriyle krabrolinin, gram pozitif bakterilere kargt gram
negatif bakterilere gore daha aktif olduklarim belirlemislerdir. Bununla beraber bu
peptit gram-negatif olan Pseudomonas putida ya kars: inaktivite olmus, E.coli’ye
karst MIK degerlerinde hemolitik aktivitesi cok dusik cikmugtir. Gergek de
krabrolinin, E coli ye karst MIK degerlerinde az bir hemolitik aktivite gostermesi
onun direngli bakterilere yapilan enfeksiyon tedavilerine karsi uygun bir aday

olmasim miimkiin kilmaktadir [84, 86].

1.2 Pichia pastoris

Karbon kaynag1 olarak metanolii kullanan belli tiirler yaklagik yarim asir 6nce
Koichi Ogata (Cregg J.,yayinlanmamus) tarafindan kesfedilmisgtir. 1970 lerde Philips
Petroleum adli bir girket yiksek hiicre yogunlugunda devam kiltirlerinde metanol
ile P. pastoris’i biyitmek igin kiilttir medyalart ve metotlar gelistirdiler. Bununia
beraber bu zamanlarda hayvan besinlerinin bityitk kaynag: olan soya fasiilyelerinin

fiyatlan biiyiik bir artig gostermis yag krizi de patlak vermis ve bu yiizden metanol
fiyatlar bityiik bir artiy gostermistir.

1980‘lerin baslarinda P Pastoris le-rekombinant-protein. ekspresyon: sistemi.
gelistirilmistir. Bunu AOX promotoriiniin suglarin ve vektorlerin gelistirilmesi takip

etmis ve sonrasinda <’ Intvitrogen’” ismiyle diinya capinda satigina baglanmigtir.

Pichia pastoris karbon kaynafi ve enerji lcayhagl olarak metanoli
kullanabilme kapasitesine sahip metilotrofik mayalardir. - ‘Bu _zamana kadar
P.. pastoris birgok rekombinant Grtirin - sentezinde kullamlmig, mesela .insan
endostatin - den orumcegm agmin 1ht1va ettigi - proteine kadar yiizlerce proteinin
ekspres yonu yaptlmugtir ve son zamanlarda gok, bagar kazamlmig ve gok populer »

olmustur p. pastoris ’in terc1h1nde ‘bunlarin haricinde bazi faktorler de etkili

_olmustur. Bunlarm neler oldugu asagida bahsedilmigtir.
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Pichia pastoris’in rekombinant proteinlerin tretiminde secilmesinde bazi
avantajlar goz oniine alimmaktadir [87]. Bualar arasinda ;

-molekiiler genetik seviyede kolayca islenebilmeleri,

-hiicreler arasi veya hiicre i¢inde bityiik miktarlarda protein ekspresyonu,

-glikolizasyon, siilfidasyon gibi post translasyonal modifikasyonlarin
gergeklestirilebilmesi [38].

~giiglii bir promotdriin varhigs,

-ucuz tiretimin yapilabilmesi sayilabilir [11, 87, '89].

1.2.1 P. pastoris metanol mekanizmasi

P. pastoris metanolii kullanabilen 4 farkl: cins ile temsil edilen mayalardan
biridir. Diger cinsler; Candida, Hansenula ve Torulopsis’dir [90]. Genel olarak bu

cinslere ait tiirlerdeki metabolizma siiregleri benzerlik gostermektedir [91].
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Metanol  metobolizmasinda  ilk adim  metanolin  formaldehide
oksidasyonudur. Bu siirecte iiretilen hidrojen peroksit, alkol oksidaz enzimi (AOX)
tarafindan kullamlir. Hidrojen peroksit hiicreler igin toksik etkiye sahiptir ve bu
metabolizmada  hidrojen  peroksitler  percksizomlar vasitasiyla  hiicreden
uzaklagtirilirlar.  AOX her tmitesinde kofaktor flavin adenin diniikleotid .(FAD)
bulunan homo-oktomer yapidadir. AOX’imn oksijene karst affinitesi dugitktur fakat

enzimin ¢ok tiretilmesiyle bu eksiklik giderilmektedir.

1.2.2 Alkel Oksidaz

P. pastoris 'de iki adet AOX kodlayan gen vardir. Bunlardan biri AOX1
digeri AOX2’yi kodlar fakat AOX1’in alkoliin oksidasyonundaki rolii AOX2’ye gore
daha fazladir. AOX promotorii olukga giiglii bir promotordiir. Oyleki galkalamal
kiiltiirlerde metanolle buyitildiigiinde tretilen toplam proteinin yaklagtk %5,
fermenter kiiltiirlerde ise %30’u rekombinant proteinlerden olusabilir [93].

‘ Seklll 8 P pas@ris AOX lokusunun karsllagumiéli restriksiyon haﬁtam. iki gende de bulunan IR ‘
restriksiyon bolgeleri yildizla isaretlenmistir [94]. C : N
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AOX1 geninin ekspresyonu transkripsiyon seviyesinde kontrol edilir. AOX1
in diizenlenmesinde iki mekanizma rol oynamaktadiw. Bunlardan biri baskilama

digeri indilkleme mekanizmasidir. Glukoz varliginda bu gen giclii bir sekilde

+ baskilanir. Gliserol varliginda da baski altina alinir. Ote yandan metanol ise genin

ekspresyonunu tegvik eder [95, 96]. Pichia pastoris sisteminde gliglii bir promotor
olan AOX kullamildig1 icin olugan triinler S.cerevisiaeye gore 10 ila 100 kat daha
fazla rekombinant protein wretilmigtir [97]. AOX1 promotorinin  glclii
regiilasyonunun diger bir yaram ise karbon kayaklari ile baskilanabilmesidir.
Boylece karbon kaynaklarimn eklenmesi ile durdurulabilir. Bu yontem hiicreler igin

toksik olabilecek proteinlerin tiretimi igin kullamlabilir [93].

1.2.3 Vektor

P. pastoris i¢in meveut olan birkag vektor bulunmaktadir. Bu vektorler,
AOX]1 promotoriinin kullamimasiyla rekombinant proteinlerin metanol ile yiiksek

seviyede ekspresyonunu mimkiin kilar.

Bu vektorlerden biride bizimde cahsmalarimizda kullamlmig olan ve
igeris'mde.,S.cerevisz'aeATSalgﬂama,..sinyal_di,zisi&kullamlarak rekombinant protein
ekspresyonuna izin veren pPICZo-A vektoridir. Bu vektorin ¢oklu klonlama
bolgelerinde Xhol restriksiyon kisminin kullanilmasiyla Kex2 kesim bolgesinde bir
genin klonlanmasi miimkiin olur dahast rekombinant N-terminal uglu bir

rekombinant protein elde edilebilir.

P. pastoris ve E.coli’nin transforme olmus hﬁcrelerihi kolaYCa ayirt etmek icih bu

- vektor bir Zeozin™ dlreng; geni olan Sh ble genini 1c;er1r Bu ‘gen her. iki

mikroorganizma i¢in bir promotore sahiptir.

25




q-

Her iki organizmamn seleksiyonu icin Zeozin™

‘nin kullanimi vektoriin
bovutunu azaltmaktadir. Vektoriin boyutu ok onemlidir ¢iinkii daha ufak ve
timlesik vektorlerde transformatlarin daha diizenli oldugu bulunmustur [88].
pPICZa-A vektorii ayrica, rekombinant proteinlerin kolay saflagtirilmas: ve tespiti
icin bir polihistidin etiketi ve C terminal gen (c-myc epitope) ile rekombinant gen
kaynastirtlmasmnada izin verir. Bir stop kodonu eger istenmiyorsa rekombinant

protein dizisinin sonuna insert edilebilir [98].

&
e
<

Sekil 1.9 pPICZa-A vektorii ve bolgeleri [87]

pPICZa-A vektdrii mayalar icin replikasyon orjini igermez ve transformatlar,
eger P. pastoris genomu igerisine entegte edilirse elde edilebilir. pPICZa-A
vektoriniin hnearlze edilebilecegi restnk31yon kesim bplgeleri Sacl, Pmal ve BstXI

enz1mler1n1n kestigi yerlerdir Bu en71mler1er hneanze edilen vektorler konakc;1

Pichia’min 5’ AOX1 bolgesme‘ entegre tek b1r parga degisimi ile entegre. olabilirler. -

pPICZoc—A vektorimiin entegre olabilmesi, segllme baskisinin (selective pressure)
oimad1g1 durumlardakl son . derece verlmhhgmdcn kaynaklandigi - igin zeoziniit

transforme olmus P. pasto; is’in ortaminda bulunmasma gerek yoktur [93].

26




1.2.4 Heterolog Protéinlerin Sentezi

P. pastoris ile heterolog proteinler, hiicreler arasi ya da biiyime ortamina -
ekspre edilebilir. Ciinkii P. pastoris gok digik seviyede hiicre igine proteinin
ekspresyonunu yapabilir, bu da proteinin hiicreden saflastirilmast i¢in kendiliginden
bir ¢oziim gibi gorinmektedir. Buna ragmen genel olarak yabanct proteinler icin
secenekler Pichia sp. igin siurhdir. Proteinin salgi metabolizmasi igin baz sinyal
dizileri gerekmektedir. Bu zamana kadar birkag dizi bagariyla kullamimigtir [11, 87,
93, 99].

1.3 Calismanih Amaci

Bp caligma antimikrobiyal bir peptit olan krabrolinin P. Pastoris sistemi
kullanflarak yiksek miktarda iiretiminin saglanmasi ve bunun icin en uygun
kosullarin belirlenerek bu kosullarin optimizasyonun yapilmasi ve bunun yanmda
daha genis 6lgekli Gretimlerde kullanilmasi icin bir referans olarak kullanilabilmesi

amaclanmigtir.
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9. MATERYAL VE METOT

'2.,1 Medya

Maya Ekstrakt Pepton Dekstroz (MED) medya: 10 g. Maya ekstrakti (Oxoid Ltd,
Ergland)- ve 20 g. Pepton (Remel, USA) 900 mL saf ve otoklavlanmig suda
cozildiikten sonra yaklagik 60 °C’ye sogutuldu ve %20 dekstroz ilave edildi [98].

10X Maya Nitrojen Base (MINB) medya: 134 g. YNB (Invitrogen, California) 1000
mL saf suda ¢ozilditkten sonra filtre edildi [98].

Minimal Metanol (VM) medium: 800 mL saf su otoklavlandiktan sonra 60°C’ye

sogutuldu ve 100 mL fitre edilmis MINB medya (Invitrogen, California), 2mL, %0,02
Biotin ve 100 mL %5 metano} eklendi [98].

2.2 Tampon ve Soliisyoniar

0,1 M K fosfat tamponu (son hacim 200 mL): Tampon icin o6ncelikle 2 soliisyon

hazirlanmistir.  Bunlar; 0,2 M mono-potasyum ve di-potasyum tuzlanidir.  0,2ML

potasyum fosfat, mono potasyum tuzu icin 27, 2 g. KH,PO4 (MA = 136,09) 500mL
dd H,0 ile ¢ozilmiig ve daha:sonar 1 1t’ye tamamlanmstir. 0, 2 M potasyum fosfat,

dl-potasyum tuzu ' iginse, 34,8 gr KoHPO4 (MA = 174,18) 500mL dd HO ile

c;ozulmus ve daha sonar 1 litréye tamarmianmigtir. Daha sonra bu ki solusyon‘ -

1sten11en;'pH’ nin eldesi icin belirli oranlarda karistirilmstir [100].
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0,1 M NaOAc (Som hacim 106 mL): 0,1 M NaOAc eldesi icin iki soliisyon
gerekmektedir. Bunlardan ilki 0,2 M asetik asittir. Bu soliisyon i¢in 11,55 mL.
glasiyal asetik asit ile 500 mL. ddH,O karistirthidiktan sonar 1litreye tamamlanmigtir.
fkinci soliisyon ise 0,2 M potasyum asetattir, Bu soliisyonun eldesi igin 19,62 gr
potasyum asetat (KOAc, MA = 98,14) 800 mL. ddH,0 suda ¢ozilip llitreye
tamamlanmistir. Daha sonra bu iki soliiyon istenilen pH’nin eldesi igin belirli

ordnlarda karigtirlmigtir.

500X B (€.02% Biyotin): 20 mg, Biyotin 100 mL. Suda ¢ozijldikten sonra filtre edilerek
steril edildi ve +4°C’de sakland: [98].

10X D (20% Dekstroz): 200 gr. D-glikoz 1000 mL suda coziildikden sonra otoklavlandi
[98].

10X M (5% Metanol): 5 mL. metanol ile 95 mL. su karigtirildi ve filtre edildilten sonra
+4°C’de sakland: [98].

%10 BSA Cbzetisi: 2.5 g bovin serum albumin tartilmig ve 25 mlL saf ve
otokldvlanms su ile ¢ozilmigtir. Daha sonra caligmalarda % 1 oraninda

kullanlmak iizere MM (Minimal Metanol) medya iizerine 1:10 oraninda katilmigtir.

0,1 M EDTA: 186,12 g disodyum etilendiamintetraasetat-2H,O (NaEDTA-2H20,
Ma = 372,24) 800 mL ddiHO ile ¢ozilmis ve manyetik kawgtirict ile iyice
kanigtirtlip pH 8,0°a ayarlanimgstir. Daha sonra hacim 1 litreye tamamlanmistir (son
konsantrasyon.0,5 M). Bu stok sliisyonu daha sonra-su-ile-0;1-M?a-seyreltilmis

sonrasinda caligmalarda kullanilirken son konsantrasyonun 10 mM olmasi i¢in MM

>

biiytime medyas1 éizerine 1:10 oramnda eklenmistir.




2.3 Petriler

LB %]1 agaroz petri: 2,5 g tripton, 1,25 g yeast ekstrakt (Oxoid Ltd, England), 2,5 g
NaCl, 2,5 g agaroz 250 mL saf su ile kanstirildiktan sonra 1 M NaQH ile pH

~ ayarlanmig ve otoklavlanmugtir.

LB Agar petri: : 2,5 g tripton, 1,25 g maya ekstrakt (Oxoid Ltd, England), 2,5 g
NaCl, 3,75 g agar (Bie & Berntsen, USA) 250 mL saf su ile karigtirldiktan sonra 1
M NaOH ile pH ayarlanmig ve otoklavlanmigtir. Daha sonra petri kaplarina
dokilmustiir.

2.4 Calkalamal kiiltiirlerde protein ekspresyonu

Bu caligmada daha 6nceki galigmalarda pPICZa-A vektori ile transforme
olmus P. pastoris x-33 suslan kullanilmigtir. On kiiltiir olarak 25 mL. MED medya
icinde 20 saat 30 °C’de biiyiimeye birakilmislardir. Daha sonra hiicreler 3000 g’de 5
dk. santrifuj ediletek toplanmgtir. Hiicre ¢okeltisi 100mL. MM medya ile ¢ozilmis
ve 20°C de 250 rpm’de 2 litrelik set yiizeyli erlenlerde (buffled flask) inkiibe
edilmislerdir (Ana kiiltir). Asagida belirtilmié olan baz1 deneylerde 100 mM fosfat
tampon veya 100 mM asetat tamponu kullamlmistir. Bu tamponlar farkh pH’lerde
- bityiime kiiltiiri-elde-etmek=igin-kullantlmigtir: A;Bununzharicindea:yine::bu.x;ahgmada

belirtilmis deneylerde EDTA (10mM son konsantrasyon) veya BSA % 1 son
konsantrasyon) gibi katkilar biyiime kiiltiirine eklenmigtir. Rekombinant
krabrolinin ekspresyonu meétanoliin eklenmesi ile'tef‘-vik edilmistir. Metanol eklenme
zamam ve miktar1 agagidaki tabloda gosterllmlg.tn (Tablo 2.1). Buonun haricinde 12
ve 24 saatte de bir metanol eklenm1§t1r 99 saat sonra ekspresyon knl,um SOOO g’de
10 dk. 4°C‘de sanirifiij -yapilarak hiicreler g;oktuulmusmr Buna ek olarak
| ekspresyon seviyelerinin kontroiu &gn baz1 deneylerde 72 saat sonfa da Srnekleme
" yap:lmitgtir. Daha sonra snpernatan‘r almarak (100 mL) 50 m1’lik falkon tiiplerine

aktardmig ve 11yofllze edilmigtir.
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2.5 Peptidin saflashirilmass -

1.5 mL. ddH,O (4°C) daha dceden liyofilize yaptifimz ekspresyon kultara
(bu asamada toz halinde bulunur) bulunan 50 mL’lik falkon tilplerine eklendi. Daha
sonra bu protein tozu, eklenen su ile sert bir sekilde hemen karigtirilarak ¢ozildi.
ikinci adimda organik ¢ozgen olarak 5 mL. 20°C dietileter kullamlarak proteinin
cokelmesi saglandi. Cokelme isleminden sanra olusan "soliisyon doner

buharlastiriciya (RV 10 digital V, IKA, Germany) kurumast igin konuldu (30dk, 125

1pm). Daha sonra artik kristalize hale gelmis ve kurumus toz tekrar suda gozillerek

14 mL.’lik falkon tipe aktarilarak liyofilizatore konulmustur. Daha sonra bu
liyofilize edilmis tozdan 0.05 g. ve 0.1 g. tartilarak 350 pL-0.01 TFA (Trifloreasidik
Asid) iginde ¢oziilmiigtiir.

Tablo 2. 1 Kullamlan metanoliin zaman araliklar1 ve miktan

“Zaman arabklare [h] - 7 Metanol mik

31




2.6 Krabrolinin alktivitesi ve tahiili

Krabrolin aktivitesi E.coli DH5a susu kullanilarak test edilmigtir. Yukanda
bahsedildigi gibi TFA’da cozilerek hazirlanan ve icerisinde belirli miktarda
liyofilize protein tozu igeren solusyonlar LB agar tizerinde bu susun inhibisyonunu
gozlemlemek i¢in kullamimigtir. E coli 300 pL. saf su icerisinde dagitildiktan sonra
bu bakteri soliisyonuna daha sonra 12 mL. %1 agaroz LB medyum eklendi. Bu
medyum, sonrasinda ise 9 cm. capindaki petri kaplarma dokulip katilagmaya
birakild: ve sonrasinda ise 10 - 100 pL.’lik pipet ucu kullanilarak kuyucuklaf acildi.
Farkh miktarlarda (5 - 55 plL.) hazirlafimig protein soliisyonlar (% 0.01°lik TFA’de
350" yL) swrasiyla bu kuyucuklara eklendi. Petriler daha sonra 18 saat 37 °C’de
" inkiibasyona birakildi. Bu siire sonrasinda inkiibatorden cikarilan petriler 24 saat
bekletilerek inhibisyon zonlarmdaki degisimler kontrol edildi.
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3. BULGULAR

. Daha onceden bahsedildigi gibi P. pastoris ’in rekombinant sistemler igin
yitksek miktarlarda ve farkl: skalalardaki tiretimler icin (basit laboratuar aragtirmalart
ve endiistriyel tretim) kullanigh oldugu kanitlanmistir. Rekombinant protein
ekspresyonunda, ilgilenilen proteinin iiretimine bagl ideal kosullarn belirlenmesi
icin yapilan deneyler kadar yontemin belirlenmesi de o kadar gereklidir. Sunulan bu
calismada P. pastoris x-33 kullanilarak krabrolinin saflagtirilmas1 ve rekorﬁbinant
ekspresyon icin bir seri optimizasyon caligmast uygulanmigtir. Bu optimizasyon

caligmasinda, ileriye yonelik olarak, AMP i¢in yiiksek aktivite amaglanmistir.

Bundan dolay1 P. pastoris kiiltiirleri krabrolinin ekspresyonu ve aktivitesinin
optimizasyonu i¢in galkalamali kultir formatinda ve farkh islém parametreleri ile
test edilerek (bu parametrelerin “biiyiime ve -aktivite- tizerindeki=-etkilerinin

anlagilabilmesi i¢in) biyutiilmiiglerdir.

Yapilan bir seri deneyler boyunca krabrolin aktivitesinin eldesinden

P, pastoris x-33 iie ekspre. edilmig baz1 fonksiyonel proteinlerin sorumlu oldugu farz

‘ :'.edlleblhr Deney 2 ve 3’de saﬂa§t1r11m1§ proteinden elde edllemeyen aktivitenin
f"'yamnda gogu deneylerde goreceli olarak ortadan yuksege farkh sev1yelerde protein
"’ akt1v1t si elde edilmigtir (deney 4, 5 ve: 6): Kullanilmasiyla, yiksek akt1v1te seviyesi.

Veya yuksek seviyede protein mlktarmm elde edllmem ile sonuqlanan deney
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parametrelerinin  varyasyonlari, ileride daha -.yiksek miktarlardaki kualtor

caligmalarinin arastirilmasi i¢in smiflandirilmstar.

Ekspresyon yontemlerinin dizayninda secilmig parametreler kadar biitin

deneylerin sonugclart da asagida ard arda gelen boliimlerde tartigilacaktir.

3.1 Siire¢ dizaym ve parametrelerin optimizasyonu

Farkli deney parametreleri, literatiirden arastirilmug ve bir ekspresyon sistemi
olarak P. pastoris kullamlarak krabrolinin iiretimi i¢in dizayn edilmistir. Daha
dnceden bahsedildizi gibi her islem yeni bir rekombinant proteinin ekspresyonu icin
adapte edilmek zorundadw. Bu nedenden dolay1 P. pastoris’de rekombinant
krabrolinin- ekspresyonunun optimiiasyonu icin her deneyde farkl: bir islem dizayn

edilmis, planlanmis ve yerine getirilmigtir.

Bu iglemlerin temel siireci agagidaki sekilde gosterilmigtir,
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Arnaca uygun déney parametielerinin -
ilifie

Sekil 3. 1 Krabrolinin ekspresyonunun ve saflagtimimasmm deneysel dizaymi ve optimizasyon
siirecinin safhalarmm genel aciklamasi. Rekombinant krabrolin ekspresyonunun P. pastoris x-33
susu - ile baslamasi, ilgili siirec parametrelerinin ( daha onceden bahsedilmigtir) adaptasyonu ve
seleksiyonu , biiyiime liiltiirine salgilanouy olan  proteinlerin kristalizasyonu ve son olarak
antimikrobiyal aktivitenin olciilmesi.

P. pastoris kiiltiiriniin standart parametreleri bu calismada sunulah deneylerin
bir bdlimiinde tammlanacaktir.  Rekombinant krabrolin ekspresyonunun
optimizasyonu i¢in se¢ilmis parametreler, deneylerin detaylarinda tartigtimadan 6nce

bu parametreler i¢in agagida kisa bir tammlama yapiliugtir.

o Bu gahgmaﬁm amaci P. pqis?oris kiiltirinde rekombinant krabr;_ilinin '
iiretiminin en iyi sekilde elde edilebilmesi 'igin pH, Oy, karbon kaynag1 (oram ve
zamani), farkli medya katiklar ve toplam bekletme zamam gibi farkli parametrelerin

optimizasyonumnu Yap‘maktir.
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Bu parametrelerin varyasyonlarinin potansiyel olarak protein iretimi ve
aktivitesi tizerine etkili oldugu fark edilmigtir. Sicaklik gibi belirli parametreler daha
onceden ayarlamip tlim deneyler siiresince sabit olarak degismeden kullanilmustir.
Diger listelenmig olah parametreler ise krabrolin aktivitesinin verimini ve
P. pastoris'in  kiltiirde bilyiime ~ potansiyelini arttirmak, potans1yeller1n1

degerlendirmek ve kiltiirdeki degisimi kontrol etmek icin degistirilmistir.

Kiltiir sicakligs tiim deneyler igin 20 °C’ye dusurulmustur Baz literatiir
caligmalarinda dusik sicakliklarin protein ekspresyonunda daha olumlu sonuglar
Verd1g1 kanitlanmustir [101]. Bunun nedeni diisiik sicaklhifin yitksek sicaklifa gore
bazi avantajlarinin olabileceginin diisiiniilmesidir (digiik proteaz aktivitesi, hiicre
yasama gansiun arttmilmast yitksek sicakliklarda yanlig protein baglanmalarimn

olabilmesi ve daha yiiksek sicakliklarda rekombinant proteinlerin stabilizesinin

kaybolabilmesi gibi).

Metanol miktari ve inditksiyonu igin farkli deney modellerine gore
degisiklikler yapilmigtir (Tablo 2.1°e gore veya élternatif olarak her 12 ve 24 saat
igin). Metanol indiksiyonu bir proteinin iiretimindeki biiyiime oranlari igin son
-derece 6nemlidir zira metanol yogunlugu- ‘hem-hiicre yogunlugunu-hem: .de_protein

miktarint olumsuz yonde etkileyebilmektedir [87] .

Burada not edllmehdlr ki fermenter kultiirler oksijen miktarinin kontrolii
(havahndlrma) pH, sicaklik gibi bundan farkli parametrelerin. kontroliine de izin
verdigi igin bityitk avantajlar saglamaktadlr Bizim. de kullandigiimiz calkalamali
kaltirlerinde gogunlukla elle kontrol yapilirken. fermenter - kiiltiirler otoma’nk ve

" wgergek zamanls. olarak deglskenlerm ;zlenmesine ve konirol edllmesme oianak saglar.

Bu 6zel durum ise deneylerdekl optirmzasyon icin gok onemlidir. Ozellikle de

‘benzer sekilde deneylerde sablt tutulmasi gereken parametreler igin ayr bll‘ onem .

tagtmaktadir.




Bahsettizimiz bu nedenlerden dolay1 soylenebilir ki asagida bahsedilen
deneyler rekombinant krabrolin ekspresyonu igin bir bagvuru, bir giris niteligi

tagimakta ve daha genis gapta tretimler i 19111 bir fikir vermesi amaglanmaktadir.

3.2 Krabrolinin Ekspresyonu Ve saflagtirilmas:  igin optimum deneysel

kosullarm amstnrnﬁmasn

Bu deney, caligmann baslangicinda  krabroliain ekspresyonu  ve
saflagtirilmasi igin optimum deneysel kosullarm arastirilmast icin bir baslangi¢
noktast olarak iglev gormigtir. Bu deney tamamen deney siirecinde kullamlan
parametrelerin varyasyonlarmi iceren gekil 2.1°de tanimlanmig deney dizayninin tim
adimlarina uygun olarak yapilmigtir. Bu parametrelerden bazilar1 sonraki deneylerde
degistirilmigtir (bolim 3.2-3.7). Bu deneyler, parametreler degistirildigi zaman
olusan degisikliklerin incelenmesi, gerekli ana kogullarin olugturulmasi ve
saptanmast icin gerekli gorilmiigtir. Bu kosullarin optimizasyonunun etkisi
P. pastoris’in kiilttrdeki durumunun gozlenmesi ile anlasllmlstlr Bu da ODgoo’de
kiltir omeklerinin belirli araliklarla olgiilmesiyle miimkiin olmugtur. Daha
sonrasinda - “yukarida bahsedilen—yontemle - (bkz. 2.6)~krabrolinin- aktivitesi ve

salgilanan protein miktari belirlenmistir.

Tim deneylerde . standart prosediirler takip ~edi1nﬁ§tir. Bunlar: su sekilde
| ozetleyebiliriz; bu denieyde gliserol stoktan alman ornekler petriye ekilmiy ve

' deneylerde bu srnekler kullamlmuginr. - Daha. sonrasmda qtandart olarak on kiltitr

Bt e kullamhmg ve 20°C .de standart olarak 250 rpm’de galkalannﬁgtlr Ekspresyon,

© tablo 2.1° de listelenmis arahklarla kiiltiire metanol eklenmes1y1e tegvik ed11m1§t1r
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.~ Bu deney icin 4’1i paralel kultir kullanilmus ve asagidaki sekilde ODeoo
slgiim sonuglarindan olugan grafikde P. pastoris in bilyiime egrisi gosterilmigtir.

Tiim kiiltiirler benzer buyiime ve ufak standart sapmalar gostermistir.

P. pastoris biiylime grafigi

(ODB00)

- 0 20 40 60 80 100 120
Zaman {h)

Sekil. 3‘.2,:Rekombinant:krabrolintekspresyon——kiilﬁiriinde*'.P.::pastoris=:igin -biiyiime-egrisi. Siire¢
materyal mefotta tammlandigi gibi bu agamada parametrelerin optimizasyonu icin berhangi bir
degigiklilk heniiz uygulanmanustr. Metanol igin zaman araliklan tablo 2.1’c gore diizenlenmis ve
ayrica jriicre yoguntugu ODeoo slciimleri ile belirlenmistir. Toplam kiiltivasyon zamari 99 saattir.

99 saat sonra e_kspresyon Kiiltirii alinmus. ve 50 mL’lik falkon tiplerine
aktarilmigtir. Krabrolin ve béiki de hiicreler tarafindan salglanmisg olan d.iger 3
: protéihléri de ige‘rén bu medya, daha sonra'liyoﬁlizat'fo're konulrfius_ ve k:istalizésydﬁﬁ_
yapilmagtir. I(ristallegen‘,i)rotein orneklerinden sirastyla 0..05 ve 0.1. gr. taftlllp

% 0.01 TFA ile _.gﬁz'ﬁlmﬁ'—”"ﬁdaha sonra krabrolin aktivitesi i:éézl'enmigtir. Bu siireg

materyal metot kismunda ayrintili olarak anlatilmgtir.
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Sekil 3, 3 Deney 1 e ait bir oroek. Salgilanan proteinler kristallendirildikten sonra bir protein cozeltisi
son konsantrasyon 0,143mg/pL olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra bu gozeltiden farkli miktarlarda
(20-55 pL) daha onceden pipet ucu ile agilms kuyulara aktarildi Deney 1’de kayda deBer zon
olusumu 35 plL‘den itibaren baslapughr. 6mm’ye tekabiil eden bu zon 55 pL’ye kadar artmmgtir.
Resimde goriilen fakat petrinin ortasinda tammlanmarms olan kuyucukda negatif kontrol olarak 20 pL
%0.01 TFA kullandimmgtr.
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Sekil 3.4 Deney 1 icin krabrolin tayinini gosteren baska bir omek. Bu sefer icerisinde salgitanmig
proteinleri bulunduran protem gozelus1 0.286 mg/ulL (sekil 2.3’deki miktarin 2 kat1) olacak sekilde
haziflanmis ve kuyulara belir 1i miktarlarda (20-55 pL) konulmustur. Gozlenebilir gekilde zon
olugumu 20 pL’den itibaren baslarmshr Bu deneyde diger tiim deneylerde oldugu gibi bu asamada
zon olusumuna kars1 E. coli DHo kollanitmygtir.

Flde_edilen:bu-inhibisyon zonlar1 12-48 saat arast kontrol edilmis-ve-sonunda
gozle gorilir bir degigim gozlenmemigtir.  Kayda deger inhibisyon zonu
0.143 mg / mL. (gekil 3.3) icin 35 pL.’de 6mm. olarak tespit edilmig ve bu zon ¢ap1
55 uL.’ye kadar artmugtir. Ote yandan iki kat konsantrasyonda 0.286mg/uL.’de
(sekil 3.4) ise bu zon gap1 20 uL.‘de baglamustir.

Ideal olarak aym mlktarlarda krabrolin pozitif kontrol ola.rak eklensbilirdi

. fakat elde edilen proteln drneklerindeki  krabroiin mlktan heniiz tespit

edilemediginden bunu gergeklestlrmek miimkiin olmamigtis. Fakat taklp eden
deneylerde salgllanan protem miktarlan ve krabrolin aktivitesi, optimizasyon_igln bir

referans noktasi olarak kullamlabilit. Deney 1°deki kosullar siirecin baslangicinin
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belirlenmesi ve olusturulmasi, modifiye edilmemis kosullar altinda krabrolin

ekspresyonunun seviyesinin ve bu siirecin stabilizesinin arastirilmas: icin gerekliydi.

3.3 pH Optimizasyonu

ikinci deney optimizasyon icin belirlenmisg parametrelerden pH’mn etkisini
gozlemlemek igin yapilmgtir. 1. Deneyde pH dengede tutulmamis ve herhangi bir
tampon bunun igin var olan medyaya eklenmemistir. Bu deneyde geri kalan biitin
parametreler 1.deney’deki gibi diizenlenmig sadece pH degigtirilmistir. pH
rekombindnt protein tiretiminde onemli-olan bir-parametre- olarak goriilmekte ve bazi
literatiir kaynaklarinda pH’nin bityiime ve proteoliz aktivite iizerindeki etkileri -

aragtrimgtir [101].

P. pastoris genis pH araligmda (3-7) buyume yetenegine sahiptir ve bu pH
seviyelerinin hepsinde can alici bir fark var gibi goriinmemektedir. Rekombinant
protein ekspresyonu ve stabilizesi bilinen proteazlarm aktivitesi ile alakalidur.
Bununla beraber cesitli pH degisikliklerinin etkisi bazi ¢aligmalarda gosterilmigtir
[101]. Bu nedenle bu deneyde bu etkinin krabrolin ekspresyonu ve aktivitesi
izerindeki sonuglarin belirleyebilmek igin ekspresyon Kiiltiirii pH 3, 4, 5 ve 6’da test
edildi. pH rsp‘esi“ﬁkitamponlarm:-(asetat-z_:tampon -ve-fosfat-tampon bkz. Materyal

metot) kullammi ile korundu ve sabitlendi.
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P. pastoris’in pH 3,4,5 ve 6daki biiyime egrileri
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Sekil 3. 5 Farkh pH kosullar altinda biiyiime Kiiltiirindeki P. pastoris’in biiytime grafigi, Zaman
araliklart tablo 2.1°e gore ayarlanmughr. Hiicre yogunlugiu ODgoo’deki dlciimlerle belirlenmis toplam
deney siiresi 99 saat tutnimugtor fakat grafikte ilk 90 saatin egrisi verilmistir. Sasirtici bir sekilde
farkh pH’lerdeki farkly kiiltiirler arasmda biyiime davramglart gozlenebilmigtir. Hiicre yoguntuklart
deney 1°de ulagilanin orfalama olarak yarisma ulasabilmistir. Bu diisiik hiicre yogunlugu muhtemelen
yiiksek konsahtrasyonda (1M ) kullamlan tamponlardan dogmaktadir.

Kiltiirler deney 1’le benzesik olarak hazirlanmigtir. Biytk farklilik biyiime
medyasmn pH’nin stabilizasyonu i¢in tampon igeriklerine bagvurulmug olmasidir.
Farklr—pH-~degerleri- 3, 4,-5 _ve 6), -krabrolin .~,-:iger_en'f.-protein:.:-salgﬂannlr ve -
aktivitelerinin seviyesi, P pastoris %33 susunui biiyiime davramglérl tizerindeki
etkilerini arastirmak igin segilmigtir. Bu deneyde her bir pH denemesi igin bir erlen
kullamlm1§t1r'(top1amda 4 erlen). pH’y1 ayarlamak icin 1M asetat tampon tiirevleri
kullamlmugtir. Geénel olarak deneylerde pH 5 ve 6°y1 elde etmek igin fosfat tamponu
kullanilmigtir (deney 4-6).

" Bununla beraber: ‘1M‘11k’"i"_bir tampon molaritesinin, bﬁyﬁ;h'_é efrisi iizerine
bakildiginda, biyiime davramist tizerinde engelleyici bir etkisi oldugu- sonucuna

varilabilir fakat bu deneyde biylime grafigi iﬁcelendiginde pH 3°de biyltilen -
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3.4 Tampon Optimizasyonu

Kiiltiirdeki hiicre yogunlugunun diger pH degerlerinde yetistirilenlere gare gozle
goritir bir farklilik oldugunu soyleyebiliriz. ~ Tabii ki bu etki, yuksek
konsantrasyondan ya da pH 3“tn rekombinant protein tiretimi ve hiicrenin biyiimesi
icin uygun olmadigmdan olabilir. Fakat bunui dogru olup olmadigim soyleyebilmek
icin daha fazla deneme yapilmasi gerekmektedir. Sonug olarak bu deneyde herhangi

bir inhibisyon zonu gé‘zienememigtir. Olasi nedenler yuka,rlda aciklanmigtir.

Sekil 3.6 Deney 2 icin krabrolin aktivitesinin belirlenmesi. Bu sekil deney 1‘de oldugu gibi-
bazirlanmyg protein soliisyonunun belidi oranlarda (20-55uL) petri fizerinde acilan kuyucuklara
aktariimast ile olusan sonuglari gostermektedir. Burada kullanilan ¢ozeltinin yoguniugu 0.286 mg/pL
dir orta kustmda negatif kontrol icin deney 1¢de oldugu gibi %0.01 TFA kullamlmistir. Burada 6rnek
olarak pH 6’da biiyiitiilmis hiicre oroeklerinden elde edilen proteinden elde edilen. sonuglar
gosterilmigse de pH 3, 4 ve 5 igin de sonuclar aymdw yani herhangi bir inhibisyon zonu
gbzlenmemistir. ' ' '

Ugiincti deney serisi bir _C')_n_cve_k_ibd_eneyde;' yiiksek k@nsantrasyonda tampon

lullamlmast ve bunun sonucunda da muhtemelen protein aktivitesinin ve hiicre
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biiyiimesinin inhibisyonuna -neden oldugu igin bir nevi tekrar niteligi tagimaktadir.
Bu deneyde tampon konsantrasyonu 100mM’a diigirilmilgtir. Buradaki amag¢
konsantrasyonun inhibisyona neden olup olmadigim teyit etmek ve sadece pH'nin
relkombinant krabrolin proteini tizerindeki etkisini gozleyebilmektir. Bu deneyde her
bir pH igin 4 erlenle caligilmustr.  Diger denejrden farkli olarak pH 3’in basar
olasilig1 diisiik oldugu igin bu deneyden ¢ikarilmugtir.

Ayrica diger bir kritik faktor olarak protein ekspresyonunu arttirmak igin gaz
degisikligini ve tiavalandirmay: arttrmak bu deneyden itibaren diistintlmiigtir.
Bunun i¢in diger 2 deneyde Kxullanilan normal erlen yerine literatiir kaynaklarinda da
havalandrmay1 %20 oraninda arttrdigy diiginiilen ozel set yitzeyli erlen (buffle
flagk) erlenler kullanilmaya baglanmugtr [102}]. Respirasyonel biiyime ve
metabolizma icin oksijenin genel onemi yaninda galkalamal erlen kiltirleri oksijen-
limitli kosullarin olugmasina neden olur ki genis caplt iretimlerin yapilabildigi
fermenter kiiltiirlerde daha fazla miktarda iiretimin olmasmnin nedenlérinden biri de
oksijen gibi Oremli degiskenlerin devamli olarak ortama girebilmesi ya da

kontroludir.
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P. pastoris’in farkh ph’lardaki biiyiime grafigi
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Sekil 3. 7 Farkh pH kogullan altindaki biiyiime Lailtiirindeki P. pastoris icin bilyiime egrisi. Zaman
araliklan tablo2.1’e gore diizenlenmistir. Toplam siire 99 saat olup her bir pH degeri icin 4 erlenle
caligilug ve test ¢dilmis ve standart sapma eprileri olusturulmustur. Deney 2°ve kiyasla farkli
pH‘lerda ki biiyiimede bir arbig meydana gelmis fakat deney 1’le layaslandiginda bijyiimenin dogal bir
seyir izledigi goriilmektedir. '

Her ii¢ pH degeri icin buyime davrams1 1. deneyle benzerlik gostermistir.
pH 5 igin hiicre yogunlugu diger iki pH degerine gore nispeten diigik olmustur.
Diger yandan yapilan 2. deneydeki gibi biyiik farkifliklar olusmamugtir. Hucre
yogunligunun artigina ragmen (2. deneye-gore) kristallendirme-basamagindan-sonra
krabrolin aktivitesi net olarak gézlenememisﬁr. Net olarak dememizin sebebi
inkiibasyondan sonra incelenen petrilerin bazilarinda zon izleri gozlenmis fakat

standart inkiibasyon stiresi igerisinde bu zonlar kaybolmustur.
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Sekil 3. 8 Deney 3 icin Kkrabrolin aktivitesinin belirlenmesi. Bu sekiller degisik pH’ler icin 0.286
mg/pL yogunluga sahip protein soliisyonlarindan clde edilen sonuclan gostermektedir. Hicbir ornekte
inhibisyon zonu gozlenmemistir. Buda krabrolin aktivitesini irthibe eden baska bir faktériin halen
sonugclan etkiledigini gostermektedir.

Bu sonuglar, krabrolin ekspresyonunu ve aktivitesini etkiliyor olan diger

faktorlerin varh@ina isaret etmektedir. Bu faktorlerden biri de siklikla literattirde

tartigil

an prbteazlarm varhgidr [98]. Bir sonraki deney serisinde de bu sorunun

iistesinden gelmek igin nasil bir yaklagim getirilebilecegi tizerinde durulmustur.

3.8 Proteaziarin Imbibe Edilmesi Icin Spesiﬂk Olmayan Inhibitérlerin

Kullandmasy

3 Deney’de-yapilan’ pr:degisikligine: ragmen:-krabrolin:aktivite sinde- onemli

bir degisiklik gorillememesi {izerine 4. Deneyin yapilmasma karar verilmigtir. Bu

deney

boyunca digik krabrolin aktivitesinden dolayr smurlayict faktorler

belirlenmeye ve agiklanmaya caligiimigtir.  Bu faktorler ekspresyon veya aktivite

iizerindeki negatif ya da pozitif etkilerine gore elenebilirler ya da arttinlabilirler. Bu

faktorlerden biri de literatiirde- siklikla iizerinde soz edilen proteazlardir [87, 98].

Proteolizisi kontsol etmek icin -zaten standart olarak digiik sicaklik (20°C) ta

inkiibasyon yapilmaktaydi fakat -ou deneyde bunun -yamrnda farkh olara_k protein

- stabilitesini arttirmak ve proteazlari inhibe eden igeriklerde proteazlan kontrol etmek

icin EDTA kullanilmigtir.
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Sekil 3. 9 Medya katlasi olarak EDTA’mn kullamidig: farkli pH kosullan altinda biiyiime
Kiiltiiriindeki P. pastoris igin bitylime grafigi. Metanol indiiksiyonu igin zaman araliklan ve olciimleri
tablo 2.1°¢ gore yaptimugtir. Toplam zaman 09 gaattir. EDTA nm eklenmesi son hiicre yogunlugu ve
yitksek bityiime oranimin yakalanmasmnda etkileyici bir faktor olarak gorillmektedir. pH 6 i¢in ODg0o
= 13 degeriyle deney 1°le benzerlik gostermektedir. pH 4 ve 5 icin, hiicre yogunlugu biraz daha
yitksek Olclilmiigtir (ODggo = 15 ve 18). Bu deneydeld her bir pH deneyi bir omek ile terhsil

cdilmektedir. Boylece deney 5 (sekil 2.10 ve 2.11) bu deney igin bir pozitif kontrol niteligi
tasunaktadir. .

flaveler (EDTA, BSA ve kazamino asit gibi), kiiltiir deneyleri icin onemli rol
oynamaktadirlar. Dordiincii deney serisinde EDTA bir katki olarak segilmistir.
EDTA’mn belli enzimler ig¢in ve proteazlar igin inhibisyon gosterebildigi
bilinmekedir [103]. pH—~'degisikli'ld’erifhenﬁ'z=proteazrakiivitelerinden-dolayretkileri:

net olarak gozlenememigtir.

EDTA’mn kollapm (son- konsanirasyon 10mM)- krabrolin aktivitesi ve
yiiksek hiicre yogunlugu agisindan dﬁsﬁnﬁldﬁgﬁnde.bu:-deneyde onemli bir geligme
gistermistir. - Hiicre yogﬁnlugu pH 6 igin OPgo’de’i3’e, pH 4 ve 5 igin ODsoo
dégf;rleri 15 ve 18°lere kadaf-,yﬁkse'lmigtir.fl Bu degerler genel olarak FDTA nm
kullan11m_ad1g1 deney 1,2 ve 3’e gore daha yiiksekiir. Bunﬁnla beraber ékspre 6lmu§
~.. protein dengesi ile ka:‘r.;llagtmldlglnda onemli derecede hiicre bityitmesi Gzerinde bir
etki meydana glkarmamlgm. Kayda deger krabrolin aktivitesikiilﬁir icin EDTA’ nn

kullanmi ile elde edilmistir.
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Minimal inhibisyon zonu saigilanmig proteinleri igeren soliisyonlarin en
diigik hacmi igin buraya kadar bir geligme kaydedilememistir. 0,143 mg/pL.
icin pH 6’da minimal zon 25 plL.’de baglamis ve ¢ap ise 10 mm. olarak kaydedilmis,
0,286 mg/pL. icin ise minimal zon 15 pL.’de baglams ve 11 mm. olarak
dlgtilmigtiir. pH 5 icin 0,143mg/pL. ve 0,286 mg/uL. konsantrasyonlarinda sirastyla
minimal zon 20 pL.’de 5 mm, 30 uL.’de 8mm ve 15 pL. minimal zon 4 mm.

olarak olciilmiigtir.

pH 4 igin ornek olgiimii yapilamarsgtir. Hiicre yogunlugu ufak farklilikiar
gostetirken (ODeoo 15 ve 18) pH 5 ve 6 icin ‘buyik bir degigikl-ik minimal zon

agisindan bulupamamaigtir.

pH’'nin hiicre biiyiimesi tizerinde muhtemel bir etkisi olabilir fakat en
sncelikle EDTA’mn kullanlmasiyla engelleyici aktivite elde edilmistir. Set yiizeyli

erlen kiltiirlerde deney 5°de aragtinlmigtir.

3.6 Proteazlarm inibisyonu icin BSA’mm Denenmesi

Deney-52in-amaci-deney 4 de:elde *»'edilmisésonuglarln:yeniden-:elder edilmesi
ve optimizasyonudur. Bu deneyde pozitif sonuglarin alinabilmesi ig:in‘ EDTA’dan
farkhi olarak BSA ( sigir serum albiimin) de kullandmustir. BSA’mn burada
kullanilig amact EDTA ile ayn olup proteazlarin aktivitesini inhibe etmektir. Bu

deneyde 3J erlen EDTA icin ve 2 erlen BSA icin kullanilmus ve kiiltiire sokulmustur.

Ek olarak zaman araliklarn ve metanol miktari degigtirilmis metanol.
. .indﬁkl_enie zamani 12 saatte bir olarak sgbitlenmis ve her 12 saatte bir 1 ml. mef-gnol

kullanilmistir. Dahasi toplam zaman diéin 99 saate ek olarak 72. saatte kﬁlﬁirlé;den
| ornek almmug ve bu iki zaman arahigmda aktivite farkinimn olup olmadig1 gozlenmeye

caligiimig, boylece ideal aktivite zamanimin belirlenmesi amaglanmugtir.
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Asagidaki sekillerde EDTA ile pH 4, 5 ve 6 ile bityiitiilen kiltirlerin ve BSA
ile pH 4 ve 5’de buyitiilen kiiltirlerin biiyiime grafikleri verilmistir.

EDTA’l kitltiirlerde farkis pH’lardaki bilyiime
grafigi

7% r
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Sekil 3. 10 Medya katlasi olarak 10mM EDTA’mn kullamldigs ve pH 4, 5 ve 6’da biiyilyen P.
pastoyis Kiiltiiril igin bityiime grafigi. Metanol inditksiyon zamam Ve metanol miktari tablo2.1’den
farkli olarak, her 12 saatte bir 1 mlL metanol kiiltiire eklenmistir. * Kiiltiir toplam 99 saat sonra
toplanmug fakat 72. saatte Kkontrol icin ornek alimmustir. Deney 5°deki biiyiime gidisati deney 4’le
yﬁksek-:derecede-»-benzerlik-:gﬁstennektedir. _Farldi-pH-kosullar1 altndaki kiltiirlerde yine énemli bir
 farklihk gozlenememigtir.
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BSA’Q kiiltiirlerde pH4 ve 5 igin biiyiime
grafigi
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Sekil 3. 11 Medya katkust olarak %1 BSA katilmus ve pH 4 ve 5 de yetigtirilen P. Pastoris kiiltiiriniin
bityiime grafigi, Metanol indiiksiyon zamam ve toplama zamani EDTA ile yapilan deney ile aymdir
(sekil 3.10). Burada hiicre yogunlugu BSA kullamimayan galismalara gore biraz daha yiiksek
bulunmugtur fakat buna ragmen pH 4 ve 5 arasmnda kayda deger bir farklilik gozlenememistir.

Sekil 3,12 pH4 icin Deney 5°¢ ait sonuglardan bazilari. Yukandaki sekilde EDTA 'l kiiltiirden pH 4
de biiyiitiilmiis kiiltiirden olusan orneklerin gosterdikleri aktiviteler gorillmektedir. Krabrolin igefen
salgﬂamms'protein ile hazirlanmus protein cozeltisi 2 farkli konsantrasyonlarda ve farklt hacimlérde

. (zo-ssij‘ijetrilerdeki kuyucuklara altardrusgtr. Bunlar ‘sirastyla 0.143 (sol) ve 0.286 (orta) mag/pl.ve
aym Konsantrasyondaki 99 saat sonrasmda alman 6rmekfen gikan sonug (saf) bityik inbibisyon zonlari .
72 saat sonrasmda elde edilmis (1. ve 2. petri) ve bu sonug 99 saat sonrasmda alinan omeklerdede .

(petri 3) devam etmistir. Minimal zon 6 mm cap ile 20 pL 0.143 mg /pL’de baslarken 0.286 mg
/pl’de ise 5 mm gap ile 10 plL.’de bastanustir. (burada resimler gosterilmemigtir) : '

a
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Sekil 3.13 pH 5 icin Deney 5°¢ ait sonuglardan bazilari. iki farkli konsantrasyonda protein
soliisyonlart petrilere altarilmstir; 0.143 mg /pL (sol) ve 0.286 mg /uL. ( orta ve sag). Farkh
hacimlerde (20-55 pL) denenmis ve petrilerin ortalarina negatif kontrol olarak 20 pL %0,01 TFA
soliisyonu kullaninmshir. Biiyik inhibisyon zonlar, 72. saat sonra aliman smeklerde baglamig ( petri
1ve 2 ) ve 99. saat sonra alinai omeklerde (petri 3) de korunmus ve minimal zon ¢aplan sirasiyla 25
pL icin 10 mm 0.143 mg /uL’°de, 5 pL icin 5 mm 0.286 mg /uL’de Slciilmiistir (resimler
gosterilmemistir).

Sekil 3.14 pH 6 icin Deney 5°¢ ait sonuglardan bazilari. Buradalkd smeklerde 2 farkh konsantrasyonia .
0.143 mg /pL (sol) ;0.286 mg /uL (orta ve sag) ve farkl) hacimlerle (20-55 pL) temsil edilmektedir.
Negatif kontrol olarak standart olarak kullanilan 20 (sol) %0.01 TFA petrilerin merkezindeki -
kuyucuklara konulmustur. Diger pH’larda oldngu gibi bu pH degeri icinde bityiik inhibisyon zonlan
elde edilmistir. Bu zonlar 99. saat icin 50 {(sol) de baglamis ve zon capi 10 mm olarak 0.14% mg /uL

. de, 0286 mg /pL konsantrasyonda ise 30 pl’de 10 mm Zzon cap: slillmiistir (petri resimleri.
gosteribmemistir). ' : o



Sekil 3.15 %1 BSA'h Kiiltiirde bityiitiilmiig P. pastoris‘den clde edilen krabrolin aktivitesinin tayini
ve deney 5’¢ ait baz1 sonuclar. Bu resimler BSA’h kiiltiir ortaminda farkh pH (pH4 ve pH 5) kogullan
altinda bityiitillmig kiiltirlerden elde edilen protein aktivitelerini gostermektedir. Bu deneyde de 2
farkh konsantrasyonda (0.143 ve 0.286 mg /uL) ve farkh hacimlerle (20-55 pL) galigilmustir. Negatif
kontrol olarak petrilerin merkez kuyucuklarma standart olarak kullandan 20 pL %0.01TFA soliisyonu
akfaritmstir, Biyiik inhibisyon zonlan bu deneyde de 72 saatte elde edilmistir (99. saatte elde edilen
srnekler laboratuar aligmalan sirasmda kaybolmustur). Minimal inhibisyon zonlan 72 saat i¢in pH
5°de 35 pL igin 6 mm 0.143 mg /uL de (petri 1) ve 20 pL 12 mm zon capi 0.286 mg /uL de (petri 2)
dlgiilmiigtiir. pH 4 igin ise 0.143 mg /L de 30 L de 7 mm ve 0.286 mg /pL icin 20 pL de 10 mm
(petri 3) zon gap: dlgiilmiustir.

Bu deney serisinde zaman araliklarmin 12 saate ayarlanmasi deney siirecinin

kontrolinii kolaylastirmug ve hata paymi asgari diizeye indirmistir. Yeni metanol

inditksiyon zamamndan kaynaklanan herhangi bir dengesizlik gozlenmemistir. Ote

yandan deney 5 serisinde yiksek se\?iyede krabrolin aktivitesi elde edilmistir. Buna
ek olarak 72. saat noktasi 6nceki depismeyen ve standart olarak siirdiiriilen 99 saatlik
deney siiresine alternatif olmas1 ve boylece deney siiresinin azaltilmasi yoniinde bir
adim olarak diginilmis ve bu iki sire arasindaki degigimler izlenmeye Ve‘
;}orumlanmaya caligilmistir. Bu deney icin verilen {zette oldugu gibi heniiz metanol

zamaninin ve miktarmin degisiminden kaynaklanan etkiler teyit edilmemigtir.

72, saatler i¢in BSA ve EDTA iaullanimindan kayuakianabilecek herharigi bir
onemli farkllik gozlenmemistir. Diger yandan BSA’h kiltirde pH 5’de
0.143 mg /pL.’de maksimum inhibisyon zonu 55 pL.’de 8 mm olarak olgilmils,
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EDTA’L kiltiirde 40 pL.’deki inhibisyon zonu BSA’nin 55 uL.’de vermig oldugu
zon capina esitken 55 pL.’de 15 mm. olarak olciilmiigtr.

Minimal inhibisyon zonlariyla alakali olarak; 0.286 mg /uL. igin 10mM
EDTA‘L kiltirden elde edilen protein solisyonunun 40 pL.’si 13 mm inhibisyon
zonu gosterirken BSA’l1 kiltiirden elde edilen protein soliiyonundan alinan 20 pL.
ise hemen hemen benzer cbatta 12mm inhibisyon zomu gostermigtir.

0.143 mg/uL.’de hemen hemen benzer gapta minimal inhibisyon zonlan elde

- edilmistir. Bu benzerlik 99 saatlik zaman noktasindaki drnekler icinde soylenebilif.

Farkh pH’ler ile ilgili olarak da soylenebilecekler ise; farkh pH kosullart
altinda birakilan kiiltiirlerde kayda deger bir farklilik gidigati deney 4’de oldugu gibi
gozlenememistir. Krabrolin akt1v1te31 acisindan en iyi sonuglar pH 4’de EDTA’hL

Kiltiirden elde edilmigtir. Bu. sebepten dolayr deney 6’da EDTA’nin kullamlmast
uygun gorilmistor.

3.7 Havalandwmanin Arttinimast icin Aliiminywm Folyo Kullantimas:

DPeney 6 serisi, deney-:s—S’dekif-pozitif;: sonuglar: icin-teyit-edici ve- genigletici.

olarak geligtirilmigtir.

10 mM EDTA ile kiiltivasyon ilk kosul olarak yeniden firetim icin secilmis ve
bir sonraki adim olarak %1 BSA’mn kullanumi -planlanmigti fakat deneyler igin

verilen siirenin yeterli olmaylgmuan dolay1 plaﬂanan 7. aeney yapilamamistir.

Bir onceki deneylerde kontrol edilen ve ayarlanan 10 mM EDTA’lL 5 adet

.. .calkalamah _erlen kiiltiir hazirlanmugtir. . Bu deneyde gaz ahsverlslmn arttlnlarak

incelenmesi amaglanmigtir. Bunun 1g1n deneylerde kullamlan s geg:lrmez tlpa‘ R
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yerine aliiminyum folyo ile erlenlerin uzeri kapatiimigirr. Hazirlanan 5 erlenin 3
tanesi bu etkinin gorilebilmesi icin aliiminyum folyo ile diger 2’si ise normal olarak

kullanilan tipalarla kapatdmustir.

| EDTA’h kiiltiirlerde farkh pH’lardaki bitytime
- grafigi
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Sekil 3.16 10 mM EDTA’L pH 4,5 ve 6 da bityiitiiltn P. pastoris Kiiltiirleri icin bityiime egrileri.
Metanol indiiksiyonu her 12 saat icin 1 mL olarak yapiluustir. Biiyiime gidisaf benzer kosullarn,
oldugn noktalarda deney 5 ile uygunluk gostermistir. Riitim pH kogullan altinda yiiksek hiicre
yogunluguna wlagitmigtr (pH 4 igin ODgao = 16, pH 5 icin ODeoo = 18 ve pH 6 igin az bir diislis ile
ODgoo= 12)
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EDTAh kiiltiirlerde farkl pH’lardaki biiyiime grafigi
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Sekil 3.17 Aliiminyum folyo kullan}mis erlenlerde kiiltiire alnan P. pastoris’in biiylime egrisi.
Biiyiime davramst her iki kiiltir icin onemli derecede fark gosterntis ve ODggo degerleri 30°lara
ulagmusgtir.
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Sekil 3.18 Denecy 6’dan pH 4 icin secilen baz1 petrilerin krabrolin aktivite sonuglarn. Iki farkli
konsantrasyonda bu deney gerceklestirilmis ve yine farkh hacimlerle (5-55 pL) aktivite
gozlemlenmigtir. Vukarida bu deneyden elde edilen sonuglarin bazilari gosterilmistir. 0.143 mg /ul (1
ve 2) ve 0.286 mg /uL. (3 ve 4) sekilde gosterilen petrilerdeki kuyplara 30-55 pL arasinda hacim de
ptotein soliisyonu uygulanpugtir. Petri merkezlerine %0.01TFA nygulanmigtir. Minimal inhibisyon
zonlart tablo 3.1°de gosterilmigtir. Burada 72. ve 99. saatlerdeki maximum inhibisyon zonlari
gosterilmigtir.
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Sekil 319 Deney 6’dan pH 5 icin secilen bazr petrilerin krabrolin-aktivite. sonugclari. I farkls
konsantrasyonda bu deney gergeklestirilmis ve yine farkh hacimlerle (5-55 pL) aktivite
gozlemlenmigtir. Yukanda bu deneyden elde edilen sonuglarin bazilart gosteribmigtir. 0.143 mg /uL
(1 ve 2) ve 0286 mg fpL 3 ve 4) sekilde gosterilen petrilerdeki kuyulara 30-55 pl arasinda hacim de
protein soliisyonu uygulanmugtir. Petri merkezlerine %0.01TFA uygulanmigtr. Minimal inhibisyon
zonlar: tablo 3.1°de gosterilmistir. Burada 72. ve 99. saatlerdeld maximum inhibisyon zonlar

gosterilmistir.
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Sekil 3. 20 Deney 6’dan pH6 igin secilen baz petrilerin krabrolin aktivite sonuglari. ki farkh
konsanttasyonda.. bu deney:'igergeklestiﬁlmis ve yine farkh hacimlerle (5-55 pL) aktivite
gozlemlenmigtir. Yukanda bu deneyden elde edilen sonuglarn bazilan gosterilmigtir. 0.143 mg ful,.
(1 ve 2) ve 0286 mg /uL 3 ve 4) sekilde gosterilen petrilerdeki kuyulara 3055 pL arasinda hacim de
protein soliisyonu uygulannustir. Petri merkezlering %0.01TFA uygulanmigtir. Minimal inhibisyon

zonlar1 tablo 3.1°de gosterilmigtir. Burada 72.

ve 99. saatierdeki m um inhibisyon zonlari

gosteritmistir. pH 6 icin EDTA’h Kiiltiirde elde edilen sonuclar incelenen kosullar ve parametreler ile

ulagilrms en bityik aktivitelerdir.




~

Sekil 3. 21 Deney 6°dan secilen 2 petrinin krabrolin aktivitesi. Kiiltiirler, 10 mM EDTA kullanilarak
pH 4 de bilyii figtir.  Protein soliisyonlar1 2 farkh konsantrasyonda hazirlanmig ve degisik
hacimlerde pefrilere uygnlanmistir. Negatif kontrol olarak petrilerin nerkez kuyucuklarmna 20 pL
9,0.01 TFA Iullandougtr, Minimal inhibisyon zonlari tablo 3.1 de gosterilmistir. Yukandaki
resirnlerde ise 72. saat igin maximum inhibisyon zonlar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.22 Deney 6°dan secilen bazi omeklerin Kkrabrolin aktivitesi.  Kiltiirler, 10 mM EDTA
Jkullanularak pH 6°da bigyiitiilmigtir. Ayrica havalandirmay1 artirmak diigiincesiyle tipa yerine
aliminyum-folyo-leudlamimigtr.. Protein soliisyonlar-2 farkh konsantrasyonda hazirlanmus ve degisik
hacimlerde petrilere uygulanmigtir. Negatif kontrol olarak petrilerin merkez kuyucuklarma- 20" pL
240.01 TFA kullanilmstir. Minimal inhibisyon zonlan tablo 3.1’de gosterilmigtir. Yukaridaki

resimlerde ise 72 ve 99. saatler i@ih maximum inhibisyon zonlar goritlmektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Sunulan bu calisma calkalamali kiiltiir sisteminde P. pastoris kullanarak
rekombinant krabrolm ekspresyonunun optmnzasyonunun aragtirilmasi tizerinedir.
Krabrolin, son yillarda kesfedilen ve bityiik bir tedavi potan31ye11ne sahip molekiil
gurubu olan AMP’lerin bir uyesidir. AMP’ ler konukcu bagisikik savunmastinda
dnemli rol oynayan ve’ gogu organizmamn savunma sisteminin bir pargasidir.
Geleneksel antibiyotiklere ragmen AMP’lere karsi direng, birkag mikroorganizma

tirriinde bulunan dogal direnci saymazsak gimdiye kadar gozlenememistir.

AMP’lerin kimyasal sentezi miimkindiir bu yiizden genis olgekteki ﬁretimlér
icin faydasiz ve nispeten pahali olmaktadir. Bu nedenden otiirii okaryotik sistemler,
rekombinant - AMPlerin. . iretimiz i¢in. .. uygun- _alternatif —bir- - sistem olarak.
diistintilmektedir. Okaryotik sistemler, AMP’ lerin sitotoksik etkilerinden etkilenen
ve post transkripsiyonel gerekleri yeterince karstlayamayan E. coli gibi bakteriyel
sistemlere gore de ok avantajlidir. Birgok uygulamada kullamlmis ve rekombinant

protein iiretiminin bagar11d1g1 okaryotik sistemlerden biti de P, pastoris’dir. Bu
| yiizden bu caligmada, rekombinant krabrolin ekspresyonunun optimizasyonu igin
umut verici bir aday olan pPICZo-A 1 krabrohn ekspresyon vektort: ile. transforme

ed11m1§ P. p(tsrorzs x-33 susu kullamlrmagtir.

flag geligimi iizerine devam eden caligmalarin veya AMP’lerin hareket

mekanizmasi yaninda bu projede onlarmn firetim siiregleri {izerine yogurﬂa§1lm1§tir.
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Bunun icin en uygun krabrolin ekspresyonu, yitksek oranda krabrolin mikia:: ve
aktivitesinin eldesi igin uygun kogullar ve ilgili streg parametreleri tzerinde
aragtirma yapmak i¢in bir seri kontrol deneyleri tasarlanmig ve analiz edilmistir.

Sonuclar bir iist tiretim sistemleri i¢in ise yarar olabilir.

Sekil 4.1 P. pastoris (X3 3)'de rekombinant krabrolin expresyonunun optimizasyonu iin deneysel

. dizaymn-gematik sunumu. .

Onceden tanimlandigt gibi her bir ekspresyon sistemi igin ve yeni
rekombmant proteinlerin fermantasyon Ve ekspresyonu igin sireg ile ilgili
parametreler ve kogullar ayrt ayr1 ayarlanmig ve aragtirilmis olmalidir. Krabrolizin
ekspresyonu icin paramet;eler onceki caligmalar ve literatiirden ttretilmis ve daha
onceden sunulmug islemierin (sekil 1-22) optimize edilmesi ve geligtirilmesi: igin

onlarm " potan51yeller1 aeneysel gahgmalarla ortaya ¢ikanimaya qa11§11m1§t1r

_Optimizasyon igin zecilen parametreler, swakhk pH, havalandirma, erlen turu,

.ihetanol-miktan‘ve zaman, farkli deney zamant (72 ve 99 saat gibi) ve ayrica EDTA,
BSA gibi kiltiir igin katk: maddeleridir.
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Medya tiiri, sicaklik, kultir hacmi, P. pastoris sugu.ve deneysel stire¢ tim
deneyler boyunca bastan sona kadar degismeden kullanilmustir. Bunun yanmda pH,
havalandirma, metanol miktari ve zdman, medya katkisi ve toplama zamani gibi
parametreler, P. pastoris’in miktarint ve bliyime hizinin ve krabrolin aktivite ve
miktannin arttirilmast igin, bu parametrelerin potans1yeller1 degerlendirilmis ve bazi
degisimlerle deneyin gidigat1 kontrol edilmeye calisiimigtir. Deneyler siiresince elde

edilen krabrolin aktivitelerinden farz edilebilir ki fonksiyonel protein ekspre

edilmistir.

1 Deney belirli parametreler yer degistirildigi zaman olusacak etkinin
aragtirilmast ve degerlendirilmesinde temel kosullar igin bir dayanak noktasi olmasi,
ve optimum deneysel kosullarin aragtirilmass icin bir baslangic noktast olarak
tasarlanmig ve iy gOrmistir. Bu etkiler, 2. pastoris’in kiltiir davramsinin
degerlendirilmesi ve krabrolin aktivite miktan ile tanimlanmigtir. 1. Deney’deki
temel kosullarda P. pastoris yogunlugu normal fakat krabrolin aktivitesi deney 5 ve
6’ya nispeten disik cikmistr.  Bu sonuclar rekombinant krabrolin aktivitesini

arttirmak icin bir potansiyel olarak diginiimigtir. Bunun yaninda takip eden

deneylerde de krabrolin aldtivitesi elde edilen proteinlerin igindeki krabrolin miktari

icin bir referans noktasi olabilir.

ikinci deney serisi daha dnceden bahsedildigi gibi ilkin pH’nin degistirilmesi
ile bu deneydeki - tim- kiltiirlerde. gok digik hucre yogunlugu ve krabrolin
aktivitesinin olmayisi ile Ozetlenmigtir. Daha sonradan bu durumun kullanidan
yiksek konsantrasyondaki (1M) tampondan dolay1 medyada yiiksek oranda tuzluluga
neden oldugu bunun da biiyiimeyi inhibe ettigi dusiinilmigtir. Bu varsayim elde
edilen ve tuz benzeri kristallerin oldugu protein tozunun, diger deney 1’de elde
edilen tOLa .gore farkhi olan gorunugunden kaynaklanmaktaydi. pH mn dengede
tutulmam bu sonuclarla direk baglantilt olmam1g>t1r Diger caligmalardaki protein

~.;spresyonu uzermdekl p021t1f etkilerinden dolayi blr optlmiiasyon parametre& :

. olarak korunmugtur.

Deney serisi 2’den sonug alinamamast ve bu durumun kullamian yiiksek

konsantrasyondaki tampona baglanmasindan dolay1 bu durumu teyit etmek igin 3.
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deney dizayn edilmis ve bu deneyde bu sefer 100 mM’lik fosfat ve asetat tamponlari
ph 4, 5 ve 6’y1 elde etmek igin kullamlmigtir. Daha énce diizenli olarak kullamlan
erlen tiiriide degistirilerek kenarlarinda tiimsek bulunan erlen tirleri kullamlmaya
baslanarak havalandirmamn arttirilmasi da amaglanmugtir. Krabrolin aktivitesi igin
alinan bu kararlara ragmen deney 1°de elde edilen temel seviyedeki aktivite bile elde
edilemezken hiicre yogunlugunda ufak bir artig gozlemlenmigtir. Bununla beraber bu
durum icin bir agiklama bulunamamugtir ve tiim bu deneylerde krabrolin aktivitesini
etkileyecek proteazlar gibi bagka faktorlerin aktiviteyi etkiliyor olabilecegi

diisiiniilmektedir.

Proteaz aktivitesini kontrol etmek icin kiiltiire deney 4’ten itibaren 10 mM
EDTA, deney 5°ten itibaren de %1 BSA kullamlmaya baglanmigtir. Proteazlarin
inhi‘bisyonunun krabrolinin kararhlifini arttiracagi diigintlmistir. Tum deneyler
boyunca kullamlan parametreler hiicre biiyiimesi tzeriride hi¢ kayda defer bir etki
yapmamig fakat deney 4 ve 5°de krabrolin aktivitesini biiyik oraﬁda arttirdigy
bulunmustu. 10 mM EDTA ile caligilan deneyler ayrica kullamlﬁlayan deneylere
- gore hiicre yogunlugu agisindan daha yiiksekti. Krabrolin aktivitesi tizerindeki etki
gorinmils - ve deney 4’de elde edilen inhibisyon zonlar1 tim deneylerle

karsilastirilmugtir.

Deney 4’deki krabrolin aktivitesinin pozitif sonuglardan dolay: deney 5’te de
uzatilmig, yeni bir degisiklik bu deney igin denenerek metanol indiiksiyon zamanlari
homojonize edilmistic. Bu uygulamanin krabrolin aktivitesi ve hiicre yogunlugu
iizerine giiglii bir etkisi bulunmugtur. EDTA ve BSA’nin etkisini kargilagtirmak i¢in
3 erlen EDTA igin 2 erlen BSA igin kiiltiire alinnustir. BSA ile yapilan kiiltiirlerde
krabrolin aktivitesi biraz daha diisitk gikmastir.

Deney 6 serisinde 'déney 5°deki - sonuglarin devarunda teyit igin
parametrelerde degisiklik yapilmams fakat gaz'degisimini arttiracagi distincesi ile
aliminyum folyo kullamslmistir. Bu kullamim t111'j,cre yoguniugu tizerinde guclii bir

| etki olusturmugtur. Bununla beraber simdiyé’kada: kiitiirlerden éhnan aktiviteler

iginde pH 4 ve 5 i¢in bu deneyde yiiksek pH 6 igin en yiiksek degere ulagtlmigtir.

pH’nin bu varyasyonlari. gostermektedir ki pH‘mm.:tek basina krabrolin: aktivitesi. . ...
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iizerinde goriilen dnemli-bir etkisi bulunmamaktadir. Fakat EDTA’nin kullanimu ile
proteazlarn inhibisyonu (farz edilmekte) [103] ile beraber aktivitenin etkisini
arttirmaktadir.  Asagidaki sekilde daha sonradan yapilabilecek optimizasyon

caligmalari verilmeye ¢aligilmagtir. 0

Bununla beraber unutulmamalidir ki bir kﬁltﬁr sisteminden elde edilen

sonuglar, optimizasyon kosullart bir tist seviyedeki kiiltiir sistemleri i¢in kullanimi

o

I

3
¥

Sekil 4.2 Siirecin kisitlamalari ve dizayn ile baglantil perspektifler ile genel laboratuvar
prosediirleri

miimkiin olmamakda, yenideﬁ_ - optimizasyonunun yaptlmast gerekmektedir. Bu
cjélmmada amaclanan sadece genis caplt kiiltir caligmalarinda kullanabilecek
parametrelerin tespiti ve etkileri tizerin ufak bir bilgi sahibi clmak ve incelenen

krabrolin proteinin mevout potqnsiyelirii, biraz olsun.goz oniine serébilmekiir.

66




5, KAYNAKLAR

2]

3]

[4]

15]

Lohner, K., "Development of Novel Antimocrobial Agents: Emerging
Strategies", Horizon Scientific Press. (2001).

Blondelle, S.E. ve Lohner, K, "Combinatorial Libraries: A Tool to Design
Antimicrobial and Antifungal Peptide Analogues Having Lytic Specificities
for Structure-Activity Relationship Studies”, Peptide Science, 55(1). 74-87
(2000).

Breithaupt, H., "The New Antibiotics’, Nat Biotech, 17(12): 1165-1169
(1999). ’

Orsolya, T., " Antimicrobial=Peptides:-New: Candidates-in"the Fight against
Bacterial Infections", Peptide Science, 80(6): 717-735 (2005).

Gudmundsson, G.H. ve Agerberth, B., Neutrophil antibacterial peptides,

muitifunctional effector molecules in the mammalian immune system.

‘Journal ofImmunologzcahJethods 232: 45-54 (1999)

‘Hancock B EW "Cationic Peptides: Effectors in Innate Immusity and -
Novel Antimicrobials", The Lancet Infectious Diseases, 1(3): 156 164

(2001)

67



7]

(8]

9]

Peschel, A. ve Sahl, H-G, "The Co-Evolution of Host Cationic
Antimicrobial Peptides and Microbial Resistance", Nat Rev Micro, 4(T): 529-
536 (2006).

Shai, Y., "Mechanism of the Binding, Insertion and Destabilization of
Phospholipid Bilayer Membranes by Alfa-Helical Antimicrobial and Cell
Non-Selective Membrane-Lytic Peptides.", (BBA) - Biomembranes, 1462 55-
70 (1999).

Dathe, M.a.T.W., "Structural Features of Helical Antimicrobial Peptides:
Their

Potential to Modulate Activity on Model Membranes and Biological Cells.",

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

Biochimica Et Biophysica Acta-Biomembranes, 1462(1-2): 71-87 (1999).

Shai, Y., "Mode of Action of Membrane Active Antimicrobial Peptides”,
Biopolymers, 66(4): 236-248 (2002).

Gregg, J.M., "Recombiant Protein Expression in Pichia Pastoris", Molecular
Biotechnology, 16: 23-40 (2000).

Wilcox, S., "The New Antimicrobials:Cationic Peptldes" Bio Teach J, 2
(2004).

Sarmaéik, A., "Antimicrobial Peptides: A Potential Therapeutic Alternative
for the _

Treatment of Fish Diseases", Turk J Biol., 26(4): 201-207 (2002). .
Izadpanah A. and Gallo, RL "Antimicrobial Peptides”, Journal of the

American Academy of Dermatology, 52(3): 381-390 (2005).

Mlyakawa Y., Ratnakar, P., Rao, A.G., Costello, M.L., Mathieu-Costello, O.,

- Lehrer, R.I, ve ‘Catanzaro, A., "In Vitro Activity of the -Antimicrebial~~

68



[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

221

Peptides Humén and Rabbit Defensins and Porcine Leukocyte Protegrin
against Mycobacterium Tuberculosis”, Infect. Immun., 64(3): 926-932 (1996).

Wilcox, S., "Cationic Peptides: A New Hope", The Science Creative
Quarterly.: (2004).

Zasloff, M., "Antimicrobial Peptides of Multicellulat Organisms", Nature,
415(6870): 389-395 (2002).

Hancock, RE.W. ve Sahl, H-G,, " Antimicrobial and Host-Defense Peptides

as New Anti-Infective Therapeutic Strategies", Nat Biotech, 24(12): 1551-
1557 (2006).

Aboudy, Y., Mendelson, E., Shalit, I, Bessalle, R., and Fridkin, M "Activity
of Two Synthetic Amphiphilic Peptides and Magainin-2 against Herpes
Simplex Virus Types 1 and 2", International Jowrnal of Peptide and Protein
Research, 43(6): 573-582 (1994).

Vanesa, C.AM. ve Viviana, C, "Antiviral Activity of Antimicrobial
Cationic Peptides against Junin Virus and Herpes Simplex Virus",

International journal of antimicrobial agents, 23(4): 382-389 (2004).

'Wachjnger, M., Kleinschmidt, A., Winder, D., von Pechmann, N., Ludvigsen,
A, Neumann, M., Holle, R., Salmons, B., Erfle, V., ve Brack—Werher, R,
" Antimicrobial Peptides Melittin and Cecropin Inhibit Replication of Human
Immunodeficiency Virus 1 by Suppressing Viral Gene Expression”, J Gen
Virol, 79(4): 731-740 (1998).

Yasin, B., Pang, M., Turper, J. S., Cho, Y.," Dirh, N-N.,, Waring, A. I,

Lehrer, R. I, ve Wagar,” E. A. "Evaluation *of‘ the Inactivation of Infectious
Herpes Simplex Virus by Host-Defense Peptides ", European Journal of
Clinical Microbiology & Infectious Diseases, 19: 187-194 (2000).

69




[23]

- [24]

[25]
[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

Cole, AM., Hong, T., Bro, LM, Nguyen, T., Zhao, C., Bristol, G., Zack,

J.A., Waring, A.J., Yang, 0.0., ve Lehrer, R.I, "Retrocyclin: A Primate -

Peptide That Protects Cells from Infection by T- and M-Tropic Strains of
Hiv-1", Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 99(4): 1813-1818 (2002).

Yasin, B., Wang, W., Pang, M., Cheshenko, N., Hong, T., Waring, AJ,
Herold, B.C.; Wagar; E.A., ve Lehrer, R.I, "{Theta} Defénsins Protect Cells
from Infection by Herpes Simplex Virus by Inhibiting Viral Adhesion and
Entry", J. Virol., 78(10): 5147-5156 (2004).

Bastian, A., ve H. Schafer, "Human Alpha-Defensin 1 (Hnp-1) Inhibits

- Adenoviral Infection in Vitro", Regul. Pept., 101: 157-161 (2001).

Daher, K.A., Selsted, M.E., ve Lehrer, R.L, "Direct Inactivation of Viruses
by Human Granulocyte Defensins", J. Virol., 60(3): 1068-1074 (1986).

Gropp, R., Frye, M., Wagner, T.OF,, ve Bargon, J., "Epithelial Defensins
Impair Adenoviral Inféction: Implication for Adenovirus-Mediated Gene
Therapy", Human Gene Therapy, 10(6): 957-964 (1999).

Nakashima H., Y.N., -Masuda M., Fujii. N, "Defensins. Inhibit Hiv
Replication in Vitro", AIDS, 7: 1128-1123 (1993).

~Sinha, S., Cheshenko, N., Lehrer, R.I, ve Herold, B.C., "Np-1, a Rabbit

{Alpha}-Defensin, Prevents the Entry and Intercellular Spread cf Herpes
Simplex Virus Type 2", Antimicrob. Agents Chemother., 47(2). 494-500
(2003). . |

Belaid A.‘", A M., Khelifa R, Trabelsi A., Jemmali M., Hani K., "In Vitro

Antiviral Activity of Dermaéeptins against Herpes Sinipl,ex Virus Type 1",
ournal of medical virology, 66 229-234 (2002).

70




[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36] -

BT

Clarisse Lorina, H.S., Afifa Belaidc, Amira Zairic, Frangoise Baleuxd, Hakim
Hocinib, Laurent Bélecb, Khaled Hanic ve Frédéric Tangy, "The
Antimicrobial Peptide’ Dermaseptin S4 Inhibits Hiv-1 Infectivity in Vitro.",
Virology, 334(2): 264-275 (2005).

Murakami, a.S.1., "Inhibitory Effect of Tachyplesin I on the Proliferation of
Human Immunodeficiency Virus in Vitro.", Chemotherapy (Basel), 37: 206-
211 (1991).

Murakami T, N.M., Tokunaga F, Miyata T, Iwanaga 5., "Direct Virus
Inactivation of Tachyplesin I and Its Isopeptides from Horseshoe Crab
Hemocytes.", chemotherapy, 31(5): 327-334 (1991).

Steinstraesser, L., Tipplef, B., Mertens, J., Lamme, E., Homann, H.-H,
Lehnhardt, M., Wildner, O., Steinau, H.-U., ve Uberla, K., "Inhibition of
Early Stepé in the Lentiviral Replication Cycle by Cathelicidin Host Defense
Peptides", Retrovirology, 2(1): 2 (2005).

Nakashima, H., Masuda, M., Murakami, T., Koyanagi, Y., Matsumoto, A,
Fujii, N., ve Yamamoto, N., "Anti-Human Immunodeficiency Virus Activity
of a Novel Synthetic Peptide, T22 ([Tyr-5,12, Lys-7]Polyphemusin Ii): A
Possible. Inhibitor .. of.ViIus-Cell_Fusion'?,,,Antz'microb...,Agents Chemother.,
36(6): 1249-1255 (1992). )

Tamamura, H., A. Otaka, T. Murakami, T. Ishihara, T. Tbuka, M. Waki, A.
and Matsumoto, N.Y., ve N. Fujii, "Interaction of an Anti-Hiv Peptide, T22,
with Gp120 and Cd4. ", Biochem. Bz’oph;f;.Res. Commun., 219(2): 555-559
(1996).

Andersen, J.H., H. Jenssen, ve T. J. Gutteberg, "Lactoferrin and Lactoferricin

‘Inhibit Herpes Simplex 1 and 2 Infection and’ Exhibit Synergy When

Combined with Acyclovir", Antiviral Res., 58: 209-215 (2003).

71




- [38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

Andersen, JH., S. A. Osbakk, L. H. V orland, T. Traavik, ve T..J. Gutteberg,
"Lactoferrin and Cyclic Lactoferricin Inhibit the Entry of Human
Cytomegalovirus into Human Fibroblasts”, Antiviral Res., 51. 141-149
(2001).

Drobni, P., "Papillomavirus Binding and Entry. The Heparan Sulfate
Receptor and Inhibition by Lactoferrin®, Published PhD Thesis,
Umea,Sweden. (2005).

Jenssen, H., J. H. Andersen, L. Uhlin-Hansen, T. J. Gutteberg, ve O. ve
Rekdal, "Anti-Hsv Activity of Lactoferricin Analogues Is Only Partly Related
to Their Affinity for Heparan Sulfate", Antiviral Res., 61: (2004).

Krajewski, K., C. Marchand, Y. Q. Long, Y. Pommier, ve P. P. Roller,
"Synthesis and Hiv-1 Integrase Inhibitory Activity of Dimeric and Tetrameric
Analogs of Indolicidin", Bioorg. Med. Chem. Lett, 14: 5595-5598 (2004).

Robinson, WE., McDougall, B., Tran, D., ve Selsted, ME. "Anti-Hiv-1
Activity of Indolicidin, an Antimicrobial Peptide from Neutrophils.", J.
Leukoc. Biol, 63: 94-100 (1998).

Lee, D.G., D. H. Kim, Y. Park, H K..Kim, H.N. Kim, Y. K._Shin, C. H. ve
Choi, aK.S.H., "Fungicidal Effect of Antimicrobial Peptide, Pmap-23,
Isolated from Porcine Myeloid against Candida Albicans. Biochem",

Biophys. Res. Commyun, 282: 305-310 (2001).

Tytler, EM., Anantharamaiah, G.M., Walker, DE, Mishra, VK,
Palgunachari, M.N., ve Ségrest, JP., "Molecular Basis for Prokaryotic
Specificity of Magainin-Induced Lysis", ‘Biochemistry, 34(13): 14393-4401

i (2002).

72




[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

51

Zasloff, M., "Magainins, a Class of Antimicrobial Peptides from Xenopus

Skin: Isolation, Characterization of Two Active Forms, and Partial Cdna

Sequence of a Precursor”, Proceedings of the National Academy of Sciences

of the United States of America, 84(15): 5449-5453 (1987).

De Lucca, AJ, . M. Bland, T. J. Jacks, C. Grimm, ve T. J. Walsh,

"Fungicidal and Binding Properties of the Natural Peptides Cecropin B and
Dermaseptin.", Med. Mycol., 36: 291-298 (1998).

De Lucca, A.J. ve Walsh, T.J, " Antifingal Peptides: Novel Therapeutic

Compounds against Emerging Pathogens”, Antimicrob. Agents Chemother.,

43(1): 1-11 (1999).

Kyoungsoo Parka, D.O., Song Yub Shinb, Kyung-Soo Hahme and Yangmee

Kima, "Structural Studies of Porcine Myeloid Antibacterial Peptide Pmap-23

and Tts Analogpes in Dpc Micelles by Nrar Spectroscopy. Biochem.",
Biochem. Biophys. Res. Commun., 260(1): 204-212 (2002).

Rollins-Smith, L.A., Carey, C., Conlon, M, Reinert, LK., Doersam, J.K,,
Bergman, T, Silberring, J., Lankinen, H., ve Wade, D, "Activities of

Temporin Family Peptides against the Chytrid Fungus (Batrachochytrium
Dendrobatidis) - Associated with. Global_Amphibian_Declines” Antimicrob.

Agents Chemother., 47(3): 1157-1160 (2003).

— g

Lehrer, R.I, Szklarek, D., Ganz, T., ve Selsted, ME., "Correlation of
Binding of Rabbit Gtanulocyte Peptides to Candida Albicans with
Candidacidal Activity", Infect. Immun., 49(1): 207-211 (1985).

 Patterson-Delafield, J., Martinez, R.J., ve

Mechanism", Infect. Imimun., 36(1): 180-192 {19

73

Lehrer, R.L, “Microbicidal

'Cationic Proteins in Rabbit Alveolar Macrophages: A Potential Host Defense

80).. .



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

58]

| [59]

Ha, S.C., Min, K., Koo, J.C., Eim, Y., Yun, D.J, Cho, M.J., ve Kim, KK,
"Crystallization and Preliminary Crystallographic Studies of an Antimicrobial
Protein from Pharbitis Nil", Acta Crystallegraphica Section D, 57(2). 263-
265 (2001).

Koo, J.C., Lee, B., Young, M.E., Koo, S.C., Cooper, J.A., Baek, D., Lim,
C.0., Lee, S.Y., Yun, D.-J, ve Cho, M.J,, "Pn-Ampl, a Plant Defense
Protein, Induces Actin Depolarization in Yeasts", Plant Cell Physiol., 45(11):
1669-1680 (2004).

Helmerhorst, E.J., Breeuwer, P., van ‘t Hof, W, Walgreen-Weterings, E.,
Oomen, L.C.J M., Veerman, E.C.1, Amerongen, A.V.N,, ve Abee, T., "The
Cellular Target of Histatin 5on Candida Albicans Is the Energized
Mitochondrion", J. Biol. Chem., 274(11): 7286-7291 (1999).

‘Kavanagh K., ve S. Dowd., "Histatins: Antimicrobial Peptides with

Therapeutic Potentlal" J. Pharm. Pharmacol., 56: 285-289 (2004)

Kim, D.H,, D. G. iee, K L.Kim,ve Y. Lee, "Internalization of Tenecin 3 by
a Fungél Cellular Process Is Essential for Its Fungicidal Effect on Candida
Albicans", Eur. J. Biochem, 268: 4449-4458 (2001).

Young-Tae, L., Dae-Hee, K., Jeong-Yong, S., Jae Hoon, C., Bok Leul, L.,
Younghoon, L., ve Byong-Seok, 'C., "Structural Characteristics of Tenecin 3,
an Insect Antifungal Protein", IUBMB Life, 47(3): 369-376 (1999).

Lee, D.G., H. K. Kim, S. A. Kim, Y. Park, S. C, Park, S. H. Jang, ve K. S,
and Hahm, “Fungmdal Effect of Indolicidin and Its Interaction with
Phosphohpui Membrane Bzophys Res. Commzm 305: 305- 310 (2003).

‘Spitznagel, J.K,, "Origins and Development of Peptide Antibiotic Researc T

1-14 (1997).

74



[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

"~ [66]

[67]

1681

Carpenter, B.L., "Early Development of Microbiclogy", Microbiology: 24-39
(1977).

Boman, H.G., "Antibacterial Peptides from Insects and Pigs", Phylogenetic
Perspectives in Immunity; 3-17 (1994.).

Zeya, HI ve Spitznagel, JK., "Cationic Protein-Bearing Granules of

" Polymorphonuclear Leukocytes: Separation from Enzyme-Rich Granules",

Science, 163(3871): 1069-1071 (1969).

Fernandez de Caleya R, G.-P.B, Garcia-Olmedo F, Carbonero P,
"Susceptibility of Phytopathogenic Bacteria to Wheat Purothjonins in Vitro",
Microbiol, 23: 998-1000 (1972).

Weiss, J., Elsbach, P., Olsson, L, ve Odeberg, H., "Purification and
Characterization of a Potent Bactericidal and Membrane Active Protein from
the Granules of Human Polymorphomiclear Leukocytes", J. Biol. Chem.,
253(8): 2664-2672 (1978).

Steiner, H., Hulimark, D., Engstrom, A., Bennich, H, Boman, H.G,
"Sequence and Specificty of Two Antibacterial Proteins Involved in Insect
Immunity", Nature, 292:246-248 (1981). .

Boman, H.G., "Gene-Encoded Peptide Antibiotics and the Concept of Innate
Immunity: An Update Review", Scand J Iminunol, 48: 15-25 (1998). ..

Boman, H.G., "Peptide Antibiotics and Their Role in Tnnate Immunity",

Annual Review of Immunology, 13(1): 61-92 (1995).

- Hultinark, D., Engstrom; A., Andersson, K., Steiner, H., Bennich, H,,. and

Boman, H. G "Insect Imnmumity. Attacins, a Family of Antibacterial Proteins

from Hyalophora Cecropia", EMRBO J, 2(4): 571-576 (1983).

75




é\

(624

[70]

[71]

[72] .

[73]

{74]

[75]

[76]

[77]

| 178]

Matsuzaki, K., "Why and How Are Peptide+Lipid Interactions Utilized for
Self-Defense? Magainins and Tachyplesins as Archetypes’, Biochim.
Biophys. Acta, 1462: 1-10 (1999).

Yeaman, M., "Mechanisms of Antimicrobial Peptide Action ve Resistance.""

Pharmacological Reviews, 55(1): 27-55 (2003).

Hit://Cmdr. Ubc.Ca/Bobh/Uptake. Htinl. 2009.

Brogden, K.A.,, "Antimicrobial Peptides: Pore Formers or Metabolic
Inhibitors in Bacteria?", Nat Rev Micro, 3(3): 238-250 (2005).

Powers, J.P.S.a, Hancock, R. EW, “The Relationship betwéen Peptide
Structure and Antibacterial Activity", Peptides, 24(11): 1681-1691 (2003).

Ziv Oren, Y.S., "Mode of Action of Linear Amphipathic Alpha-Helical
Antimicrebial

Peptides", Biopolymers, 47(6): 451-463 (1998).

Shai, Y., Oren Z, "From“Carpet”’Mechanismto De-Novyo Designed

Diastereometric

Cell-Selective Antimicrobial Peptides", Peptides, 22(10); 1629-41 (2001).

Yeaman, MR. ve Yount, N.Y., "Mechanisms of Antimicrobial Peptide
ction and Resistance", Pharmacol Rev, 55(1): 27-55 (2003).

Hancock, RE.W. ﬁ:i/_'c—z.Scott, M.G., "The Role of Antimicrobial Peptides in-

Animal Defenses", Proceedings of the National Academy af Sciences of the -

Uhited States of America, 97(16): 8356-8861 (2000).

‘GOi'don,.fl . -Romanowskz"  E.G., MeDermott AM., "A Review iof: ...
Antimicrobial Peptides and Their Therapeutic Potential as Anti-Infective .. -

Drugs", Current Eye Research, 36(7). 505-515 (2005).

B




[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

Hancock, REW., "Cationic Peptides:A- New Source of Antibiotics",
Tibtech., 16: 82-87 (1998).

‘Hancock, R E.-W., "Peptide Antibiotics", Lancet, 349: 418-422 (1997).

Hancock, R.E.W., "Therapeutic Potential of Cationic Peptides", Expert Opin.
Investig. Dis, 7. 167-174 (1993).

Dogler, S Gergeker,A.A., "Gelecegin Antibiyotiklerd: Antimikrobik Etkill
Katyonik Peptitler", ANKEM, 26(1): 44-54 (2006).

Papo, N., Shahar, M., Eisenbach, L., ve Shai, Y., "A Novel Lytic Peptide
Composed of Dl-Amino Acids Selectively Kills Cancer Cells in Culture and
in Mice", J. Biol. Chem., 278(23): 21018-21023 (2003).

Krishnakumati, V., "Antimicrobial and vHemolytic Activities of Crabrolin, a
13-

Residue Peptide from the Venom of the European Horriet, Vespa Crabro, and Its

[85]

[86].

[87]

Analogs", Journal of Peptide Research, 50(2): 88-93 (1997).

http://www.eurospiders.com/: . (2009).

Argiolas, A. ve Pisano, J.J., "Isolation and Characterization of Two New
Peptides, Mastoparan.C and Crabrolin, from the Venom of the European
Hornet, Vespa Crabro", J. Biol. Chem., 259(16): 10106-10111 (1984).

Geoff,” P., Cereghinoa, L., Iligenb, C., ve James M:, "Production of

 Recombinant Proteins in Fermenter Cultures of+the Yeast Pichia Pastoris", .- -

Current Opinion in Biotechnology, 13(4). 329»332 (2002). -

77




Q

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

- [94]

[951

[96]

Daly, R., and Hearn, M. T. W., "Expression of Heterologous Proteins in
Pichia Pastoris; A. Useful Experimental Tool in' Protein-Engineering and

Production", J. Mol. Recognit, 18: 119-138 (2004).

Fischer, R., Drossard, J., Emans, N., Commandeur, U., ve Hellwig, S,
"Towards Moleeular Farming in the Future: Pichia Pastoris-Based Production

of Single-Chain Antibody Fragments", 30 ( Pt 2): 117-120 (1999).

Egli, T., Dijken, J.P., Veenhuis, M., Harder, W., ve Fiechter, A., "Methanol
Metabolism in Yeasts: Regulation of the Synthesis of Catabolic Enzymes",

- Archives of Microbiology, 124(2): 115-121 (1980).

~-Gellissen, G., "Heterologous Protein Production in Methylotrophic Yeasts ",

Applied Microbiology and Biotechnology, 54: 741-750 (2000).

Cereghino ,JL., JM.C, '"Heterologous Protein Expression in the

Methylotrophic Yeast Pichia Pastoris', ELSEVIER FEMS Microbiology
Reviews, 24 45-66 (2000).

Daly, R., Hancock, R.E.W., "Expression of Heterologous Proteins in Pichia
Pastoris; A Useful. Experimental Tool in Protein -Engineering and

Production”, Journal of Molecular. Recognition,.18(2): 119-138 (2005).
Cregg, JM., Madden, K.R., Barringer, K.J., Thill, GP., ve Stillman, C.A,,
"Functional Characterization of the Two Alcohol Oxidase {Genes from the

Yeast Pichia Pastoris”, Mol. Cell. Biol., 9(3)- 1316-1323 (1989).

Cereghino, - JTL., JM.:, "Heterologous Protein  Expression in the

'Metylo‘trophic‘ Yeast Pichia Pastoris"", FemsfMicrobialogy.Revz"ews,: 24: 45-65

{2000).’

‘Gellissen, G.,. "New Yeast Exression Platforms Based on Methylotropic -

~ Hansenula -

78




[97]

[98]

[99]

Polymorpha and Pichia Pastoris and on Dimorphic Arxula Adeninivorans and

Yarroia Lipolytica - a Comparison", FEMS 'Yeast Research, 5:.1079-1096
(2005). |

Burrowes, 0.J., "Recombinant Expression of Pleurocidin Cdna Using the

Pichia pastoris Expression System", Jowrnal of Biomedicine and
Biotechnology, 4: 374-384 (2005).

Invitrogen, "A Manual of Methods for Expression of Recombinant Proteins
in Pichia Pastoris(Version M)", http://www.invitrogen.com.. (2009).

Sreekrishna, K., "Strategies for Optimal Synthesis and Secretion of

: Heterologous Proteins in the Methylotrophic Yeast Pichia Pastoris", Gene,
190(1): 52-62 (1997).

 [100] .

L [101]

Hittp://Www.Roche-Applied-Science. Com/Labfaqgs/. 2009, Roche. p. 1-372.

Inan, M., Chiruvolu, V., Eskridge, KM., Viasuk, GP., Dickerson, K,
Brown, S., and Meagher, M.M., "Optimization of Temperature-Glycerol-Ph

Conditions for a Fed-Batch Fermentation Process for Recombinant

. Hookworm ('Anéylos_toma Caninum) Anticoagulant Peptide (Acap-5)

[102]

7 [103]

Production by Pichia Pastoris", Enzyme- and Microbial .Technology, 24(7):
438-445 (1999).

McDaniel, L.E. and Bailey, E.G., "Effect of vSh'aking Spefaé‘and Type of

Closure on Shake Flask Cultures", Appl. Environ. Microbiol.. *"*(2): 286-290
(1969).

Sreékrishna,’ K., Brankamp, R.G., Kropp, K.E., Blankenship, D.T., Tsay, J.-

. T.,Smith, P.L., Wierschke, J.D:, Subramaniam, A., and Birkenberger, L.A.,

79




37

"Sirategies for Optimal Synthesis and Secretion of Heterologous Proteins in

the Methylotrophic Veast Pichia Pastoris", Gene, 190(1): 55-62 (1997).

80



