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OZET
RNA INTERFERANSININ AZALTILMASI ARACILIGIYLA OKARYOTIK
HUCRELERDE BiR TRANSGENIN EKSPRESYONUNUN ARTTIRILMASI

RNA interferansinin (RNAIi) azaltilmasi aracilifiyla okaryotik hicrelerde bir transgenin
ekspresyonunun arttirlmasina ydnelik ydntemler ve yodntem tarafindan Uretilen
degisken hiicreler agiklanmaktadir. Yontemler ve degisken hiicreler, dregin dkaryotik

hiicrelerde terapotik ve endlstriyel polipeptitlerin verimli Gretimine yonelik faydalidir.
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iISTEMLER

. Mantar hicrelerinde bir transgenin ekspresyon seviyesini arttirmaya yonelik bir

yéntem olup, asadidakileri igerir:

mantar hlcrelerine genetik bir dedisimin uygulanmasi, burada genetik degisim,
genetik degisimin olmadi§i durumlarda RNA interferansinin miktarina kiyasla
hiicrelerde meydana gelen RNA interferans miktarini azaltir, burada genetik
degdisim, Dicer benzeri genlerin (dc/-1 ve dcl-2) pargalanmasini icerir; ve
transgenin, ilgi konusu bir proteini eksprese etmeye yonelik hicrelere

uygulanmasi.

. Istem 1'e gére yéntem olup, 6zelligi genetik degisimin, hiicrelerde siRNA

olusumunu azaltmas! veya engellemesidir.

. Istem 1 veya 2'ye gbére ydntem olup, ozelligi gen pargalanmasinin, genin

mutajenezinin sonucu olmasidir.

. Istem 3'e gére yoéntem olup, 6zellifi gen parcalanmasinin, sahaya 6zgi

rekombinasyon kullanilarak gergeklestiriimesidir ve/veya gen pargalanmasinin,
genin genetik holgesinde secilebilir bir markdriin ilave edilmesi ile birlikte

uygulanmasidir.

. istemler 1-4'ten herhangi birine gore yontem olup, dzelligi hiicrelerin, genetik

degisimden yoksun esdeger hicreler tarafindan Uretilen biyokitle birim miktar
basina protein miktari ile karsilastinldiginda, birim biyokutle miktarn basina ayni

miktarda toplam protein Uretmesidir.

. Istemler 1-5'ten herhangi birine gére ydntem olup, zellidi mantar hiicrelerinin

filamentli mantar hiicreleri olmasidir.

. Istem 6'yva gore ybntem olup, o6zelligi filamentli mantar hiicrelerinin,

Pezizomycotina tlrii hiicreler olmasidir.

. istem 6'ya gdre yontem olup, dzelligi filamentli mantar hiicrelerinin, Trichoderma

reesei hucreleri olmasidir
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Onceki istemlerden herhangi birine goére yéntem olup, ézelligi ayrica, transgenin
ilave bir kopyasinin hicrelere uygulanmasini icermesidir, burada transgenin
ilave kopyasini hicrelere yerlestirdikien sonra transgenin ekspresyon seviyelen,
transgenin ilave kopyasini hicrelere vyerlestirmeden &nceki transgenin

ekspresyon seviyelerinden daha duslk dedildir.

Onceki istemlerden herhangi birine gére yontem olup, ozelligi ilgi konusu
proteini kodlayan transgen, RNA enterferansini azaltan veya engelleyen genetik
degisimin uygulanmasindan énce hiicrelerde bulunur veya ilgi konusu proteini
kodlayan transgen, RNA interferansini azaltan veya dnleyen genetik dedisimi

tanithiktan sonra hicrelere verilir.

istem 1'e gore ydntem olup, ©zellidi mantar hiicrelerinde bir transgenin
ekspresyon seviyesini arttirma adiminin asagidakileri icermesidir:

transgenin, RNA interferansi ile iliskili bir genin lokusuna yerlegtirimesi, burada
transgenin yerlestiriimesi, RNA interferansi ile iligkili geni pargalar ve mantar
hicrelerinde RNA interferansi miktarini azaltir, bdylece, transgen ekspresyon
seviyesi, RNA interferansi ile iligkili genin bozulmamis oldugu mantar

hicrelerine Kiyasla arttirihir.

Parental mantar hicrelerinden elde edilen degdisken mantar hicreleri olup,
degisken mantar hiicreleri, parental mantar hiicrelerine ve ilgi konusu bir
proteini kodlayan bir transgene kiyasla disuk RNA interferansi sergilemesine
neden olan genetik bir dedisimi icerir, dzelligi genetik dedisimin, Dicer benzeri
proteinleri (DCL1 ve DCL2) kodlayan genlerin parcalanmasini icermesidir,
burada parental mantar hucrelerine kiyasla, degisken mantar huicrelen,
transgen tarafindan kodlanan ilgi konusu proteinin daha ylksek seviyelerini
uretme vyetenegine sahiptir ve/veya dedisken mantar hiicreleri, transgenin
transformasyonunu takiben transgen tarafindan kodlanan ilgi konusu proteinin
daha yilksek ortalama ekspresyon seviyelerine sahiptir,

burada degisken mantar hicreleri, genetik degisimden yoksun esdeder mantar
hicreleri tarafindan dretilen biyokatle birim miktar basina protein miktan ile
karsilastirildiginda, birim biyokutle miktari bagina biyuk él¢lide ayni miktarda

protein Uretir.
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13.istem 12'ye gore dedisken mantar hiicreleri olup, 6zelligi parcalanmanin, genin
mutajenezi olmasidir; ve/veya parcalanmanin genin bir kisminin  veya
tamaminin  delesyonudur; velfveya genin parcalanmasinin, bélgeye 06zgu
rekombinasyon kullanilarak gerceklestiriimesidir; vefveya genin
pargalanmasinin, genin genetik bdlgesinde secilebilir bir markdriin ilave

edilmesi ile kombinasyon halinde gergeklestiriimesidir.

14.istemler 12-13'ten herhangi birine gore degisken hiicre olup, dzelligi ayrica, ilgi

konusu bir proteini kodlayan bir transgenin kopyalarinin birgodunu icermesidir.
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TARIFNAME
RNA INTERFERANSININ AZALTILMASI ARACILIGIYLA OKARYOTIK
HUCRELERDE BiR TRANSGENIN EKSPRESYONUNUN ARTTIRILMASI

TEKNIK SAHA

RNA interferansinin (RNAI) azaltiimasi vasitasiyla dkaryotik hlicrelerde bir transgenin
ekspresyonunun arttinlmasina yonelik yontemler ve yontem araciligiyla Uretilen
degisken hucreler agiklanmaktadir. Yontemler ve degisken hicreler, drmedin 6karyotik

hicrelerde terapétik ve endustriyel polipeptitlerin verimli Gretimine yonelik faydahdir.

REFERANSLAR

Fire, A. et al. (1998). Nature 391:806-11,

Fulci, V. and Macino, G. (2007) Current Opinion in Microbiology 10:199-203.
Janus, D. et al. (2009) Microbiology 155:3946-56.

Nakayashiki, H. (2005) FEBS Letters 579:5950-57.

Brody, H. and Maiyuran, S. (2009) Industrial Biotechnology 5:53-60.

McGinnis, K. (2009) Methods in Molecular Biology: Transgenic Maize 526:91-29.

ALT YAPI

RNA interferansi (RNAi), RNA molekillerinin gen ekspresyonunu inhibe ettigi bir
fenomendir. RNAI, tipik olarak bir transgenden kopyalanan bir mRNA, bir RNA-bagimli
RNA polimeraz (RdRP) tarafindan c¢ift sarmalll RNA'va (dsRNA) dénustardldigunde
meydana gelir. DsRNA, dsRNA'y1 yaklagik olarak 25 nukleotit veya daha kisa olan
kUguk interferansh dsRNA'lara (siRNA) kesen Dicer benzeri proteinlere ydnelik bir
substrat haline gelir. SIRNA, ilave transgen mRNA'yi, belirli siRNA'nin sekansina bagli
olarak sekansa 6zgl bir sekilde hedefleyen ve pargalayan bir RNA kaynaklh susturma
kompleksi (RISC) igine dahil edilir. Sonug, bu transgene yeterince benzer nikleotit
sekanslarina sahip olan endojen genlerin yani sira transgenin ekspresyonunun
azaltimasidir. Fenomen, ilk olarak, Caenorhabditis elegans'ta Fire ve Mello tarafindan
tanimlanmigtir (Fire, A. et al. (1998). Nature 391:806-11).
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RNAI, ¢ok cesitli 6karyotik hiicrelerde meydana gelir ve ortak susturma, transkripsiyon
sonrasl gen susturma (PTGS) ve baskilama dahil olmak UGzere birka¢ farkh adiyla
bilinir. Baskilama, genellikle mantar molekuler biyolojisinde RNAI icin ayrilan terimdir.
Bazi mantarlar glgli bir baskilama tepkisine sahipken, diderlerinde zayif bir tepkiye
sahip olabilir veya hi¢ bir haskilama tepkisine sahip olmayabilir. Baskillama, ilk olarak
1990'larin basinda Neurospora'da tanimlanmigtir (Romano, N. et al. (1992) Mol.
Microbiol. 6:3343-53).

Cogoni et al. (P.N.A.S., USA, 94: 10233-10238, 1997), Neurospora crassa'da post-
transkripsiyonel transgen ile indidklenmis gen susturma isleminde parcalanan

baskilamada kusurlu (gde) mutantlar tarif eder.

Tabara et al. {Cell, 99: 123-132, 1999) Candida, elegans'ta gergeklestirien RNAI
calismalarint agiklar, WO 00/50581, gen susturma aktivitesine sahip olan bir

Neurospora crassa proteininin karakterizasyonu ile ilgilidir.

WO 00/32785, bir recQ helikaz bdlgesine sahip gen susturma aktivitesine sahip

Neurospora crassa proteinini tarif eder.

WO 01/29058, c¢ift sarmalli RNA interferansinda yer alan genlerde {RNAI yoladi genleri)

tanimlanir ve RNAI yolagini arastirmak Gzere kullanilir.

Catalanotto et al. (Molecular Cell Biology , Mar 2004, p.2536-2545) dci/-1 ve dci-2

fonksiyonu ile ilgili bir calismayi acgiklar.

KISA ACIKLAMA

Buna gbre, bir agisina gére mevcut bulus, bir transgenin ekspresyon seviyesini mantar
hilcrelerinde arttirmaya ydnelik bir ydontem saglar, yontem, asagidakileri igerir:

mantar hiicrelerine genetik bir degisimin uygulanmasi burada genetik degisim, genetik
degisimin olmadigi durumlarda RNA interferansinin miktarina kiyasla hicrelerde
meydana gelen RNA interferans miktarini azaltir, burada genetik dedisim, Dicer
benzeri genlerin (dcl-1 ve dcl-2) pargalanmasini igerir; ve

transgenin, ilgi konusu bir proteini eksprese etmeye yonelik hiucrelere uygulanmasi.
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Genetik dedisim, hicrelerde siRNA olusumunu azaltabilir veya engelleyebilir.

Genin parcalanmasi, genin mutajenezinin sonucu olabilir.

Genin  pargalanmasi, bodlgeye 0zgl rekombinasyonun kullanilmasi yoluyla
gergeklesgtirilebilir ve/veya genin pargalanmasi, genin genetik bélgesinde segilebilir bir

markorin yerlestiriimesi ile kombinasyon halinde gergeklestirilebilir.

Hiicreler, genetik degdisimden yoksun esdefer hicreler tarafindan dretilen birim
biyokitle miktar basina disen protein miktarina kiyasla, birim biyokitle miktar basina

ayni miktarda toplam protein tretebilider.

Mantar hicreleri filamentli mantar hicreleri olabilir.

Filamentli mantar hicreleri, Pezizomycotina turl hicreleri olabilir. Filamentli mantar

hicreleri, Trichoderma reesei hicreleri olabilir.

Yéntem, ayrica, transgenin ilave bir kopyasini hiicrelere yerlestirmeyi icerebilir, burada
transgenin ilave kopyasini hiicrelere yerlestirdikten sonra transgenin ekspresyon
seviyeleri, transgenin ilave kopyasini hicrelere yerlestirmeden onceki transgenin

ekspresyon seviyelerinden daha dislk degildir.

igi konusu proteini kodlayan transgen, RNA interferansini azaltan veya onleyen
genetik degisimin uygulanmasindan énce hicrelerde mevcut olabilir veya ilgi konusu
proteini kodlayan transgen, RNA interferansini azaltan veya engelleyen genetik

degisimi uygulandiktan sonra hicrelere yerlestirilir.

Mantar hiicrelerinde bir transgenin ekspresyon seviyesini arttirma adimi, asagidakileri
icerebilir:

transgenin, RNA interferansi ile iligkili bir genin lokusuna vyerlestiriimesi, burada
transgenin yerlestirimesi, RNA interferansi ile iligkili geni pargalar ve mantar
hicrelerinde RNA interferansi miktarnini azaltir, béylece, transgen ekspresyon seviyesi,
RNA interferansi ile iligkili genin bozulmamis oldugu mantar hicrelerine kiyasla

arttirilir.
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Bulug, bir baska ag¢isinda, parental mantar hiicrelerinden tlretilen dedisken mantar
hucrelerini saglar, dedisken mantar hucreleri, dedisken mantar hicrelerinin, parental
mantar hicrelerine ve ilgi konusu bir proteini kodlayan bir transgene kiyasla distk
RNA interferansi sergilemeasine neden olan bir genetik degisim i¢erir,

burada genetik degisim, Dicer benzeri proteinleri (DCL1 ve DCL2) kodlayan genlerin
parcalanmasini igerir,

burada, parental fungal hiicrelere kiyasla, degisken mantar hiicreleri, transgen
tarafindan kodlanan ilgili proteinin daha ylksek seviyelerini (iretme yetenegine sahiptir
ve/veya burada degisken mantar hicreleri, transgenin dénusimini takiben transgen
tarafindan kodlanan ilgili proteinin daha yiksek ortalama ekspresyon seviyelerine
sahiptir,

burada degisken mantar hilcreleri, blyik dl¢lide, genetik degisimden yoksun esdeger
mantar hdcreleri tarafindan dretilen birim biyokitle miktan basina disen protein
miktarina kiyasla hirim biyokiitle miktar basina disen protein miktar ile ayni miktarda

protein Uretir.

Pargalanma, genin mutajenezi olabilir; ve/veya pargalanma, genin kismen veya
tamamen delesyonu olabilir;, ve/veya genin parcalanmasi, bélgeye 6zgi
rekombinasyon kullanilarak gergeklestirilebilir; ve/veya genin pargalanmasi, genin
genetik bdélgesinde secilebilir bir markdrin ilave edilmesi ile kombinasyon halinde

gerceklestirilebilir.

Degisken hicreler, ayrica, ilgi konusu bir proteini kodlayan bir transgenin ¢ok sayida

kopyasini icerebilir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Sekil 1, standart tasarim parcalanma kasetinin semasidir. T. reeseride, 5' ve 3'-komsu
baélgelerinin uzunlugu 1-1.5 kb'dir ve tekrar bolgesinin uzunlugu 0.5-0.7 kb'dir.

Sekil 2, dc genini igeren T. reeseinin kromozomal boélgesinin sematik gorinisudar.
Iki adet deH yan bdlgesi ve def1 tekrar bélgesi belirtilir. Trire 2.0 veritabaninda protein
ID 69494'e karsihk gelen ORF ve en yakin ATG kodonuna 5'-terminal uzantisina sahip
olan varsayilan duzeltilmis ORF gosterilir. Amplifikasyon primerlerine yonelik tavlama

lokuslan belirtilir.
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Sekil 3, def2 genini igeren T. reeselnin kromozomal bdlgesinin sematik gorinisudur.
lki adet def2 bolgesi ve del2 tekrar bolgesi belirtilir. Aymi zamanda, Trire 2.0
veritabaninda protein ID 79823'e karsihk gelen ORF gosterilir. Amplifikasyon
primerlerine yonelik tavlama lokuslari belirtilir.

Sekil 4A ve 4B, T. reesefnin T. kromozomal boélgesinin, gen parcalanmasindan (4A)
sonra ve pyr2 markdr geninin (4B) cikariimasinin ardindan olusturulan sematik
gorinisleridir. Delesyon islemlerini haritalamak (zere kullanilan primerlerin tavlama
lokuslari belirtilir.

Sekil 5A ve 5B, genlerin pargalanmasindan (5A) sonra ve pyr2 markor geninin (5B)
glkanimasinin  ardindan T. reese’nin def2 kromozomal bdlgesinin  sematik
gorundsgleridir. Delesyon islemlerini haritalamak Gzere kullanilan primerlerin tavlama
lokuslan belirtilir.

Sekil 8, ki T. reesei susunun, diger bir deyisle, DiMorph (RNAi'yi azaltmak Gzere
maniplle edilmis) ve CelluLightin (RNAi'ye gbre dodal fenotip) bireysel
transformantlarinda élglilen aminopeptidaz Y (APY) aktivitesinin seviyelerini gosteren
bir gubuk grafiktir. Her iki sus, APY ekspresyon kasetini iceren ayni DNA fragmani ile
donugtardlmustir. Aktivite, rastgele bir dizi transformantta dlgtlmustir. Her bir gubuk,
tek bir klonda tespit edilen APY aktivitesini temsil eder. Veriler, en diisikten en yiksek
aktiviteye (iki susun her birine yonelik bireysel sekilde) siralanir.

Sekil 7, DiMorph ve CelluLight transformantlarindaki APY ekspresyonunun SDS-PAGE
analizinin sonuglarini gostermektedir. Kiltlr stpernatanlan, SDS-PAGE ile ayrilmigtir
ve SIMPLYBLUE™ reaktif maddesi (Invitrogen) ile filtrelenmistir. Her bir kuyu, tek bir
transformanti (rastgele sirada) temsil eder.

Sekil 8, 3PP ekspresyon kasetini iceren bireysel DiMorph ve CelluLight
transformantlarinda o6lgulen aminopeptidil tripeptidaz  (3PP) aktivitesi seviyelerini
go6steren bir ¢ubuk grafiktir. Aktivite, rastgele bir dizi transformantta élgtlmustir. Her bir
gubuk, tek bir klonda tespit edilen 3PP aktivitesini temsil eder. Veriler, en dislkten en
yUksek aktiviteye (iki susun her birine yonelik bireysel sekilde) siralanir.

Sekil 9, iki farkh markor kullanilarak APY ekspresyon kasetleri ile iki transformant turu
sonrasinda bireysel DiMorph ve CelluLight transformantlarinda olgllen APY
aktivitesinin seviyelerini gosteren bir cubuk grafiktir. Her bir gubuk (grafigin sag
tarafindaki iki cubuk haric), tek bir ikinci tur transformanti temsil eder. Sagdaki iki
¢ubuk, ikinci transformant turuna yonelik transformasyon konakgilar olarak kullanilan

CelluLight ve DiMorph suglarinin en iyi tek yuvarlak transformantlanni temsil eder.
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Sekil 10, iki farkli markér kullanilarak 3PP ekspresyon kasetleri ile iki transformant
sonrasinda bireysel DiMorph ve CelluLight transformantlarinda dl¢ulen 3PP aktivitesi
seviyelerini gdsteren bir cubuk grafiktir. Her bir cubuk {grafigin sag tarafindaki iki cubuk
harig), tek bir ikinci tur transformanti temsil eder. Sagdaki iki gubuk, ikinci transformant
turuna yonelik transformasyon konakgilan olarak kullanilan CelluLight ve DiMorph

suslarinin en iyi tek yuvarlak transformantlarini temsil eder.

DETAYLI ACIKLAMA

I. Genel Bakis

RNA interferans (RNAI) mekanizmasinin pargalanmasi araciligiyla ékaryotik hiicrelerde
bulunan transgenlerin ekspresyonunun arttinlmasina yonelik yéntemler ve bu tir bir
yontem vasitasiyla Uretilen hicre turleri agiklanmaktadir. RNAi mekanizmasinin, birkag
yil  boyunca Okaryotik hicrelerde cahsildigi ve RNAi'nin, istenmeyen gen
ekspresyonunu kasith olarak susturmak (zere kullanildi§i sirada, transgenlerin
ekspresyonunu gelistirmek Gizere RNAI pargalanmigtir. Mevcut yontemler ve hicreler,
ilgi konusu ¢ok sayida endustriyel ve farmasdtik proteinin eksprese edilmesine ydnelik

faydahdir,

Il. Aciklamalar

Mevcut suslar ve yontemleri detayh bir sekilde tarif etmeden 6nce, agagidaki terimler
aciklik bir sekilde anlagiimasina yénelik tanimlanir. Tanimlanmayan terimler, ilgili

teknikte kullanilan siradan anlamlarina uymahdir.

Burada kullanildigi sekliyle, "RNA interferansi” terimi, "RNAI" olarak kisaltir, genel
olarak, dkaryotik hlcrelerde RNA aracili bir gen susturma mekanizmasini belirtir. RNAI,
bir dkaryotik hiicre icinde eksprese edilen bir protein alt kiimesinin ekspresyonunun
azalmasi ile sonuglanir. RNAI, ayni zamanda, bitki molekiiler biyolojisi alaninda "birlikte
bastirma” ve mantar molekiler biyolojisi alaninda "baskilama" olarak refere edilir.

RNAI, burada belirtilen referansta detayl olarak tarif edilir.

Burada kullanildigi sekliyle, "haskilama" terimi, mantarlarda RNA aracili gen susturma

anlamina gelir. Baskilama, burada belirtilen referansta detayh olarak tarif edilir.
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Burada kullanildi§i sekliyle, bir "transgen”, bir konak organizmaya ilave edilen bir
ekzojen gendir. Transgenler, transfeksiyon, transformasyon, transdiksiyon veya
enfeksiyon yoluyla yerlestirilebilir ve tercihen, konak hicre kromozomuna entegre edilir.
Transgenler, tipik olarak, endustriyel veya farmasétik olarak énemli proteinler gibi ilgi

konusu proteinleri kodlar,

Bir transgen, normalde konak hiicre tarafindan eksprese edilmeyen veya normalde
konak hiicre tarafindan eksprese edilen hir proteini kodlayabilir. Bu durumda, transgen,
konak hicrede dogal olarak bulunan bir gen ile aym olabilir. Bununla birlikte,
transgenler ekzojendir ve konak hicrelere genetik manipllasyon aracih@iyla

yerlestirilmesi gerekir.

Burada kullanildigi sekliyle, "dogal fenotip” terimleri, dogada bulunan genleri, proteinleri

veya hiicreleri refere eder,

Burada kullanilan "degisken", "dedisken hicre", "degisken sus" terimleri ve benzer

ifadeler, genetik olarak dedistirilmig bir karyotik hlicreyi refere eder.

Burada kullanildigi sekliyle, "blylk ol¢lde bir aktiviteden yoksun" veya benzer ifadeler,
belirli bir aktivitenin bir kansimda saptanamayacag! veya kansimin istenilen amacina

yonelik engel teskil etmeyecek bir miktarda mevcut oldugu anlamina gelir.

Burada kullanildidi sekliyle, "polipeptit" ve "protein" terimleri, peptit badlan ile
baglanmis amino asit kalintilarini iceren herhangi bir uzunluktaki polimerleri refere
etmek Uzere birbirlerinin yerine kullanilir. Amino asit kalintilarina yoénelik geleneksel tek
harfli veya u¢ harfli kodlar, burada kullanilmaktadir. Terimler, ayni zamanda, dogal
olarak veya interferans yoluyla modifiye edilmis bir amino asit polimeri kapsar; 6rnedin
disilfit bagd olusumu, glikozilasyon, lipidasyon, asetilasyon, fosforilasyon veya bir
etiketleme bileseni ile konjugasyon gibi baska herhangi bir manipiilasyon veya
modifikasyonu kapsar. Tanimin iginde, ayni zamanda, ornegin bir amino asit
analogunun (6rnegin, dogal olmayan amino asitler dahil) bir veya daha fazlasini igeren

polipeptitler ve bunun yani sira, teknikte bilinen diger modifikasyonlar yer alir.

Burada kullanilan "tirev polipeptit/protein® terimi, N- ve C-terminal ucunun (u¢larinin)

birine veya her ikisine bir veya daha fazla amino asit ilavesi, amino asit sekansindaki
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bir veya daha fazla amino asitin bir veya birkag farkl bélgede sibstitisyonu, proteinin
bir ucunda veya her iki ucunda veya amino asit sekansindaki bir veya daha fazla
bdlgede bulunan bir veya daha fazla amino asidin delesyonu velveya bir veya daha
fazla amino asidin, amino asit sekansindaki bir veya daha fazla bdlgeye yerlegtirimesi
yoluyla bir proteinden turetiimis veya turetilebilir bir proteini refere eder. Bir protein
tirevinin hazirlanmasi, dogal proteini kodlayan bir DNA sekansinin modifive edilmesi,
bu DNA sekansinin uygun hir konakgiya transformasyonu ve tirev proteini olusturmak

tzere modifiye edilmis DNA sekansinin ekspresyonu yoluyla gergeklestirilebilir.

Burada kullanildidi seklivle, "degisken proteinler" terimi, az sayida amino asit
kalinisinda meydana gelen substitisyonlar, delesyonlar velveya vyerestirmeler
aracihgiyla bir referans/parental proteinden (6rnedin, dodal fenotipli bir protein) farkl
olan proteinleri refere eder. Degisken ve parental protein arasinda bulunan farkli amino
asit kalintilarinin sayis, bir veya daha fazla, érmegin 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,

30, 40, 50 veya daha fazla amino asit kalintisi olabilir.

Degisken proteinler, en az yaklagik olarak %70 oraninda, en az yaklasik olarak %75
oraninda, en az yaklasik olarak %80 oraninda, en az yaklasik olarak %85 oraninda, en
az yaklasik olarak %90 craninda, en az yaklasik olarak %91 oraninda, en az yaklasik
olarak %92 oraninda, en az yaklasik olarak %93 oraninda, en az yaklasik olarak %94
oraninda, en az yaklasik olarak %95 oraninda, en az yaklasik olarak %96 oraninda, en
az yaklasik olarak %97 oraninda, en az yaklasik olarak %98 oraninda veya en az
yaklasik olarak %99 oraninda veya daha fazla bir oranda bir referans proteine sahip
amino asit sekansi 6zdesliginde paylasilabilir. Dedisken bir protein, ayni zamanda,
secilen motifler, boélgeler, epitoplar, korunmus bolgeler ve benzerlerinde bir referans

proteinden farkh clabilir.

Burada kullanildidi sekliyle, "homolog protein" veya basitge "homolog” terimi, bir
referans proteine benzer aktiviteye ve/veya yapiya sahip bir proteini refere eder. Bu
durumun genellikle bu sekilde meydana gelmemesine ragmen, homologlarin mutlaka
evrimsel olarak iligkili olmasi amaglanmaz. Homologlar, tipik olarak, benzer bir yapiya
sahiptir ve birincil sekans analizi, ikincil veya lclncul yapi analizi, fonksiyonel analiz

velveya immunolojik ¢apraz reaklivite ile tanimlanabilir.
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Sekanslar arasindaki homoloji derecesi, teknikte bilinen herhangi bir uygun ydntem
kullanilarak belirlenebilir (bakiniz, érnegin, Smith and Waterman (1981) Adv. Appl.
Math. 2:482; Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol., 48:443; Pearson and
Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444; GAP, BESTFIT, FASTA gibi
programlar ve Wisconsin Genetik Yazilim Paketi'nde (Genetics Computer Group,
Madison, WI) bulunan TFASTA); ve Devereux et al. (1984) Nucleic Acids Res. 12:387-
95). Omegin, PILEUP, sekans homolojisi seviyelerini belirlemek {izere yararl bir
programdir. PILEUP, asamali, ¢ift yonlii hizalamalar kullanarak ilgili bir sekans
grubundan coklu sekans hizalamasi olugturur. Bu, ayni zamanda, hizalamayi
gerceklestirmek Gzere kullanilan kimelenme iligkilerini gdsteren bir adac cizebilir.
PILEUP, Feng ve Doolittle’'in agamali hizalama yonteminin bir basitlesgtiriimesini kullanir
(Feng and Doolittle (1287} J. Mol. Evol. 35: 351-60). Ydntem, Higgins ve Sharp ((1989)
CABIOS 5: 151-53) tarafindan tarif edilene benzerdir. Faydah PILEUP parametrelerni,
3.00'10k bir varsayilan bosluk agirhigi, 0.10'hk bir varsayilan bosluk uzunlugunun agirhgi
ve agirlikh ug bosluklan icerir. Faydali bir algoritmanin baska bir 6rnegi, Altschul et al.
((1990) J. Mol. Biol. 215:403-10) ve Karlin et al. ((1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:5873-87) tarafindan agiklanan BLAST algoritmasidir. Ozellikle faydali bir BLAST
programi, WU-BLAST-2 programidir (bakiniz, érnedin, Altschul et al. (1996) Meth.
Enzymol. 266:460-80). "W," "T" ve "X" parametreleri, hizalamanin hassasiyetini ve
hizint belirtir. BLAST programi, varsayilan olarak, 171'lik kelime uzunlugu (W), 50’lik
BLOSUM®G2 sayma matris (bakiniz, érnegin, Henikoff and Henikoff (1982) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:10915) hizalamalan (B), 10°luk olasilik (E), M'5, N'-4 ve her iki

ipligin karsilagtirmasini kullanir.

Burada kullanildigi gibi, en az iki ndkleik asit veya polipeptit baglaminda "buyik dlcude
benzer" ve "buylk dlgude dzdeg" ifadelen, tipik olarak, referans (dogal fenotip) sekansi
ile karsilastinldiginda, bir polinikleotidin veya polipeptidin, en az yaklasik olarak %70
oraninda 6zdesglife, en az yaklasik olarak %75 oraninda O6zdeslige, en az yaklasik
olarak %80 oraninda 6zdeslije, en az yaklasik olarak %85 oraninda 6zdeslige, en az
yaklasik olarak %90 oraninda &zdeslige, en az yaklasik olarak %91 oraninda
O0zdeslige, en az yaklasik olarak %92 oraninda 6zdeslige, en az yaklasik olarak %93
oraninda 6zdeslide, en az yaklasik olarak %94 oraninda ozdeslige, en az yaklasik
olarak %925 oraninda 6zdeslige, en az yaklasik olarak %96 oraninda 6zdeslige, en az
yaklagik olarak %97 oraninda 06zdeglige, en az yaklasik olarak %98 oraninda

dzdeslide, en az yaklasik olarak %99 oraninda 6zdeslige veya daha fazlasina sahip
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olan bir sekans icerdiji anlamina gelir. Sekans &zdeslidi, standart parametrelerin
kullanildigr  BLAST, ALIGN wve CLUSTAL gibi bilinen programlar kullanilarak
belirlenebilir (bakiniz, érnegin, Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410; Henikoff
et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915; Karin et al. (1993) Proc. Natl. Acad.
Sci USA 90:5873; ve Higgins et al. (1988) Gene 73:237-244). BLAST analizlerini
gerceklestirmek lizere kullanilan yazihm, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nden temin
edilebilir. Ayni zamanda, veritabanlari, FASTA kullanilarak aratilabilir (Pearson et al.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-48). Iki polipeptidin bliyiik dlgiide dzdes
oldugunun bir gostergesi, birinci polipeptidin, ikinci polipeptit ile immunolojik olarak
¢capraz reaktif olmasidir. Tipik olarak konservatif amino asit stbstitisyonlar ile farklilik
gosteren polipeptitler immunolojik olarak ¢apraz reaktifdir. Bu nedenle, bir polipeptit,
ormegdin iki peptidin yalnizca konservatif hir sdbstitisyon ile farklilik gésterdigi ikinci bir
polipeptit ile buyik dlgliide dzdestir. Iki nikleik asit sekansinin blyik dlglide dzdes
oldugunu gdsteren bir bagka gdsterge, iki molekilun badlayici kosullar (6rmegin, orta ila

yiksek badlayici arali§ igerisinde) altinda birbirine melezlesmesidir.

Burada kullanildigi sekliyle, "gen" terimi, bir protein veya RNA'nin ekspresyonunu
kodlayan ve yénlendiren bir nikleik asidi belirtmek Gzere "alel" terimi ile es anlamhdir.
Filamentli mantarlarin vejetatif formlar, genellikle haploittir, bu nedenle belirli bir

fenotipi vermek Gzere belifi bir genin (yani tek bir alel) tek bir kopyasi yeterlidir.

Burada kullanilchgi sekliyle, "bir genin delesyonu"”, bir konak hiicrenin genomundan
bunun ¢ikarilmasini refere eder. Bir genin, bir genin kodlama sekansina hemen bitigik
olmayan kontrol elemanlarini (8rnegin, hizlandinci elemanlar) i¢erdigi durumda, bir
genin delesyonu, kodlama sekansinin delesyonuna ve istege bagh olarak bitisik

promotdr ve/veya sonlandiric sekanslarina karsilik gelir.

Burada kullanildigi sekliyle, "bir genin pargalanmasi” genel olarak, bir konak hiicrede,
bir hiicrenin, érnegdin bir protein gibi bir fonksiyon gen rinini tretmesini blylk dlgiide
engelleyen herhangi bir genetik veya kimyasal manipulasyonu refere eder. Ornek
parcalanma yontemleri arasinda, bir polipeptit kodlama sekansi, bir promotdr, bir
hizlandirici veya basgka bir dizenleyici eleman veya bunun mutajenezini iceren bir
genin herhangi bir kisminin tamamen veya kismen delesyonunu icerir, burada

mutajenez, substitusyonlar, vyerlestirmeler, delesyonlar, evrimeler ve bunlann
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kombinasyonlarini ve cesitlerini kapsar, bu mutasyonlardan herhangi biri, bir fonksiyon

gen urundndn dretimini buyldk olgide engeller.

Burada kullanildigr sekliyle, "genetik manipilasyon”, &rnegin, tercihen &nceden
secilmis nlkleik asit sekansi Gzerinde etkili olan makromolekiller (diger bir deyisle,
enzimler ve/veya nikleik asitler) kullanilarak énceden segilmis bir nikleik asit hedef
sekansinin degistiriimesini refere eder. Bu sekilde, genetik manipllasyon, kimyasal
manipllasyondan farklidir, burada kiiglik molekiller, dnceden secilmemis olan bir

nikleik asit sekansinda meydana gelen dedisiklikleri rastgele etkilemek Gzere kullanihr.

Burada kullanildigi sekliyle, bir "genetik degisim", genetik manipulasyondan
kaynaklanan bir hdcrenin DNA'sindaki bir dedisimdir ve kimyasal maniptlasyondan

kaynaklanan bir hicrenin DNA'sindaki degdisimden farkhidir.

Burada kullamildigi sekliyle, "birincil genetik belirleyici”, dider genlerin yoklugunda
belirtilen bir fenotipi veya bunun genetik manipllasyonlarini vermek tzere gerekli ve

yeterli olan bir geni veya bunun genetik manipulasyonunu refere eder.

Burada kullamldidi sekliyle, bir "fonksiyonel polipeptit/protein®, bir enzimatik aktivite, bir
badlayici aktivite, bir ylizey aktif 6zellik veya benzeri gibi bir aktiviteye sahip olan ve bu
aktiviteyi ortadan kaldirmak veya azaltmak (izere mutajene edilmemis, kesilmemis veya
baska bir sekilde modifiye edilmemis bir proteindir. Fonksiyonel polipeptitler, belirtildigi

gibi termostabil veya termolabil olabilir.

Burada kullanildigi sekliyle, "fonksiyonel bir gen®, tipik olarak bir protein olan bir aktif
gen Urund uretmek lzere hucresel bilesenler tarafindan kullanilabilecek bir gendir.
Fonksiyonel genler, aktif bir gen Orind Gretmek Uzere hlcresel bilesenler tarafindan

kullanilamayacak sekilde modifive edilen, pargalanan genlerin antitezidir.

Burada kullanildigi sekliyle, varyant hiicreler ve bir parental hlicre arasindaki protein
ekspresyonundaki farkin, yaklasik olarak %20'den az, vaklasik olarak %15'ten az,
yaklasik olarak %10'dan az, yaklagik olarak %7'den az, yaklasik olarak %5'ten az veya
yaklasik olarak % 3'ten az olmasi durumunda, degisken hucreler (veya bir degisken
sug), parental hucrelere (veya bir parental susa) kiyasla "yuksek seviyede protein

ekspresyonu vefveya sekresyonunu muhafaza eder veya strdurir”.
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Burada kullanildidi sekliyle, "ilgi konusu bir protein”, bir konak hicrede (retiimesi
istenen bir proteindir. Genel olarak, ilgi konusu proteinler, endustriyel veya farmasotik
kullanima yoénelik ticari olarak dnemlidir ve blayik miktardarda dretilmeleri arzu edilir.
igilenilen proteinler, genellikle, trinler olarak ilgi ¢ekici olmayan ve temel olarak, alt
yap! protein kontaminantlar clarak kabul edilen, filamentdz mantar hicreleri tarafindan

eksprese edilen sayisiz dijer proteinlerden ayirt edilmelidir.

Burada kullanildi§i sekliyle, degisken hicreler (veya degisken bir sus), parental
hiicreler tarafindan duretilen protein miktarina kiyasla azaltilmis olarak, dedigken
hicrelerin  drettigi protein miktarinin, %20'den fazla olmamasi, %15%en fazla
olmamasi,% 10'dan fazla olmamasi, %5ten fazla olmamasi durumunda, parental
hicreler (veya bir parental susu) olarak birim biyokitle miktari bagina "biylk dlgude
ayni miktarda" protein Uretir, burada protein miktar, protein Uretiminin &lcildiga
hiicrelerin toplam biyokiitle miktarina normalize edilir, burada biyokiitle, i1slak (6rnegin,

hiicre peleti) veya kuru agirlik olarak eksprese edilebilir.

Burada kullanildigi sekliyle, dedisken hicreler ve parental hiicreler tarafindan eksprese
edilen ilgi konusu protein miktar, dedisken hicreler ve parental hicreler arasinda
bulunan ekspresyondaki farkin, yaklasik olarak %20'den daha az, yaklasik olarak
%15'ten daha az, yaklasik olarak %10'dan daha az, yaklasik olarak %5'ten daha az,
yaklasik olarak %4'ten daha az, yaklasik olarak %3'ten daha az, yaklasik olarak
%2'den daha az, yaklasik olarak %1'den daha az olmasi durumunda, "blylk olgide

benzerdir".

Burada kullanildigr sekliyle, "bir" “tek” ve "bu" tekilleri, baglam aksini acik¢a belirtmedigi
surece codul referanslan kapsar. Asadidaki kisaltmalar/kisa isimler, aksi belitmedigi

surece, asagidaki anlamlan icerir:

EC  enzim komisyonu
kDa kiloDalton

kb kilobaz

MW molekiler agirhk
wiv  agirhk/hacim

wiw  agirhk/agirik

viv hacim/hacim
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°C
H.O
HzO:

13

agirhk yizdesi
santigrat derece
su

hidrojen peroksit

dH»0 veya DI deiyonize su

dIH:O

g veya gm
Mg

mg

kg

b

pL ve pl
mL ve ml
mm

Mm

M

mM

UM

U

ppm
secve"
min ve '
hr

EtOH
eq.

N

PCR
SDS-PAGE
DNA
RNA
FOA
ATP

uv
AAPN
Asan

deiyonize su, Milli-Q filtrasyon
gram

mikrogram

milligram

kilogram

paund

mikrolitre

millilitre

millimetre

mikrometre

molar

millimolar

mikromolar

birim

milyon basina disen parca
saniye

dakika

saat

etanol

esdeger

normal

polimeraz zincirleme reaksiyonu
sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforezi
deoksiribonikleik asit
ribonulkleik asit

floroorotik asit
adenozin-5'-trifosfat
ultraviyole
Ala-Ala-Phe-p-nitroanilid

540 nm dalga boyunda d&l¢lilen absorbans
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CMC karboksimetil seliloz

rpm dakikada basina digen devir sayisi
A hir delesyon ile ilgili

RNAI RNA interferansi

PTGS transkripsiyon sonrasi gen susturma
dsRNA cift iplikli RNA

RdRP RNA bagimh RNA polimeraz
siRNA kiglk interferans dsRNA

POI ilgi konusu protein(ler)

PPD PAZ piwi bdlgesi

DOE Enerji Balimu

JGI Ortak Genom Enstitus(

APY aminopeptidaz Y

3PP aminopeptidil tripeptidazlar

CBH1 sellobiyohidrolaz 1

CBH2 sellobiyohidrolaz 2

lll. RNAiI mekanizmasinin parcalanmasi ile transgen ekspresyonunun arttiriimasi

RNA interferansinin  {RNAi) miktarini azaltan hiicrelerde genetik bir degdisikligin
uygulanmasi ile Okaryotik hiicrelerde bir transgenin ekspresyon seviyesini arttirmaya
ybnelik bir yontem agiklanir. Ayni zamanda, bdyle bir yontem ile (retilen hicreler
aciklanir. Gen ekspresyonunu azaltmak 0(zere RNAi kullanma tarif edilirken, bir
transgen ekspresyonunu arttirmak Gzere RNAi'nin parcalanmasi simdiye kadar
kesfedilmemigtir. Mevcut durumda, RNAi'va yonelik eksik olan hdcrelerin, hucrelerdeki
maksimum ekspresyon seviyelerinin arttinlmasi, ¢ok sayida dénusturicinun ortalama
seviyesini veya ifadesini arttinlmasi ve bir transgenin ¢oklu kopyalar hicrelere
yerlestirildiginde, bazi durumlarda goézlenen ekspresyondaki azalmanin (Ustesinden
gelinmesi dahil olmak (zere transgenler tarafindan kodlanan, ilgi konusu proteinlerin
(POI) yilksek dlizeyde ekspresyonuna yonelik mikemmel (retim konaklari yaptig
gozlenmistir. Pargalanmig RNAI iceren hicrelerinin, en azindan bir batinlmig kaltir
partisi fermantasyonu olmadigi durumlarda, blyime kusurlarindan muzdarip oldudu

gozlenmez.
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RNAi mekanizmasinin parcalanmasi, RNAiI mekanizmasi ile iliskili bir veya daha fazla
geni parcalayan bir veya daha fazla genetik degisimin gerceklestiriimesi araciligiyla
basarilabilir. Ornek genler, bir ATP'ye bagl sekilde yaklagik olarak 21-25 niikleotide
sahip siRNA'lar Gretmek (Ozere dsRNA molekillerinin iglenmesinde yer alan Dicer
benzeri proteinleri kodlayan dcl-1 ve del2'yi icerir. Dicer proteinlerinin bazi
organizmalarda kismen yedekli fonksiyonlara sahip oldugu gdzlenir. Bu genlerin
homologlari, filamentli mantarlar, memeli hiicreleri, bitki hiicreleri ve bdcek hiicreleri
dahil olmak Gzere tlrlerde veya organizmalarda tanimlanmistir. Diger homologlar,

amino asit dizilimi ve diger iyi bilinen biyoinformatik teknikler ile tanimlanabilir.

Bu genlerin bir veya daha fazlasinin par¢alanmasi, bir veya daha fazla gen tarafindan
kodlanan bir fonksiyon proteininin ekspresyonunu blyiik élglide dnleyen herhangi bir
uygun ydntemin kullanimas) araciidiyla gergeklestirilebilir. Ornek niteligindeki
parcalanma ydntemleri, 6rnedin kodlama sekans), promotdr, sonlandirici, bir
hizlandirici veya bagka bir dlzenleyici elemanin tamamen veya kismen delesyonu
dahil olmak (zere bir genin tamamen veya kismen delesyonunu igerir. Bir genin
pargalanmasi, ayni zamanda, genin herhangi bir bolimini igeren bir kromozomun bir
kisminin tamamen veya kismen delesyonu araciliiyla gerceklestirilebilir. Bir genin
pargalanmas), ayni zamanda, ornedin kodlama dizisi, promotdr, sonlandirici, bir
hizlandinci veya basgka bir diizenleyici eleman gibi genin herhangi bir kismina nikleotit
sibstitiisyonlari veya ilavelerinin yapilmasi ile gergeklestirilebilir. Tercihen, delesyonlar,
yerlestirmeler ve/veya sibstitiisyonlar (foplu olarak, mutasyonlar clarak refere edilir),
ayni zamanda, kimyasal mutajenez yoluyla gergeklestirilebilmesine ragmen, sekansa
6zgl  molekdler biyoloji teknikleri kullanilarak genetik manipllasyon yoluyla

gerceklestirilir.

Bir gende meydana gelen mutasyonlar, promotdrin verimini ddlsarebilir, bir
hizlandinicinin - verimini  disdrebilir, mRNA'nin birlesmesini veya dizenlenmesini
engelleyebilir, mRNA'nin translasyonunu engelleyebilir, tam uzunluktaki proteinin
translasyonunu engellemek lzere kodlama sekansina bir durdurma kodonu verebilir,
daha az aktif veya inaktif bir protein Uretmek veya diger hiicre bilesenleri ile protein
etkilesimini azaltmak lUzere proteinin kodlama sekansini degistirebilir, daha az stabil bir
protein Uretmek Uzere proteinin kodlama sekansini degistirebilir veya yok etmeye
yonelik proteini hedefleyebilir, proteinin yanhs katlanmasina veya vyanlis sekilde

modifiye edilmesine (drnedin, glikozilasyon araciigiyla) veya bir proteinin hiicresel
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trafigin engellenmesine neden olabilir. Genel olarak, bu ve diger genetik
manipllasyonlarin  amaci, fonksiyonel bir RNAi-iliskili proteinin  ekspresyonunu
azaltmak veya énlemek veya bu gibi proteinlerin normal biyolojik aktivitesini azaltmak

veya dnlemekdtir.

Bir genin pargalanmasina yodnelik drnek vydntemler arasinda, bdlgeye 6zgl
rekombinasyon, hedeflenmis yerlestirme, transpoze edilebilir elemanlarin kullanimi,
virlisler ile transdiiksiyon ve kimyasal mutajenez bulunur. Gen pargalanmasina,
drnegin secilebilir bir markdr, bir floresan veya diger ayirt edilebilir markér, bir klonlama
bdlgesi veya klonlama kaseti, susun daha sonra tanimlanmasina olanak saglayan bir
dizi parmak izi veya elde edilen hicrelere farklilik veya fonksiyonellik eklemek UGzere
diger genetik modifikasyonlarin eszamanll veya sirali olarak vyerlestiriimesi eslik

edebilir.

RNAI mekanizmasinin pargalandidi hiicreler, halihazirda, yliksek seviyelerde eksprese
edilmesi istenen bir transgenin bir veya daha fazla kopyasini igerebilir. Alternatif olarak,
ilgi konusu bir transgenin bir veya daha fazla kopyasi, RNAi mekanizmasinin
parcalanmasini takiben hicrelere ilave edilebilir. Bagka bir alternatifte, RNAI ile iligkili
bir genin pargalanmas) surecinde ilgilenilen bir transgenin bir veya daha fazla kopyasi
ilave edilebilir. Bu sekilde, mevcut yontemler, RNAI ile iliskili bir genin bdlgesinde bir
transgenin, entegrasyonunu tasarlar, bdylece RNAiI mekanizmasi pargalanirken,

eszamanli olarak bir hiicrenin kromozomuna transgen ilave edilir.

RNAi mekanizmasinin parcalandigdi ékaryotik hiicreler, Cin hamsteri yumurtalik (CHO)
hacreleri, NIH/3T3 hlcreleri, COS huicreleri, 293 hucreleri ve VERQO hicrelern,
Drosophila ve lepidopteran hicreleri gibi bécek hdcreleri, tGtin, misir, piring, alg ve
lemna hucreleri gibi bitki hicreleri ve maya ve filamentli mantar hlcreleri gibi mantar
hicreleri gibi, insanlar, maymunlar ve kemirgenlerden elde edilen hicreleri icerir.
Ornek niteligindeki filamentli mantar hiicreleri, phylum Ascomycota, subphylum
Pezizomycotina'dan, Ozellikle vejetatif hipha durumuna sahip olanlardan elde edilir.
Ozel drnek niteligindeki mantar hiicreleri, ticari agidan dnemli endiistriyel ve farmasétik
proteinlerin Gretimine yonelik kullanilir, Schizosaccharomyces spp., Trichoderma spp.,
Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp., Penicillium spp., Chrysosporium
spp., Cephalosporium spp., Talaromyces spp., Geosmithia spp., Myceliophthora spp.,

and Neurospora spp. Ozel organizmalar Trichoderma reesei (daha énce Trichoderma
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longibrachiatum ve Hypocrea jecorina olarak siniflandinimis), Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus itaconicus, Aspergillus oryzae, Aspergillus nidulans,
Aspergilius terreus, Aspergillus sojae, Aspergillus japonicus, Scedosporium prolificans,
Neurospora crassa, Penicillium funiculosum, Penicillium chrysogenum, Talaromyces
(Geosmithia) emersonii, Fusarium venenatum, Myceliophthora thermophila ve

Chrysosporium lucknowense igerir, ancak bunlarla sinirli degildir.

Mevcut yontemler ve degisken hicreler, sayisiz uygulamaya sahiptir. Bunlar,
endistrivel veya farmasottik proteinler dretilirken, verimi artirmak ve gdreceli saflidi
artirmak amaciyla dretim organizmalarinda bir transgenin ekspresyon seviyelerini
arttirmak Uzere kullanilabilirler. Bunlar, transfeksiyon, transformasyon veya transgen ile
transdiiksiyon sonrasi yliksek dlizeyde eksprese edici hucreleri tamimlamak (izere
gereken slreyi azaltabilirler. Bunlar, yOksek duzeyde eksprese edici Uretim konaklarini
tanimlamak (Ozere gereken sireyi kisaltahilirler. Bunlar, baz) konak organizmalarda
protein ekspresyonunu dnemli dlgiide azaltabilen, birden fazla transgen kopyasi ile
iliskili problemleri azaltabilirler. Bunlar, hiicrelerdeki bir transgenin ekspresyonunu
artirmak uzere kullanilabilirler, burada transgen tarafindan kodlanan protein

miktarindaki artig, ilgi konusu bir metabolitin arttinlmig bir miktarin Gretir.

Bu ydéntemlerin ve dedisken hiicrelerin bu ve diger acilan ve dlzenlemeleri, yukarida
tarif edilen agiklamalar ve ekteki dmekler 1siginda uzman Kigiler tarafindan agikga

anlasilacaktir.

ORNEKLER

Ornek 1. Pargalanmis del1 ve dcl2 genleri ile bir T. reesei susu yapisi

A. T. reeseideki dicer genlerinin tanimlanmasi

DURA AEGS 18 susu tarif edilmistir (W02012/054554 ve US2012107872). Bu tmedin
653MU adh bir tdrevi, bu dmege yonelik baslangig noktasi olarak kullaniimistir. DURA
AEGS5 18 ile karsilastinidiginda, 653MU (g ilave delesyon igerir (iki seliilaz geni, eg/3
ve egl6, ayrica mannanaz geni, man1). 653MU'da fonksiyonel bir pyr2 geni (orotat
fosfaribosiltransferazi kodlar) mevcut degildir. Bu delesyon iglemlerinin higbiri, mevcut

yéntemler veya dedisken hlcrelere ybnelik dnemli degildir.
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iki varsayilan Dicer benzeri enzimi kodlayan T. reesei genleri, sirasiyla dc/! ve dcl2
genleri tarafindan kodlanan WNeurospora crassa DCL1 ve DCL2 proteinlerinin
sekanslarini kullanarak homoloji aragtirmalarina dayanan Enerji Béluma (DOE) Ortak
Genom Enstitlsl {(JGI) veritabaninda tanimlanmigtir. Trire 2.0'daki protein ID 69494,
N. crassa DCL1 proteinine en yuksek homolojiyi gdsterir ve burada, dc/1 olarak refere
edilen, kodlayan gen ile T. reesei DCL1 proteini olarak refere edilir. JGI ek
agiklamasina gore, protein Trire 2.0 69494, ek agiklamanin tamamen dogru olmadigini
One slrerek, bunun N terminalinde bir metiyonin kalintisina sahip dedildir. Mevcut
Orneklerin amaglan dogrultusunda, dogru N-terminalinin, JGI ek agiklamali sekansinda
bulunan birinci kalintinin 126 amino asitlik kalinti kadar yukarnsinda bulundudu
varsayllmistir. T. reeseldeki dngorilen DCL1 proteininin toplam uzunlugu, gen
par¢calanmasina yinelik yeterli hedef saglayan 1.400 amino asit kalintisini agar. Trire
2.0'daki protein ID 69494, N. crassa DCL2 proteinine en yuksek homolojiyi gosterir ve
burada, dcl2 olarak refere edilen, kodlayan gen ile T. reesei DCL2 proteini olarak refere

edilir.

B. Bir dcl1 pargalanma vektoriiniin lretilmesi

Parcalanmaya yonelik kullanilan DNA vyapilan, daha &nce, selllaz genlerinin
parcalanmasina yénelik kullanilan yapilar ile ayn yaklasimi takip etmistir (bakiniz,
Ornegin, W02012/054554 and US2012107872). Pargalanma kasetleri, asagida
bulunan segmentleri (sirayla 5 'ila 3") igermektedir: (i) 1-1.5 kb pyr2 markor geninin 5'-
yan bir bélgesi, (ii) 5-yan bdlgeden daha yukarda yer alan orijinal kromozomal
sekanstan secilen 0.5-0.7 kb'lik bir "tekrar" bdlgesi ve son olarak, (iii) 1-1.5 kb'lik 3'-yan
bolge. Bu yaklagim, Sekil 1 ile gbsterilmekiedir.

Bu gibi bir pargalanma kasetinin birlesimi, pek ¢ok standart teknik kullanilarak ¢ok farkh
sekillerde gerceklestirilir.  Alternatif olarak, bir pargalanma kaseti, de novo
sentezlenebilir. Dcl1 genini pargcalamak lzere kullanilan &zel ydntem, asadida detayli

olarak agiklanmaktadir. Primerler, Tablo 1'de listelenir.

Tablo 1. Dcl1 pargalanma vektorinin yapimina yonelik kullanilan PCR primerleri
Primer Primer sekansi SEQ ID NO

DCL1_3 1
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Primer Primer sekansi SEQ ID NO

S-CTTACCCAACGCGAACGATTGO
TAGCTCIGGGCTAC-37

DCL1_31 2
S-CTOCTGCTAGGTGACCOCTCTCCTTGOT
GCCAGTATGCOAAGCTTTCTTTG-3”

DCL1_51 3
S5-CATACTOGCACCAAGGAGAGCCGTCA
CCTAGCACAGGGCCATACGGACGGC-37

DCL1_5 4

5-GCGCCCAGGAAGCAGCGGCAACAGCAGC
AGCAGGAG-37

DCL1R 5 5

5-COTCTCGACTCTAGATCTTCAGCCCATTAT
TGCTCCAGGCGCACIGGCCAAG-3T

DCL1R_3 6
5-CTGTGGGATCCAGATTTGGAAGACTTIGAT
ACGGOTIC 3

oPYR2_35 7
5 -TTGCAATTGACTAGTGGATCCAACGCCGGE

TATTAGGCCTATAAG-37

oPYR2_55 8
5-AGTACTAGTCAATTCCTCGAGTTTATAAGT
GACAACATGC-3”

ilk olarak, 5'-yan bodlgeyi ve 3-yan bdlgeyi belieyen alanlar (Sekil 2), Primer iftleri
DCL_5 arti DCL_31 ve DCL_51 arti DCL_3 kullanilarak genisgletilmistir, sablon olarak
T. reesei 653MU kromozomal DNA'si kullanilmistir. 1.6 ve 1.5 kb'lik Grunler, agaroz jel

elektroforezi ile saflagtinimistir, yaklasik olarak 1: 1 oraninda kanstinlmistir ve 3.1 kb'lik
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bir fizyon Grind Gretmek Uzere bir ¢ift primer DCL_5 arti DCL_3 ile bir PCR
reaksiyonuna yonelik bir sablon olarak kullanmilmigtir. Parca, Invitrogen tarafindan
sadlanan bir kit kullanilarak pCR™-Blunt II-TOPO® vektdrine klonlanmigtir, bdylece
plazmid pCR (DCL1UD) uretilmistir.

Paralel olarak, dc/t tekrar bdlgesi (Sekil 2), DCL1R_5 artt DCL1R_3 primerleri ile
genigletiimistir ve T. reesei'nin pyr2 geni, sablon olarak 7. reesei 653MUnun
kromozomal DNA'sI kullanilarak, oPYR2_55 ve oPYR2_35 primerleri ile genisletilmistir.
Her iki fragman, sirasiyla pCR (DCL1R) ve pCR (FlexiPyr2) plazmidlerinin elde edildidi
pCR™ -Blunt II-TOPO® vektdrine bireysel olarak klonlanmigtir. Plazmid pCR
(DCL1UD), kisitlama endontkleazlari Safl ve Bglll ile sindirilmigtir ve 5.7 kb'lik DNA
fragmani, hazidayici agaroz elektroforezi ile izole edilmigtir. Plazmid pCR (DCL1R),
dcl1 tekrar boélgesini iceren 0.6 kb'lik bir fragmanin kesilip ¢ikarilarak Xbal ve BamHl ile
sindirilmigtir. Plazmid pCR (FlexiPyr2}, pyr2 genini iceren 1.7 kb'lik bir fragmanin kesilip
gikanlarak Xhol ve Spel ile sindirilmistir. Saflagtirmanin ardindan, bu iki DNA fragmani,
Sall arti Bglll ile sindirilmis pCR (DCL1UD) vektéruyle, Xhol ve Sall, Spel ve Xbal ve
BamHI ve Bglll tarafindan Uretilen uyumlu uglara dayanarak DNA ligaz mevcudiyetinde
inkiibe edilmigtir. Elde edilen vekidor pCR(DCL1RPyr), dci1 gen pargalanma kasetinin

son birlesimini tasimistir,

C. Bir dei2 pargalanma vektoriniin uretilmesi

Dcf2 pargalanma vektorlerinin (retimi, dc/?'inkine benzer bir sekilde gergeklestiriimistir.

Yéntem, asagida detayli olarak agiklanmaktadir ve primerler Tablo 1'de listelenmistir.

Table 2. Dcf2 bozulma vektoriinin dretimine yénelik kullanilan PCR primerleri

Primer Primer sekansi SEQ ID NO
oDCL2 36 9
5-UTTOGOCGATAGCOTACCTAGCATCTAAGATTCTA
TATAAGTC-3”
DCL2 56 10

S5-CATCTTCATCATCOGGCAGCCCACGTAACC
TGTGCCAG-3~
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Primer Primer sekansi SEQ ID NO

DCL2_57 11

5-CAGGCGAAAGAGGAGGAGATCTCAAAATT
CGTCCCCGAAGGCTCGTGGACCAGTG-37

DCL2_37 12
5-TTCOGGOGGACGAATTTTOGAGATCTCCTCCT
CTTTCCCCTGCCACTTCAAGATCGCAG-37

DCL2_56 13
5-CATCTTCATCATCGGCAGCCCACCGTAACCT
GTGCCAG-37

DCL2_57 14
5-CAGOGUGAAAGAGOGAGGAGATCTCAAAATT
CGTCCCCGAANGGCTCGTGGACCAGTG-37

oDCLZ2R_3 15

5-GOTTGCATCCGUGGAAAGGTCAATAAAATG
GGAGTTACTGAG-3”

oDCL2R 5 16

5-GOTTGTCCACTCTAGATCTGCCCTGTCCAG
CATCCGAGCIGACCICICIATIG-37

5'-yan (1.6 kb) ve 3'-yan (1.3 kb) bdlgeleri, sirasiyla, oDCL2_56 arti oDCL2_37 ve
oDCL2_57 arti oDCL2_36 primer ciftleri kullanilarak PCR ile genigletilmistir. Flizyon
PCR, iki PCR U0Oranidnidn agaroz jel elektroforezi ile saflastinlmasi ve bunlarin
kangimlarimin, oDCLZ2_56 arti oDCL2_36 primerleri ile reaksiyona yonelik bir sablon
olarak kullaniimasi aracih§iyla gerceklestirimistir. Elde edilen 2.9 kb flizyon Grini,
plazmid pCR (DCL2_UD) olusturmak Gzere pCR™-Blunt II-TOPO® vektoriine

klonlanmistir.

Dcl1 tekrar bolgesi (0.7 kb), oDCL2R_5 arti oDCLR_3 ile genisletilmigtir. PCR rinu,
Xbal ve BamHl ile sindiriimistir. pCR (DCL2_UD) Sall ve Bglll ile sindirilmigtir ve blylk
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fragman saflastirimistir. Pyr2 geni, daha 6nce oldudu, gibi Xbal ve Spel ile sindirim
aracihgiyla pCR'den (FlexiPyr2) kesilip ¢ikariimistir. Ug fragman, dc/2 geni bozulma
vektorl, pCR(DCL2RPyr, vine Spel ve Xbal ve BamH! ve Bglll tarafindan Uretilen

uyumlu uglara dayanarak) dretmek Gzere DNA ligaz varlidinda, birlikte inklibe edilir.

Parcalanmis bir de/1 genine sahip bir T. reesei sugu Uretmek Gzere, 653MU susu,
sablon olarak pCR (DCL1RPyr) ve primer olarak DCL1_5 arti DCL1_3 kullanilarak elde
edilen yaklasik 4.4 kb PCR drinu ile donustiriimistir. Bir dizi stabil prototrofik
transformant izole edilmigtir ve bunlarin kromozomal DNA'lar, primer ¢ifti oDCL1R_D1
artt oDCL1D_R1 kullanilarak PCR ile izole edilmigtir ve analiz edilmistir (Tablo 3 ve
Sekil 3). 1.67 kb'lik bir PCR Urininin dretiimesi, dénlgtirici DNA'nin, T. reesei
kromozomunun dcfl lokusunda homolog bir sekilde entegre edildidini gdstermistir.
Boyle bir klonun DNA'si, bun ek olarak, ¢DCL1R_D1 arti oDCL1D_R2 primerleri
kullanillarak analiz edilmigtir. 1.8 kb'lik bir drinun ortaya ¢ikisi, de/l lokusundaki
pargalanan kasetin dodru entegrasyonunu onaylamistir. Pargalanan dcf7 genini tagiyan
transformantin, sporlar (retmesine olanak saglanmistir ve spor siispansiyonu, 1.2 g/L
floroorotik asit (FOA) ile takviye edilmis minimal agar ortami Gzerinde kaplanmigtir. Bu
susun kromozomunda "tekrar bélgesinin” iki kopyasinin bulunmasi nedeniyle (Sekil
4A), FOA-direncli pyr2-mutantlari, iki tekrar sekansi arasinda homolog rekombinasyon
ile yiksek frekansta (retilir. Genellikle "ilmek cikarma" olarak adlandinlan kir iglem
sirasinda, tekrar sekansinin iki kopyasi arasindaki DNA, Sekil 4B'de gosterilen yapiy!
olusturarak kaybolur. Dcl? geninin delesyonundan ve pyr2 markdrunln Kkesilip
gikanimasindan sonra, dcfl kromozomal alaninin dogru yapisini onaylamak iizere,
DNA, birkag FOA direngli izolattan ayinilip ¢ikanlmistir. ODCL1FU_D1 arti oDCL1D_R2
ve oDCL1FU _D2 arti oDCL1D_R1 primer ciftleri kullanilarak gerceklestirilen PCR
analizleri, test edilen tim klonlarda, sirasiyla 2.3 ve 2.4 kbh'ik PCR urtnlerinin
saptanmasina neden olmustur. Bu, markdrin kesilip cikanlmasindan sonra silinen deft
geni etrafindaki kromozomal yapiya yonelik beklenen PCR drinlerinin boyutudur (Sekil
4B). Beklenen PCR riinlerini Greten bu FOA-direngli klonlardan biri, 356MUAdcI1 susu

olarak belirlenmistir.

Tablo 3. dc/1 ve dcl2 delesyonlarini eslemeye yonelik kullanilan primerler

Primer Sekans SEQ ID NO

oDCL1D_R1 17



Primer

oDCL1D_R2

oDCL1FU_D1

oDCL1FU_D2

oDCL1R_D1

oDCL2_5F

oDCL2D_RA1

oDCL2D_R2

oDCL2R_D1

oDCL2R_D2

23

Sekans

S-CAGACTCGGACGTCGACTCCTTTC
GlTGOGCAAGTATC-3”

S-CGUAGATGATTCTTGCGGCGAATCC
ATCTTCATCTC-37

S-CCATOTCATITCACCAGAGACAGCAA
ATGTCGGAAG-37

S-CCATCAAGAAGATTGAGGAGGCCATC
AAAGACCTCGG-37

3-GAGCOCTTTATGACAAGCAATGACAG
AGGGCAACTG-37

S-CTAATTITCAGTATTCTAGGTCATGCTA
CCCAATAAC-Y

5-CCAATCAAACACCACCACCACTCAGA
ATCTGCATCCTIC-3

S-CCAGCCAACCCTCGACTCAAAAGAAGA
CCAAAACTCCG-3

SCTGCATTAATTAGTCACTGCTACCAAT
GCTGATTCCTG-37

SEQ ID NO

18

19

20

21

22

23

24

25

26
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Primer Sekans SEQ ID NO

S-GAAGGTGATCGATGACGGTCTGCCTACA
TACCITAGATC-37

Sus 356MUAdcI1, sablon olarak plazmid pCR (DCL2RPyr) ve primer olarak oDCL2_56
arti oDCLZ_36 primerleri kullanilarak retilen 4.75 kb PCR drinil ile transformasyon
yoluyla uridin prototrofisine  donlstlrilmistir. Stabil prototrofik transformantlar,
bireysel klonlarin kromozomal DNA'sinin izole edilmesi ve primer ¢iftleri oDCL2R_DA1
arti oDCL2D_R1 kullanilarak PCR analizinin gerceklestiriimesi aracihdiyla taranmstir.
Beklenen boyutta (1.86 kb) PCR dranu Ureten bir transformant, ayrica, farkh bir primer
seti (0DCL2R_D2 ve oDCL2D_R2) ile analiz edilmigtir. Bu klonda parcalanma kasetinin
dcl2 bolgesinde entegre oldugunu dogrulayan 2.1 kb'lik bir PCR arinu gdzlenmistir
(Sekil 5B). Bu klon, yukanda tarif edilen ile ayni sekilde FOA kullanilarak markériin
kesilip cikariimasi prosediiriine tabi tutulmustur. Bir FOA direngli klon, primer
oDCL2 5F ve oDCLD_R1 primerleri kullanilarak PCR ile analiz edilmistir. Beklenen
boyutta (2.4 kb) bir PCR urini elde edilmistir, PCR™-Blunt II-TOPO® vektoriinde
klonlanmistir ve DNA siralamasina tabi tutulmustur. Siralama verileri, dclf2 kromozomal
lokusunun, def2 geninin delesyonundan ve pyr2 markdranun kesilip ¢cikarimasindan
sonra beklenen yapiya sahip oldugunu dogrulamistir, Tim PCR ve siralama
kontrollerini gecen sus, DiMorph olarak adlandirimistir ve 7. Reeseideki baskilama

sisteminin inaktivasyon etkilerini incelemek lUzere kullanilmistir.

Ornek 2. Baskilamaya yetkin ve baskilamay kesen ilgi konusu proteinlerin

ekspresyonunun ve T. Reesei suglarinin test edilmesi

T. reeseideki baskilama sisteminin inaktivasyon etkisini incelemek Gzere iki adet farkl
salgllanan proteoclitik protein  kullanmilmistir.  Bir  protein, ¢esitli  organizmalarda
aminopeptidaz Y ile homologdur ve APY (Trire 2.0'da Protein ID 81070) olarak refere
edilir. Diger protein, bir aminopeptidil tripeptidaz homologudur ve 3PP (Trire 2.0'da
Protein ID 82623) olarak refere edilir. APY ve 3PP icin ekspresyon kasetleri, T. reese/
ekspresyon calismasinda rutin olarak kullanilan fonksiyonel elemanlarin kullaniimasi
aracihdiyla olusturulmustur. Ekspresyon, bir cbhl promotéri tarafindan tahrik edilmistir
ve kodlama sekansi, 3'-uglu bya chhl transkripsiyonel sonlandiricida kusatilmigtir. ilgi

konusu her gene ydnelik, henzer iki ekspresyon vektdrd olusturulmustur: (i) amdS
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markdr genini (difer bir deyisle, pTrex3gM (APY) ve pTrex3gM (3PP)) tasiyan bir
vekior ve (i) pyr2 markdr genini {diger bir deyisle, pTrex8gM(APY) ve pTrex8gM (3PP))

tagiyan bir vektor.

Ekspresyon kasetlerini birlegtirme ydntemleri, rutin genetik mihendisligi yéntemleridir
ve burada detayli olarak agiklanmamaktadir. Kisaca, APY ve 3PP genlerinin kodlama
sekanslari PCR ile genisletiimigtir ve pENTR™/D TOPO® vektdrine (Invitrogen)
klonlanmistir, bunu takiben, Gateway® LR Clonase® Enzyme MIX (Invitogen)
kullanilarak cbh! promotdri ve sonlandirici arasinda klonlanmis kodlama sekanslar
yerlestirilir. APY ve 3PP ekspresyon kasetleri, alternatif olarak, ticari bir DNA sentez
servis saglayicisindan siparig edilebilir. Bakteriyel vektor dizileri olmayan ekspresyon
kasetleri, yukarida belirtilen vektérlerin gablon olarak kullaniimasi ve Tablo 4'te
listelenen primerlerin kullaniimasi aracilidiyla hazirlanmigtir. Primer oTrex3_AMP_5,
sens prime olarak tum reaksiyonlarda kullanimigtir. Primer oTrex3_Amds_3, amdS
markord (sablon olarak pTrex3gM (APY) ve pTrex3gM (3PP) kullanilir) tasiyan
ekspresyon kasetlerini genisletmek iizere anti-sens primer olarak kullanimistir ve
primer oTrex8_Pyr2_3, pyr2 markdri (sablon olarak pTrex8gM (APY) ve pTrex8gM
(3PP) kullanihr) tasiyan kasetleri genigletmek Gzere benzer sekilde kullanimistir. Son
olarak, ko-transformasyon deneylerinde “"yolcu" DNA'si olarak kullanilan isaretsiz
ekspresyon kasetlerini genigletmek Uzere antisens-primer ¢CBHT _3, (sablon olarak
pTrex3gM (APY) ve pTrex3gM (3PP} kullanihr) kullaniimistir.

Table 4. APY ve 3PP genlerine yGnelik ekspresyon kasetlerini genisletmek (izere

kullanilan primerler
Primer Sekans SEQ ID NO

0CBHT_3 27

S-TOGGTACTGGGATACACGAAGAG
CGGCGATTCTACGGGTTATG-37

oTrex3 AmdS 3 28
S-CTAGACTGGAAACGCAACCCT
CAACGGATTCTTCCTTTG-3”

oTrex3 AMP_5 29
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Primer Sekans SEQ ID NO

5-GTATAGTAATACGAGTCGCAT
CTAAATACTCCGAAGC-3”

oTrex8 Pyr2_3 30

5-GGAGGGGACGATACACGCACCA
TGGACCCCAGTGGGGAAGC-37

Baskilama bozma ilgi konusu proteinin ekspresyonunun etkisini degerlendirmek lzere,
DiMorph ve neredeyse izogenik bir baskillama-pozitif T. reesei susu, CelluLight
(endoglukanaz 4'0 kodlayan egl4 geninin ilave bir delesyonunu tasiyan 653MU), APY
ve 3PP ekspresyon kasetleri ile transformasyon markorld olarak pyr2 kullanilarak
dénustirdlmistir. Her transformasyon deneyine ydnelik olarak, pyr2 tasiyan yaklasik
10 pg PCR drlnd ve bu ilgi konusu geni tasiyan 30 pg isaretsiz ekspresyon kaseti
kullanilmigtir.  Transformasyon, standart protoplast-PEG  yéntemi  kullanilarak
gerceklestiriimistir (Penttila, M. et al. (1987) Gene 61:155-164).

Pyr2 markori kullanilarak, APY ekspresyon kaseti ile doénuogtirdlmis DiMorph ve
CelluLight susglan kullanilarak gergeklestirilen bir birinci deneyde, stabil fenotipler
sergileyen her susun yaklasik olarak 30 transformanti, glisin-soproz ortaminda {glisin 6
g/L; amonyum silfat 4.7 g/L; potasyum dihidrojen fosfat 5 g/L; magnezyum sdlfat
heptahidrat 1 g/L; PIPPS 33 g/L; ve otoklavlama sonrasi kalsiyum klorur 1 g/L; glikoz
16 g/L ve soproz 0,3 g/L) 6 glin boyunca iglenmistir. APY proteininin aminopeptidaz
aktivitesi, oda sicakhiginda (25°C) 1 mM ginko klortir ve 2 mM Lys-p-nitroanilit igeren
pH 7.5, 0.1 M Tris-HCI tamponunda test edilmigtir. Reaksiyon, kinetik olarak 410 nm'de
seyretmistir. Sekil 6'da bulunan ¢ubuk grafikten goérulebilecegi gibi, APY aktivitelerinin
iki transformant setindeki dagihm oldukga farkh olmustur. Baskilama-pozitif CelluLight
susundaki tim transformantlarin yaklasik olarak yansi Sl¢llebilir bir APY aktivitesi
Uretmezken, Baskilama bozma DiMorph susunun hemen hemen tim transformantlan
APY (retmistir. Ortalama ve maksimum ekspresyon seviyeleri, baskilama bozma
susunda acikga daha yiiksek olmustur. Aktivite dlcimlerine dayanan gozlemler, SDS-
PAGE verisi ile yakindan iligkilidir {Sekil 7).



10

15

20

25

30

27

Pyr? markord kullanilarak 3PP ekspresyon kaseti ile donlstiriiimis DiMorph ve
CelluLight suglaninin kullanildidi ikinci bir deneyde, stabil fenotipler sergileyen her bir
sugun yaklasik olarak 40 transformanti, yukarida oldugu gibi indUkleyici ortamda
islenmistir. Transformantlar, daha sonra, bir substrat olarak tripeptit tirevi Ala-Ala-Phe-
p-nitroanilit (AAPN; Bachem) kullanilarak tripeptidaz aktivitesine yonelik test edilmistir.
Deney, 410 nm'de absorbans araciliiyla dlgilen p-nitroanilinin kinetik salinimi ile oda
sicakhiginda 1 mM AAPN ile, pH 4.0da, 0.1 sodyum asetat tamponunda
gerceklestiriimistir.  Sonuglar, APY ekspresyon deneyinde elde edilen sonuclara
benzerdir, bununla birlikte, baskilama bozma and baskilama yapabilen suglarinda
(sirasiyla, DiMorph ve CelluLight) ekspresyon etkinligi arasindaki kontrast daha carpici
bir hal almistir {Sekil 8). Hemen hemen tim DiMorph transformantlarn, énemli
tripeptidaz  aktivitesi dretirken, sadece birka¢ CelluLight transformanti, &nemli
tripeptidaz  aktivitesi UOretmistir. Ortalama ve maksimum ekspresyon seviyeler,

baskilama bozma susunda, agikca daha yilksek olmustur,

Ornek 3. Tekrarlanan transformasyon turlarinin, baskilama negatif ve baskilama

pozitif suslarda ilgi konusu proteinlerin ekspresyon seviyelerine etkisi

Ornek 2'deki pyr2 markora ile APY ekspresyon kasetini iceren en yiksek dizeyde
eksprese eden DiMorph ve CelluLight Tranformantlari, ikinci bir transformasyon turuna
yonelik konak olarak kullanilmistir. Transformasyon, amdS geninin segilebilir markor
olarak kullanilmasi disinda,  birinci tur transformasyon ile ayni sekilde
gerceklestiriimigtir. DiMorph veya CelluLight konaklarindan taretilen 48 stabil, gift
transformant, glisin-soforoz ortami icinde genisletilmistir ve daha dnce oldugu gibi, APY
aktivitesi agisindan test edilmistir. Baskillama yapabilen T. reesei susunda, 48'in
sadece bir ikinci tur transformanti, tek tur transformantin herhangi birinden daha
yUksek olan APY aktivitesine sahip olmustur (Sekil 9). ikinci tur transformantlarin biyik
bir cogunlugu, ilave bir transformasyon turundan sonra aktivitedeki artigtan ziyade bir
dislis gdstermistir. Tim gift transformantlanin yaklasik (gte biri Olgllebilir APY
aktivitesini kaybetmistir. Baskilama bozma DiMorph susu ile, sonuglar farkli olmustur.
Bazi ikinci tur transformantlarin APY aktivitesinin, parent sustan daha disik olmasina
ragmen, bunlarin hicbiri APY akfivitesini tamamen kaybetmemistir ve tim cift
transformantlarin yaklasik olarak dortte biri, bunlarin parent tek tur transformantindan

daha fazla APY aktivitesine sahip olmustur. DiMorph alt yapisinda en iyi APY eksprese
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eden sus, baskilama yapabilen CelluLight alt yapisinda bulunan en iyi sustan yaklasik

olarak %50 oraninda daha yuksek APY ekspresyon seviyesine sahip olmustur.

Benzer bir deney, Ornek 2'deki pyr2 markdri ile 3PP ekspresyon kaseti iceren en
yuksek dizeyde eksprese eden DiMorph ve CelluLight transformantlan kullanilarak
gergeklestiriimisti. Bu deneyde, kalitatif trendler, APY kaseti ile ¢ift doéniigiim
deneyindekilere benzer olmustur. Bununla birlikte, cok bly(ik nicel farkliliklar meydana
gelmistir  (Sekil 10). Baskilama vyapabilen susta (CelluLight), ¢ogu ikinci tur
transformant, 3PP Uretiminin gogunu veya tamamini kaybetmistir. 48'in sadece bir ¢ift
transformanti, en iyi tek turlu 3PP transformanti olan bunun parenti Uzerinde marjinal
bir gelisme gdstermistir Baskilama bozma susunda (DiMorph), ikinci transformasyon
turundan elde edilen bir dizi transformant, transformant parentlerinin birinci turuna goére
ekspresyon seviyesini iki katina ¢ikarmistir. Bununla birlikte, DiMorph susundaki gift
transformantlann highiri, ilave transformasyon fturunun bir sonucu olarak 3PP
ekspresyonunu tamamen kaybetmemistir. Dikkat gekici bir sekilde, en iyi genel
DiMorph 3PP transformanti {tek ve ¢ift yuvarlak transformantlar arasinda) en iyi

CelluLight 3PP transformantindan yaklasik olarak 3 kat daha Uretken bir hale gelmistir.

Ornek 4. Baskilama yapabilme ve baskilama bozma ve 7. Reeseinin susglarn ile

ilgilenen bagka bir proteinin ekspresyonunun test edilmesi

Parcalanan dc/1 ve dcf2 genlerine sahip olan ilave T. reesei suslari, her ikisi T. reesei
selillohidrolaz 1 (CBH1) promotdrind kontrol altinda tutan Aspergiflus clavatus a-
amylase ve T. reesei sellobiyohidrolaz 2 (CBH2) dahil olmak (zere dijer entegre
transgenlerin ekspresyonunu degerlendirmek Uzere gergeklestiriimistir ve kullanmimigtir.
Her iki durumda, ¢ok sayida transformant arasinda maksimum protein ekspresyonu
seviyeleri ve ortalama protein ekspresyonu seviyeleri, parcalanmis dci1 ve dcl2
genlerine sahip T. reesei hilcrelerinde, bozulmamigs bir RNA interferans
mekanizmasina sahip esdeger hicrelere kiyasla daha blylk olmustur (veriler

gosterilmemistir).

Yukarida belirtilen bilesimler ve yéntemler, ac¢ik bir sekilde anlasiimasi amaciyla
aciklama ve drmekleme yoluyla detayh olarak tarif edilmis olmasina ragmen, teknikte
uzman kigiler tarafindan, belirli degisiklik ve maodifikasyonlarn yapilabilecegi acikca

goérdlecektir.
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