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OZET

Pichia pastoris MAYASI ILE REKOMBINANT KiMOZIiN ENZiMi URETIiMi
VE KARAKTERIZASYONU

Ozge ADIGUZEL

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Mehmet INAN
Ocak 2016, 53 sayfa

Kimozin peynir endiistrisinde kullanilan ve siitiin pihtilasmasini saglayan
proteolitik bir enzimdir. Kimozin yeni dogmus gevis getiren memeli hayvanlarin
midesinin dordiincii bolgesi olan sirdenden (abomasum) elde edilir. Ancak bu sekilde
elde edilen kimozin, endiistrinin talebini karsilayacak nicelikte ve nitelikte degildir. Bu
sebeple rekombinant DNA tekonolojisi kullanilarak iiretilen kimozin, siit iirlinleri
endiistrisi igin alternatif bir yontem olmustur. Giiniimiizde, rekombinant olarak daha
yiiksek miktarlarda kimozin iiretilebilmektedir.

Rekombinant kimozin iiretiminde gen kaynagi olarak sigir, deve, keci, manda
gibi hayvanlar kullanilmigtir. Bu projede gen kaynagi olarak ilk kez Tibet okiizli (Bos
grunniens) kullanilarak Pichia pastoris mayasinda rekombinant kimozin {iretimi
gerceklestirilmistir. a—MF (Saccharomyces cerevisiae a-eslesmesi faktorii), HSA (Insan
serum alblimini), PIR1 (P. pastoris Protein with Internal Repeats) ve PHO1 (P. pastoris
asit fosfataz) sekresyon sinyallerini tasiyan ekspresyon kasetleri olusturulmus ve farkli
sekresyon sinyallerinin iiretim lizerindeki etkilerine bakilmistir.

Engelli erlende yapilan 6n ¢aligmalar sonrasinda, a-MF sekresyon sinyali tagiyan
ekspresyon kaseti ile ferment6r kosullarinda AOX1 kullanilarak rekombinant kimozin
tretilmistir. Tibet okiizii kimozinin kismi karakterizasyonu yapilmistir. Boylece
literatiire, ilk kez Tibet okiiziinlin gen kaynag: olarak kullanildigi rekombinant kimozin
enzimi ile ilgili katkida bulunulmustur.
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Oktizii
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ABSTRACT

EXPRESSION AND CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT CHYMOSIN
in Pichia pastoris

Ozge ADIGUZEL

MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN
January 2016, 53 pages

Chymosin is a proteolytic enzyme that coagulates milk efficiently and widely
used in cheese industry. It obtained from fourth stomach of nerwborn ruminants. But its
quality and quantitiy can not meet demand of the market. Recombinant chymosin is the
best alternative for cheese industry. Present day high quantitiy of chmosin can be
produced with recombinant enzyme technology.

Until now, bovine; camel; goat; buffalo were used as a gene sources for
chymosin expression. In the present study, yak (Bos grunnniens) prochymosin gene was
used as gene source and recombinant chymosin was expressed in P. pastoris.
Expression casettes have Saccharomyces cerevisiae a-mating factor (a-MF), HSA
(Human Serum Albumin), PIR1 (P. pastoris Protein with Internal Repeats) ve PHO1 (P.
pastoris Acid Phosphatase) signal sequences were constructed to observe impact of
secretion signals on expression of enzyme.

Active chymosin expression was achieved into supernatant under the control of
methanol-inducible AOX1 promoter. Trials continued in bioreactor only expression
casette which have a-MF secterion signal. Recombinant chymosin production was
analyzed in flusk cultures then continued with the bioreactor which included basal salt
medium. Eznyme characterization was performed with raw supernatant obtained from
bioreactor. Present study will contribute to literature about recombinant chmosin which
its gene source is yak.

KEYWORDS: Chymosin, recombinant DNA, Pichia pastoris, Yak
COMMITTEE: Prof. Dr. Mehmet INAN (Supervisor)
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ONSOZ

Biyoteknoloji giliniimiizde birgok alanda hayati kolaylastiran, endiistriyel
anlamda maliyetten ve zamandan kazandiran gelismeler gostermektedir. Genetik
manipiilasyonlar ve biyoteknolojik uygulamalar giiniimiizde oldugu gibi gelecekte de
bilimsel gelismelere araci olacaktir. Bu sebeple bana gelisme kaydeden ve yeniliklere
acik bir alanda ¢alisma yapabilme sans1 veren, cihaz ve ekipmanlar bakimindan eksiksiz
bir laboratuvar imkani sunan ve tez calismamin her agamasinda bana yol gosteren;
yardimmi hi¢ esirgemeyen Danisman Hocam Saym Prof. Dr. Mehmet Inan’a ¢ok
tesekkiir ediyorum.

Calismalarimin basindan beri her konuda bana yardimci olan, deneylere
baslarken ve devaminda yasadigim sorunlara ¢6ziim getirmeye ¢alisan ve tecriibelerini
benimle paylasan ¢alisma arkadaslarim Mert Karaoglan’a, Fidan Karaoglan’a, Fatma
Ersdz’e ve Glirkan Yilmaz’a ¢ok tesekkiir ediyorum.

Zorlandigim her yerde ve her konuda destegini hi¢ esirgemeyen, her
tokezledigimde beni cesaretlendiren Semiramis Yilmaz’a ne kadar tesekkiir etsem az
kalir.

Bu siiregte maddi ve manevi olarak destegini benden hi¢ esirgemeyen ve her

zaman anlayls gosteren sevgili annem Birsen Adigiizel ve sevgili babam Adem
Adigtizel’e binlerce kez tesekkiir ediyorum.
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GIRiS OZGE ADIGUZEL

1. GIRIS

Eski caglardan beri buzagi midesinin ekstrakti, peynir yapimi sirasinda siitli
pihtilagtirma basamagi olarak kullanilmistir. Bu pihtilasmaya sebep olan enzimin
izolasyonu ilk olarak 1840 yilinda Deschamps adinda bir arastirmaci tarafindan
yapilmis ve enzimin adinin kimozin olmasi onerilmistir. Daha sonra, 1980 yilinda Lea
ve Dickenson isimli arastirmacilar tarafindan bu enzim rennin olarak anilmis ve hatta
Ingiliz literatiiriiniin biiyiik bir kisminda bu isimle gegmistir. Son olarak 1970 yilinda
arastirmact Foltman, orijinal isim olan kimozinin kullanilmasini énermis ve bu oneri
IUBMB (Uluslarasart Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi) tarafindan kabul
edilmistir. Béylece enzim ¢ogu kaynakta kimozin ismiyle kullanilmigtir (Barret vd
2004).

Kimozin siitte bulunan kazein proteinin spesifik peptid baglarin1 (Phel05-
Met106) hidrolize eder ve para-k-kazein makropeptidlerini olusturarak —siit
koagiilasyonunu gergeklestirir. Kimozinin, kazein {iizerine olan yiiksek spesifik
aktivitesi sayesinde siit ve peynir endiistrisinde en ¢ok tercih edilen siit koagiilant
proteazidir (Rao vd 1998).

Kimozin mikroorganizmalardan memelilere bir¢ok kaynaktan dogal olarak elde
edilebilir. Bunlar yeni dogan memelilerin mide mukozasi, bazi bitkilerin salgilar1 ve
mikroorganizmalar (Mucor pusillus, Aspergillus niger gibi) (Chitpinityol ve Crabb
1997) gibi kaynaklardir. Ancak bu kaynaklardan elde edilen kimozin diinya pazarinin
talebini karsilayacak nitelikte ve nicelikte olmadigindan, rekombinant kimozin, endiistri
icin etkili bir alternatif olmus ve bir¢ok avantaj saglamistir (Jiang vd 2012).

Endiistriyel ihtiyaci karsilamak i¢in birgok bakteri, maya ve kiifte rekombinant
kimozin dogal formunda iretilmistir (Kumar vd 2010). Escherichia coli K-12 ile
liretilen rekombinant sigir kimozini, gidalarda kullanim1 Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(FDA) tarafindan kabul edilen ilk rekombinant enzim olmustur (Olempska-Beer vd
2006). Rekombinant kimozin diisiikk proteolitik aktivite gostererek istenmeyen protein
parcalanmalarina yol agmaz, standart hale getirilebildiginden beklenmedik koagiilasyon
sartlar1 olusturmaz, vejetaryenlerce rahatlikla kullanilabilir. Ayrica en biiyiik avantaji az
miktarda proteoliz (100% kimozin) ile yiiksek miktarda verim elde saglayabilmesidir
(Kumar vd 2010).

Pichia pastoris genetik miihendisliginde sik¢a kullanilan metilotrofik bir
mayadir. P. pastoris ile akademik arastirmalar diizeyinde ve/ veya entiistriyel kullanim
amaciyla binlerce ¢esit protein ekspresyonu yapilmistir. P. pastoris’in rekombinant
protein liretmeye elverigli olmasinin ii¢ ana sebebi vardir: (1) genetik manipiilasyon i¢in
gerekli tekniklerin kolaylig1 (2) hiicre i¢i veya hiicre dis1 olarak yiiksek miktarda protein
ekspresyonu saglamasi; ¢linkii P. pastoris ¢ok diisiik miktarlarda endojen protein
salgilar, bu sebeple mayanin salgiladigi proteinin ¢ok biiyiik miktari-neredeyse tamami-
istenen rekombinant proteindir ve heterolog proteinin dogrudan supernatant igine
salgilanabilmesi saflastirma asamasi i¢in ¢ok biiylik kolayliktir. (3) bircok ‘yiiksek
Okaryotik’ protein modifikasyonlarmi (disiilfit bag olusumu, glikozilasyon gibi)
gerceklestirebilir. Ayrica P. pastoris heterolog ekspresyon islemini yiiriitecek bir¢ok
sayida gii¢lii promotora sahiptir (Cereghino vd 2002, Cereghino vd 2013).
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Yabanci bir genin P. pastoriste ekspresyonu ii¢ basmakta gergeklesir; 1) genin
ekspresyon vektoriine aktarilmasi 2) ekspresyon vektoriiniin P. pastorise yerlestirilmesi,
3) genin ekspresyonunun kontrol edilmesi. P. pastoris’te yapisal ve tetiklenebilir birgok
promotor bulunmaktadir. Ancak heterolog proteinlerin liretilmesi i¢in bugiine kadar
elde edilen veriler sonucunda en basarili sistemin metanol varlifinda yapilan
ekspresyon sistemleri oldugu belirlenmistir. Bu sebeple en ¢ok tercih edilen promotorlar
metanol ile tetiklenen AOX promotorlaridir (Macauley-Patrick vd 2005).

Bu calismada aktif kimozinin hiicre kiiltlirii siipernatantina salgilanabilmesi i¢in
Saccharomyces cerevisiae a-eslesmesi faktorii(a-MF), HSA (insan serum albiimini),
PIR1(P. pastoris Protein with Internal Repeats) ve PHO1 (P. pastoris Acid
Phosphatase) sekresyon sinyalleri tasiyan ekspresyon vektorleri kullanilmis, ancak
sadece a-MF sekresyon sinyali tagiyan ekspresyon kasetiyle yapilan caligmada
slipernatanta rekombinant kimozin enzimi salgilanabilmistir. Ayrica ilk kez gen kaynagi
olarak Tibet oOkiizii prokimozin geni kullanilmistir. Olusturulan ekspresyon kaseti
(pPICZaAYAK) ile AOX1 promotoru altinda P. pastoris mayasi ile recombinant Tibet
okiizii kimozini engelli erlenmayer ve fermentor Olgeginde {iretilmistir. Kismi
karakterizasyonu yapilmustir.



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI OZGE ADIGUZEL

2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Kimozin Nedir?

Peynir iiretimi en eski biyoteknolojik enzim uygulamarindan birisidir. Peynirin
ilk elde edilisi; siitiin, gevis getiren bir hayvanin midesine koyularak muhafaza
edilmesiyle, tesadiifen olmustur. Bu siirecte aktif olarak rol oynayan maddeler, genel
anlamiyla “rennet” olarak adlandirilan, pepsin ve kimozin proteolitik enzimleridir
(Jensen vd 2013).

Kimozin, peynir endiistrisinde ticari olarak biiyiik 6neme sahip bir enzimdir. Bir
cok organizma ve dokuda farkli fizyoloji ve fonksiyonel o6zeliklerde bulunabilen
aspartik proteinazlar ailesine aittir (Chitpinityol ve Crabb 1997). Proteazlarin galisma
prensibi temel olarak soyledir; proteazlar aktif bolgelerinde iki 6nemli aspartik asit
amino asidi (Asparajin) bulundururlar; Asp®? ve Asp?®. Aktif bolgenin iki lobiil
arasinda bulundugu bu ii¢ boyutlu bilobiil yapi, siitiin x-kazein miilekiilleri i¢inde
bulunan Phe!®-Met!% bagina etki eder. Bu etkilesim sonucunda para-x-kazein olusarak
siit koagiilasyonu gerceklesir (Sekil 2.1). Kimozin diger aspartik proteazlar gibi
endiistride kullanildiginda siit kazeinlerinin farkli sekillerde par¢alanmasina, aci tada ve
protein miktarinda kayba yol agmaz. Peynir yapiminda yiiksek miktarda verim saglar.
Bu o6zellikler sayesinde kimozin peynir endiistrisinde kullanilan en 6nemli aspartik
proteinazdir (Vallejo vd 2008).

His Phe-Met Lys

N C
98 105106 111
K-kazein

Kimozin

His Phe  Met Lys

N C
98 105 106 111
Para-k-kazein Glikomakropeptid

Sekil 2.1. Kimozinin siitiin k-kazein molekiillerini etkisinin sematik anlatimi

Kimozin mide mukoza hiicreleri tarafindan preprokimozin olarak sentezlenir.
Preprokimozinden 16 aminoasit uzunlugundaki sinyal peptidinin ayrilmasi ile
prokimozin elde edilir (Attalah 2007). Sigir prokimozini 365 adet amino asit igerir ve
molekiiler agirligt 40.777 Da’dir. Pro segmenti dogru katlanma, hedefleme ve
aktivasyon i¢in onemlidir. Katalitik olarak inaktif formda olan prokimozin pH degerine
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bagl olarak iki tiire doniisebilir: N-terminalden 42 amino asitin uzaklagsmasiyla aktif
kimozin (pH 4.2, 323 aa, 35,6 kDa) ve 27 amino asitin uzaklastirilmasiyla aktif
pseudokimozin (pH 2, 338 aa) (Sekil 2.2 A). Uciin altindaki ve altinin iistiindeki
pH’larda kararli olan pseudokimozin, pH 4.5’ta kimozine dontigebilir (Kumar vd 2010)
(Sekil 2.2 A).

A
PSEUDOKIMOZIN
PRE PRO KIMOZIN
< ae S >
-16 1 28 43 365
B
PSEUDOKIMOZIN
PRE PRO KIMOZIN
-16 1 28 43 244 365
Asp (A)
Gly (B)

Sekil 2.2. (A) Kimozinin yapisinin ve (B) ¢esitliliginin sematik gosterimi
2.2. Kimozin Kaynaklari

Peynir endiistrisinin  kullandig1 rennet kaynaklarmm1 dort grup altinda
toplayabiliriz; 1) bitkisel, 2) mikrobiyal, 3) hayvansal ve 4) rekombinant rennet. Farkli
kaynaklardan elde edilen rennetler farkli karakteristik 6zellikler gosterir ve bu onlarin
uygulama sekillerinde belirleyici olur. Bitki kaynakli rennetler belli cografi bolgelerdeki
baz1 6zel peynirlerin tiretimi igin kullanilirlar. Mesela Cynara scolumus veya Ficus
carica Giiney ve Kuzey Cezayirin tarimsal bolgelerinde iiretilen bir ¢esit peynirin
yapiminda kullanilan bitkilerdir (Jiang vd 2012). Bir¢ok bakteri ve kiif potansiyel rennet
kaynagi olarak gosterilebilir. Genellikle kullanilan kiifler Mucor pussillus, Mucor
meihei, Endothica parasitica, Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis, Mycococcus
xanthus, Bacillus licheniformus ve Irpex. Siitiin koagiilasyonunu saglayan rennet, bu
mikroorganizmalarin kiiltiir siipernatantindan elde edilir. Ancak mikrobiyal rennet
icinde bulunan spesifik siit koagiilant enzim miktar1 diisiiktiir. Ayrica mikrobiyal rennet
kullanim1 peynirin kat1 yapisinin olusamamasi, aci tadin ortaya ¢ikmasi ve yag- protein
miktarinda diisiis olmas1 gibi sorunlar ortaya ¢ikarir (Mohanty vd 1999, Jiang vd. 2012).
Kimozin, geleneksel olarak koyun, keci, inek gibi yeni dogmus gevis getiren
hayvanlarin midesinin dordiincii bolgesinin (abamasum) dogrudan preslenmesiyle elde
edilir. Olusan peynirin yapis1 ve aromasi itibariyle son zamanlardaki en etkili enzim
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buzagi kaynakli kimozindir. Fakat bu sekilde elde edilen Kimozin diinya pazarinin
talebini karsilayamaz. Ayrica bulasicit ajanlarin ortaya ¢ikmasindan ve saflagtirma
problemlerinden dolay:1 saglik igin riskli olabilir (Vallejo vd 2008). Bu geleneksel
yontem her yil ¢ok sayida hayvanin kesilmesine sebep olur ve ayrica diinya peynir
pazarn talebini de karsilayamaz. Bunun iizerine peynir endiistrisi buzagi kimozinine
alternatif olarak yeni ve stabil bir enzim kaynagi bulmustur. Rekombinant kimozin,
endiistri i¢in etkili bir alternatif olmus ve bir¢ok avantaj saglamistir (Jiang vd 2012).

2.3. Kimozinin Yapisi

Kimozinin birincil yapisi bir ¢ok tiirde (sigir, kegi, koyun...) amino asit veya
niikleotid dizilimine gore, insanda ise pseudo-gene gore belirlenir. Sigir kimozini ii¢
farkli tiirde ortaya ¢ikar. Bu ¢esitlilik proteinin 244. amino asidinde meydana gelen
mutasyondan kaynaklanir. Amino asit diziliminde 244. sirada asparajin (Asp) var ise A
formu, glisin (Gly) var ise B formu olarak adlandirilir (Sekil 2.2 B). C formundaki
kimozin ise A formunun bozunma iriinii olarak ortaya ¢ikar. Bu bozunma Asp243-
Glu244-Phe245 amino asitlerinin otolitik ayrilmasiyla gerceklesir. Kimozinin C formu
ise A formundaki kimozine gore %50 daha diisikk proteolitik aktivite ve %25 siit
koagiilasyon aktivitesi gosteririr (Szecsi ve Harboe 2013). Kimozinin ikincil yapisi
genel olarak f-sheet, az miktarda da a-helix yapilarindan olusur (Sekil 2.3). Aspartik
proteinazlarin (domuz pepsini, pepsinojen, insan renini, penisilo pepsin, rhizopus
proteaz gibi) ligiinciil yani ii¢ boyutlu yapist ise X-ray kristolografi yontemiyle ortaya
cikarilmistir.  Spesifik olarak rekombinant sigir kimozini 2.3 A ve 22 A
¢ozinirliklerinde goriintiilenmistir (Fox 2004).

Sekil 2.3. Sigir kimozinin ti¢ boyutlu yapis1 (Gilliland 1990)
2.4, Siitiin Yapisi ve Kimozinin Calisma Mekanizmasi
Siit; su, yag, laktoz, sitrik asit gibi organic bilesikler ve kalsiyum fosfat gibi

inorganik bilesenlerle birlikte, 6zelikle besinsel olarak 6nem tasiyan proteinleri igeren
biyolojik bir sividir.
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Siit proteinleri; kazeinler, peynir alti suyu proteinleri ve lipid fazla iliskili
proteinler olarak siiflandirilabilir. inek siitii ve diger hayvanlardan elde edilen siitlerde
bulunan parakazein proteini genel olarak iki farkli grupta incelenir. Birincisi 20 °C ve
4.6 pH’da coziinemeyen fosfoproteinler, ikincisi ise peynir alti suyu proteinleridir
(whey). Kazein, inek siitiindeki toplam azot miktarinin %80’ini olusturur. Kazein dort
temel proteinden olusur; %40 alfa S1, %10 alfa S2, %35 beta () ve %12 kappa (k)
(Sekil 2.4). Biitiin kazeinler fosforile haldedir ve ozellikle alfa S1, alfa S2 ve
kazeinleri yiiksek fosfor iceriginden dolayr Ca*? ile ¢ok giiclii bir bag yaparak ¢oktiiriir.
Fakat x kazeinin yalnizca bir fosfati oldugundan Ca*? ile giiclii bir bag olusturamaz ve
yiiksek Ca*? konsantrasyonunda ¢oziilebilir haldedir. x-Kazein, alfa S1, alfa S2 ve B
kazein ile hidrofobik olarak etkilesim halindedir. x-Kazein, kalsiyuma hassasiyeti olan
diger kazein proteinlerinin rastgele kiimeleserek kalsiyumu ¢oktiirmesini engeller. Siitte
misel ya da koloidal olarak %95’ten fazla kazein bulunur (Mohanty vd 1999).

K-kazein

'~
*l

,; ‘A‘?
‘ GJ;.\u
"‘\ 3 oo g

aS1, aS2 ve B
kazein

Kalsiyum fosfat

Sekil 2.4. Kazeinin misel yapisinin sematik gosterimi (Gaucheron 2005)

Kimozinin ilk etkisi, k- kazeine proteolitik olarak baglanarak ¢dziinemeyen para-
k-kazein ve TCA’da ¢oziinebilen makropeptid olusturmasidir. Bu ilk etkinin sonrasi
kalsiyum varliginda ¢6ziinemeyen para-x-kazeinler 20°C’nin tizerindeki sicakliklarda
pihtt olusturur. Kalsiyum yoklugunda, kalsiyumda c¢oziinemeyen para-x-kazeinler,
kalsiyuma hassas kazeinlerle etkileserek presipitasyonu engeller. Diger yandan ise
kalsiyum varliginda para-x- kazeinler ile kazeinler piht1 olustururlar.

Sicaklik, pH, iyonik gii¢, tuzlar ve enzim konsantrasyonu gibi birgok faktor siit
pihtilagsma siirecine etki eder. Yiiksek pH degerleri (6.6-6.7) piht1 siiresini ve pihti
dayanikliligim azaltir, diisiik pH degerleri (3-4) ise yiiksek hidrolitik aktivite yliziinden
piht1 miktarini azaltir. Siitiin baslangi¢ koagiilasyon oraninda, kimozin ve siit kaynagi da
siitlin bilesenleri ve 6n uygulama siirecleri kadar etkilidir. Ayrica siit koagiilasyonu
kalsiyum iyonlarinin varligindan pozitif yonde etkilenir (Kumar vd 2010).

2.5. Rekombinant Kimozin
Yirminci ylizyilin sonlarinda arastirmacilar gida endiistrisinde kullanilan ilk

rekombinant proteini liretmeyi basarmislardir. Escherichia coli K-12 ile iiretilen
rekombinant sigir kimozini, gidalarda kullanimi ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA)
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tarafindan kabul edilen ilk rekombinant enzim olmustur (Olempska-Beer vd 2006).
Bundan sonra endiistri bu uygulamayi gelistirebilmek icin arastirmalara ve calismalara
devam etmistir. Bu biyoteknolojinin  optimizasyonu ve rekombinant DNA
teknolojisindeki gelismeler sonucunda yeni ve daha iyi 6zelliklerde ¢esitli proteinlerin
elde edilmesinin 6nii agilmistir (Spohnera vd 2015).

Mikrobiyal sistemlerde rekombinant protein {iretimi biyokimya alaninda
devrimsel niteliktedir. Geleneksel yontemlerle ¢ok az miktarda bir enzim elde
edebilmek i¢in bile kilolarca hayvan, bitki dokusu veya biyolojik sivilara ihtiya¢ vardir.
Oysa istenen proteininin recombinant olarak yiiksek miktarda elde edilebilmesi ve
saflagtirilabilmesi,  biyokimyasal = karakterizasyonunun  yapilmasi, endiistride
kulllanilmasi ve ticari tiriinlerin gelistirilmesi bakimidan olduk¢a 6nemlidir. (Rosano
ve Ceccarelli 2014).

Siit irtinleri endiistrisi i¢in saf, ¢ozlinebilir ve aktif Kimozin ana ihtiyaglardandir.
Fakat dogal yollardan elde edilen kimozin miktar ve kalite agisindan ihtiyaci
karsilayacak nitelikte ve boyutta degildir. Bu sebeple genetik miihendisleri kimozini
dogal sekliyle bakteri, kiif veya mayalardan rekombinant olarak iiretme ¢Oziimiinii
gelistirmislerdir (Cizelge 2.1). Rekombinant kimozin FDA tarafindan kabul gérmiis ve
peynir endistrisinde  kullanimi1  i¢in giivenli gidalar (GRAS) Kkategorisinde
degerlendirilmistir. Rekombinant kimozinin avantajlarin1 su sekilde siralayabiliriz;
diisiik proteolitik aktivite gosteririr, standart hale getirilebildiginden beklenmedik
koagiilasyon sartlar1 olusmaz, vejetaryenlerce rahatlikla kullanilabilir. Ayrica en biiylik
avantaji az miktarda proteoliz (100% kimozin) ile yiiksek miktarda verim elde
edilebilmesidir (Kumar vd 2010).

2.6. Rekombinant Kimozin i¢in Kullanilan Konakgilar

Konakg¢1 organizmanin se¢imi siirecin tamaminin basarisi i¢in ¢ok onemli bir
basamaktir. Protein ekspresyonuna en uygun konakgiyr segerken, konakgmnin
biyokimyasal ¢evreye uyum saglayabilmesi, RNA transkripsiyonunun translasyonunu
saglayabilmesi, translasyonu yapilmis proteini modifiye etme ve modifiye etmeyi
stirdiirme yetenekleri de esit derecede 6nemli parametrelerdir (Celik ve Calik 2012).

Rekombinant protein {iretimi i¢in bir ¢ok konake¢i organizma kullanilabilir;
bakteri, maya, bitki, kiif, memeli hiicresi veya transgenik hayvanlar gibi. Konakg¢1
secimi rekombinant proteinin spesifik gereklilikleri ve uygulama sekline bagli olarak
degisiklik gosterebilir. Konak¢i secimi sadece proteini ¢ogaltma islemini degil ayni
zamanda saflastirma islemlerini ve kolayligin1 da etkiler. Konakg¢i secilirken elde
edilecek tirliniin miktar1 ve saflik derecesini degerlendirirken ayn1 zamanda konak¢inin
biyolojik entegrasyonu ve genin toksik etkisi de gbéz Oniinde bulundurulmalidir.
Sozgelimi fonksiyonel bir rekombinant protein iiretebilmek i¢in translasyon sonrasi
modifikasyon gerektiren bakteri ekspresyon sistemleri uygun degildir. Rekombinant
protein {riiniinlin bakteri sistemi tarafindan salgillandigi yer de izolasyon ve
purifikasyon metodlarinit belirlemede 6nemli bir rol oynar. Sozgelimi bir konake1
tirettigi rekombinant proteini hiicre dis1 olarak biiylime ortamina ya da hiicre ici olarak
sitoplazmaya salgilayabilir (Anonim 2012).
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Cizelge 2.1. Giinlimiize kadar rekombinant kimozin ic¢in kullanilan kaynaklar,
plazmitler, promotorlar ve konakgilar (Kumar vd 2010)

K|m02|“n Kimozin Plazmid Promotor Konu_kgu Kaynak
Kaynagi | Formu Organizma
Buzag ro CR301 LacUV5 Escherichia coli Nishimori
gl P P vd 1982
Buzag: pro pCT66,67,70 Triptofan Escherichia coli Emltggg vd
B . o .| Nishimori
Buzag: pro P501 Triptofan Escherichia coali vd 1984
Serin Genex
Buzag: | kimozin pGK2231 Hidroksimetil | Escherichia coli 1985
Transferaz
5 _— . | Zhang vd
Buzag: pro pTaAc Tac Escherichia coli 1991
I . Rogelj vd
Kuzu met-pro pKP1500 - Escherichia coli
2001
) I . Kumar vd
Kegi pro pET43.1a(+) T7 Escherichia coali 2007
- pKM636, pKM Proteus Klessen vd
Sigir pro 1361 SpeA mirabilis 1989
- Notral Bacillus Parente vd
Sigir pro pSM316 proteaz ubtilis 1991
Vega-
Kegi pro pQSecl pGK Kl uyI\;eCrt?sr‘ny& Hernandez
vd 2004
Vega-
Kegi pro pQFlagl ADH?2 Saécharpmyces Hernandez
erevisiae vd 2004
prepro, - .
Pichia Vallejo vd
Bufalo pro, pGAPZoA pGAP pastoris 2008
kimozin
g Pichia Zhang vd
Sigir pro pPICZaA - pastoris 2009
. . . i Aspergillus Tsuchiya
Buzagi | kimozin glaA oryzae vd 1993
. . . i Aspergillus Cardoza vd
Sigir kimozin pdA&pepB AWEATOr 2003
Aspergillus Kappeler
Deve pro pGAMpR glaA niger vd 2006
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2.6.1. Escherichia coli

Escherichia coli ¢ogunlukla insanlarin kalin bagirsaginda bulunan bir bakteridir.
Bazi yaban ve evcil hayvanlarin da ince bagirsaginda goriliir. E. coli gram negatif basil
sekilli bir gama proteobakteridir. Genellikle bakteri ¢alismalarinda model organizma
olarak kullanilir. Genel olarak patojen olmamakla beraber, baz: tiirleri ishal ya da idrar
yolu enfeksiyonlarina hatta 6liime sebep olabilir (EI-Sohaimy vd 2010).

E. coli canlilar arasinda {izerinde en derinlemesine c¢alismalar yapilan
organizmalardan biridir. Genetigi ve metabolizmas1 detayli olarak anlasildiktan sonra
genetik miihendislerinin ¢alismalari i¢in favori organizma haline gelmistir. E. coli hizli
biiyiiyen bir mikroorganizma olmakla beraber besiyeri ve biiylime sartlari biiyiik
maliyet gerektirmez.(El-Sohaimy vd 2010, Menzella 2011).

Rekombinant E. coli kimozininin enzimatik oOzellikleri dogal buzag:
kimozininden ayirt edilemeyecek kadar aymidir. Fakat E. coli rekombinant proteini
hiicre i¢i ara maddesi olarak salgiladigindan, sekresyonu arttirma ve elde etmek adina
ekonomik bir dezavantaj olusturur (Menzella 2011).

2.6.2. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae gelencksel biyoteknolojik bir organizmadir. Genomu tamamen
sekans edilebilmis ilk 6karyot olarak yaklasik olarak son otuz yildir ¢esitli rekombinant
proteinlerin  ekspresyonunda  kullanilmaktadir. Insanlarda viral enfeksiyonlari
engelleyici hepatitis B asis1 ilk kez S. cerevisiae’da rekombinant olarak iiretilmistir.
Giliniimiizde de FDA (Food and Drug Administration) ve EMEA (European Medicines
Agency) tarafindan kabul gérmiis mikrobiyal Okaryotik hiicreler taranfindan tiretilen
ilaglarin ¢ogunda S. cerevisiae kullanilmistir.

S. cerevisiae mayasmin FDA tarafindan GRAS olarak kabul edilmesi;
fizyolojisinin, genetiginin ve fermantasyon tekniklerinin iyi bilinmesi bu mayayi
endiistriyel anlamda da popiiler hale getirmistir. S. cerevisiae’nin rekabet¢i olusu,
yiiksek miktarda etanol iliretme ve tiiketme kapasitesinden ve diisiik oksijen seviyesi gibi
cevresel streslere tolaransli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Diger maya tiirleri arasinda S. cerevisiae yiiksek glikolizasyon kapasitesine
sahiptir; bu da hiperglikozilasyon ve diisiik sekresyon oranina yol agar. Alternatif
rekombinant protein ekspresyon sistemleri bulunsa da, S. cerevisia hala en ¢ok
kullanilan ekspresyon sistemlerinden biridir (Celik ve Calik 2012).

2.6.3. Aspergillus niger

Aspergillus niger biyoteknolojide kullanilan en 6nemli mikroorganizmalardan
birisidir. Uzun yillardir genellikle gidada hiicre dis1 enzimlerin ve sitrik asitin
tiretilmesinde kullanilagelmistir. A. niger enzimleri FDA tarafindan GRAS olarak kabul
edilmistir. Bununla birlikte A. niger son yirmi yildir biyotransformasyolarda ve atik
aritma islemlerinde de kullanilmaktadir. A. niger gida enzimlerinde yiiksek ekspresyon
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elde edebilmek icin Onemli bir transformasyon konakgisi olarak gelistirilmistir
(Schuster vd 2002).

A. niger genis bir ¢evrede bulunabilir ancak 6zellikle bitkilerden ve topraktan
elde edilebilinir. A. niger enfeksiyonlar1 sadece bagisiklik sistemi zayif insanlar i¢in
problem olabilir. Genellikle akciger enfeksiyonlarina neden olur fakat diger organlara
da yayilabilir (Bennet ve Baker 2010).

A. niger’in 6nemi 1919 yilinda endiistriyel olarak sitrik asit tretildiginde
anlasilmis, bunu glukonik ve fumarik asit iiretimleri takip etmistir. Ancak 1960’lardan
itibaren gida endiistrisi i¢in kullanilan enzimlerin kaynagi olmaya baglamistir. A.
Niger’i yabanci proteinlerin ekspresyonunda kullanabilmek ve iretim islemini
gelistirmek i¢in gen teknolojisi kullanilmigtir. Sitrik asit, amilaz, seliilaz, ksilenaz ve
protecaz FDA tarafindan da GRAS olarak kabul edildikten sonra, A. niger kimozin
iretimi i¢in de 6nemli bir konakg1 haline gelmistir (Schuster vd 2002).

2.6.4. Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces lactis mayasi lizerinde yillardir ¢aligmalar yapilagelmekte ve
gida endiistrisi uygulamalar i¢in giivenli oldugu bilinmektedir. K. lactis 1950’lerden
itibaren laktozsuz siit Girlinlerinin iiretimi i¢in ¢ok 6nemli bir enzim olan laktazi (p3-
galaktosidaz) elde etmek i¢in kullanilmistir. Kurutulmus ve inaktive edilmis K. lactis ise
1960’larda gidalarda protein ilavesi olarak kullanilmistir. K. lactis 1980’lere
gelindiginde transformasyon sisteminin kuruldugu ilk mayalardan biri oluustur. Bu
durum K. lactis’in heterolog proteinlerin ekspresyonu i¢in uygun bir konakgr olarak
gelistirilmesine olanak saglamistir. Endiistrideki en iyi bilinen kullanimi sigir kimozinin
ticari olarak tiretimidir.

Genetik manipulasyonunun kolayligi, integratif ve episomal ekspresyon
vektorlerini  kullanma yetenegi ve tamamen sekanslanmis olan genomunun
bulunabilirligi K. lactis’in kullanimini avantajli hale getiren faktorlerdir. Ayrica K.
lactis ile elde edilen enzimler FDA tarafindan GRAS olarak kabul edilmistir (Van
Ooyen vd 2006).

2.6.5. Pichia pastoris

Metilotrofik bir maya olan P. pastoris, giinimiizde Komagaetella pastoris olarak
tekrar siiflandirilmistir (Spohnera vd 2015). P. pastoris biyoteknolojik siireglerde ve
ozellikle heterolog protein iiretiminde ¢cok dnemli bir ekspresyon sitemi haline gelmistir.
P. pastoris oldukga yiiksek miktarlarda heterolog protein ekspresyonu saglayan AOX1
promotor geni sayesinde 1980°’li yillarda protein ekspresyon sistemi olarak
gelistirilmistir. Bitki kaynakli bir enzim olan hidroksinitril liyaz 1990’11 yillarda litrede
20 gram protein ile ilk genis 6l¢ekli rekombinant protein iiretimi olarak kayda gecmistir.
GS115 ve DSMZ 70382 protein ekspresyonunda kullanilan ilk P. pastoris suslaridir
(Spohnera vd 2015).

Glinlimiize dek siliregelen rekombinant protein {iretimi c¢alismalarina
bakildiginda P. pastoris mayasinin yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir. P.
pastoris, hem arastirma Ol¢eginde hem de endiistriyel dlgekte, miligramdan grama
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ulasan miktarlarda protein ekspresyonu saglar (Cereghino vd. 2002) (Macauley-Patrick
vd. 2005). Pichia pastoris’in protein ekspresyonuna uygunluguna ii¢ temel sebep
gosterilebilir: 1) Molekiiler genetik seviyesinde kolayca manipule edilebilir olmasi 2)
Proteinleri hiicre i¢ine veya hiicre disina salgilayarak yiiksek miktarlarda protein
ekpresyonu saglamasi 3) Bir¢ok “yiiksek Okaryotik” protein modifikasyonunu
(glikozilasyon, proteolitik islem ve disiilfit bagi olusumu gibi) gerceklestirebilmesi
(Cereghino vd 2002). Bu 6zelliklere ek olarak P. pastoris, kompleks biiylime ortamlari
ve kiiltiir sartlar1 gerektirmez, az miktarda besiyeri kullanarak yiiksek hiicre
konsatrasyonlara ulasabilir (Macauley-Patrick vd 2005). Ayrica Pichia pastoris ¢ok
az hiicre dist endojen protein lretir, bu 6zelligi saflastirma basamaklarinda biiyiik
kolaylik saglamis olur (Creg vd 2000).

2.7. Pichia pastoris Ekspresyon Sistemi

P. pastoris metanolii karbon ve enerji kaynagi olarak kullanir. Metanolun maya
tarafindan kullaniminda bazi1 6zel enzimler rol oynar. Ilk reaksiyonlar peroksizomlarda
baslar ve takip eden metabolik olaylar sitoplazmada devam eder. Peroksizomlar biiylime
esnasinda metanol metabolizmasi i¢in vazgegilmez olan {i¢ enzimden sorumludur; alkol
oksidaz, katalaz ve dihidroksiaseton sentezi. Metanol asimilasyonu ve disimilasyonu
sitozolde gerceklesir.

Heterolog protein ekspresyonunda kullanilacak promotorun sec¢imi iiriiniin
verimini Onemli Olclide etkileyen bir faktordiir. Heterolog, homolog oldugu kadar
yapisal ve tetiklenebilir maya promotorlar1 genis bir ¢esitlilikte mevcuttur. P. pastoris
icin yapisal ve tetiklenebilir promotorlar Cizelge 2.2°de listelenmistir (Celik ve Calik
2012).

Cizelge 2.2. Pichia pastoris yapisal ve tetiklenebilir promotorlari

Promotor Tiir

AOXI1 Tetiklenebilir (metanol)

AOX2 Tetiklenebilir (metanol)
FLD1 Tetiklenebilir (metanol, metilamin)
GAP Yapisal

PEXS8 Tetiklenebilir (metanol, oleat)
YPTI Yapisal

ADH3 Tetklenebilir (etnol)

AOX1 promotoru altinda ekspresyon yapan suslar uyarilmak, biyokiitleyi
arttirmak ve Uretimi saglayabilmek i¢in genellikle metanolii kullanilrlar. Metanoliin
alkol oksidaz tarafindan oksidasyonunu saglayan iki gen kullanilir; bunlar AOX1 ve
AOX2 genleridir. Duruma gore bu genlerden birinin veya hespinin silinmesi halinde
ortaya farkli fenotiplerde suslar ¢ikar (Looser vd 2015).

P. pastoris suslar1 metanol kullanimina gore tli¢ fenotipte incelenir; Mut®, Mut®,

Mut. Mut® fenotipindeki suslar metanol varhiginda biyir ve biyik 6lgekli
fermantasyon firetimlerinde yiiksek metanol besleme oram1 gerektirir. Mut®
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fenotipindeki suglarda, AOX1 geni silindiginden metanol metabolizmas1 AOX2 geni
iizerinden devam eder. Bunun sonucunda yavas biliyliyen ve yavag metanol
metabolizmas1 gosteren suslar meydana gelir. Mut® fenotipindeki suslarda AOX1 ve
AOX2 genleri silindiginden metanol varliginda gelisemezler (Looser vd 2015). Cizelge
2.3’te yaygm olarak kullanilan P. pastoris suslari genotip, fenotip, promotor ve
tetikleyici Ozellikleriyle listelenmistir. Bunlardan GS115, AOX1 ve AOX2 genlerinin
ikisini de bulundurmasi, metanollii ortamda yabanil sus biiyiime orani kadar biiyiime
gostermesi gibi avantajlarindan dolay1 en yaygin kullanilan P. pastoris susudur. Ayrica
GS115 biyiik 6lgekli fermentdr iiretimlerinde yiiksek hiicre yogunluguna ulasabilme
yeteneginden dolay1 da popiilerlik kazanmistir (Christian 2006).

Cizelge 2.3. P. pastoris suslarinin karakteristik 6zelliklerinin listelenmesi

Sus Genotip Fenotip Promotor Tetikleyici
Y-11430 Yabanil sus NRRL* AOX1 ve Metanol
AOX2
GS115 His4 Mut*His- AOX1 ve Metanol
AOX2
KM71 Aox1::Sargd Mut*His® AOX2 Metanol
hisdarg4
X-33 Yabanil sus Mut* AOX1 ve Metanol
AOX2
MC100-3 Aox1::sarg4 Mut His® - Metanol
Aox2:.:Phis4
his4arg4
SMD1168 Pep4his4 Mut*His AOX1 ve Metanol
Proteaz A AOX2
noksan
SMD1165 Prblhis4 Mut"His AOX1 ve Metanol
Proteaz B AOX2
noksan

*Northern Regiona Research Laboratories, Peoria, 1L

Karbon kaynagi olarak yeterli miktarda metanol bulunan ortamlarda, Mut*
fenotipindeki suslarin 30°C’deki maksimum biiyiime orani (umax) 0,15 h™'’dir. Mut®
fenotipindeki suslarda bu oran daha diisiiktiir; 0,035 h™t. 30°C nin altindaki sicakliklarda
ve bazi kiiltiir medyalarina gore pmax degeri diisiis gosterir (Looser vd 2015).

Bu calismada konakg1 hiicre olarak P. pastoris GS115(PDI) susu kullanilmistir.
Endoplazmik retikulum proteinlerin disiilfit siralanmasinin dogru yapilmasina yardime1
olan ve ‘folding assistant’ ad1 verilen bir takim proteinler igerir. Disiilfit bag1 olusumu,
proteinlerin endoplazmik retikulumda katlanmasinda kritik bir rol oynar. Protein disiilfit
izomeraz (PDI) da 57 kDa biiyiikliigiinde, endoplazmik retikulumda bulunan bir
saperon proteinidir. Izomeraz aktivitesi sayesinde yanlis siralanan disiilfit giftlerinin
diizeltilmesinde gorev alir. Chinese Hamster Ovary (CHO) hiicrelerinde ve E. coli
hiicrelerinde asir1 retici (over-expressing) PDI sayesinde rekombinant protein
ekspresyonunda iyilesme goriilmiistiir. Yine endoplazmik retikulum proteini olan ve bir
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takim benzer 6zellikler gosteren baska saperon proteinlerinin ise rekombinant protein
ekspresyonuna herhangi bir iyilestirici etkide bulunmadig1 da tespit edilmistir. Inan ve
ark. (Inan vd 2005) ¢alismasinda PDI’in P. pastoris’te de asir1 iiretici oldugu ve disiilfit
bag1 iceren rekombinant proteinlerin sekresyonu i¢in PDI’da bulunan tekrar katlama
aktivitesinin 6nemi ispatlanmistir. P. pastoris pPIC3.5K-PDI pilazmiti Inan ve ark.
(2005) tarafindan olusturulmustur (Sekil 2.5).

Ampicillin 5" AOX1

EcoRI

PDI

pPIC3.5K-PDI _ EcoRI

10576 bp *ARXITY

JAOXITT

Kanamycin

HIS4

Sekil 2.5. PDI asir1 diretici pilazmiti pPIC3.5K-PDI sematik gosterimi

Yabanci bir genin P. pastoriste ekspresyonu ili¢ basmakta gergeklesir; 1) genin
ekspresyon vektoriine aktarilmasi 2) ekspresyon vektoriiniin P. pastorise yerlestirilmesi
3) genin ekspresyonunun kontrol edilmesi (Macauley-Patrick vd 2005).

Heterolog proteinlerin iretilmesi i¢in bugiine kadar elde edilen veriler
sonucunda en basaril1 sistemin metanol varliginda yapilan ekspresyon sistemleri oldugu
belirlenmistir. Metanol beslemeli sistemler i¢in en ¢ok kullanilan genler ise AOX
genleridir. AOX1 geni sayesinde yabanci proteinlerin transkripsiyonu represyon ve
derepresyon mekanizmalariyla ayarlanir ve kontrol edilebilinir. Yiiksek miktarda
protein eskpresyonu saglanabilir; iistelik bu protein hiicre icin toksik etki yapsa bile
hiicre ekspresyona devam eder. Baslangigtaki karbon kaynagi tarafindan
transkripsiyonun baskilanmasi, gen iiriinlerinin elde edilmesinden 6nce iyi bir hiicre
gelisimi imkani sunar. Transkripsiyonun indiiksiyonu ise metanol eklemesiyle kolayca
gerceklestirilebilir. Ancak AOX1 geninin birtakim dezavantajlar1 da bulunmaktadir;
methanol  konsantrasyonunun problarla izlenmesi olduk¢a zordur, metanol
petrokimyasal kaynaklardan elde edildiginden dolayr bazi gidalarda ve katki
maddelerinde kullanilmasi sakincali olabilir. Ayrica metanoliin yanici etkiye sahip
olmas1 ve toksik madde i¢ermesi de AOX1 promotorunun dezavantajlar1 arasindadir
(Macauley vd 2005) (Celik ve Calik 2012). AOX1 geni P. pastoris’in en ¢ok kullanilan
promotorudur. Yapisal promotor olan GAP (gliseraldehit 3-fosfatdehidrogenaz)
promotoru ise yabanci proteinlerin P. pastoris’te iiretilmesinde sitotoksik etki
yapabilecegi diistiniilmektedir. AOX’ geni de Once belirttigimiz gibi alkol oksidaz
tiretebilir ancak bu promotorun verimi AOX1 promotorundan 10-20 kat daha diisiiktiir.
Her ne kadar AOX2 geniyle de bazi basarili sonuglar elde edilmis olsa da arastirmacilar
yiiksek verimliligi sayesinde c¢aligmalarinda AOX1 genine daha ¢ok yer vermislerdir
(Macauley-Patrick vd 2005).
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2.8. Ekspresyon i¢in Uygun Vektoriin Sec¢ilmesi

Bir genin vektore klonlanmasi i¢in vektoriin kesim bolgeleri ve promotor bdlgesi
dikkate alinir. Vektdr se¢cimi konake¢r organizmaya gore belirlenir (Cizelge 2.4).
Kullanilacak organizmaya gore belirlenen vektorler arasindan, yapilacak calismaya
uygun olan vektor segilir. Pichia pastoris mayasi ile yapilacak bir ¢alisma i¢in pPICZ
(Sekil 2.4) ve pGAPZ vektorleri uygundur (The Recombinant protein Handbook).
Bizim ¢alismamizda kimozin iiretimi AOX1 promotoru altinda gerceklestirileceginden,
pPICZaA ve pPICZB vektorleri kullanilmistir (Ek 3).

Cizelge 2.4. P. pastoris mayasi i¢in uygun olan plazmitler (Routledgea vd 2015)

Plazmid Se¢ilim Etiket Promotor Kaynak
pPICZ Zeosin Hisg AOX1 Invitrogen
pGAPZ Zeosin Hisg GAP Invitrogen
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasallar ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan tiim maddeler molekiiler biyoloji kalitesinde olup Sigma-
Aldrich Co. (MO, ABD), Difco (Fransa), Merck (Almanya) firmalarmdan temin
edilmislerdir. Restriksiyon enzimleri Thermo Fisher Scientific (MA, ABD) firmasindan
temin edilmistir. Ticari kimozin enzimi (600 IMCU/mI) Mayasan’dan (Tiirkiye) temin
edilmistir.

3.1.2. Tampon ve stok cozeltileri

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

3.1.3. Gen kaynagi, mikroorganizmalar ve plazmitler

Kodon optimizasyonu yapilan Tibet sigir1 (Bos grunniens) kimozin geni
(GenBank No: JX839990.1) GenScript firmasindan pUC57 vektoriine klonlanmis bir
sekilde (pUC57Y AK) liyofilize olarak temin edilmistir.

GenScript firmasmin talimatlari dogrultusunda distile su ic¢inde ¢6zdiiriilen
pUC57YAK plazmitinin  Escherchia coli XL1Blue hiicrelerine klonlanmalari
gerceklestirilmistir. Hazirlanan kiiltiirler -80 °C’de muhafaza edilmislerdir. Caligmada
kullanilacak olan E. coli ve Pichia pastoris suslar1 genotip 6zellikleriyle birlikte Cizelge
3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar
Sus Genotip Kullanim yeri ve Kaynak
amacl
E. Coli XL1-Blue recAl endAl Pilazmidlerin Stragene, CA, ABD
ayrA96 thi-1 cogaltilmasi ve
hsdR17 supE44 saklanmasi
relAl lac [F’ proAB
laclqZANI15Tn10
(Tetr)]
P, pastoris GS115 | 5 PDI geni kopyasi Konake1 Nebraska
(PDI) Universitesi
P. pastoris X33 GS115(His 4) Konake1 Invitrogen, CA,

ABD

Tiim mikroorganizmalar %50 gliserol ve %50 hiicre kiiltiirii seklinde -80°C’de
muhafaza edilmislerdir. Caligmada kullanilacak olan suslar ana stoktan YPD veya LB
Miller agar plakalara tek koloni diisecek sekilde ¢izim yapilarak uygun sicaklik ve siire
boyunca (P. pastoris 30°C’de 3 giin , E. coli 37°C’de 1 giin) inkiibatorlerde bekletilerek
gelistirilmis ve +4°C’de muhafaza edilmislerdir. Enzimin hiicre dis1 ekspresyonunda
kulanilan plazmitler Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Hiicre dis1 protein ekspresyonu i¢in kullanilacak olan vektorler

Plazmid Direnc geni Kullanim yeri ve Kaynag
amaci
pPICZaA Zeosin Ekspresyon Invitrogen, CA,
vektori ABD
pPICZBPIR1 Zeosin Ekspresyon Akdeniz
vektorii Universitesi
Molekiiler Biyoloji
ve Genetik
Laboratuvarinda
dretilmigtir
pPICZBHSA Zeosin Ekspresyon Akdeniz
vektorii Universitesi
Molekiiler Biyoloji
ve Genetik
Laboratuvarinda
iretilmistir
pPICZBPHO Zeosin Ekspresyon Akdeniz
vektori Universitesi
Molekiiler Biyoloji
ve Genetik
Laboratuvarinda
iretilmistir
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3.1.4. Besiyerleri, gelisim ortamlar1 ve antibiyotikler

Hiicreler gelistirilirken E. coli i¢in LB Miller (10 g/1 tripton, 5 g/l maya 6ziitii ve
10 g/l NaCl) ya da LB Lennox (10 g/l tripton, 5 g/l maya o6ziitii ve 5 g/l NaCl), P.
pastoris suslarinin gelisimi igin ise YPD (%1 maya 6ziitii, %2 pepton, %2 dekstroz)
medyalar1 kullanilmistir.

Kullanilan sivi ve kati besi yerlerine kullanilan plazmitin iizerindeki direng
genine uygun antibiyotik ilaveleri yapilmistir. E.coli suslar1 i¢in 25 pg/ml zeosin veya
100-150 pg/ml ampisilin, P. pastoris suslar1 i¢in ise 100 pg/ml zeosin olacak sekilde
ilaveler yapilmistir.

Kimozin ekspresyonunu gergeklestirmek i¢in rekombinant P. pastoris hiicreleri
Buffered Glycerol-Complex Medium (BMGY) (10 ¢/l maya ekstrakti, 20 g/l
pepton,13,4 g/l YNB, 4 x 107 g/l biotin, 10 g/l gliserol ve 0.1 M potasyum fosfat
tamponu, pH 6.0) ve Buffered Methanol-Complex Medium (BMMY) (10 g/l maya
ekstrakti, 20 g/l pepton,13.4 g/l YNB, 4 x 10™ g/l biotin, %10 saf metanol ve 0,1 M
sodyum sitrat tamponu, pH 3.0) kullanilarak gelistirilmistir.

Kimozin ekspresyonunu fermentérde gerceklestirebilmek i¢in BSM tuzlar
(26,7ml %85°1ik fosforik asit, 0,93g kalsiyum siilfat, 18.2 g potasyum siilfat, 14,9 g
magnezyum siilfat -7H>0, 4,13 g potasyum hidroksit, 40 g gliserol) distile su ile 1
litreye tamamlandi. PTM; tuzlar (6 g bakir siilfat-5H>0, 0,08 g sodium iyodiir, 3 g
manganaz siilfat-H>O, 0,2 g sodyum molibdat -2H.0O, 0,02 g borik asit, 0,5 g kobalt
kloriir, 20 g ¢inko kloriir, 65 g demir stilfat -7H20, 0.2 g biotin) ve 5 ml siilfiirik asit
distile su ile 1 litreye tamamlandi. (Cregg vd 2007).

3.1.5. Primerler

Polimeraz zincir Reaksiyonunda (PZR) kullanilan primerler Cizelge 3.3’te
verilmistir.

Cizelge 3.3. PZR’de kullanilacak olan primerler

Primer Sekans Amac Yon Kaynak
YAC-CHY- AAGAAT Kimozin Forward (ileri) MetaBion
EcorlF TCGGTGAAG genini
TTGCCTCCG ¢ogaltmak
TTC
YAC-CHY- TTGATTAGA Kimozin Reverse (Geri) MetaBion
xbalR TGGCTTAGC genini

AAGTCTA cogaltmak

Yac-CHY- TTTCTAGAT Kimozin Reverse (Geri) MetaBion
xbalhtR TAATGATGA | genine 6His
TGATGATGA | kodu eklemek
TGGATGGCT
TTAGCAAG
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3.2. Metot
3.2.1. Liyofilize gelen pilazmid DNA’nmin hazirlanmasi

Liyofilize gelen pilazmid DNA (GenScript, USA), iiretici firmanin talimatlarina
uygun olarak kapagi kapali sekilde -20°C’de muhafaza edilmistir. Tiip 4°C, 6000 g’de 1
dakika santrifiij edilmistir. DNA’nin ¢oziilmesi i¢cin 20 pl TE tamponu eklenmis
ardindan 1 dakika vortekslenmistir.

3.2.2. E. coli ve P. pastoris hiicrelerinin transformasyona kompetan (competent)
hale getirilmesi

E. coli hiicreleri CaCl, yontemi ile kompetan hale getirilmistir. LB Miller
plakada tek koloni diisecek sekilde gelistirilen E. coli susunun 3 ml LB Miller sivi
besiyerine tek koloniden ekimi yapilarak geceboyu 37°C g¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin gelisen kiiltiirin Biochrom spektrofotometre
cihazi ile 1mlI’lik kiivetler i¢inde 600 nm’de optik yogunlugu 6lgiilerek 50 ml LB Miller
stv1 besi yerine baslangic OD degeri 0,01 olacak sekilde ekilerek OD degeri 0.3 olana
kadar (yaklasik 3 saat) 37°C calkalamali inkiibatorde gelistirilmistir. Kiiltiir beklenen
OD degerine ulastiginda 3000xg’de 4°C’de 5 dakika siire ile santrifiijlenerek hiicreler
hasat edilmistir. Islemler bu asamadan sonra buz iizerinde gerceklestirilmistir. Elde
edilen hiicre peleti 5 ml 0,1 M CaCl; ¢6zeltisi iginde stispanse edilmis ve 30 dakika buz
tizerinde bekletilmistir. Bir onceki sartlarda santrifiijlenerek tekrar hasat edilen hiicre
peleti 1,5 ml %15 gliserol igeren 0,1 M CaCl; ¢ozeltisi iginde tekrar siispanse edilmis ve
100 pl’lik s1v1 boliintiiler halinde -80°C’ye kaldirilmistir.

P. pastoris hiicreleri lityum asetat (LiAc) yontemine gore kompetan hale
getirilmisglerdir. Kompetan yapilmak istenen P. pastoris hiicreleri, donmus kiiltiirden ya
da 4°C’de saklanan agar plakasindaki tek kolonilerden test tiipii i¢erisinde 2 ml YPD
besi yerine ekilmis, 250 dev/dak, 30°C calkalamali inkiibatorde gece boyu
gelistirilmistir. Ertesi giin, gece boyu gelisen kiiltiirden baslangi¢ ODegoo degeri 0,1
olacak seklide 250 ml hacimli engelli erlen icerisinde 80 ml YPD besiyerine ekim
yapilmistir. ODesoo degeri 1,3-1,5 olana kadar 250 rpm, 30°C galkalamali inkiibatorde
gelistirilen hiicreler, +4°C’de 5 dakika boyunca 3000 g devirde santrifiijlenerek hasat
edilmislerdir. Hiicre peleti, 8 mL lityum asetat karisimi (100 mM LiAc, 10 mM DTT,
0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH 7.4) i¢inde siispanse edilmis ve oda sicakliginda 30
dakika inkiibasyona birakilmigtir. 4°C’de 3000xg hizinda 5 dakika santrifiijlenerek
tekrar hasat edilen hiicreler 1,5 ml buz gibi soguk 1 M sorbitol i¢inde siispanse edilmis
ve 2 ml hacimli santrifiij tiipline aktarilmistir. Hiicreler 4°C’de 3000xg devirde 5 dakika
santrifiijlenerek hasat edilip 3 kez 1,5 ml soguk 1 M sorbitol ile yikanmis, daha sonra
son konsantrasyon 10'° hiicre/ml olacak sekilde buz soguklugundaki maya
resiispansiyon tamponu (1 M sorbitol, %20 gliserol) i¢inde slispanse edilmis, 80 ul’lik
stv1 boliintiiler halinde -80°C’de saklanmustir.

3.2.3. Plazmitlerin E. coli’ye transformasyonu ve dogrulanmasi
Buz tizerinde ¢6zdiiriilen 100 ul kompetan E. coli (XL1-Blue) hiicresine 0.5 pul

TE i¢inde ¢6zdiiriilmiis olan liyofilize plazmit eklenmistir. Hiicreler 30 dakika buz
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tizerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra 42°C’de 60 saniye siire ile 1s1 sokuna ugratilan
hiicreler 5 dakika buz iizerinde bekletilerek sogutulmus, 200 pul LB sivi besi yeri
eklenerek 37°C calkalamali inkiibatorde 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler
100 pg/ml ampisilin iceren LB plakalara ekilmis ve 37°C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmislardir. Inkiibasyon sonrasi plakalarda olusan kolonilerin kontrolii plazmit
izolasyonu/restriksiyon analizi yontemi ile yapilmistir.

Restriksiyon analizi i¢in elimizdeki pUC57YAK plazmitinin gen haritasi
incelenmis ve elde edilmesi istenen kimozin genini basindan ve sonundan olmak tizere
2 noktadan kesen enzimler belirlenmistir. Plazmitlerin konsantrasyonlar1 6l¢iildiikten
sonra 1 ug plazmite 1 U enzim olacak sekilde, 10X enzim tamponu ve su eklenerek
toplam 20 pl iginde reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Agaroz jel elektroforezi ile,
37°C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra kesilmis plazmitler ile kontrol olarak
kesilmemis plazmitlerin degerlendirilmesi yapilmistir.

Tartilan 1 gr agaroz (SeaChem, Lonza, ME, ABD), 100 ml 1X TAE tampon
icinde (Tris/asetat/EDTA, 40 mM Tris asetat, | mM EDTA) mikrodalgada isitilarak
¢oziindiiriilmesi ile hazirlanan jele, 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra %2 olacak
sekilde etidyum bromiir ¢6zeltisi (10 mg/ml, Invitrogen, CA, ABD) eklenmistir. Heniiz
katilasmadan jel kasetine dokiilen ve taraklar1 yerlestirilen jel katilastiktan sonra, 6X
yiikkleme boyas1 ile karigtirilan 6rnekler kuyucuklara yiiklenmis, 1X TAE tamponu
icerisinde 100 V akimda 30 dakika yiiriitiilmistiir. Jelde boyutlarina gore farkli hizda
ilerleyen DNA parcalar1 boylelikle birbirlerinden ayrilmis ve DNA’ya baglanan
etidiyum bromiiriin UV 1sinlart altinda 1s1ma yapmasi sayesinde UV jel goriintiileme
kutusunda (Vilber Lourmat EBox-VX2, Fransa) goriintiilenmislerdir.

3.2.4. Kimozin genine 6histidin kodu (His-etiketi) eklenmesi

pUC57YAK plazmitindeki kimozin geninin sonuna Western analizi
uygulayabilmek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi Kod Hot Start DNA
polymerase (Novagen) ile yapilmistir. Altt adet histidin kodu (His-etiketi) kimozin
geminin sonuna eklenmistir. Bunun i¢in YAC-CHY-EcoRIF ileri (forward) ve YAC-
CHY-xbalht geri (reverse) primerleri kullanilmistir.

Elde edilmek istenen DNA pargasinin biiyiikliigiine ve kullanilan primerlerin
coziilme sicakliklarma (Tm°C) gore uyarlama yapilarak uygulanan standart protokol
asagidaki gibidir.

PZR tiiplerinde (0.5 pl’lik) oda sicakliginda ya da buz iizerinde aerosol filtreli

pipet uglart ile hazirlanan 50 pl reaksiyon karisimi i¢in malzemeler, miktarlar ve son
konsantrasyonlari ¢izelge 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.4. Kimozin geninin sonuna 6his-etiketi eklemek i¢in yapilacak olan PZR i¢in
gerekli malzemeler, miktarlar ve son konsantrasyonlar

Miktar (ul) Malzeme Son
konsantrasyon
28 Steril ultra saf su
5 10X KOD Buffer 1X
5 dNTP karisimu (10 mM) 0,2 mM
4 MgSO, (25 mM) 2,0 mM
3 YAC-CHY-EcoRlI ileri (10 uM) 0,3 uM
3 YAC-CHY-xbalht geri (10 uM) 0,3 uM
1 KOD DNA Polimeraz (1 U/ul) 0,02 U/pl
1 Kalip (pUC57YAK) 1 ng

Reaksiyonun gergeklesecegi 1s1 dongii cihazinda (Biometra Biomedizinische
Analytik GmbH, Almanya) uygulanan programda polimeraz enziminin 2 dak boyunca
95°C’de tutularak aktive olmasini takiben asagidaki basamaklar uygulanmistir:

Denatiirasyon ~ 95°C’de 20s
Baglanma Tm56°C’de 20s
Uzama 70°C’de 30s/1kb

Program 35 dongii boyunca tekrarlanmis ve 72°C’de 10 dk siiren son uzama
basamagi ile bitirilmigtir. Reaksiyonun kontrolii, karisimm 5 pl’sinin 1 pl 6X jel
yiikleme boyasi ile karigtirilarak 0.5 pg/ml etidiyum bromiir iceren %1 agaroz jelde
yuriitilmesi ve UV jel goriintileme kutusunda (VILBER LOURMAT, E Box-
vx2/20m), Almanya) hedef par¢anin goriintiilenmesi ile yapilmistir

3.2.5. Kimozin geninin ve ekspresyon vektoriiniin ligasyona hazir hale getirilmesi

PZR sonrast elde edilen iiriin MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN,
Almanya) ile iretici firmanm talimatlari dogrultusunda saflastirilip, jel elektroforez
yontemiyle %1°lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Ardindan histidin etiketini i¢eren
kimozin geni Xbal/EcoRI enzimleri ile kesilip %]1°lik agaroz jelde ylritilmiistiir.
Agaroz jelde yiriitildiikten sonra jelden kesilerek alman DNA pargalarinin
saflastirilmas1 MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN, Almanya) ile iiretici talimatlari
dogrultusunda yapilmistir. Ayni enzimler kullanilarak pPIZaA, pPICZBPIRI,
pPICZBHSA ve pPICZBPHO vektorleri de kesilerek agaroz jelde yiiriitiilmiis ve jelden
kesilip alindiktan sonra kit yardimiyla saflastirilmisgtir.
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3.2.6. Plazmit ve kromozomal DNA’larin konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Ligasyon i¢in uygun hale getirilmis ekspresyon vektoriiniin ve kimozin geninin
konsantrasyonlar1 Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, CA, ABD) ile iiretici
talimatlarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Protokolde belirtilen oranlarda toplam
200 pl icinde hazirlanan Qubit tamponu/boya/6rnek karigiminin  okumalar1 ve
konsantrasyon hesaplamalar1 Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, CA, ABD) cihazinda
yapilmuistir.

3.2.7. DNA parcalarmn plazmite ligasyonu

Yapiskan uglu DNA pargalarinin vektorlere ligasyon islemleri Rapid DNA
Dephosphate and Ligation Kit (Roche, Almanya) kullanilarak, ftiretici talimatlarina
uygun olarak gergeklestirilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 1:3 vektor:insert orani
(molar:molar) kullanilmigtir.

Ligasyon islemi i¢in toplam 10 ul igerisinde 50 ng vektéor DNA’s1 igin
hesaplanan miktarlarda insert DNA karistirilmig, 1X T4 DNA ligasyon tamponu
varliginda 5U T4 DNA ligaz eklenmistir. Oda sicakliginda (22°C) 5 dakika inkiibasyon
sonrast ligasyon karigimmin 1/10’u ile kompetan bakteri hiicrelerine transformasyon
islemine devam edilmis, karisimin kalani -20°C’de saklanmustir.

3.2.8. Kompetan E. coli hiicrelerine transformasyon

Buz iizerinde ¢ozdiiriilen 100 pl kompetan E. coli (XL1-Blue) hiicresine 2 pl
ligasyon karisimi eklenmis ve 30 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra
42°C’de 60 saniye boyunca 1s1 sokuna maruz birakilan hiicreler 5 dakika buz tizerinde
bekletilerek sogumaya birakilmis, 200 ul LB sivi besiyeri eklenerek 37°C calkalamali
inkiibatorde 60 dakika inkiibe edilmistir. Transfer edilen plazmite uygun antibiyotik
iceren (100 pg/ml ampisilin) LB plakalara ekimi yapilan transformant hiicreler 37°C’de
geceboyu inkiibasyona birakilmiglardir. Inkiibasyon sonrasi plakalarda olusan
kolonilerin kontrolii i¢i plazmit izolasyonu gergeklestirilmis ve restriksiyon analizi ile
vektor entegrasyonu dogulanmistir.

3.2.9. Kompetan P. pastoris hiicrelerine transformasyon

Kompetan P. pastoris hiicrelerine gen transferleri elektroporasyon yontemi ile
yapilmistir. Buz lizerinde bekletilerek ¢ozdiiriilen 80 ul kompetan P. pastoris hiicresine
3-5 ug dogrusal DNA eklenmis, pipetlenerek karistirilmis ve buz soguklugundaki 2 mm
elektroporasyon kiivetine aktarilmistir. Kiivetler 5 dakika buz iizerinde bekletilerek
elektroporasyon cihazinda 5 ms siire ile 1500 V akima tabi tutulmustur. Hemen
ardindan ¢ok soguk 1 M sorbitol eklenmis ve 1.5 ml’lik santrifiij tiipiine alinmigtir.
30°C’de 1-2 saat inkiibe edilen hiicreler uygun antibiyotik ve besiyeri iceren plakalara
50, 100, 200 pl olacak sekilde yayilmistir. Plakalar, koloniler olusana kadar 30°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi plakalarda olusan kolonilerin kontrolii
Southern blot yontemi ile yapilmstir.
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3.2.10. Engelli erlenmayerde fermentasyon kimozin enzimi ekspresyonu

Plakalardan secilen klonlar ile engelli erlende kimozin ekspresyonu yapilmustir.
kimozin gen pargasini tasiyan ekspresyon kasetini igeren P. pastoris hiicreleri ile
ekspresyon kasetini tagimayan P. pastoris hiicreleri (negatif kontrol) 3 ml’lik YPD sivi
besiyerlerine inokule edilmistir. YPD sivi besi yerinde gelisen hiicreler, BMGY’deki
son konsantrasyonlar1 0,1 OD olacak sekilde BMGY’ye (pH: 6) inokiile edilmistir.
Calkalamali inkiibatorde 18-20 saat 30°C sicaklikta BMGY besiyerinde cogalan
hiicreler yaklasik 10 OD iken 4°C, 3000 g’de 15 dakika santrifuj edilerek hasat edilmis
ve siipernatantlar atilmistir. Ayn1 hacimde BMMY (pH 3) eklenip, hiicreler siispanse
edildikten sonra protein ekspresyonu i¢in 25°C’de ¢alkalamali inkiibatére koyulmustur.
Protein ekspresyonu 120 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Metilotrofik bir maya olan P.
pastoris’in protein ekspresyonu igin besiyerinin son konsantrasyonu %1 olacak sekilde
12 saatte bir saf metanol eklenmistir. Hiicreler 120 saat sonunda hasat edilmis ve
siipernatant devam edecek analizler i¢cin 4°C’ye kaldirilmastir.

3.2.11. Siit pthtilasma testi ve enzim aktivitesi (IMCU) tayini

Siit piht1 tahlili icin substrat olarak %26(w/v) yagsiz siit tozunun, 40 mM’lik
CaClz pH (6.5) ¢ozeltisinin i¢inde ¢ozdiiriilmesiyle elde edilen ¢ozelti kullanilmistir.
Siit piht1 testi ham siipernatantlar ile 37°C’de gergeklestirilmistir. Bir ml siit ¢6zeltisine
20 upL siipernatant eklenmis ve siit ¢ozeltiunda ne kadar siirede piht1 olustugu
gbzlenmistir.

Uretilen rekombinant Tibet dkiizii kimozininin siit pihtilastirma giicii RENMAX
sigir kimozini (600 IMCU/ ml) (Mayasan, Tiirkiye) standart alinarak hesaplanmistir.
Buna gore standart sigir kimozini seri olarak seyreltilmistir. Enzimin substratta
gosterdigi kararli pihtilasmanin basladigi diliisyon oran1 10 Kkat olarak tespit edilmis ve
bu oranda seyreltilmis enzimin siit ¢ozeltisini pihtilagtirdigr siire standart kabul
edilmistir. Uretilen rekombinant Tibet okiizii kimozinin enzim aktivitesini IMCU/ml
cinsinden hesaplamak i¢in piht1 olusturma siiresi standart ile karsilastirilmistir.

3.2.12. SDS-PAGE ve Western blot analizleri

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), OWL P8D8 (Thermo
Scientific, IL, ABD) cihazinda (%5 polyakrilamit yiikleme jeli ve %10 poliakrilamit
ayirma jeli, 0,8 mm) hazirlanarak uygulanmistir. Protein iiretimi i¢in gelistirilen
hiicrelerden ayrilan siipernatanttlar, toplam 50 ul olacak sekilde 3:1 oraninda 4X SDS
jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8, %8 SDS, %0.4 bromphenol blue, %40
gliserol, 100 mM DTT) ile karistirilarak 70 °C’de 10 dakika bekletilmistir. 25’er pul’leri
hazirlanan jellere yiiklenmistir. Elektroforez islemi, jelin, 1X TGS (0,025 M Tris base,
0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH 8.3) tamponunda 150 V akimda 60 dakika yiiriitilmesi
ile tamamlanmistir. Daha sonra jel, IRDye Blue Protein Stain (Li-Cor, NE, ABD) ile 1
saat orbital calkalayici ilizerinde boyanmis, saf su ile 15 dakika yikandiktan sonra
Odyssey goriintiileme sistemi (Li-Cor, NE; ABD) ile goriintiilenmistir. Protein standardi
olarak PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
kullanilmastir.
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Western blot analizi i¢in 6rnekler SDS-PAGE analizinde oldugu sekilde
hazirlanmis, 10’ar pl olacak sekilde hazir jele (Precise Protein Jels, %8-16, Thermo
Scientific, IL; ABD) yiiklenmislerdir. Jel, 1X Tris-HEPES SDS tamponunda (0,1 M
Tris, 0,1 M HEPES, 3 mM SDS), 100 V akimda 45 dakika yiiritiildiikten sonra 1X
TGM tamponu (0,192 M glisin, 25 mM tris bazi, %2 metanol) ile yikanmistir. Jelde
birbirinden ayrilan proteinler, jelden PVDF membrana (Millipore, MA, ABD) Owl
HEP-1 Electroblotter (Thermo Scientific, IL, ABD) cihaz1 kullanilarak (20 V, 60
dakika) aktarilmistir. Daha sonra membran protein aktarilan yiizii yukariya bakacak
sekilde kapakli kutuya aktarilmis ve 1X PBS tamponu (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8
mM Na;HPO4, 1,4 mM KH2POs ) ile 2 kez 10’ar dakika yikandiktan sonra kapatma
tamponu (0.2X PBS+%0,1 kazein) iginde geceboyu orbital calkalayicinin tizerinde
birakilmistir. Histidin etiketli proteine ait bandi tespit edebilmek i¢in birincil antikor
olarak Penta-His Antibody (Qiagen, Almanya) 1:2000 seyreltilerek, ikincil antikor
olarak ise Goat Anti-Mouse IRDye 800 CW (Li-Cor, NE, ABD) 1:20000 seyreltilerek
kullanilmistir. Antikorlarla hibridizasyonu tamamlanan membran Odyssey goriintiileme
sistemi (Li-Cor, NE; ABD) ile goriintiilenmistir. Protein standardi olarak Odyssey
Protein Molecular Weight Marker (Li-Cor, NE, ABD) kullanilmistir.

3.2.13. Fermentorde Kimozin enzimi tiretimi

Fermentorde kimozin iiretimi igin besi yeri ve fermentasyon kosullart Pichia
Fermentation Process Guidelines’a (Invitrogen, Thermofisher, USA) uygun olarak
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in uygun segilen transformant 5 ml YPD sivi besi yerine
ekilmistir. Ardindan OD degeri 5 ile 9 arasindayken 100 mL BMGY’ye inokule
edilerek gelistirilmeye devam edilmistir. Fermantasyon icin uygun OD’ye (yaklasik 10
OD) gelen hiicre kiiltiirii kullanilmistir.

Fermentasyon kesikli (batch), gliserol kesikli besleme (fed batch) ve indiiksiyon
fazlar1 olmak iizere ii¢ asamada gerceklestirilmistir. ilk asama olan kesikli faz,
gelistirilen hiicrelerin, %4 gliserol igeren 21 temel tuz besiyerine (Basal Salt Medium)
inokule edilmesiyle baslatilmis ve yaklasik olarak 18 saat siirmiistiir. Coziinmiis oksijen
diizeyi takip edilerek ortamdaki gliseroliin varligr izlenmistir. Ayni sekilde ¢oziinmiis
oksijen miktarindaki ani yiikselis ile ortamdaki gliseroliin tiikendigi tespit edilip kesikli
faz sona erdirilmistir. Bu asamada sicaklik 30°C, pH 5 olarak sabit tutulmustur. Kesikli
gliserol asamasinin ardindan gliserol besleme fazi baslatilmistir. Bu asamada %40
gliserol kullanilarak besleme 16,5 ml/l.sa akis hiz1 ile baslatilmis ve bes saat boyunca
dogrusal azaltilarak sonlandirilmistir (Cizelge 3.5 A). Gliserol beslemesinin ilk ve son
saatlerinde hiicrelerin karbon kaynagi olarak metanole alisabilmeleri i¢in 2 ml/l saf
metanol eklenmistir. Ortamdaki karbon kaynaklarinin hiicreler tarafindan tamamen
kullanilmas1 ile ¢Ozlinmils oksijen miktarinda ani yiikselis gozlenmis ve
fermentasyonun 3. asamasi olan indiiksiyon fazina gecilmistir. indiiksiyon faz1 90 saat
siirdiiriilmiistiir. Indiiksiyon fazinda, besleme hizi 1.5 ml/l.sa’den 9 ml/l.sa diizeyine
kadar kademeli olarak yiikseltilmistir. Rekombinant proteinin iretildigi metanol
besleme fazi, 9ml/l sabit akis ile 90 saat siirdiiriilmiistiir (Sekil 3.1, Cizelge 3.5 B).
Kesikli ve gliserol besleme fazlar1 boyunca sicaklik 30°C, pH degeri 5.0, karistirma hizi
1000 dev/dak ve hava beslemesi 1,5 vvm olacak sekilde sabit tutulmus, indiiksiyon
fazinda ise pH degeri 3.85 ve sicaklik 25°C olarak degistirilmistir. Cozlinmiis oksijen
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miktar1 ise %25°te sabit tutulmak iizere gerektiginde saf oksijen eklenerek kontrol
edilmistir.
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Sekil 3.1. Fermentasyon besleme profili

Cizelge 3.5. Gliserol (A) ve metanol (B) besleme fazlar1 sirasinda hiicrelere gonderilen
gliserol ve metanoliin zamana goére besleme hizi ve miktari

Siire (dak.) Gliserol Akas (ml/l.sa) Metanol besleme saat | Metanol pompalama Akis (ml/l.sa)
pompalama devri akigi devri (rpm)
(rpm) 0 02 3,0

0 1,1 16,5 1 02 3.0

30 0,9 13,10,55 12 03 45

60 0,7 9,0 24 0,4 6,0

9 0.6 6,0 36 05 7.5
120 04 3 48 0,6 9,0
150 0.2 L5 48-90 0,6 9,0 B
165 0,1 1]
180 0 0o A

Metanol ile kesikli besleme asamasinda 24 saatte bir alinan Orneklerin yas
agirhigr Olclilmiis ve siit pihtilasma analizi yapilmistir. Alinan sonuglar dogrultusunda
fermentasyon islemi 90. Saatte durdurulmustur. Hiicreler 4°C 3000 g’de 15 dk hasat
edildikten sonra siipernatant 4°C’de saklanmustir.

3.2.14. Enzimin optimum c¢ahsma sicakhkhgmin ve sicakhk stabilitesinin
belirlenmesi

Enzimin stabil kalabildigi sicakliklar1 belirlemek igin, siipernatant 1 saat
boyunca 20-70 °C arasindaki sicakliklara tabi tutulmustur. Ardindan bu siipernatantlar
ile 3 tekrarli olarak siit pihtilagsma testi gergeklestirilmistir. Elde edilen pihtilagsma
stirelerine gore enzimin stabil kalabildigi sicaklik aralig1 belirlenmistir.

Enzimin optimum c¢alisgma sicakliginin belirlenmesi i¢in 4 °C’den alinan
stipernatantlar ile 3 tekrarli olarak, siit pihtilasma testi 20-70 °C ler arasinda
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gerceklestirilmistir. Elde edilen pihtilasma siirelerine gore enzimin optimum calisma
sicakligi belirlenmistir.

3.2.15. Enzimin optimum caliyma pH’1nin ve pH stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin optimum ¢alisma pH’mn1 belirlemek i¢in 50 mM sodyum sitrat (pH 2.0-
3.5), 50 mM sodyum asetat (pH 4.0-5.5), 50 mM potasyum fosfat (pH 6-7.5) ve 50 mM
Tris-HCI (pH 8.0-9.0) tamponlar1 hazirlanmis ve yagsiz siit tozu bu tamponlar i¢inde
¢oziindiiriilmiistiir (%26 w/v). Ardindan hazirlanan siit ¢ozeltilart 96 kuyucuklu plaka
icine koyulmustur. Siipernatantlar 10 mM sodyum asetat tamponu (pH 3.85)
kullanilarak seyreltilmistir. Seri olarak seyreltilmis siipernatantlar ile 96 kuyucuklu
plakada 37°C’de siit pthtilagma testi uygulanmistir. Pthtilagsmanin gozlendigi en yiiksek
diliisyon degeri yiizde yiiz kabul edilmistir. Farkli pH’lardaki bagil aktiviteler de
referans aktivite degerine gore belirlenmistir.

Enzimin pH stabilitesi, enzimin farkli pHlarda hazirlanan tamponlarlar (10 mM
sodyum asetat tamponu, pH 2.0-5.5; 10 mM potasyum fosfat tamponu, pH 6.0-7.5; 10
mM  Tris-HCI, pH8.0-9.0) ile 4-9 arasindaki pHlara getirilmistir. Hazirlanan
stipernatantlar 8 saat boyunca 37 °C’de birakildiktan sonra enzim ile siit pihtilagma testi
yapilmistir. pH degeri degistirilmeyen enzim ile ayni slirede piht1 olusturabilen pHi
degistirilmis enzimler stabil olarak kabul edilmistir.

3.2.16. Toplam protein tayini

Toplam protein tayini Coomassie plus™ (Bradford) Assay kit (ABD) ile iiretici
firmanin  talimatlarma uygun sekilde gergeklestirilmistir. Protein  miktarini
hesaplayabilmek i¢in alblimin standardi (BSA) tampon ¢6zelti(0.9 salin 0.05 sodyum
azit) ile protokole uygun olarak (Thermo scientific) seyreltilmistir (0 png/ml, 25ug/ml,
125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml, 750 ug/ml, 1000 ug/ml, 1500 pg/ml, 2000 ug/ml).
Ardindan hazirlanan diliisyonlar reaksiyon ayiraci ile 1:30 oraninda karistilip oda
sicakliginda on dakika bekletildikten sonra 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri
okutulmustur. Paralel olarak 6lciilen standart serisinden elde edilen absorbans degerleri
ile ¢izilen standart grafikten elde edilen denklem ile (Ek 3), bilinmeyen 6rnegin protein
miktart hesaplanmstir.

3.2.17. His-etiketili kimozinin saflastirilmasi

Histidin-tagli proteinin saflagtirilmast i¢in Ni-Charged MagBeads (GenScript,
NJ, ABD) kullanilmis ve iglemler {iriin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.

Hiicre dis1 enzim ekspresyonunun yapildigi siipernatanta manyetik boncuklardan
eklenmis ve etiketli proteinlerin manyetik boncuklarin {izerinde bulunan nikele
baglanmasin1 saglamak i¢in 30 dakika oda sicakliginda karigtirilarak inkiibasyona
birakilmistir. Nikele baglanan proteinler, yikama tamponu (PBS tamponu i¢inde 10 mM
imidazol) ile birka¢ yikama yapildiktan sonra eliisyon tamponu (PBS tamponu i¢inde
250 mM imidazol) ile nikelden ayrilmis ve geri kazanilarak saflagtirilmigtir. Tiim bu
islemler sirasinda toplanan yikama ve eliisyon fraksiyonlart SDS-PAGE analizi ile
kontrol edilmistir. Analizler sonucunda ilgili proteini tasidigi dogrulanan fraksiyon,
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diyaliz kaseti ile (Slide-A-Lyzer 3.5 K Dialysis Cassette G2, Thermo Scientific, IL,
ABD) CaCl> (0.5 g/L, pH: 6.5) iginde 2 saat diyaliz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Prokimozin Genine Histidin Etiketi EKlenmesi ve Prokimozin Geni Tasiyan
Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

Tibet sigir1 (Bos grunniens) kimozin geni (GenBank No: JX839990.1) (1110
b¢), GenScript (ABD) tarafindan pUCS57 klonlama vektori igerisinde (pUC57YAK,
3820 bg) temin edilmistir (Sekil 4.1).

Ecorl (GAATTC) xbal GTAATG

Sekil 4.1. Genscript’ten pUC57 klonlama vektorii igerisinde temin edilen prokimozin
geninin sematik gosterimi

Liyofilize olarak gelen pilazmid ¢ogaltilmak {izere E. coli XL1-Blue hiicrelerine
aktarilmigtir. LB Miller kati besiyerinde gelistirilen kolonilerden 3 adet secilip
gelistirildikten sonra izole edilen plazmitlere EcoRI/Xbal enzimleri ile restriksiyon
analizi gerceklestirilmistir. Agaroz jelde 2710 ve 1110 bg fragmentlerinin goriilmesi
beklenmis ve dogrulanan 2 ve 3 numarali klonlardan donmus kiiltiir hazirlanmistir.
Deneylere 3 numarali klon ile devam edilmistir (Sekil 4.2, siitun 3).

3000 bg

1500 bg

Sekil 4.2. XL1-Blue hiicrelerine aktarilan pUCS57YAK plazmitinin  EcoRI/Xbal
enzimleriyle kesilerek dogrulanmasi. Beklenen b¢ uzunluklar1 2710, 1110. M:
O’GeneRulerTM 100 bg¢ Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA,
ABD); (-): Restriksiyon enzimleriyle kesilmemis olan pUC57YAK plazmiti.
1-3. siitunlar: Restriksiyon enzimleriyle kesilen pUC57Y AK plazmitleri
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Uretilen kimozin enzimini ortamdan afinite kromatografisi yontemi ile
saflastirmak ve Western blot analizi ile tespit edebilmek amaciyla, YAK kimozin
geninin sonuna 6 adet histidin amino asidi (6His-etiketi) PZR yontemiyle eklenmistir.
PZR islemi, pUC57YAK plazmiti kalibinda YAC-CHY-EcoRI ileri ve YAC-CHY-
xbalht geri primerleri kullanilarak gerceklestirilmistir (Cizelge 3.3).

Elde edilen PZR iiriinleri saflagtirilmistir. Kontrol igin agaroz jelde yiiriitiilmiis
beklenen baz c¢ifti (1128 bg) elde edilerek dogrulanmistir (Sekil 4.3). Elde edilen
histidin etiketli gen YAKhis olarak adlandirilmistir.

5000 be

1500 be

500 be

Sekil 4.3. PZR sonrasi elde edilen 6His-etiketili kimozin geminin (YAKAhis) agaroz
jelde gorintiilenmesi. beklenen uzunluk 1128 bg

YAKHis geni jelden kesilmis ve agaroz jel saflagtirmasi yapilmistir. Yine
xbal/EcoRI enzimleriyle kesilen, farkli sinyal sekanslarina sahip ekspresyon vektorleri
ise (pPICZaA, pPICZBPIR1, pPICZBHSA, pPICZBPHO) jelden kesilerek alinmis ve
jel saflastirmalari yapilmistir (Sekil 4.4).

SORNRE T 1 TEE

Sekil 4.4. EcoRlI/xbal enzimleriyle kesilen pPICZaA, pPICZBPIR1, pPICZBHSA ve
pPICZBPHO vektorlerin jel elektroforezinde goriintiilenmesi ve jelden
kesilmesi (A) 1. Siitun: pPICZaA vektorinin jelden kesilmesi, 2. siitun:
Enzimlerle kesilmeyen pPICZaA (kontrol) (B) 1. siitun: pPICZBPIR1
vektoriinlin jelden kesilmesi, 2. siitun: enzimlerle kesilmeyen pPICZBPIR1
(kontrol) (C) 1. siitun: pPICZBHSA vektoriiniin jelden kesilmesi, 2. siitun:
pPICZBPHO vektoriiniin jelden kesilmesi
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YAKHis parcasinin her bir vektore ligasyonu ayr1 bir sekilde gerceklestirilerek
ayn1 genin 4 farkli sinyal sekansinda ekspresyonunu gergeklestirecek olan 4 farkli
ekspresyon kaseti olusturulmustur. Elde edilen ekspresyon kasetleri pPICZaAY AKhis
(4634 bg), pPICZBPIR1YAKhis (4567 bg), pPICZBHSAYAKhis (4489 bg),
pPICZBPHOY AKhis (4437 bg) olarak adlandirilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Ligasyon sonrasi elde edilen pPICZaAYAKhis, pPICZBPIR1YAKhis,
pPICZBHSAYAKhis ve pPICZBPHOL1YAKhis ekspresyon kasetlerinin
sematik gosterimi

Olusturulan ekspresyon kasetlerinin her biri kompetan E. coli XL1-Blue
hiicrelerine aktarilmig, 100 pg/mL zeosin iceren LB miller agar plakalara ekim
yapilmistir. Plakada gelisen kolonilerden 6’sar tanesi segilerek gelistirilmistir.
Gelistirilen hiicrelere plazmit izolasyonu yapilmis ve ECORV enzimi ile restriksiyon
analizi gergeklestirilmistir. Olusturulan ekspresyon kasetleri igin restriksiyon analizi
sonrast beklenen b¢ uzunluklart ¢izelge 4.1°de verilmistir. pPICZaAY AKhis,
pPICZBPIR1YAKhis ve pPICZHSAYAKhis ekspresyon kasetlerinin 5’er tanesi,
pPICZBPHOYAKhis  ekspresyon kasetlerinin  ise  tamami  dogrulanmistir.
pPICZoAY AKhis, pPICZBPIR1Y AKhis; pPICZHSAY AKhis ve pPICZBPHOY AKhis
ekspresyon kasetlerinin 5 numarali klonlarindan donmus kiiltiir hazirlanmis ve
transformasyon islemine devam edilmistir (Sekil 4.6).
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Cizelge 4.1. Kimozin geni tasiyan ekspresyon kasetlerine yapilan restriksiyon analizi
sonrasi beklenen b¢ uzuluklari

Ekspresyon kaseti Restriksiyon analizi sonrasi beklenen
b¢ uzunlugu
pPICZaAYAKhis 457, 1570, 2625
pPICZBPIR1YAKhis 447, 1562, 2535
pPICZBHSAYAKhis 447,1562,2428
pPICZBPHOYAKhis 447, 1562, 2428

5000 bg

1500 bg

500 b

Sekil 4.6. pPICZaAYAKhis, pPICZBPIR1YAKhis, pPICZBHSAYAKhis ve
pPICZBPHOL1Y AKhis ekspresyon kasetlerinin restriksiyon analizinin ECORV
ile yapilmasi ve agaroz jelde kontrol edilmesi
(A) 1. siitun: pPICZaAYAKhis (halkasal); 2-7. siitunlar: ECORV ile kesilmis
pPICZaAY AKhis
(B) 1. siitun pPICZBPIR1YAKhis (halkasal); 2-7. siitunlar: EcoRV ile
kesilmis pPICZBPIR1Y AKhis; 8. Siitun: pPICZBHSAY AKhis (halkasal); 9-
14. Siitunlar: EcoRV ile kesilmis pPICZBHSAY AKhis
(C) 1. siitun: pPICZBPHOYAKhis (halkasal); 2-7. siitunlar: ECORV ile
kesilmis pPICZBPHOY AKhis

4.2. His-etiketili  Ekspresyon Kasetlerinin  Pichia  pastoris Mayasina
Transformasyonlari

Dogrulanan pPICZaAYAKhi, pPICZBPIR1YAKhis, pPICZHSAYAKhis ve
pPICZBPHOYAKhis Ekspresyon kasetlerinin herbirinden elde edilen plazmitler 2-5
ug’t Sacl enzimi ile dogrusallagtirrmis ve kompetan Pichia pastoris X-33 susuna ayri
ayr1 transformasyonlar1 gerceklestirilmistir. Transformant hiicreler 100 pg/mL ve 500
png/mL zeosin iceren YPD agar plakalara ekilmistir. Plakalar 3 giin boyunca 30 °C’de
gelismeye brrakilmigtir.  Yalnizca 100 pg/mL zeosin igeren plakalarda gelisim
gozlenmis ve 5’er koloni segilerek YPD besiyerinde inokulum olarak gece boyu
gelistirilmistir. Ardindan hiicreler BMGY medyasinda 16 saat boyunca gelistirilip
BMMY indiiksiyon medyasina aktarilmistir. Engelli erlenlerde gelistirilen kiiltiirlere 12
saatte bir besiyerindeki son konsantrasyonu % 1 olacak sekilde metanol eklemesi
yapilarak 96 saat boyunca kimozin ekspresyonu gergeklestirilmistir. Ekspresyon
sonunda biitiin hiicreler santrifiij ile ¢oktiiriilerek siiparnatanlar toplanmis ve elde edilen
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siipernatantlarla  siit  pithtilastirma  testi  yapilmistir.  pPICZBPIR1YAKAhis;
pPICZHSAYAKhis ve pPICZBPHOYAKAhis transformantlarina ait siipernatantlarda
herhangi bir pihti olusumu ger¢eklesmezken yalnizca 3 numarali pPICZaAY AKhis
transformantina ait siipernatantla yapilan testte 30. dakikada pihtilasma gozlenmistir.
Daha sonra kimozin enziminin varligini tespit edebilmek amaciyla siipernatantlara SDS-
PAGE analizi uygulanmistir (Sekil 4.7). Tibet 6kiizii prokimozin geninin biiyikIigi
1110 bg’dir. Genel olarak bir amino asit kalintisinin biiyiikliigii 110 dalton olarak
belirlenmistir (Berg vd 2002). Kimozin geni teorik olarak 41,375 daltondur ancak
kullandigimiz Tibet okiizii kimozin geni 2 tane glikozilasyon bolgesi igerdiginden,
SDS-PAGE’de goérmeyi bekledigimiz protein bandi daha yiiksek olma ihtimali vardir.
Yalnizca pPICZaAYAKhis 3 numarali transformantina ait SDS-PAGE goriintiisiinde
(Sekil 4.7. A, siitun 4) ~49 kDa biiyiikliiglinde protein bandi gozlenmistir. SDS-PAGE
jel goriintiisiiyle de tutarli olarak yalnizca beklenen aralikta protein bandi goriilen
siipernatant siit ¢dzeltiunda pihtilagsmaya sebep olmustur.
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Sekil 4.7. pPICZaAYAKhis, pPICZPIR1YAKhis, pPICZHSAYAKhis ve
pPICZBPHOY AKAhis transformantlarin  96. saatteki siipernatantlarina ait
SDS-PAGE goriintiileri
(A) 1-5. siitunlar: pPICZaAYAKhis transformantindan elde edilen
slipernatantlar
(B) 1-5. siitunlar: pPICZPIR1Y AKhis transformantina ait siipernatantlar, 6-9.

stitunlar: PICZHSAYAKAhis transformantina ait siipernatantlar, 10-13.
stitunlar: pPICZBPHOY AKhis transformantina ait siipernatantlar

A A L TR 1

X-33 transformantlarindan yalnizca o- mating faktor sekresyon sinyali tasiyan
ekspresyon kasetinin hiicre siipernatantinda enzim aktivitesi tespit edilmistir. Diger
sekresyon sinyallerini tasiyan ekspresyon kasetlerine ait hiicre siipernatantinda aktivite
gbzlenmemesi lizerine Protein disiilfit izomeraz (PDI) proteininin enzim sekresyonunu
arttirict  etkisinden dolayr (Inan vd 2006) dogrusal haldeki pPICZaAYAKhis,
pPICZPIR1YAKAhis, pPICZHSAYAKhis ve pPICZBPHOYAKhis pilazmidlerinin P.
pastoris GS115(PDI susuna transformasyonu yapilmistir. 100 pg/mL zeosin igeren
plakalardan 4’er koloni se¢ilmis ve segilen koloniler ile engelli erlenmayerde 120 saat
protein ekspresyonu yapilmaistir.

Ekspresyon sonucunda yine yalmizca 3 numarali pPICZaAYAKhis
transformantina ait siipernatantda enzim aktivitesi gézlenirken, diger transformantlarin
siipernatantlarinda enzim aktivitesi gdézlenmemistir. PDI susundaki 3 numaral
transformant siit ¢ozeltiunda 5. dakikada piht1 olusturmustur. Siipernatant 6rneklerine
SDS-PAGE (Sekil 4.8) ve Western blot (Sekil 4.9) analizleri uygulanmistir. Yine siit
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pihtilastirma testi ile tutarli olarak, aktivite gézlenen siipernatantin SDS-PAGE gel
goriintlisiinde 49 kDa civarinda bant goriiliirken diger drneklerde bant goriilmemistir.
Western blot goriintiisiinde yalnizca pPICZaAY AKhis 3 numarali transformantina ait
slipernatantda bant gézlenmis (Sekil 4.8 A, siitun 3), diger transformantlarin hi¢ birinde
bant gbzlenmemistir.

M, Ji 2 3 4°8.6.7 8 95101112

Sekil 4.8, pPICZaAYAKhis, pPICZBPIR1YAKhis,  pPICZBHSAYAKhis
pPICZBPHOL1YAK ekspresyon kastlerini tasiyan transformant P. pastoris GS115(PDI)
mayasindan elde edilen siipernatantlarin SDS-PAGE’te goriintiilenmesi
(A) 3 numarali pPICZaAY AKhis (PDI) transformantinin siipernatantlarina ait
SDS-PAGE goriintiisii; 1. siitun: negatif kontrol (enzim igermeyen
stipernatantt) PDI, 2-6. Siitunlar: sirasiyla 24, 48, 72, 96 ve 120. saatteki
stipernatantlar
(B) 1-3. siitunlar: Sirasiyla 1, 2, 4 numarali pPICZaAYAKhis transformant
slipernatanti, 4-6. slitunlar: sirasiyla 1, 2, 3 numarali pPICZBPIR1Y AKhis
(PDI) transformant siipernatanti, 7-9. siitunlar: sirasiyla 1, 2, 3 numaral
pPICZBHSAYAKhis (PDI) transformant siipernatanti, 10-12. siitunlar:
Swrasiyla 1, 2, 3 numarali pPICZBPHO1YAK (PDI)his transformant
siipernatanti

M1 2 3 456 7 89101112

75 kDa

50 kDa

Sekil  4.9. pPICZaAYAKhis, pPICZBPIR1YAKhis, pPICZBHSAYAKhis,
pPICZBPHO1YAK ekspresyon kastlerini tasiyan transformant P. pastoris
GS115(PDI) mayasindan elde edilen siipernatantlarin Western blot membran
goriintiileri
(A) 1-4. siitunlar: sirastyla 1-4 numarali pPICZaAY AKhis transformantina
ait 120. saatteki siipernatantlar
(B) 1-4. siitunlar: sirasiyla 1-4 numarali pPICZBPIR1Y AKhis, 5-8. Siitunlar:
sirasiyla 1-4 numarali pPICZBHSAYAKhis, 9-12. Siitunlar: sirasiyla 1-4
numarali pPICZBPHOY AKhis transformantlarina ait siipernatantlarin 120.
saatteki goriintiileri

33



BULGULAR OZGE ADIGUZEL

pPICZaAY AK 3 numarali transformantina ait slipernatanta histidin saflagtirmasi
Ni-NTA resin ile yapilmis, ardindan diyaliz edilip konsantre edilmistir. islem sonrasi
elde edilen konstantre enzim ile siit pihtilastirma testini uyguladigimizda enzimin
aktivitesini kaybettigi ancak SDS-PAGE goriintiisiinde protein bandinin yogunlugunun
arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.10).

50 kDa
40 kDa

Sekil 4.10. 6His-etiketili iretilen kimozin saflagtirmasinin SDS-PAGE goriintiisii. 1.
stitun: negatif kontrol (kimozinsiz siipernatant). 2. siitun : 120. Saatte elde
edilen kimozin siipernatanti. 3. siitun: Resin ile proteinin toplanmasindan
sonra kalan siipernatant, 4-6. Siitunlar: sirasiyla resin ile toplanan proteine ait
yikama 1, yikama 2, yikama 3. 7-8. siitunlar: sirasiyla eliisyon 2, eliisyon 3. 9.
stitun: diyaliz ve konsantrasyon sonrasit drnegi

4.3. Histidin Etiketsiz Prokimozin Geninin Ekspresyon Vektoriine Ligasyonu ve
Pichia pastoris Mayasina Transformasyonu

Almman sonuglar dogrultusunda kimozin enziminin sadece a-eslesmesi
faktoriisekresyon sinyali tasiyan ekspresyon kasetiyle tiretilebildigi goriilmiistiir. Bu
sebeple calismaya pPICZoA vektorii ile devam edilmistir. Histidin etiketinin ¢aligmanin
sonraki agsamalarinda saflastirma sorunu c¢ikarabilecegi diisiiniilerek ve histidin amino
asitleri bulunduran enzimin kullanimin endiistride mimkiin olmayisindan dolayz,
histidin etiketsiz prokimozin geni pUC57YAK pilazmidinden Ecorl/Xbal enzimleriyle
kesilmis, jelden alinarak saflastirilmistir (Sekil 4.11). PDI susundaki transformantin, X-
33 susundaki transformanta gore daha iyi bir {iretici oldugu da gz Oniine alinarak,
transformasyon islemlerine PDI susuyla devam edilmistir.

5000 b 5000 bg

1500 bg 1500 be

Sekil 4.11. EcoRlI/xbal enzimleri ile kesilerek lineeer hale getirilen YAK kimozin geni
ve pPICZoA vektoriiniin agaroz jelde goriintiilenmesi ve kesilerek alinmasi.
(A) 1. Siitun : pPICZaA vektoriiniin agaroz jelden alinmasi. 2. slitun: negative
kontrol (halkasal pPICZaA vektorii) (B) 1. Siitun: YAK gen pargasinin jelden
alinmasi. 2. siitun: negatif Kontrol (halkasal PUC57Y AK)
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Enzimlerle kesilen vektore ve gen parcasmna ligasyon islemi uygulanmistir.
Islem sonrasi ligasyon tiipiindeki iiriinlerden 5’er pL kompetan E. coli XL1-Blue
hiicrelerine aktarilmistir. Zeosinli (100 pg/mL) LB miller plakalarda gelisen
kolonilerden 5 tanesi segilmis segilen koloniler zeosinli LB miller sivi besi yerinde
gelistirildikten sonra plazmit izolasyonu yapilmistir. Olusturulan ekspresyon kasetine
(pPICZaAYAK) EcorV enzimi ile restriksiyon analizi yapilmistir. Dogrulanacak klonar
icin beklenen fragmentler 447, 1562 ve 2625 b¢’dir. Klonlarin tamami dogrulanmus, 1
numarali klon ile deneylere devam edilmistir (Sekil 4.12). Elde edilen klonlar
pPICZaAY AK (4634 bg) olarak isimlendirilmistir.

N

:
-
»

5000 be

Il

i -
i -
i -
i -

1500 be

M
-
=
L
e
-

'

Sekil 4.12. pPICZaAYAK ekspresyon kasetlerinin ECORYV ile kontrol edilmesi. 1. siitun:
negatif kontrol (halkasal pPICZaAYAK), 2-6. Siitunlar : ECORV ile kesilen
pPICZaAYAK plazmitleri

pPICZaAYAK ekspresyon kasedinin 2-5 pg kadarn Sacl enzimi ile
dogrusallagtirllmis  ve kompetan P. pastoris PDI susuna transformasyonu
gerceklestirilmistir.

pPICZaAYAK ekspresyon kaseti transformantlarinin bulundugu plakadan 20
adet koloni secilmis ve engelli erlende 120 saat protein ekspresyonu gerceklestirilmistir.
5 numarali transformanta ait siipernatant siit c¢ozeltisini hi¢ pihtilagtiramamis, 3
numarali klondan elde edilen siipernatant ise 30 dakikada pihtilagtirmistir. Geri kalan
transformantlarin siipernatantlar1 siit ¢ozeltisini 240 saniye ile 300 saniye arasinda
pihtilagtirmistir (Sekil 4.13 A). Pozitif kontrol olarak kullandigimiz ticari sivi peynir
mayast ise %10 seyreltildiginde aym1 miktar siit cozeltiunda 62,5. saniyede pihti
olusturmustur. Klonlardan elde edilen silipernatantlarin siitii pihtilagtirma giicii

elimizdeki kimozin standardi referans alinarak IMCU/ml cinsinden hesaplanmigtir
(Sekil 4.13).
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Klon Siitii IMCU/ml
numarasi | pihtilastirma
siiresi (s)
1 241 16
2 240 16
3 1800 2
4 240 16
5 Piht1 yok Deger yok
6 240 16
7 270 14
8 270 14
9 300 13
10 300 13
11 310 12
12 360 10
13 300 13
14 300 13
15 305 12
16 300 13
17 310 12
18 320 12
19 310 12
20 300 13
Pozitif 6 600
kontrol
(ticari
maya)
Negatif Piht1 yok Deger yok
kontrol

20
18
16
—_ 14
= 12
10

m

IMCU

L= A Al

12345678 91011121314151617 1819 20

Klon numarasi B

A

Sekil 4.13. Farkli klonlardan elde edilen siipernatantlarin kimozin aktivitesinin siire ve
IMCU/mI cinsinden sonuglari (A) pPICZaAYAK klonlarindan elde edilen
slipernatantlarin siitte pihtilasma gosterdigi siire (s) ve IMCU/ml degerleri.
(+) kontrol: Ticari kimozin standardi (RENMAX, Mayasan, Tirkiye), (-)
kontrol: Prokimozin geni yerlestirilmemis maya siipernatantt (B) Farkl
pPICZaAYAK klonlarina ait kimozin igeren siipernatantlarin enzim giiciiniin
IMCU/ml cinsinden grafik ile gosterimi

Yiiz yirmi saat siirdiiriilen protein ekspresyonu sonunda 20 klondan elde edilen

stipernatantlara SDS-GEL analizi uygulanmistir (Sekil 4.14). Siit pithtilagtirma testi ile
tutarli olarak 5 numarali transformanta ait slipernatantda hi¢ bant gézlenmemistir. 3
numarali transformantin siipernatantina ait protein bandinin yogunlugu diistik iken diger
siipernatant Orneklerinde gozlemlenen protein bandi hemen hemen esit ve daha
yogundur. SDS-PAGE protein bant sonuglar1 transformantlarin enzim aktiviteleri ile
tutarli sonuglar vermistir Fermentasyon asamasina en iyi treticilerden biri olan 4
numarali klon ile devam edilmistir.
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Sekil 4.14. pPICaAYAK klonlarina ait siipernatantlarin SDS-PAGE goriintiileri. M:
PageRuler Unstained Protein Ladder, (-): Negatif kontrol (kimozin igermeyen
slipernatant)

(A) Sirasiyla 1-10 numarali pPICaAYAK (PDI) klonlarina ait stipernatant
orneklerinin SDS-GEL goriintiisii

(B) Sirastyla 11-20 numarali klonlara ait siipernatant 6rneklerinin SDS-GEL
goruntisu

4.4. Fermentorde Kimozin EKspresyonu

pPICZoAYAK 4 numarali transformant ile fermentorde kimozin ekspresyonuna
baglanmistir. Fermentorde sicaklik ve pH kosullar kesikli ve kesikli gliserol besleme
fazlarinda 30°C; pH 5 olarak, metanol besleme fazinda ise 25°C; Ph 3.85 olarak
belirlenmistir. Metanol besleme fazi1 90 saat boyunca siirdiiriilmiis, belirli araliklarla
fermentdrden alinan Orneklerin yas hiicre agirligi ol¢iilmiis (Sekil 4.15 A) ve siit
pihtilagtirma testleri yapilmistir (Sekil 4.15 B). Hiicrelerin 40. saatten sonra durgun faza
gecmistir. Siipernatantlarin pihti olusturma siiresi ise 60. Saatten sonra ¢ok dnemli bir
degisiklik gostermemeye baslamistir.

Fermentorden alman 12, 23, 36, 44, 58, 68, 84 ve 90. saatlerine ait
stipernatantlarin kimozin aktivitesi IMCU/ml cinsinden hesaplanmigtir. Buna gore 12.
saatte alan ilk enzimin giicii 20 IMCU/ml iken bu deger 84. saatte 93 IMCU/ml’ye
cikmis ve 90. saatte de ayni sekilde sabit kalmistir (Sekil 4.15 C).
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Sekil 4.15. Fermentorde gelistirilen hiicrelerin yas agirliginin, hiicrelerden elde edilen
stipernatantin olusturdugu pihtilagsma siiresinin ve siipernatanrlarin enzim
aktivitesinin grafikleri (A) Hiicrelerin yas agirliginin zamana gore grafigi (B)
Stipernatantlarin toplandig1 saatin, siit ¢ézeltiunda piht1 olusturduklar siireyle
olan iligkisinin grafigi (C) Kimozin aktivitesinin zamana gore IMCU/mI
cinsinden ifadesi

Metanol beslemesi sirasinda farkli saatlerde alinan siipernatant 6rnekleri, SDS-
GEL analizi i¢in uygun olarak hazirlanip -20 °C’de saklanmistir. Fermantasyon islemi
bittiginde biitiin 6rneklere SDS-PAGE analizi uygulanmistir. Beklendigi tizere jelde 49
kDa biiyiikliigiinde protein bandi goriilmiistiir. Protein bantlarmin yogunlugunun 68.

saatten sonra alinan Orneklerdeki yogunlugunun degisimi goz ile ayirt edilememistir
(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. pPICZaAYAK(PDI) hiicrelerinin farkli fermentasyon saattlerindeki
stipernatantlarina ait SDS-PAGE gorintiileri

4.5. Enzim Karakterizasyonu

Stipernatantlardaki toplam protein miktar1 tayini i¢cin Bradford Protein Assay
kullanilmistir. Protein miktarin1 hesaplayabilmek i¢in iiretici firmanin talimatlarina
uygun sekilde Bovine Serum albiimin ornekleri hazirlanip, 595 nm’deki optik
yogunluklarina gore standart egri ¢izilmistir

Fermantasyonun 12., 23., 36., 44., 58., 68., 84., ve 90. Saatlerinde alinan
stipernatant 6rnekleri Bradford protein assay kit protokoliine gore hazirlanmis ve optik

yogunluklar1 dl¢iilmiistiir. Elde edilen standart egriye gore hesaplamalar yapilmistir
(Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Fermentorde gelistirilen pPICZoaAYAK(PDI) hiicrelerine ait farkli
zamanlarda toplanan siipernatantlardaki toplam protein miktar1 grafigi

Fermentasyonun 90. saat siipernatant Ornegi ile enzimin sicaklik ve pH

karakterizasyonlart yapilmistir. Enzimin belirli sicaklik (20-70°C) ve pH (4-7)
araliklarinda stabil kalabildigi degerler ile optimum ¢alisma degerleri belirlenmistir.
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Supernatant ornekleri 20-70°C derecede tutulduktan sonra yapilan pihtilagma
testinden elde edilen pihtilasma siirelerine gore rekombinant Tibet Okiizii kimozin
enziminin optimum c¢alisma sicakligi 50°C olarak bulunmustur ve enzim 20°C’de
maksimum (%100) dayaniklilik gdsterirken, bu deger 50°C’de %83 olmus ve 60°C’de
aniden sifira diigmiistiir (Sekil 4.18).

Enzimin aktivite gosterdigi substrat pH degerleri ise su sekilde bulunmustur: pH
4.0°da bagil aktivite %100 (optimum) iken, pH 5.0’da %25, pH 6.0°da %14 ve pH 7’de
0’dir. Bu sonuglar pH’1 degistirilen siit ¢ozeltiu ile yapilan pihtilasma testinde elde
edilen pihtilagma siirelerine gore bagil olarak belirlenmistir. pH stabilitesini belirlemek
icin ise, pH’l degistirilen enzim ile siit pithtilamsa testi standart olarak yapilmistir.
Pihtilagma testi sonuclarina gore enzim pH 8’e kadar %100 stabil kalmis pH 9 ise
%20’ye diigmiistiir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. Rekombinant Tibet 6kiizii kimozinine ait sicaklik karakterizasyonu grafikleri
(A) stabilitesi ve (B) optimum g¢alisma sicakliklari
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Sekil 4.19. Rekombinant Tibet okiizii kimozinine ait pH karakterizasyonu grafikleri (A)
aktivite gosterdigi pH degerleri ve optimum pH degeri (B) stabilitesi
(pH 3’te asitlikten dolay siit ¢ozeltiu kendiligiden pihtilagsma gosterdigi igin
pH 3’teki pihtilagma stireleri dikkate alinmamustir)
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada Tibet Okiizii prokimozin geni kullanilarak P. pastoris mayasinda
hiicre kiiltiir slipernatantina aktif kimozin salgilanmast ve bu aktif kimozinin
karakterizasyonunun yapilmasi amag¢lanmistir. Kimozinin hiicre dis1 ekspresyonu i¢in
farkl1 sinyal sekanslar1 tasiyan ekspresyon vektorleri kullanilmis, en iyi iiretici
ekspresyon kaseti ile fermentasyon ve Kkarakterizasyon deneylerine devam edilmistir.
Tibet okiizli prokimozin geni GeneScript’ten liyofilize olarak pUCS57 vektorii ile birlikte
temin edilmistir. Kimozin iiretimi farkli ekspresyon kasetleriyle denendikten sonra,
fermantasyon ve karakterizasyon asamalarina Saccharomyces cerevisia o-eslesmesi
faktorii(a-MF) sekresyon sinyalini tasiyan ekspresyon kaseti ile devam edilmistir.
Uretim AOX1 promotoru altinda P. pastoris GS115 (PDI) susu ile gerceklestirilmistir.

Preprokimozin, prokimozin ve kimozin genleriyle daha evvel yapilan
rekombinant protein ¢alismalarinda goriilmiistiir ki, yalnizca prokimozin geni hiicre
stipernatantina aktif kimozin salgilayabilmistir (Vallejo vd 2008). Ciinkii prokimozinin
N-terminus’unda bulunan 42 amino asitlik propeptidin, kimozinin ii¢ boyutlu dogru
katlanmasinda etkin oldugu diistiniilmektedir (Jiang vd 2012). Bugiine kadar sigir, deve,
keci gibi bir¢ok hayvan rekombinant kimozin i¢in gen kaynagi olarak kullanilmistir.
Rekombinant kimozin iiretiminde konakg¢1 olarak Escherichia coli otuz yili askin bir
siiredir kullanilmaktadir. Bunun yani sira giiniimiize kadar ¢esitli filamentli funguslar da
rekombinant kimozin iretimi i¢in kullanilmistir. Ancak mayalar rekombinant protein
iiretiminde genetik ve fermentasyon seviyelerinde enzim niceligi ve niteligi bakimindan
daha iyi sonuglar verdigi i¢in popiiler hale gelmistir.

Tibet okiizii prokimozin genine (1110 bg, YAK), histidin etiketi PZR yontemiyle
eklenmistir. En iyi hiicre dig1 enzim iireticisi ekspresyon vektoriinii belirleyebilmek i¢in
Saccharomyces cerevisiae a-eslesmesi faktorii(a-MF), HSA (insan serum albiimini),
PIR1(P. pastoris Protein with Internal Repeats) ve PHO1 (P. pastoris Acid
Phosphatase) (Karaoglan vd 2014) sinyal sekanslarini tasiyan ekspresyon vektorleri
kullanilmigtir. Ardindan histidin etiketli prokimozin geni (YAKhis); pPICZaA,
pPICZBPIR1, pPICZBHSA ve pPICZBPHOI hiicre dist ekspresyon vektorlerine
yerlestirilmistir. Olusturulan ekspresyon kasetleri pPICZaAY AKhis,
pPICZBPIR1YAKhis, pPICZHSAYAKhis ve pPICZBPHOYAKhis olarak
adlandirilmistir. Ekspresyon kasetleri dogrusal hale getirildikten sonra P. pastoris X-33
susuna transforme edilmistir. Zeosin iceren YPD plakalardan 5’er tane transformant
koloni segilmis ve gelistirildikten sonra engelli erlende enzim ekspresyonu
gergeklestirilmistir. Ekspresyon sonunda elde edilen siipernatantlara siit pthtilasma testi
yapildiginda yalnizca 3 numarali pPICZaAYAKhis tranformantina ait siipernatantin
piht1 olusturdugu goézlenmistir. Yani a-MF sinyal sekansini tagimayan diger ekspresyon
kasetleriyle yapilan iiretimde kimozin elde edilememistir. Yapilan SDS-PAGE analizi
sonuglarinda da pPICZaAY AKhis siipernatantt digindaki siipernatantlarda protein band1
gozlenmemistir (Sekil 4.7) Bunun {izerine diger sinyal sekanslarimin enzim
sekresyonuna etkisinin olup olmadigindan emin olmak i¢in, ekspresyon kasetleri enzim
sekresyonunu arttirici etkisi bilinen bir bagka susa transforme edilmistir.

P. pastoris GS115 (PDI) susu Inan ve ark. (2006) tarafindan laboratuvar
sartlarinda tretilmistir (Inan vd 2006). Protein disiilfit izomeraz (PDI)’in heterolog
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protein sekresyonunu arttirict etkisinden dolayr dogrusal haldeki pPICZoaAY AKhis,
pPICZPIR1YAKhis, pPICZHSAYAKhis ve pPICZBPHOYAKhis ekspresyon
kasetlerinin  GS115(PDI) susuna transformasyonu gerceklestirilmistir. Zeosinli
plakalarda gelistirilen transformantlardan 4’er tane koloni secilmistir. Engelli erlende
enzim ekspresyonu sonucunda yine yalnizca pPICZaAYAKhis transformantlarindan
birine ait siipernatantda enzim aktivitesi gozlenirken, diger transformantlarin
stipernatantlarinda enzim aktivitesi gézlenmemistir. Siipernatantlara SDS-PAGE (Sekil
4.8) ve Western blot (Sekil 4.9) analizleri yapilmis ve yalnizca pPICZaAY AKhis
siipernatantinda protein bantlar1 gézlenmistir.

Daha &nce Akdeniz Universitesi Laboratuvarlarimizda yapilan rekombinant
ksilanaz aktivitesi calismalarinda PIR1 sekresyon sinyali en iyi liretici sinyal olurken
bunu sirasiyla a-MF, PHOI ve HSA takip etmistir (Karaoglan vd 2014). Oysa bu
caligmada rekombinant kimozin yalmzca o-MF ile siipernatanta aktif olarak
salgilanabilmistir. Rekombinant kimozin iretimi i¢in P. pastoris ile yapilan son
zamanlardaki ¢aligmalara bakildiginda da a-MF sinyal sekans1 tasiyan vektorlerin tercih
edildigi goriilmistir (Vallejo vd 2008) (Jiang vd 2012) (Noseda vd 2013) (Wang vd
2015).

Calismada elde edilen sonuglara gore rekombinant kimozin {iretimi i¢in uygun
hiicre dis1 ekspresyon vektoriiniin a- MF sinyal sekansi tasiyan pPICZaA vektorii
olduguna karar verilmis, fermentoér caligmalarina yalnizca bu vektor ile devam
edilmistir. Aynm1 sartlarda yapilan siit pihtilastirma analizinde, pPICZaAY AKhis
ekspresyon kasetinin aktarildigu P. pastoris GS115(PDI) ve P. pastoris X-33
suslarindan, P. pastoris GS115(PDI) transformantindan elde edilen enzim
stipernatantinin 6 kat daha hizli aktivite gosterdigi saptanmistir. Bunun {izerine
calismalara konakgi olarak P. pastoris GS115(PDI) susu ile devam edilmistir.

Elde edilen siipernatanta histidin saflastirmasi uygulandiginda enzim aktivitesi
kaybolmustur. Ancak saflastirma sonrasindaki SDS-PAGE goriintiilerinde protein
bandinin daha yogun oldugu gorilmistir (Sekil 4.10). Enzimin aktivitesini
kaybetmesinin saflastirma sirasinda kullanilan tampon c¢ozeltilerin pH’1 ile ilgili
olabilecegi diistiniilmektedir. Histidin etiketi yalnizca Western blot analizi ile proteini
gorebilmek amaciyla eklenmistir ve gida endiistrisinde iiretilen rekombinant enzim
histidin etiketli olarak kullanilamaz. Bunun iizerine prokimozin geni pUCS57YAK
plazmitinden enzimlerle kesilerek alinip, pPICZaA ekspresyon vektoriine
yerlestirilmistir. Elde edilen ekspresyon kaseti dogrulandiktan sonra P. pastoris
GS115(PDI) susuna transforme edilmistir. Engelli erlenlerdeki iiretimden sonra hiicre
siipernatantlar1 direk olarak SDS-PAGE’de analiz edilmis ve Jelde 49 kDa ve 37 kDa
biiyiikliiklerinde iki bant gdzlenmistir (Sekil 4.14).

Bunun sebebi olarak yapilan ¢aligmalar 1s18inda bir takim goriigler One
striilmiistiir. Mayalarda tiretilen proteinler cesitli post translasyonel modifikasyonlar
gecirdiginden iiretilen bir¢ok rekombinant kimozinin SDS-PAGE goriintiisiinde iki bant
gozlemlenmistir. Bunun sonucunda mayalar tarafindan sentezlenen bazi proteinlerin
glikolizasyon gecirmis olabilecegi one siiriilmiistiir. Deglikozilasyon islemi sonrasinda
ise ¢ift goriinen bantlarin tek bir banda diistiigii gézlenmistir (Wang vd. 2015). Gen
kaynagina gore kimozinin molekiiler agirhigr 23 ile 49 kDa arasinda degiskenlik
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gosterebilir. Onceki recombinant kimozin ¢alismalarinin SDS-PAGE jel gériintiilerine
bakildiginda manda kimozini i¢in 23 kDa, 35.6 kDa ve ~36 kDa, sigir kimozininde
36.3-36.5 kDa, koyun u kimozininde 36 ve 37.5 kDa, ke¢i kimozininde 44 kDa ve 36
kDa (Kumar vd 2010), deve kimozininde ise 42 kDa biiyiikliigiinde protein bantlar
gozlemlenmistir (Wang vd 2015). Fermentérde gelistirilen hiicrelerin  kiiltiir
stipernatantindan alinan orneklerle yapilan yapilan SDS-PAGE analiz goriintiisiinde de
49 kDa biiyiikliigiinde bir bant gozlemlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz
rekombinant kimozinin molekiiler agirligindaki bu fark ise glikozile Tibet okiizii geni
kullanilmasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 4.16).

Prokimozinin aktif hale gelebilmesi i¢in, pro kisminin asidik ortamda
pargalanmasi ve yalnizca kimozin halini almasi gerekmektedir (Kumar vd 2010). Bu
calismada enzimin salgilandigi siipernatanta herhangi bir asit-baz nétralizasyonu
yapilmadan siit pihtilagma testi uygulanmigs ve siipernatantin siitii pihtilastirdigi
gozlenmistir. Wang ve ark. (2015) ¢alismasinda, pH 4.25 ve {izerindeki besiyerlerinde
gelistirilen rekombinant mayalardan elde edilen siipernatantlarin siitii pthtilagtirmadig
goriilmiistiir. pH degeri diistiikce pihtilasma gozlenmis ve 3.84’te en iyi siit pthtilagtirma
aktivitesi gozlenmistir. Engelli erlen ve fermentor iiretimleri de pH’in 3.85 oldugu
besiyerinde gerceklestirilmistir. Rekombinant kimozin iiretim besiyerinin pH degeri,
prokimozinin pro- kisminin {retim asamasinda pargalanmasinda ve bdylece
stipernatanta aktif kimozin salgilanmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Fermentorde iretilen kimozinin siit pihtilastirma siiresi 20 ile 40. Saatler
arasinda &nemli bir diisiis gostermis, 40 ile 60 arasinda bu diisiis ivmesini biraz daha
kaybetmistir. 60. saatten sonra da pihtilastirma siiresinde 6nemli bir degisiklik
olmamistir. Siit piht1 analizine paralel olarak hiicrelerin yas agirliginin zamana gore
grafigine gore de hiicrelerin 40. saatten sonra durgun faza gectigi gorilmistir (Sekil
4.15). Vallejo ve ark. (2008) caligmasina gore de iiretilen rekombinant kimozinin
aktivitesinin, 40. saatte maksimuma ulastig1 goriilmiis ve 40 ile 100. saatler arasinda
aktivite korunmustur.

Urettigimiz rekombinant Tibet 6kiizii kimozinin siitii pthtilastirma giicii, 600
IMCU/ml kuvvetindeki ticari kimozin standart alinarak hesaplanmistir. Buna gore 4
numarali pPICZaAYAK (PDI) transformantinin engelli erlendeki tiretimindeki enzimin
glicii 120 saatte 16 IMCU/ ml iken bu miktar fermentor sartlarinda 90. Saatte 93
IMCU/ml’ye ulasmistir. Fermenetdr kosullarinda {iretilen rekombinant Tibet Okiizii
kimozininin pihtilastirma giicii yaklasik 6 kat artmistir (Sekil 4.13 ve 4.15).

Siit pihtilasma siirecinde sicaklik ¢ok Onemli parametrelerden biridir. Bu
calismada rekombinant Tibet Okiizii kimozini ig¢in optimum ¢alisma sicakligi 50°C
olarak bulunmustur (Sekil 4.18 A). Ancak yak kimozini i¢in daha evvel yapilan bir
caligma olmadigindan karsilastirmalar deve ve sigir kimozini {izerinden yapilabilmistir.
Enzim 50° derecede maksimum (%100) aktiviteye ulasirken 20°C ve 70°C’de aktivite
gostermemistir. Wang ve ark (2015). deve kimozini i¢in optimum ¢alisma sicakligini
45-55°C arasi, Jiang ve ark. (2012) ise sigir kimozini i¢in optimum ¢alisma sicakligini
37°C olarak bulmuslardir. Ayrica rekombinant Tibet Okiizii kimozininin 20-70°C
arasindaki sicaklik stabilitesi belirlenmistir. 20°C’de maksimum (%100) dayaniklilik
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gosterirken, bu deger 50°C’de %83 olmus ve 60°C’de aniden sifira diigsmiistiir (Sekil
4.18 B).

Rekombinant Tibet okiizli kimozin enzimi i¢in optimum calistig1 ve stabilitesini
korudugu pH’lar belirlenmistir. pH’1n 4’ten diisiik oldugu ortamlarda siit ¢6zeltiu asidik
etkiden dolayr kendi kendine pihtilasma gosterdiginden optimum pH ¢aligmalar
pH:4’ten baslanarak gerceklestirilmistir. Yapilan deneylere gére pH 4.0’da bagil
aktivite %100 iken, pH 5.0°da, %25, pH 6.0°da %14 ve pH 7°de 0’dir (Sekil 4.19 A).
Sonuglara gore rekombinant yak kimozinin i¢in optimum pH’in 4 oldugu ve asidik
ortamda daha iyi sonuglar verdigi goriilmistiir. Kappeler ve ark. (2006) Aspergillus
niger’de irettikleri rekombinant sigir kimozini i¢in optimum pH’1 6, Noseda ve ark.
(2013) P. pastoris’te iirettikleri sigir kimozini i¢in optimum pH’1 5.5, jiang ve ark. ise
4.0 olarak bulmuslardir. Vallejo ve ark. (2008) rekombinant manda kimozininin
optimum pH’sin1 4.5 olarak belirtmislerdir. Wang ve ark. p. pastoris’te iirettikleri
rekombinant deve kimozini icin optimum pH’1 5.04 olarak bulmuslardir. Onceki
caligmalar ile bizim calismamiz arasindaki optimum pH farki, kullandigimiz gen
kaynagimin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica ekspresyon medyamizin
pH’1min 3.85 olmasi da optimum pH degerinde etkili olmus olabilir. Hemen sonra
rekombinant Tibet okiizii kimozini i¢in pH dayanikliligi test edilmis, enzim pH 8’e
kadar %100 stabil kalmis pH 9 ise %20’ye diismustiir (Sekil 4.19 B).
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6. SONUC

Bu calismada Tibet Okiizii prokimozin genini tasiyan rekombinant vektor
olusturulmus, AOX1 promotoru altinda P. pastoris mayasi ile hiicre dis1 ekspresyonu
gerceklestirilmistir.

Yapilan ¢aligsmalar sonucunda rekombinant kimozinin hiicre disina ekspresyonu
yalnizca a-MF sinyal sekansi tastyan pPICZaA ile gergeklestirilmistir. PIR1, HSA ve
PHO sinyal sekanslari tasiyan pPICZB ekspresyon vektorleri ile basar1 saglanamamaistir.
Olusturulan rekombinant pilazmid pPICZaAY AK olarak adlandirilmistir

Konakg1 olarak P. pastoris X-33 ve GS115(PDI) suslar1 seg¢ilmistir. Protein
ekspresyonu sonrasi alinan sonuglara gére P. pastoris GS115(PDI) susunun iiretim igin
daha verimli olduguna karar verilmistir.

En 1iyi iretici klonu bulabilmek i¢in deneyler once engelli erlenlerde
gerceklestirilmis ardindan segilen klon ile fermentor seviyesinde devam ettirilmistir.
Fermentasyon sonucu elde edilen siipernatantin kismi karakterizasyonu yapilmistir.
Stipernatantlarin SDS-PAGE analizine gore kimozin enzimine ait protein bandi 49 kDa
biliylikliigiindedir (Sekil 4.13). Fermentasyon kosullarinda yapilan ekspresyonun
sonunda (90. Saat) ulasilan protein miktar1 175 mg/L’dir. Fermentorde {iretilen
rekombinant kimozinin aktivitesi 60. saatten sonra dnemli bir degisiklik géstermemistir.
90 saat boyunca yapilan rekombinant Tibet okiizii kimozini tiretimi sonunda, enzimin
stitii pihtilastirma giicii 93 IMCU/m olarak hesaplanmustir.

Rekombinant Tibet 6kiizii kimozininin aktivite gosterdigi optimum sicaklik
50°C optimum pH 4.0’tlir. Maksimum (%100) stabil kalabildigi sicaklik 20°C iken
60°C’de stabilitesini tamamen kaybetmistir. Rekombinant Tibet 6kiizii kimozin enzimi
pH 4.0-8.0 arasinda maksimum stabil kalmis, pH 9.0’ da stabilitesi %80 azalmistir.
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8. EKLER

Ek 1. Tibet okiizii prokimozin gen sekansi ve aa dizilimi

Total amino acid number: 368, MW=40805

Max ORF starts at AA pos 1(may be DNA pos 1) for 367 AA(1101 bases), MW=40718
10 20 30 40 50 60

1 GAATTCGCAGAAATCACCAGAATCCCATTGTATAAGGGTAAATCACTTAGAAAGGCATTG

1 EFAEITRIPLYKGKSLRKAL

70 80 90 100 110 120
61 AAGGAGCACGGTTTGTTGGAAGACTTTTTGCAGAAGCAACAGTATGGTATTTCTTCCAAA
21 KEHGLLEDFLQKQQYGISSK

130 140 150 160 170 180
121 TACTCTGGTTTTGGAGAAGTTGCATCCGTCCCATTGACAAACTACCTTGACTCTCAATAT
41 YSGFGEVASVPLTNYLDSQY

190 200 210 220 230 240
181  TTCGGTAAAATCTACTTGGGTACCCCACCTCAGGAGTTTACAGTTCTTTTCGACACCGGT
61 FGKIYLGTPPQEFTVLFDTG

250 260 270 280 290 300
241  TCAAGTGATTTTTGGGTTCCTTCTATCTATTGTAAGTCCAACGCTTGCAAGAACCATCAA
81 SSDFWVPSIYCKSNACKNHAOQ

310 320 330 340 350 360
301  AGATTCGATCCAAGAAAGTCTTCCACCTTCCAGAACTTGGGAAAACCTCTTTCAATTCAC
101 RFDPRKSSTFQNLGKPLSIH

370 380 3950 400 410 420
361  TATGGTACTGGAAGTATGCAAGGTATCTTGGGATACGACACTGTCACAGTTTCAAATATT
121 YGTGSMQGILGYDTVTVSNI

430 440 450 460 470 480
421  GTTGATATCCAACAGACTGTCGGTTTGTCTACACAAGAACCAGGAGACGTTTTTACTTAC
141 vVDIQQTVGLSTQEPGDVFTY

490 500 510 520 530 540
481  GCCGAGTTCGATGGTATTTTGGGAATGGCATATCCATCTCTTGCTTCCGAATACTCAATC
161 AEFDGILGMAYPSLASEYSI

550 560 570 580 590 600
541  CCTGTTTTCGATAACATGATGAACAGACATTTGGTTGCTCAAGACCTTTTCTCTGTCTAT
181 PVFDNMMNRHLVAQDLFSVY

610 620 630 640 650 660
601  ATGGATAGAAACGGTCAGGAGTCCATGTTGACTCTTGGAGCCATTGACCCATCATACTAT
201 MDRNGQESMLTLGAIDPSYY

670 680 690 700 710 720
661  ACTGGTAGTTTGCACTGGGTCCCTGTTACAGTCCAACAGTACTGGCAATTCACTGTTGAT
221 TGSLHWVPVTVQQYWAQFTVD

730 740 750 760 770 780
721  TCCGTCACTATTGGTGGAGTTGTCGTTGCCTGTGAAGGTGGATGCCAAGCAATCTTGGAC
241 SVTIGGVVVACEGGCQAILD

790 800 810 820 830 840
781  ACCGGTACTTCTAAACTTGTTGGACCATCAAGTGATATTTTGAACATCCAACAGGCTATT
261 TGTSKLVGPSSDILNIQQAI

850 80 870 880 890 900
841  GGTGCCACTCAAAACCAGTACGATGAATTTGATATCGACTGTGATAACTTGTCTTACATG
281 GATQNQYDEFDIDCDNLSYM

910 920 930 940 950 960
901  CCTACAGTCGTTTTCGAGATTAATGGAAAGATGTATCCACTTACACCTAGTGCTTACACC
301 PTVVFEINGKMYPLTPSAYT

970 980 990 1000 1010 1020
961  TCTCAAGACCAGGGTTTTTGCACTTCCGGATTCCAATCAGAGAATCATAGTCAGAAATGG
321 SQDQGFCTSGFQSENHSQKW

1030 1040 1050 1060 1070 1080
1021 ATTTTGGGAGATGTTTTCATCAGAGAATACTACTCAGTTTTTGACAGAGCTAATAATCTT
341 ILGDVFIREYYSVFDRANNL

1090 1100 1110

1081 GTTGGTCTTGCTAAAGCCATCTAATCTAGA
361 VGLAKAI*SR
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Ek 2. Calismada kullanilan DNA ve protein standartlar

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

bp ng/0.5 g %

20000 200 4.0

B/ 10000 200 40

7000 200 4.0

-~ 5000 750 150

~ 4000 200 4.0

< 3000 200 40

I _ 2000 200 4.0

3 1500 80.0 16.0
@

8 3 — 1000 250 50

3 — 700 250 50

S, 5, 750 15.0

pre — 200 250

— 300 250 50

% — 200 250 50

2 — 75 250 50
k=3
=

0.5 pglane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Wem, 45 min

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

kDa
- 200 -
- 150 - -
- 120 —|——

~ 100 —|-
- 85 —[*
70 —| e—
— 60 —|*

— - 5 —|—

— 40 — ——

_30._.—

_25_—

— 20 —| ———

= 15 — a—

— 10 —| ——
Gel Blot

SDS-PAGE analizinde kullanilan protein standardi: PageRuler Unstained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
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Ek 2’nin devami. Calismada kullanilan DNA ve protein standartlari.

w 250

* 150
w= 100
- 5
- 50
- 37
- 25
- 20
. 15
s 10

Western blot analizinde kullanilan protein standardi: Odyssey Protein Molecular Weight
Marker (Li-Cor, NE, ABD)
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Ek 3. Toplam protein tayini standart grafigi

BSA standart grafigi
0,7
/’
E 06 y = 0,0013x
g 2
20,5 R2=0,9993
304
E /
30 0,3
P~
= 0.2 /
E
c 0.1
0
0 100 200 300 400 500 600
Protein konsantrasyonu (mg/L)

Toplam protein tayini i¢in farkli konsantrasyonlardaki BSA standardinin 595 nm
absorbans degerleri ile ¢izilmis standart grafigi.
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Ek 4. pPICZ ve PPICZo. vektorlerinin sematik gosterimi

pPICZ A,B,C (3.3 kb)

—®
- 0D - ——
9 EERTEERY ) coope ouis] )

pPICZa A,B,C (3.6 kb)

._Q
LT
| 85§§:82§x§3§ c-myc epitope 6xHis @I

A0, 7 BamH |
X, » (
pPICZ 3
and g
pPICZo
A,B,C

\
Byl 1 PUC o o~

* Frame-dependent variations
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