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OZET

REKOMBINANT KiMOZIN URETIMINDE GLIiKOZILASYONUN
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Fatma ERSOZ

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Mehmet INAN
Temmuz, 2016 66 sayfa

Kimozin enzimi peynir Uretim endistrisinde en kompleks islem olan siitiin
pihtilastirmasi amaciyla kullanilan bir aspartik proteazdir. Rennet ya da rennin olarak
bilinen kimozin gevis getiren hayvanlarin dordiincii boliimiinden (sirden) elde edilir.
Kimozin, siitiin yaklasik %80’ini olusturan kazein proteininin Phel05 ve Met106
arasinda bulunan peptit bagin1 kirarak, stabil olmayan kazein misellerini olusturur ve
stitiin piht1 olusturmasini saglar. Bu kimozin enzimi gesitli bitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir. Ancak bu enzimlerin pihtilagtirma etkileri
birbirinden farkli oldugu icin ve hayvan kaynakli kimozin iiretiminin diisiik olmasindan
dolayr son yillarda rekombinant kimozin {iretimi artmistir. Rekombinant DNA
teknolojisi ile gergeklestirilen kimozin iiretiminde genel olarak sigir, bufalo, keci,
manda ve deve gibi gen kaynaklar1 kullanilmaktadir. Hayvan, bitki ve mikrobiyal
kaynakli enzimlere gore avantajlarindan dolayr bu ¢alismada rekombinant tibet 6kiizi
kimozin tiretimi yapilmistir.

Calismada Tibet Okiizii (Bos grunniens) kimozin enzimi (glikozile ve glikozile
olmayan formlar1) metilotrofik bir maya olan Pichia pastoris’te alkol oksidaz I (AOXT1)
promotoru kontrolii altinda tiretilmistir. Kimozin enziminin glikozile (N-glikozilasyon)
ve glikozile olmayan formlar1 {retilerek glikozilasyonun rekombinant kimozin
liretimine, enzimin aktivitesine ve stabilitesine etkisi arastirilmistir. Kiigik olgekli
erlenlerde yapilan 120 saatlik metanol beslemesi sonucunda glikozile ve glikozile
olmayan kimozin lretiminde Onemli farklilik gdzlenmemistir. Glikozile kimozin ve
glikozile olmayan kimozin i¢in enzim aktiviteleri sirasiyla 55 IMCU/ml ve 61
IMCU/ml olarak hesaplanmistir. Fermentor olgekli tretim (5L) gerceklestirildiginde ise
glikozile ve glikozile olmayan kimozin i¢in enzim aktiviteleri sirasiyla 214.3 IMCU/mI
ve 257.14 IMCU/ml olarak hesaplanmistir.Enzimin optimum ¢alisma sartlar1 da pH 6
ve 40°C olarak tespit edilmistir. Ticari maya ile rekombinant kimozin enzimleri verimi
arasinda Onemli bir farklihk olmadigi gozlenmistir. Bu calisma sonunda peynir
endiistrisinde artan kimozin enzimi ihtiyacinin karsilanmasi i¢in enzimin rekombinant
olarak Uretimine P. pastoris ekspresyon sisteminin olduk¢a uygun oldugu sonucuna
varilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Glikozilasyon, Kimozin, Rekombinant DNA, Pichia
Pastoris, Tibet 6kuzu

JURI: Prof. Dr. Mehmet INAN (Danisman)
Dog. Dr. Irfan TURHAN
Yrd. Dog. Dr. Yakup ULUSU



ABSTRACT

THE EFFECT OF GLYCOSYLATION ON RECOMBINANT CHYMOSIN
PRODUCTION

Fatma ERSOZ

MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN
July 2016, 66 pages

Chymosin, which is used to coagulate milk in the cheese industry, is an aspartic
protease. It, generally known rennet or rennin, is isolated from fourth abosuman of
ruminant. Chymosin is formed of casein mycellium by cleaved the Phel05-Met106
bond of casein protein, 80% of total milk protein and then milk is coagulated. The
enzyme is derived from animal, plant ve microorganism sources. Because of theese
enzyme’s coagulating properties are different from each other and the animal source
chymosin production is low, recombinant chymosin is increased. Bovine, pig, buffalo,
goat, cow and camel are generally used gene sources in the production of chymosin by
recombinant DNA technologies. Because of theese advantages, compared to animal,
plant and microbial sources, recombinant YAK chymosin was produced in this study.

In the present study YAK chymosin enzymes (in glycosylated and
nonglycosylated forms) were produced in metilotrofic yeast Pichia pastoris under the
control of AOXI promoter. The effect of glycosylation on the recombinant chymosin
production, enzyme activity and stability were investigated by production of
glycosylated and nonglycosylated forms of chymosin enzyme. Glycosylated and
nonglycosylated forms of chymosin enzyme’s production significant difference is no
observed in the shake flasks for 120 hours expression. Enzyme activities of glycosylated
and nonglycosylated forms are 55 IMCU/ml ve 61 IMCU/mI, respectively. When
chymosin enzymes were produced in 5 L bioreactor, enzyme activities of glycosylated
and nonglycosylated forms are 214.3 IMCU/mI ve 257.14 IMCU/ml, respectively The
optimum milk clotting activity was obtained at pH of 6 and temperature of 40°C. Low-
scale cheese production done with the recombinant enzymes, against commercial
chymosin as a control and yields compared between each other. Results showed that
there is no important difference between the yield of cheese produced with recombinant
and commercial chymosin. As a conclusion, this study carried out that P. pastoris is
very suitable expression system for recombinant chymosin production to meet the needs
in cheese industry.

KEYWORDS: Glycosylation, Chymosin, Recombinant DNA, Pichia pastoris, YAK
COMMITTEE: Prof. Dr. Mehmet INAN (Supervisor)

Doc. Dr. Irfan TURHAN
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ONSOZ

Molekiler Biyoloji ve Biyoteknoloji, biinyesinde cok fazla konu ve
bilinmezlikler barindiran bir alandir. Bu alanda birgok eksiklik var olup ¢6ziime
kavusturulmak icin beklemektedir. Bu sebeplerle bana bdylesi yenilikci ve sirekli
gelisme gosteren bir alanda yuksek lisans yapma imkani saglayan, laboratuar cihaz-
ekipmanlar1 ve projeleri agisindan eksiksiz bir ¢alisma ortami sunan, gerek bir hoca
gerek bir baba olarak her zaman yanimizda olan Saygideger Danisman Hocam Prof. Dr.
Mehmet INAN’a bizimle essiz tecriibelerini paylastigi igin sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Degerli jiiri {iyelerim Saym Dog. Dr. irfan Turhan ve Sayin Yrd. Dog. Dr. Yakup
Ulusu hocalarima tezimdeki yaptiklar1 diizeltmeler ve elestirileri ¢in ¢ok tesekkiir
ederim.

Bu alanda calismaya basladigim ilk zamanlarda pipet tutmay1 dahi bilmezken
tim calisma siirecim boyunca karsilastigim tiim sorunlara yardimci olan sevgili
arkadaslarim Dr. Fidan Erden Karaoglan’a, Dr. Mert Karaoglan’a, Semiramis Yilmaz’a,
Giirkan Yilmaz’a, Uzm. Dr. Aysun Ozgelik’e, benimle ayni zamanlarda Mehmet
Hocamizin laboratuvar grubunda birlikte ¢alisma firsat1 buldugum Ozge Adigiizel ve
Sevda Kagmaz’a ¢ok tesekkiir ederek kendileri ile ayn1 takimda yer aldigim igin mutlu
oldugumu belirtmek isterim.

Bu sirecte destegini benden hi¢ esirgemeyen ve her zaman anlayis gosteren
sevgili annem Rahime Canli’ya, sevgili babam Osman Canli’ya ve canim ablam Ayse
Canli’ya binlerce kez tesekkiir ederim..

Yine bu zor zamanlarimda biricik oglum Nuri Cihanim ile biiyiik bir 6zen ve
sabirla ilgilenen sevgili babam Nuri Erséz ve sevgili annem Ayse Erséz’ e de oglumla
fazlasiyla ilgilendikleri i¢in bu tezi bitirmemde biiyiik katkilarmin oldugunu belirterek
kendilerine tekrar tekrar tesekkiir ederim.

Projeye verdig destekten dolayr Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Projeleri Koordinasyon Birimine tesekkiir ederim.

Lisans egitimimin ilk gilinlerinden bu yana siirekli yanimda olarak bana hep
sevgi ve destek veren, basaramadigim zaman benim umutsuzluklarimi alip yerine kendi
azmini ve sabrint yerlestiren, tez calismalarim sirasinda gece-glndiiz galistigim
zamanlarda daha 18 aylik olmasina ragmen oglum ile bir anne sevkati ile ilgilenen esim
Siileyman Ersoz’e tesekkiir ederim. Sevgiler...
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

B¢ Baz cifti

Aa Amino asit

Kbg Kilo baz ¢ifti

n Mikro (10%)

M Mili

M Molar

N Nano (107°)

oD Optik yogunluk

S Saniye

Tm Coziilme sicaklig

U Unite

Kisaltmalar

AOX Alkol Oksidaz

BMGY Buffered Glycerol-Complex Medium
BMMY Buffered Methanol-Complex Medium

BSA Bovine Serum Albumin

BSM Basal Salt Medium

DIG Digoksijenin

DNA Deoksiribonikleik Asit

DTT Dithiothreitol

IMCU International Milk Clotting Unit

FDA ABD Gida ve Ilag Dairesi, Food And Drug Administration
GRAS Genel Olarak Guvenli Kabul Edilen, Generally Regarded As Safe
LB Luria-Bertani Besiyeri

LiAc Lityum Asetat

oD Optical Density (Optik yogunluk)

PAGE Poliakrilamit Jel Elektroforezi

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SDS Sodyum Dodesil Silfat

TAE Jel Elektroforez Tamponu, Tris Asetat EDTA
YNB Maya Azot Bazi

YPD Maya Pepton Dekstroz, Yeast Pepton Dextrose
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1. GIRIS

Peynir denilince ilk akla gelen terimler sut ve peynir mayasi olmaktadir. Peynir
mayasi olmadan peynir ve yogurt gibi fermente iriinler tretilememektedir. Peynir
kokenleri insanlik kadar eskiye dayanan bir yiyecek olup muhtemel ¢ikis yerinin Orta
Asya, Orta Dogu ve Avrupa oldugu tahmin edilmektedir. M.O. 8. binyil (koyunun
evcillestirildigi tarih) ile 9. binyila kadar degisen tarih araliklarinda ilk peynir
tiretiminin yapildig1 diisiiniilmektedir. Peynirin ilk ortaya ¢ikis amacinin kisa siirede
bozulan siitin omrii ve kullanim siiresini uzatmak oldugu diisiiniilmektedir. Bu
donemlerde gidalar uzun siire saklanabilmeleri amaciyla hayvanlarin deri, mide ya da
iskembeleri kullanilmistir. Bu sekilde midede depolanan siitin mide enzimleri
araciligiyla pihtilastirilarak lor halini almasiyla peynirin ilk olusumu gozlemlenmis
oldugu disiiniilmektedir (Anonim 2011).

Teknik olarak fermantasyon olarak ifade edilen mayalama islemi
mikrobiyolojik, biyolojik ve kimyasal olaylar kompleksidir. Bu kimyasal olaylar
kompleksinde peynir endiistrisi giderek biiyiiyen bir sektdr olup artan peynir ihtiyacini
karsilamak adina sektorde surekli yeni bir arayis mevcuttur ki bu arayis ancak yeni bir
peynir mayasi iretmekle kapatilabilir. Peynir tiretiminin temel yapi taslarindan olan
peynir mayasi bilinen diger adiyla rennin ¢ok farkli yollarla elde edilmektedir.
Geleneksel yontemlerle peynir mayasi genelde geng buzagi veya kuzularin dordiinci
midelerinden izole edilmektedir. Ancak bu izole peynir mayalarinda hem etik sorunlar
hem de verim problemleri olabilmektedir. Rennin olarak bilinen peynir mayasi kimozin
ve pepsinden olugsmaktadir. Renninin yaklasik olarak 75’ini kimozin, 25’ini pepsin
enzimi olusturmaktadir (Borkli Budak ve Afsar 2011). Rennin bilesenlerinden olan
kimozin dogumdan sonraki ilk birka¢ giin i¢cinde midede maksimum diizeyde salgilanir
daha sonralar1 yerini pepsine birakarak miktar1 azalir. Izole peynir mayalarinda
karsilagilan en biiyiik etik problem de dogumdan sonraki ilk birkag¢ giin icinde midede
maksimum diizeyde salgilanan kimozini maksimum verimlilikte elde edebilmek igin
birka¢ giinlik buzagilarin katli s6z konusu olmasidir.

Yaklasik %75’ini kimozinin olusturdugu buzagi renneti peynir endiistrisinde siit
pthtilastirict olarak bilinmektedir. Peynir yapim endiistrisinde en kompleks islem olan
stitiin pthtilagtirmasi amaciyla kullanilan kimozin enzimi bir aspartik proteazdir (EC
3.4.23.4) (Kumar vd 2010). Aktif bolgelerinde Asp-32 ve Asp-215 aspartik asit
rezidiisii tagir (Vallejo vd 2008). Siitiin yaklasik %80’ini olusturan kazein proteinin
Phel05 ve Metl106 arasinda bulunan peptit bagin1 kirarak kazein taneciklerinin karasiz
bir hal almasin1 saglar. Sonu¢ olarak k-kazein, Kkalsiyum parakazeinat ve
kazeinomakropeptite donilismesiyle siitiin pihtilagsmasi saglanir (Mohanty vd,1999).
Kimozin bu enzimatik aktivite 6zelliginden dolay1 peynir endiistrisinde siit pthtilagtiric
olarak kullanilmaktadir (McMahon vd 1984). Bu tez peynir endistrisinde mayalama
islemi icin kullanilan kimozin enziminin dogal yollarla izolasyonuna alternatif
olabilecek bir yontem olan rekombinant olarak tretilmesi ve kuigik Olcekli peynir
tiretimine elverisliligi testlerinden olusmaktadir.

Peynir endiistrisinde kullanilan siit pihtilastiricilar bitkisel, hayvansal kaynaklar,
mikroorganizmalar ve rekombinant protein Gretimi yoluyla olmak (izere 4 farkl
kaynaktan elde edilmektedir. Farkli kaynaklardan elde edilen bu siit pihtilagtiricilar
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farkli karakteristik 6zelliklere sahiptir. Bitkilerden elde edilen koagiilantlar genelde
belirli cografik bolgelerdeki 6zel peynirlerin iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Buna 6rnek
verilecek olursa enginar ciceklerinden (Cynara scolymus), incir agaci (Ficus carica)
latekslerinden elde edilen koagulantlar Cezayirin kuzey ve guney bolgelerindeki 6zel
bir peynir iiretimi i¢in kullanilmaktadir (Nouani vd 2009). Mikrobiyal kaynakli siit
pihtilagtiricilar Bacillus subtilis (Puhan 1969), Myxococcus xanthus (Poza vd 2004) ve
Bacillus licheniformis (Ageitos vd 2007)’ten elde edilmektedir. Hayvansal kaynakli
koagiilantlar ise genellikle yeni dogan buzagi, koyun ve kecilerin dordiincii
midelerinden izole edilmektedir. Bu kaynaklar arasinda buzagi kimozini ¢ogunlukla en
etkin kullanilan enzimdir. Fakat bu geleneksel yontemle c¢ok fazla buzagi zarar
gormekte olup etik sebeplerden dolay1 peynircilik endiistrisi alternatif enzim kaynaklari
arayisina gitmektedir. Bu sebeple bizon, koyun ve keginin rennin igin iyi birer kaynak
olduklar1 diisiiniilmektedir. Gen¢ buzagi disindaki rennin kaynaklarinin ¢ogunda
proteinazlar sutt koagiile edebilmektedir. Fakat sadece bir kismi renninin yerini
alabilecek kalitededir. Bu sebeple rekombinant kimozin Uretimi {istiin avantajlarindan
dolay1 iyi bir alternatif olarak diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda rennine alternatif olarak
bitkisel ve mikrobiyal kaynaklar mevcuttur. Ancak bu kaynaklar kazeini spesifik
olmayan bolgelerden hidrolize etmekte, asir1 asit liretimine neden olmakta, istenmeyen
aroma tretmekte, verimi diisiirmekte ve iyi kalitede olmamaktadir (Jiang vd 2012).
Tim bu sebepler kimozin talebinin karsilanmasi i¢in rekombinant kimozin iiretimine
olan talep artmistir. Rekombinant kimozin Uretimi ile saglanan avantajlar, yiiksek
hacimlerde iiretim yapilabilmesi, peynir mayas: ihtiyacinin buzagl kesmeden
karsilanabilir olmasi, yiiksek saflikta enzim iiretimi ve pepsin icermedigi i¢in kusursuz
peynir iretimi, standart kalite yakalanmasi, sirden kullanimindan kaynakli peynir
kusurlarinin olmamasi olarak siralanabilir (Dervisoglu vd 2007).

Rekombinant kimozin Uretimi icin Escherichia coli (Mohanty vd 1999),
Saccharomyces cerevisiae (Goff vd 1984) , Kluyveromyces lactis (Van den Berg vd
1990), Aspergillus niger (Kappeler vd 2006) ve Pichia pastoris (Wang vd 2015) gibi
cesitli mikroorganizma iiretim sistemleri kullanilmistir.

Calismamizda konukgu organizma olarak segilen Pichia pastoris, ekspresyon
sistemi heterolog proteinlerin iiretimi i¢in uygun bir konakgidir. P. pastoris, hem
arastirma Olgeginde hem de endiistriyel 6l¢ekte, miligramdan grama ulasan miktarlarda
protein ekspresyonu saglayan metilotrofik bir mayadir. P. pastoris konakgisinin diger
ekspresyon sistemlerine gore sahip oldugu avantajlar rekombinant proteininin yiiksek
oranda Uretilmesi (Richter vd 2006), hizli biiyime (Cregg vd 2009) glikozilasyon ve
katlanma gibi post traslasyonal modifikasyonlara uyum (Cereghino vd 2002),
ekstraseliiler proteinin etkili Gretimi (Peng vd 2004) , basit molekiiler manipulasyonlara
olanak saglama (Cregg vd 2000) ve minimal besiyeri ortaminda yiiksek biyokiitle
tretiminin saglamas1 (Hong vd 2002) olarak siralanabilir. Ayrica P. pastoris, disulfit
bag  olusturabilme ve  glikozilasyon  gibi  protein  modifikasyonlarin
gerceklestirebilmektedir. Bahsedilen modifikasyonlardan glikozilasyon, proteinlere
seker gruplarmin eklenmesi olarak tanimlanabilir.

Proteinlere seker gruplarmin eklenmesi olarak bilinen glikozilasyon,
posttranslasyonel bir modifikasyondur. Glikozilasyon,  hicredeki protein-ligan
etkilesimleri ve c¢esitli biyolojik prosesler icin Onemlidir. Bu posttranslasyonel
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modifikasyonlar N-, O- ve C-baglanmasi1 ve fosfoglikozilasyon gibi ¢esitli sekillerde
olusabilir. Glikozilasyon, protein sentezi sirasinda (endoplazmik retikulumda) veya
protein sentezlendikten sonra (golgi aygitina transferi sirasinda) meydana gelir (Yavuz,
2001). Sentezlenen proteine glikozilasyon ile eklenen glikanlarin gorevi proteinlerin
taninmast ve katlanmasimi kolaylastirmak olarak siralanabilir. Glikozilasyon
mekanizmasindaki degisiklikler son iiriinde fonksiyon ve miktar agisindan farkliliklar
meydana getirebilmektedir (Aypak vd 2010).

Bu tez calismasinda Tibet Okizi kimozin enzimi, P. pastoris konukgu
organizmasinda hiicre disinda Saccharomyces cerevisiae “a-mating™ faktorii (a-MF)
kullanilarak iiretilmistir. Enzimi kodlayan DNA fragmenti ilk olarak pPICZoA
plazmidine klonlanarak, glikozile kimozin (pPICZaA-YAK) ve glikozile olmayan
kimozin (pPICZaA-YAKN) ekspresyon kasetleri olusturulmustur. Olusturulan bu
ekspresyon kasetleri daha sonra P. pastoris GS115 (PDI) susuna tranforme edilerek
kimozin {iretimi gergeklestirilmistir. Uretim &nce 250 ml lik erlenlerde gerceklestirilmis
aktivite ve SDS PAGE analizleri sonucunda pozitif olan klonlar segilerek uretime
fermentérde devam edilmistir.  Uretim sonucunda kismi karakterizasyonu yapilan
kimozin enzimleri ile kiiglik Olgekte peynir iiretimi gerceklestirilmistir. Ticari maya
kontrol olarak kullanilmis ve karsilastirma yapilarak verim oOzellikleri incelenmistir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1.Kimozin Nedir?

Kimozin enzimi peynir yapim endistrisinde en kompleks islem olan sitin
pihtilastirmasi amaciyla kullanilan, yeni dogan buzagi ve kuzu gibi canlilarin dordiinci
midelerinde salgilanan bir aspartik proteaz (EC 3.4.23.4) cesididir. Bu gastrik proteaz,
prokimozinin inaktif Oncilisii olarak salgilanir ve prosekansinin asidik sartlarda
otokatalitik olarak kesilmesiyle aktif kimozin formunu alir (Kumar vd 2010). Aktif
bolgelerinde Asp-32 ve Asp-215 aspartik asit residust tasir. Sitin yaklasik %80ini
olusturan kazein proteinin Phel05 ve Metl06 arasinda bulunan peptit bagini kirarak
kazein taneciklerinin karasiz bir hal almasmi saglar. Sonu¢ olarak k-kazein,
kalsiyumparakazeinat ve kazeinomakropeptite doniismesi ile siitiin pihtilasmasi saglanir
(Vallejo vd 2008). Bu enzimatik aktivite 6zelliginden dolay1 peynir endiistrisinde siit
pihtilastirict olarak kullanilmaktadir.

Histidin Fenilalanin-Metiyonin Lizin
N | I I I | C
98 105 -106 111
Histidin Fenilalanin Metiyonin Lizin
N | | | I | | €
98 105 106 111 |
I J KiMOzZiN I
para-k-kazein glikomakropeptit

Sekil 2.1. Kimozin enziminin kazein proteinine etki mekanizmast
2.2. Kimozinin Yapisi

Sigir rennetinin  baglica bileseni olan kimozin buzag midesine ©Once
preprokimozin olarak salgilanir ve daha sonra 16 aminoasitlik Oncii sekansi
uzaklastiritlir ve 365 amino asit, 40.8 kDa biiyiikliigiindeki prokimozin olusturulur.
Daha sonra da midenin asidik sartlarinda 323 amino asit ve 35.6 kDa biiyiikliigiinde
aktif kimozin olusmaktadir. Pro sekansi proteinin dogru katlanmasi ve aktivasyon
bolgelerinin kontrolii i¢in dnemli olup proteinin ifadesi diizenlenmesinde rol almaktadir
(Foltmann vd 1977, Attallah vd 2007).
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Sekil 2.2. Kimozinin protein yapisi (Mohanty vd 1999)
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Kimozinin fizikokimyasal 6zellikleri incelendiginde 23-49 kDa arasi degisen
molekiiler biiyiikliige sahip olup farkli kimozin kaynaklar1 i¢in farkli biiyiikliikkler s6z
konusudur. Manda kimozininin biiytikligiinii 23 kDa (Rao 1984), 35.6 kDa (Mohanty
vd 2003) ve ~36 kDa (Malak vd 1996) olarak bulunmustur. Optimum ¢alisma pH degeri
incelendiginde 4.6-6.4 pH araliginda calisabilir olsa da en iyi aktivite gosterdigi pH
degeri 5,8 olarak bulmustur (Fox, 1969). Yine sicaklik karakterizasyonu incelendiginde
2-55°C arasinda galisabildigi fakat en iyi 30-50°C araligi oldugu bulunmustur (Kumar
vd 2006).

Siit endiistrisinde rennin enzimi iki 6zellik kullanilarak karakterize edilmektedir.
Bu Ozellikler siit pihtilastirma aktivitesi (C) ve genel proteolitik aktivitedir (P). Situ
pihtilastirma aktivitesi (C) (International Dairy Federation, 2007) tanimlanan standart
bir metoda gore sutteki kazeinin Phel05-Met106 bagini veya kapa kazein yanindaki
bag1 kirarak siitii pihtilastirmasi olarak tanmimlanmistir. Ikinci 6zellik olan genel
proteolitik aktivite ise kazeindeki herhangi bir bagi kirmasi olarak tanimlanmistir
(Kappeler vd 2006). Bu iki 6zelligin oran1 C/P siit pihtilastirict enzimin kalite 6zelligini
yansitmaktadir. Siit pithtilagtirma aktivitesinin genel proteolitik aktiviteye oranin yiiksek
olmasi rennin agisindan istenen bir 6zellik olup bu baglamda kimozin, bilinen diger
pihtilastiric1 enzimlere kiyasla iistiin 6zelliklere sahiptir. Iyi kalitede protein iiretebilmek
icin renninin diisiik proteolitik aktiviteye sahip olmasi, k-kazeindeki Phel05-Met106
bagma spesifik olmast ve peynir alti suyunda kolay denatiire olmasi gerekmektedir.
Aksi taktirde peynir tiretimi esnasinda asir1 proteolitik aktivite verim kaybina ve iiriinde
zay1f aromaya sebep olur (Fox ve McSweeney 1997).

Cizelge 2.1. Farkli kimozin enzimleinin C/P oraninn karsilastiriimas1 (Kappeler vd

2006)
Enzim Kaynag pih tllSa l;:“_ma Genel Proteolitik Siit prthtilagtirma aktivitesi
Aktivitesi (c) Aktivite (p) / proteolitik aktivite (c/p)
Rekon)blna_nt_ deve 170 25 7
kimozini

Domuz kimozini 25 12 2.1

S1g1ir kimozini 100 100 1
Mucor pusillus proteazi 33 147 0.22
Mucor miehei proteazi 19 149 0.13
S1gir pepsini A 124 2731 0.05

Bansal vd (2009) cedar peyniri iizerine yaptiklari ¢alismada deve ve sigir
kimozinini arastirmislardir. Her iki koagiilant ile yapilan peynir arasinda pH ve peynir
kompozisyonu arasinda belirgin bir fark olmadigini bildirmislerdir. Deve kimozini ile
yapilan peynirin proteolizi sigir kimozini ile yapilan peynire gore olduke¢a diistiktiir.
Peynirlerin peptit profilleri arasinda farkliliklar mevcuttur ancak izolosin, histidin ve
lizin disindaki amino aisitlerin seviyeleri birbirine yakindir. Deve kimozini ile yapilan
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peynirin stlflr oran1 daha diisiiktiir ve daha az acilik vermektedir fakat sigir kimozini
ile yapilan peynirde tekstiir daha kolay bozunmakta oldugunu belirtmislerdir.

2.3. Kimozin Kaynaklari

Diinyada gida sektorii iginde siit 6nemli bir yere sahiptir. Siit ve iirlinleri
sektériinin de biuylik bir kismini peynir ve peynir gesitleri olusturmaktadir. Peynir
endiistrisinde  kullanilan siit pihtilagtiricilar  bitkisel, hayvansal, mikrobiyal ve
rekombinant protein iiretimi yoluyla olmak tizere 4 fakli kaynaktan elde edilmektedir.
Farkli kaynaklardan elde edilen bu siit pihtilastiricilar farkli karakteristik ozelliklere
sahiptir. Peynir tiretiminde kullanilan bu siit pihtilastiricilar rennin veya rennet olarak
bilinmektedir. Rennetin de yaklagik %75’lik kismint kimozin enzimi olusturmaktadir.
Farkli elde edilme yontemleri bulunan kimozin enzimi genelde genc¢ buzagi veya
kuzularin dordiincii midelerinden izole edilmektedir. Kimozin dogumdan sonraki ilk
birka¢ giin icinde midede maksimum diizeyde salgilanir ve sonralar1 yerini pepsine
birakarak miktar1 azalmaktadir. Bu sebeple kimozin eldesi igin daha birkag¢ glinlik
buzagilar kesilmektedir. Bu sekilde izole kimozin kaynaklar1 disinda farkli kimozin
kaynaklart da mevcuttur. Mikrobiyal kaynakli siit pihtilastiricilar Bacillus subtilis
(Puhan 1969), Myxococcus xanthus (Poza vd 2004) ve Bacillus licheniformis (Ageitos
vd 2007) olarak siniflandirilabilir.

Bitkisel koagulantlar ise genellikle belirli cografik bolgelerdeki 6zel peynirlerin
dretimi icin kullanilmaktadir. Buna ornek verilecek olursa enginar ciceklerinden
(Cynara scolymus), incir agaci1 (Ficus carica) latekslerinden elde edilen koagulantlar
Cezayirin kuzey ve giiney bolgelerindeki 6zel bir peynir iiretimi i¢in kullanilmaktadir
(Nouani vd 2009).

Hayvansal kaynakli koagiilantlar ise genellikle yeni dogan buzagi, koyun ve
kecilerin dordiincii midelerinden izole edilmektedir. Bu kaynaklar arasinda buzagi
kimozini ¢ogunlukla en etkin kullanilan enzimdir. Fakat bu geleneksel yontemle ¢ok
fazla buzagi zarar gormekte olup etik sebeplerden dolay1 peynircilik endiistrisi alternatif
enzim kaynaklar1 arayigina gitmektedir.

Geng buzagi digindaki rennin kaynaklarinin ¢ogunda proteinazlar sitl koagule
edebilmektedir fakat sadece bir kismi renninin yerini alabilecek kalitededir. Ayni
zamanda rennine alternatif olarak bitkisel ve mikrobiyal kaynaklar mevcuttur. Ancak bu
kaynaklar kazeini spesifik olmayan bolgelerden hidrolize etmekte, asir1 asit liretimine
neden olmakta, istenmeyen aroma iretmekte, verimi diisiirmekte ve iyi kalitede
olmamaktadir (Jiang vd 2012). TUm bu sebepler talebi rekombinant kimozin Uretimine
yonlendirmistir.

Rekombinant kimozin iiretiminde gen kaynagi olarak manda, deve, sigir gibi
farkli gen kaynaklar1 kullanilmis olup calismamizda tibet 0kiiziiniin se¢ilme sebebi sigir
kimozini ile olan yakinhigidir. Sekil 2.3 te goriildiigii gibi tibet okiizii kimozin enzimi
aminoasit dizisi ile sigir kimozini aminoasit dizisi karsilastirildiginda sadece 230. ve
302. aminoasitlerin birbirinden farkli oldugu goriilmekte ve homolojilerine bakildiginda
birbiri ile %99 benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
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BOV  MRCLVVLLAVFALSCGAHRVINGN R85 <E EL 100
BIE Bocoenoeitene BKGKE ) Y GKI OEE 85
CAM MRCLVVLLAALALSCASH 5 GTPFQ § 100
YAK  MRCLVVLLAVFALSQGAH 3 D] 100

Consensmrclvvllavfal

100% 95% 90% 85% 80%
| ] ] ] ]
BOV 99%
YAK 97%
BUF —o 83%
CAM

Sekil 2.3. Manda, sigir, deve ve tibet okiizli kimozin enziminin aminoasit sekanslarinin
birbirlerine gore benzerlik agaglari (homology tree) homolojileri. BOV: sigir
kimozini, BUF: manda kimozini, CAM: deve kimozini ve YAK: Tibet dkuzi
Kimozini

2.4. Glikozilasyon Nedir?

Proteinlere seker gruplarinin eklenmesi olarak bilinen glikozilasyon,
posttranslasyonel bir modifikasyondur. Glikozilasyon,  hiicredeki protein-ligan
etkilesimleri ve g¢esitli biyolojik prosesler i¢in Onemlidir. Bu posttranslasyonel
modifikasyonlar N-, O- ve C-baglanmasi1 ve fosfoglikozilasyon gibi ¢esitli sekillerde
olusabilir. Proteinlerin sentezlendikten sonra meydana gelen en 6nemli degisimi olarak
bilinen glikozilasyon, endoplazmik retikulumda protein sentezi sirasinda veya protein
sentezlendikten sonra golgi aygitina transferi sirasinda meydana gelir (Yavuz 2001).
Glikozilasyon sonucu proteinlere eklenen glikanlar immiinolojik cevabin
modifikasyonu, proteinlerin taninmasi, hedeflenmesi ve proteinlerin katlanmasi gibi
onemli rollere sahiptirler.  Glikozilasyon = mekanizmasindaki  degisiklikler,
glikozilasyonda kullanilan substrat molekiiller ve olusan iirlinlerde yapi, fonksiyon ve
miktar agisindan meydana gelen degisiklikler cesitli hastaliklarin  olusum ve
gelisimlerinde etkili olabilmektedir (Aypak vd 2010).
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2.4.1. N-glikozilasyon nedir?

N-glikozilasyon, okaryotik canlilarda endoplazmik retikulumda gerceklesmekte
olup, aminoasit diziliminde N-X-S/T seklinde asparajin aminoasidinden sonra herhangi
bir aminoasit sonra da serin veya treonin aminoasidi geliyorsa bu dizilimdeki
asparajinin aminoasidine oligosakkaridin kovalent bagla baglanmasi olarak
tanimlanabilir (Gonzalez vd 2012).
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Sekil 2.4. Endoplazmik retikulumda meydana gelen N-glikozilasyonun sematik
gosterimi Glc: Glukoz; GIcNAc: N-asetil glukoz amin; Man: Mannoz; OST:
Oligosakkaril transferaz kompleksi; P: fosfat; UDP: Uridin difosfat olarak
yapilmistir (Laukens vd 2015)

N-glikozilasyonun ilk basamagi dolikol bagli 14 monosakkaritten meydana
gelen oligosakkarit olusumudur. Endoplazmik retikulumun membranina 2 tane N-asetil
glukozamin ve 5 mannozun baglanmasiyla olusan dol-PP-GIcNAc2Mans endoplazmik
retikulum lumenine tutunur. Burada 4 tane mannoz {initesi ile 3 glukoz baglanarak
boyutu artar ve artik bu yapi dol-PP-GIcNAc2MangGlcs halini alarak lipid bagh
oligosakkarit (LLO) olarak adlandirilir. Daha sonra bu dol-PP-GIcNAc2MangGlcs
yapisi, yeni olusan proteinin aminoasit diziliminde N-X-S/T siralamasina sahip olan
asparajin aminoasit bolgesine oligosakkaril transferaz kompleksi (OST) ile tasinir.
Transferden sonra glukozidazlar (GLS-1 ve GLS-2) araciligi ile glikanin glukoz
initeleri uzaklagtirilir. Glukoz bdlgeleri uzaklastirirlan bu glikan, “ER folding factor”
olarak bilinen Calnexin bolgesine gelir ve proteinin diizgiin katlanma yapip yapmadigi
kontrol edilir. Dogru katlanmayan N-glikana, glukozil transferaz araciligiyla tekrardan
glukoz tiniteleri eklenir ve tekrar katlanmasi konrol edilir. Diizgiin katlanma yapildiktan
sonra mannozidaz enzimi ile a 1,2 bagl bir tane mannoz initesi uzaklastirtlir ve
glikoprotein endoplazmik retikulumdan ¢ikar boylece glikozilasyon gergeklestirilmis
olur (Laukens vd 2015).
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2.5. Rekombinant Kimozin

Cesitli kaynaklardan elde edilen kimozin enzimleri ile yapilan peynirlerde aci
tat olusumu ve izole kimozin enzimi elde etmek i¢in c¢ok fazla sayida buzagi
katledilmektedir bahsedilen sebeplerden dolay1r rekombinant kimozin {iretimi 6nem
kazanmistir. Rekombinant kimozin tretimi igin bizon, koyun, kegi ve tavsanin iyi birer
gen kaynagi olduklar1 diistiniilmektedir. Gegtigimiz birkag¢ yil igerisinde kegi (Vega-
Hernandez vd 2004) ve deve (Kappeler vd 2006) kimozini rekombinant olarak
tretilmistir. %97 lik aminoasit sekans uyumuna ragmen Bufalo kimozini, B. taurus
(Mohanty vd 2003) kimozininden daha stabil oldugu sonucuna varilmistir.

2.6. Rekombinant Kimozin Uretiminde Kullamlan Konuk¢u Organizma
Sistemleri

FDA tarafindan onaylanarak 1990 yilinda gida iiretiminde kullanilan ilk
rekombinant protein kimozindir. Enzimin rekombinant Gretimi ilk olarak E.coli K-12
konukgusunda gergeklestirilmistir. Rekombinant DNA teknolojisindeki gelismeler ile
buzagi kimozin geni fermantasyon ile Uretimine imkan veren bir mikroorganizmaya
klonlanmigtir.  Son  zamanlarda deve kimozin geni  Aspergillus  niger
mikroorganizmasima klonlanmis ve fermantasyon ile dretimi gergeklestirilmistir
(Kappeler vd 2006). E. coli, genetik yapisinin iyi tanimlanmis olmasi, hizli biiyiime,
gelisme ve uygun bircok vektore sahip olmasindan dolayr rekombinant protein
tiretiminde genis kullanima sahip olan iyi bir konakg1 olarak bilinmektedir (Jana ve Deb
2005).

Rekombinant buzagi kimozin {iretimi i¢in Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis mayalari, Aspergillus niger var awamori, Trichoderma reesei
ipliksi mantarlart kullanilmaktadir (Harkki vd 1989). Rekombinant sigir kimozini
uretimi icin Escherichia coli (Mohanty vd 1999), Saccharomyces cerevisiae (Goff vd
1984) ve Kluyveromyces lactis (Van den Berg vd 1990) gibi ¢esitli mikroorganizma
tiretim sistemleri kullanilmistir.

Kappeler vd (2006) tarafindan deve kimozini Aspergillus niger
mikroorganizmasinda iretilmistir. Deve Kimozininin sigir kimozininden farkli
karakteristik 6zellikler gosterdigini belirtmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore deve
kimozini sigir kimozinine gore %70 daha yiiksek siit pihtilagtirma aktivitesi
gostermektedir ve deve kimozininin siit pihtilagtirma aktivitesinin (C) genel proteolitik
aktiviteye oran1 (P) 7 kat daha yiiksektir. Deve kimozininin sigir kimozinine goére daha
termostabil oldugu sonucuna ulagmislardir.
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Cizelge 2.2. Farkli mikrobiyal konuk¢ularda rekombinant Kimozin Gretimi (Kumar vd

2010)
K'mOZ',n Kimozin Plazmid Promotor Konu_k(;u Kaynak
Kayna@ Formu Organizma
Buzagi pro pCR301 LacUV5 Escherichia coli leh1|g1802r| vd
Buzagi pro pCT66,67,70 Triptofan Escherichia coli Emltggg vd
B . _ . Nishimori vd
Buzagi pro P501 Triptofan Escherichia coli 1984
Serin
Buzagi kimozin pGK2231 Hidroksimetil Escherichia coli Genex 1985
Transferaz
5 _ . Zhang vd
Buzagi pro pTaAc Tac Escherichia coli 1991
_— . Rogelj vd
Kuzu met-pro pKP1500 - Escherichia coli
2001
. . . Kumar vd
Kegci pro pET43.l1a(+) T7 Escherichia coli 2007
o pKM636, pKM Proteus Klessen vd
Sigr pro 1361 SpeA mirabilis 1989
- . Bacillus Parente vd
Sigir pro pSM316 Notral proteaz Subtilis 1991
Vega-
Kegci pro pQSecl pGK Kluylverc_)myes Hernandez vd
actis
2004
. Saccharomyces Vega-
Kegi pro pQFlagl ADH?2 - Hernandez vd
Cerevisiae
2004
prepro, . .
Pichia Vallejo vd
Bufalo y r?qrgz,in pGAPZaoA pGAP pastoris 2008
- Pichia Zhang vd
Sigir pro pPICZoA - pastoris 2009
Buzagi kimozin - glaA Aspergillus oryzae Tsuiggga vd
Sigir kimozin - pdA&pepB Aspergillus awamori Cargggg vd
Aspergillus Kappeler vd
Deve pro pGAMpR glaA niger 2006
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Sigir siitiindeki pihtilagtirma aktivitesi agisindan karsilastirildiginda  sigir
kimozinindeki C/P orani kuzu, domuz, kedi ve foktan daha yiiksektir (Foltmann 1970).
Sigir ve deve kimozini yaklagik %85lik sekans uyumuna ragmen sigir kimozini deve
kimozinine gore oldukga diisiik siit pthtilastiric1 etki gostermektedir (Kappeler vd 2006,
Jensen vd 2013). Sonu¢ olarak peynir endiistrisinde sigir kimozini yerine deve kimozini
kullanildiginda daha az pihtilastirict maddeye (koagiilant) ihtiya¢ duyulmakta, daha az
acilik olugsmakta ve ayni zamanda daha sert bir yap1 olugsmaktadir (Bansal vd 2009,
Barsting vd 2012). Ayrica deve kimozininin sigir kimozinine gore daha yuksek verimle
peynr Uretimi sagladig: bildirilmistir. Deve ve sigir kimozini arasindaki farkliliklar ve
peynir yapimi iizerine olan etkileri her iki tip kimozinin yapisindaki farkliliklardan
kaynaklandigi bilinmektedir (Jensen vd 2013). Bahsedilen sebeplerden dolayi sigir siitii
substrat olarak segildigi zaman deve orijinli (Camelus dromedarius) kimozinin %70
daha yiiksek pihtilastirma aktivitesi (C) ve %20 genel proteolitik aktiviteye (P) sahiptir
(Kappeler vd 2006).

Sigir kimozini tiretiminde E.coli ekpresyon sistemi kullanildigi zaman inkliizyon
cisimcikleri inaktif enzim formundadir ve aktif enzim elde edebilmek i¢in proteinlerin
katlanmasini1 gerektiren kompleks prosesler gerektirmektedir (Emtage vd 1983). Ayrica
Saccharomyces cerevisiae kullanilarak iiretilen aktif ekstraseliiler kimozin hiicre disina
diisiik salinim oraninda iiretilmistir (Smith vd 1985). Bahsedilen bu sebeplerden dolay1
calismamizda Pichia pastoris ekspresyon sistemi kullanilarak rekombinant kimozin
tiretimi hedeflenmistir.

2.7. Pichia pastoris Ekspresyon Sistemi

Pichia pastoris ekspresyon sistemi heterolog proteinlerin tretimi i¢in uygun bir
konakgidir. P. pastoris, hem arastirma oOlgeginde hem de endiistriyel oOlgekte,
miligramdan grama ulasan miktarlarda protein ekspresyonu saglayan metilotrofik bir
mayadir. P. pastoris konakg¢isinin diger ekspresyon sistemlerine gore sahip oldugu
avantajlar rekombinant proteininin yiiksek oranda dretilmesi (Richter vd 2006), hizli
blyiime (Cregg vd 2009) glikozilasyon ve katlanma gibi post traslasyonal
modifikasyonlara uyum (Cereghino vd 2002), ekstraseltiler proteinin etkili dretimi
(Peng vd 2004), basit molekiiler manipulasyonlara olanak saglama (Cregg vd 2000) ve
minimal besiyeri ortaminda yiiksek biyokiitle iiretiminin saglamasi (Hong vd 2002)
olarak siralanabilir. P.pastoris ekspresyon sisteminin basarili olmasinin iki ana sebebi
vardir; birincisi metanol ile indiiklenebilen alkol oksidaz geni sayesinde yabanci
proteinlerin tretilmesinin kolay olmasi (Cregg vd 1988), ikincisi ise yiiksek yogunluklu
hiicre liretimi esnasinda etanol ve asetik asit tiretimi olmamasidir (Cereghino vd 2002).
P.pastoris, kompleks biiylime ortamlar1 ve kiiltiir sartlar1 gerektirmez ve az miktarda
besiyeri kullanarak yiksek hicre konsatrasyonlarina ulasabilir (Macauley-Patrick vd
2005). P. pastoris ¢ok az endojen protein iiretir, bu 6zelligi saflastirma basamaklarinda
biylk kolaylik saglamis olur (Creg vd 2000). Ayrica P.pastoris patojen ve toksik
degildir, memeli hucrelerinde tumore sebep olan nikleik asitleri igermemektedir,
laboratuvar calismalarinda uzun bir siiredir de giivenle kullanilmaktadir (Ciofalo vd
2006). Bufalo (Vallejo vd 2008) veya Mucor pusillus (Beldarrai'n vd 2000) kimozini
gibi bazi koagulantlar da P. pastoris mikroorganizmasinda etkin olarak iiretilmistir.
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Yapilan bir bagka calismada Okaryotik proteinlerin ekspresyonu amaciyla
metilotrofik maya olan P. pastoris mayasinin uygun bir canli oldugu bildirilmistir. P.
pastoris, okaryotik ekspressiyonda bir¢ok avantaja sahiptir, genetik manipulasyonu S.
cerevisiae ile benzerdir. Bir diger avantaji ise diisitk maliyette oldukg¢a yiiksek hiicre
verimine ulasilabilmektedir (Ahn vd 2007, Skoko vd 2003). P. pastoris ekspresyon
sistemi farkli rekombinant proteinlerin (A. awamori glukoamilaz, Aspergillus oryzae
tannaz, Rhizopus oryzae lipaz, E. coli L-galactozidaz, insan granulosit-koloni stimile
edici faktor(GCSF) ve insan euzonofil perosidaz iiretimi igin basartyla kullanilmaktadir
(Saeedinia vd 2008; Ciaccio vd 2006). Cogu zaman vektor Pichia genomuna entegre
edilmis ve alkol oksidaz promotoru (pPAOXI) kullanilmistir. Mekanizmada glukoz
karbon kaynagi olarak kullandiginda pGAP ve metanol ile indiiklendiginde pAOXI
etkin ¢alismaktadir (Ahn vd 2007).

Ayn1 zamanda P. pastoris, heterolog proteinlerin besiyeri ortamina saliniminda
iyi bir konakgidir. P.pastoriste hiicre dis1 endojen proteinlerin {iretimi gergeklestigi i¢in
istenilen proteinin bu mayada uretilmesi rekombinant proteinin purifikasyonu igin
baslangic olabilir. Ayrica P.pastoris, yapanci proteinlerin bilyiik 6l¢ekli tiretimlerine de
elverislidir (Cregg vd 2000). Metilotrofik maya olan Pichia pastoris, aktif heterolog
proteinlerin tiretimi agisindan etkili bir ekspresyon sistemine sahiptir (Cereghino vd
2000). Son zamanlarda bu mikroorganizmada farkli orjinli birgok protein klonlanarak
iiretilebilmistir. Bufalo, ke¢i kimozini ve Mucor rennini gibi farkli kaynaklardan elde
edilen siit pihtilastirict enzimler P.pastoris sisteminde etkin olarak Uretilebilen
enzimlerden bazilaridir. Bu enzimlerin ¢ogu AOXI promotoru kontroliinde
uretilmektedir. Bu promotorun tercih edilme sebebi ise glukoz, gliserol ve sonrasinda
metanol gibi belirli karbon kaynaklarinin varliginda iyi c¢alisarak ekspresyonu
kuvvetlendirmesidir. Bu karakteristik 6zellikler metanol beslemesiyle istenilen proteinin
P.pastoris mikroorganizmasinda yiikksek miktarlarda etkin olarak {iretilebildigini
gostermektedir (Cereghino vd 2002, Macauley-Patrick vd 2005).

2.8. Pichia pastoris Mayasinda Uretilen Rekombinant Kimozin

P. pastoris mayasinda aktif kimozin, Vallejo vd (2008) tarafindan firetilmistir.
Manda buzagisinin  (Bubalus arnee bubalis) abomasumundan preprokimozin,
prokimozin ve kimozin dizileri elde edilmis ve P. pastoris’te hicre dis1 tretimleri
gerceklestirilmistir. Yalnizca prokimozin dizisinin aktarildigi rekombinant P. pastoris
klonu, slpernatanta aktif kimozin salgilayabilmistir. Daha sonraki g¢alismalarinda
Vallejo vd (2012) P. pastoris 'te kegi ve manda geninden; Aspergillus niger’de ise sigir
ve deve geninden kimozin ekspresyonu yapmigslardir. Rekombinant keci kimozininin
diger ii¢ rekombinant kimozine gére en iyi proteolitik aktivite, en genis pH araligi (2-9)
ve en diislik glikosilasyon derecesine sahip oldugu gosterilmistir.

Jiang vd (2012) yaptiklar1 ¢alismada P.pastoris mayasinda sigir prokimozinini
gliseraldehit-3 ~ fosfat  dehidrogenaz  promotorunun  kontrolinde indikleme
gerektirmeden rekombinant olarak engelli erlenmayerde yiksek seviyelerde
tretmislerdir. Amonyum silfat c¢oktirmesi ile saflastirilmistir. Son olarak %24,2
verimle saf enzim olarak elde edilmistir. Enzim 25-50°C sicakliklarda aktif olmakla
birlikte optimum c¢alisma sicakligi 37°C olarak belirlenmistir. Fakat yapilan bazi
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calismalarda P.pastoris ‘te Uretilen heterolog proteinlerin sitotoksik etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Macauley-Patrick vd 2005, Cereghino vd 2000).

Yapilan bir bagka ¢aligmada ise kodon optimizasyonu yapilmis sigira ait prokimozin B
geninin alkol oksidaz 1 promotoru (AOX1) kontrolinde P. pastoris GS115 susunda
ekspresyonu gergeklestirilmistir (Noseda vd 2013). Biyoreaktdrde optimize edilen
sartlarda gergeklestirilen iiretim sonunda biyokitle seviyesi 240 g/L kuru hiicre
agirligina ulagmis ve siit koagiilasyon aktivitesi 96 IMCU/mL olarak tespit edilmistir.
Bu enzim aktivitesi 120 saatlik metanol indiksiyonundan sonra 53 mg/L rekombinant
s1gir kimozini iiretimine denk gelmektedir.

Moynihan vd (2013) sigir kimozini ile deve kimozininin siitii pthtilagtirma
aktivitelerini karsilastirmislardir. Her iki kimozinde 2 seviyede (0.05 IMCU/ml ve
0.037 IMCU/ml) aktivite ile kullanilmistir ve her seviye i¢in pihtilastirma derecesine
bakilmistir. Her iki seviye agisindan incelendiginde peynir kompozisyonu ¢ok farkli
olmamigtir. S1g1ir kimozini ile yapilan peynirdeki proteoliz deve kimozini ile yapilan
peynirden daha yiiksek olmustur. 84 giinliikk olgunlastirmadan sonra deve kimozininin
koagulant olarak kullanildigi peynirin digerine goére daha sert yapida oldugu
bulunmustur.

Wang vd (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore P. pastoris mayasinda
deve kimozinini rekombinant olarak tiretilmistir. 72 saatlik metanol beslemesi sonunda
besleme durdurulmus ve laboratuar sartlarinda 37 mg/L rekombinant enzim elde
edilmistir. pH 5 ve 45-50°C sicaklik siit pithtilagtirma aktivitesi i¢in enzimin optimum
calisma sartlar1 olarak belirlenmistir. Rekombinant enzim pH 2.5 — 6.5 degerleri
arasinda 20°C de 8 saat aktifligini korumustur. Pilot 6lgekli iiretimlerinde (5 L reaktor)
300 mg/L iiriin elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal malzemeler ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan tiim kimyasal malzemeler molekuler biyoloji saflikta olup
Sigma-Aldrich Co. (MO, ABD), Difco (Fransa), Merck (Almanya) firmalarindan temin
edilmistir. Restriksiyon enzimleri Thermo Fisher Scientific (MA, ABD) firmasindan
temin edilmistir. Ticari kimozin enzimi (600 IMCU/mI) Mayasan (Tiirkiye) firmasindan
temin edilmistir.

3.1.2. Tampon ve stok cozeltileri

Tiim tamponlar ve stok ¢ozeltileri saf su ile hazirlanmis, 121°C’de 15-20 dakika
otoklavlanarak ya da 0.22 um filtreden gegirilerek (Corning, MA, ABD) sterilize
edilmis, kullanim zamanina kadar +4°C ya da oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir.

3.1.3. Gen kaynagi ve mikroorganizmalar

Kodon optimizasyonu yapilan Tibet Okizl (Bos grunniens) kimozin geni
(GenBank No: JX839990.1) pUC57 vektoriine klonlanmis bir sekilde (pUC57-YAK ve
PUC57-YAKN ) liyofilize olarak GenScript, USA firmasindan temin edilmistir.

Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda distile su icinde ¢ozduriilen pUC57-
YAK ve PUC57-YAKN plazmitlerinin E. coli XL1-Blue hicrelerine transformasyonlari
gerceklestirilmistir. Elde edilen kolonilerin kontrolleri yapildiktan sonra hazirlanan
kilturler -80 °C’de muhafaza edilmislerdir.

Calismada kullanilan mikroorganizmalardan E. coli XLI-Blue susu plazmidlerin
cogaltilmast ve saklanmasi amaciyla kullanilmis olup Stratagene, CA, ABD’den temin
edilmistir, P. pastoris GS115 (PDI) susu (Inan vd 2005) protein ekspresyonu igin
konukeu olarak kullanilmstir.

Tum mikroorganizmalar %50 gliserol iceren uygun besiyeri icinde -80°C’de
muhafaza edilmislerdir. Calismada kullanilacak olan suslar ana stoktan agar plakalara
tek koloni diisecek sekilde ¢izim yapilarak uygun sicaklik ve siire boyunca (P. pastoris
30°C’de 3 giin E. coli 37°C’de 1 giin) inkiibatorlerde bekletilerek gelistirilmis ve
kullanim sonucu +4°C’de muhafaza edilmislerdir.
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Fast alignment of protein sequences YAK PROCHYNGLY pro and
YAK PROCHY pro

Ktuple=2 Gap_ penalty=4

Upper line: YAK PROCHYNGLY pro, from 1 to 365
Lower line: YAK PROCHY pro, from 1 to 365

YAK_PROCHYNGLY pro:YAK PROCHY pro identity= 99.45%(363/365)
gap=0.00% (0/365)

1 AEITRIPLYKGKSLRKALKEHGLLEDFLOKQQYGISSKYSGFGEVASVPLTNYLDSQYFG

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt
1 AEITRIPLYKGKSLRKALKEHGLLEDFLOKQQYGISSKYSGFGEVASVPLTNYLDSQYFG

61 KIYLGTPPQEFTVLFDTGSSDFWVPSIYCKSNACKNHQRFDPRKSSTFONLGKPLSIHYG

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
61 KIYLGTPPQEFTVLEFDTGSSDFWVPSIYCKSNACKNHQRFDPRKSSTFONLGKPLSIHYG

121 TGSMQGILGYDTVTVSNIVDIQQTVGLSTQEPGDVFTYAEFDGILGMAYPSLASEYSIPV

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrr e e ettt e e et
121 TGSMQGILGYDTVTVSNIVDIQQTVGLSTQEPGDVFTYAEFDGILGMAYPSLASEYSIPV

181 FDNMMNRHLVAQDLEFSVYMDRNGQESMLTLGAIDPSYYTGSLHWVPVIVQQOYWQFTVDSV

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e ettt e et r e et
181 FDNMMNRHLVAQDLFSVYMDRNGQESMLTLGAIDPSYYTGSLHWVPVTVQQYWQFTVDSV

241 TIGGVVVACEGGCQAILDTGTSKLVGPSSDILNIQQAIGATQONQYDEFDIDCDQLSYMPT

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrr e e ettt e e et e et
241 TIGGVVVACEGGCQAILDTGTSKLVGPSSDILNIQQAIGATONQYDEFDIDCDNLSYMPT

301 VVFEINGKMYPLTPSAYTSQDQGFCTSGFQSEQHSQKWILGDVFIREYYSVFDRANNLVG

FEErErrrrrrrerrrerrrrrrr e ettt ettt ettt
301 VVFEINGKMYPLTPSAYTSQDQGFCTSGFQSENHSQKWILGDVFIREYYSVFDRANNLVG

361 LAKATI

RN
361 LAKAI

Sekil 3.1. Tibet Okiizii kimozin enziminde meydana gelen N-glikozilasyon bdlgeleri.
[saretlenmis bolgeler Tibet oOkiizii (YAK) kimozin enzimi aminoasit
dizisindeki 294. ve 333. asparajin aminoasitlerinin glutamin aminoasidi ile
degistirildigini gostermektedir.

3.1.4. Calismada kullanilan pPICZoA plazmidi
Klonlama ve ekspresyon amaciyla kullanilan zeosin diren¢ geni iceren

pPICZa.A plazmidi Invitrogen, CA, ABD firmasindan temin edilmis olup haritasi
asagida verilmistir.
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- -
L= RECSTcw
EREREEEER] myc coiope (i), Lo
lmggoﬁgmgggﬁgzx myc epitope  (His)s |

Sekil 3.2. Klonlama ve ekspresyon vektorii olan pPICZaA vektorii haritas: (Invitrogen)
3.1.5. Besiyerleri, gelisim ortamlari ve antibiyotikler

P. pastoris suslarinin genel gelisiminde; YPD (%1 maya ekstrakti, %2 pepton,
%2 glukoz), BMGY (10 g/L maya ektsrakti, 20 g/L pepton,13.4 g/L YNB, 4 x 105 g/L
biotin, %10 gliserol ve 0.1 M fosfat tamponu pH 6.0) ve BMMY (10 g/L maya ektrakti,
20 g/L pepton,13.4 g/L. YNB, 4 x 10—5 g/L biotin, %10 metanol ve 0.1 M sodyum sitrat
tamponu pH 3. 0) besiyerleri kullanilmistir. E. coli hiicrelerinin gelisiminde LB miller
(%0.5 maya ekstrakti, %1 pepton ve %1 NaCl) ve/veya LB Lennox besiyeri (%1
pepton, %0.5 maya ekstrakt ve %0.5 NaCl) kullanilmistir. Kullanilan sivi ve kati
besiyerlerine kullanilan plazmidin tzerindeki direng genine gore segilimlerini saglamak
amaciyla uygun antibiyotik ilaveleri yapilmistir.

Zeosin (Invivogen, CA, ABD) ve amfisilin (Roche, Almanya) antibiyotiklerinin
stok soliisyonlart 100 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanmis ve 0.22um filtreden
(Corning, MA, AB) gecirilerek sterilize edilmis ve 1ml alikotlanarak kullanima kadar -
20°C de muhafaza edilmistir. Antibiyotikli besiyeri hazirlamak i¢in besiyeri otoklavda
121°C de 15 dk steril edildikten sonra 55°C ye sogutulmus, iizerine buz iizerinde
¢Ozdiiriilmiis olan antibiyotiklerden E. coli suslari i¢in 25 pg/mL zeosin veya 100-150
pg/mL amfisilin, P. pastoris suslar i¢in ise 100 ug/mL zeosin olacak sekilde ilave
edilmistir.

Calismada kullanilan restriksiyon enzimleri ve bunlarin tampon ¢o6zeltileri

Fermentas (MD, ABD) firmasindan temin edilmistir. Enzimler kullanilirken {iretici
firmanin talimatlar1 uygulanmstir.
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3.2. Metot

Calismada yararlanilan molekiler teknikler, Sambrook ve Russel (2001)’a ve kit
protokollerine goére gerceklestirilmistir. Gen ve protein taramalarinda Ulusal
Biyoteknoloji  Bilgi  Merkezi  Network Servisi  (Bethesda, MD, ABD;
www.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilmistir.

3.2.1. Liyofilize gelen plazmid DNA’nin a¢ilmasi

Liyofilize gelen plazmid DNA (GenScript, USA), iiretici firmanin talimatlarina
uygun olarak 20 pl TE tamponu i¢inde ¢ozdiiriilerek kulanima hazir hale getirilmistir.

3.2.2. Plazmidlerin E.coli’ye aktarilmasi ve kontrolU

Liyofilize olarak PUC57 vektorl icinde gelen plazmid kimozin DNA’lari
PUCS57-YAK; glikozile kimozin ve PUC57-YAKN; glikozile olmayan kimozin olarak
isimlendirilmistir.

Buz (zerinde ¢ozilen 100 ul kompotent E. coli (XL1-Blue) hicrelerine TE
icinde ¢ozdiiriilmiis olan liyofilize PUC57-YAK ve PUC57-YAKN plazmidlerinden 0.5
pl eklenmistir. 30 dakika buz Gzerinde inkube edildikten sonra 42°C’de 60 saniye siire
ile 1s1 sokuna ugratilan hiicreler 5 dakika buz tizerinde bekletilerek sogutulmus, 200 pl
LB Miller siv1 besiyeri eklenerek 37°C calkalamali inkiibatdrde 60 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Transfer edilen plazmide uygun antibiyotik iceren (100 ug/ml amfisilin)
LB Miller plakalara ekimi yapilan transformant hiicreler 37°C’de gece boyu
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi plakalarda olusan kolonilerin uygun
miktarda amfisilin iceren sivi LB Miller besiyerine ekimi yapilmig, 37°C’de gece boyu
gelistirilmistir. Daha sonra “QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Almanya)”
kullanilarak protokol dogrultusunda plazmid izolasyonu yapilmustir.

Plazmidlerin izolasyonlar1 yapildiktan sonra dogrulamasi restriksiyon analizi ile
gerceklestirilmistir. ~ Oncelikle, elimizdeki pUC57-YAK ve PUC57-YAKN
plazmidlerinin gen haritasina bakilarak elde etmek istedigimiz kimozin genini bagindan
ve sonundan olmak {iizere 2 noktadan kesen enzimler belirlenmistir. Plazmidlerin
konsantrasyonlar1 6lgiildiikten sonra 1 pg plazmide 1 U enzim olacak sekilde, 10X
enzim tamponu ve NFW eklenerek toplam 20 pl iginde reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. 37°C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra kesilmis plazmidler ile kontrol
olarak kesilmemis plazmidlerin degerlendirilmesi agaroz jel -elektroforezi ile
yapilmistir.

Agaroz (SeaChem, Lonza, ME, ABD), % 1 olacak sekilde 1X TAE tamponunda
(Tris/asetat/EDTA, 40 mM Tris asetat, 1 mM EDTA) mikrodalgada isitilarak
¢oziindiiriilmesi ile hazirlanan jele, 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra %2 olacak
sekilde etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/ml, Invitrogen, CA, ABD) eklenmistir. Jel
kasetine dokiilen jel katilastiktan sonra, 6X yiikleme boyasi ile karistirilan ornekler
kuyucuklara yiiklenmis, 1X TAE tamponu igerisinde 100 V akimda 30 dakika
yiriitilmistir. Jelde boyutlarina gore farkli hizda ilerleyen DNA pargalar1 elektrik
akimi etkisiyle birbirlerinden ayrilmig ve DNA’ya baglanan etidyum bromiiriin UV
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1sinlart altinda 151ma yapmasi sayesinde UV jel goriintiileme kutusunda (Vilber Lourmat
EBox-VX2, Fransa) goriintiilenmistir. Gorlintiileme sonrasinda DNAMAN DNA
resriksiyon analiz programinda belirlenen enzimlerin kesim bolgeleri kontrol edilmistir.
Dogrulanan E.coli XL1-Blue icindeki plazmidler %50 gliserol stogu yapilarak - 80°C
sicaklikta muhafaza edilmislerdir.

3.2.3. Tibet 6kizi kimozin enzimi kodlayan glikozile ve glikozile olmayan
prokimozin genlerinin ve pPICZaA plazmidinin jelden Kkesilmesi,
saflastirilmasi ve ligasyona hazir hale getirilmesi

PUC57-YAK ve PUC57-YAKN vektorlerini iceren E.coli XLI-Blue kompotent
hlcreleri besiyerinde bir gece gelistirilmis ve plazmid izolasyonu yapildiktan sonra
konsantrasyonlar1 6lgiilmiistiir. Ecorl ve Xbal enzimleri ile 1 ug plazmide 1 U enzim
olacak sekilde, 10X enzim tamponu ve NFW eklenerck toplam 20 pl icinde reaksiyon
karigimi hazirlanmis ve 30 dakikalik kesim reaksiyonu kurulmus siire sonunda da %1
lik agaroz jel elektroforezine GeneRuler 1kb DNA Ladder markeri ile yiikklenmistir. 1X
TAE tamponu igerisinde 100 V akimda 30 dakika yiiriitilmiistiir. Daha sonra jelde
beklenen bant biyiikligindeki parca White/UV Transilluminator, UVP, cihaz
kullanilarak 365nm dalga boyu kullanilarak jelden kesilmis, alinan DNA pargalarina
(YAK ve YAKN) “MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN, Almanya)” kullanilarak
tiretici talimatlar1 dogrultusunda jel purifikasyonu yapilmistir. Jel piirifikasyonunda
jelin baglanma tamponunda ¢ozdiiriilmesi ve spin kolona yiklenip santrifijlenmesi ile
silika membrana baglanmasi saglanmistir. Daha sonra membrana 10ul eliisyon tamponu
(10mM Tris-Cl, pH 8.5) eklenmis ve santrifiij edilerek eliisyonu gergeklestirilmistir.
Sanrifiij islemi 17.900xg hizinda 1 dakika suresince Centrifuge 5424 (Eppendorf,
Almanya) cihazi ile oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

Klonlama yapilacak olan E.coli XLI-Blue hiicreleri igerisindeki pPICZaA
vektoriine de kit protokoliine gore plazmid izolasyonu yapilmistir. Plazmidin kontroli
icin Ecorl ve Xbal enzimleri kullanilarak 30 dakikalik kesim reaksiyonu kurulmustur.
Siire sonunda agaroz jele yiiklenmis 1XTAE tamponunda 30 dakika yiiriitiilerek jelden
istenilen parca kesilmis ve jel piirifikasyonu yapilmistir. Bu sekilde ligasyon icin
kullanilacak olan DNA pargalar1 ve plazmid lineer hale getirilmistir.

3.2.4. DNA ve plazmid konsantrasyonlarimn belirlenmesi

Ligasyon igin lineer hale getirilmis ekspresyon vektoriiniin ve kimozin enzimini
kodlayan genlerin konsantrasyon 6l¢cumleri “Qubit dSDNA BR Assay Kit (Invitrogen,
CA, ABD)” kullanilarak iiretici talimatlarna uygun olarak gergeklestirilmistir.
Protokolde belirtilen oranlarda toplam 200 pl i¢inde hazirlanan Qubit dSDNA BR Assay
tamponu/boya/drnek  karisiminin - okumalar1  yapilmis ve standartlarlara  kars
konsantrasyon hesaplamalar1 Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, CA, ABD) cihazinda
yapilmustir.

3.2.5. Hucre yogunlugunun belirlenmesi

Sivi  besiyerinde gelistirilen kiiltiirlerin hiicre yogunluklarinin 6l¢iilmesi
spektrofotometrik olarak yapilmistir. Kiiltiirlere gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra
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LibraS50 (Biochrom, Ingiltere) spektrofotometre cihazinda 600 nm dalga boyunda
absorbansi Olgiilerek hiicre yogunluklari belirlenmis ifade birimi olarak optik
yogunluk(ODeoonm) terimi kullanilmistir.

3.2.6. E. coli ve P. pastoris hiicrelerinin kompotent hale getirlimesi

E. coli hicreleri CaCl, yontemi ile kompotent hale getirilmistir. LB Miller
plakada tek koloni diisecek sekilde gelistirilen E. coli XLI-Blue susu, 3 ml LB Miller
stvi besiyerine tek koloniden ekimi yapilarak gece boyu 37°C calkalamali inkiibatorde
gelismeye birakilmistir. Ertesi giin gelisen kiiltiiriin optik yogunlugu olciilerek 50 ml
LB Miller siv1 besiyerine baslangic ODsoonm degeri 0.01 olacak sekilde ekilmis ve
ODeoonm degeri 0.3 olana kadar (yaklasik 3 saat) 37°C c¢alkalamali inkiibatorde
geligtirilmistir. Kiiltiir beklenen ODgoonm degerine ulastiginda 3000xg’de 4°C’de 5
dakika siire ile santrifiijlenerek hiicreler hasat edilmistir. Islemler bu asamadan sonra
buz tizerinde gergeklestirilmistir. Elde edilen hiicre peleti 5 ml 0,1 M CaCl ¢ozeltisi
icinde siispanse edilmis ve 30 dakika buz iizerinde bekletilmistir. Bir dnceki sartlarda
santrifiijlenerek tekrar hasat edilen hicre peleti 1.5 ml %15 gliserol iceren 0.1 M CaCl;
¢ozeltisi iginde resiispanse edilmis ve 100 ul’lik hacimler halinde daha sonra
kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirilmustir.

P. pastoris GS115 (PDI) susu hiicreleri Lityum Asetat (LiAc) Yontemine (Wu
ve Letchworth 2004) gore kompotent hale getirilmiglerdir. Kompotent yapilmak istenen
P. pastoris GS115 (PDI) susu, donmus kiiltirden ya da +4°C’de saklanan agar
plakasindaki tek kolonilerden test tupu icerisindeki 3 ml YPD siv1 besiyerine ekilmis,
250 rpm, 30°C calkalamal1 inkiibatdrde gece boyu gelistirilmistir. Ertesi giin, gece boyu
gelisen kiiltiirden baslangic ODegoonm degeri 0.1 olacak seklide 250 ml hacimli
erlenmayer igerisinde 80 ml YPD siv1 besiyerine ekim yapilmistir. ODgoonm degeri 1.3-
1.5 olana kadar 250 rpm, 30°C calkalamali1 inkiibatorde gelistirilmistir. Hucreler yeterli
gelisme gosterdikten sonra +4°C’de 3000 g hizinda 5 dakika siire ile santrifujlenerek
hasat edilmis, SUpernatant kismi uzaklastirilmistir. Huicre peleti, 8 ml lityum asetat
karisimi (100 mM LiAc, 10 mM DTT, 0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH 7,4) icinde
stispanse edilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda
4°C’de 3000xg hizinda 5 dakika santrifiijlenerek tekrar hasat edilen hiicreler 1.5 ml buz
soguklugundaki 1 M sorbitol i¢inde siispanse edilmis ve 2 ml hacimli santrifiij tiipline
aktarilmistir. 4°C’de 3000xg hizinda 5 dakika santrifijlenerek hasat edilen hiicreler 3
kez 1.5 ml soguk 1 M sorbitol ile yikanmus, daha sonra son konsantrasyon 10%°
hiicre/mL olacak sekilde buz soguklugundaki maya resiispansiyon tamponu (1 M
sorbitol, %20 gliserol) iginde slispanse edilmis, 80 ul’lik hacimler halindedaha sonra
kullanilmak {izere -80°C’ye kaldirilmistir.

3.2.7. DNA parcalarimn plazmide ligasyonu

Yapiskan uglu DNA pargalarinin vektorlere ligasyon islemleri “Rapid DNA
Dephosphate and Ligation Kit (Roche, Almanya)” ile iiretici talimatlarina uygun olarak
gerceklestirilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 1:3 vektor: insert orani (molar:molar)
kullanmilmistir. Vektoriin kendi kendine kapanmasini Onlemek amaciyla vektore
defosforilasyon islemi uygulanmistir.
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Defosforilasyon islemi icin “FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase” kiti

kullanilarak protokole gore toplam 20 pl igerisinde 1pg vektor, 1X alkalin fosfataz
tamponu ile 1U alkalin fosfataz ile karistirilarak 37°C’de 10 dakika inkibasyona
birakilmig, takiben 75°C’de 2 dakika bekletilerek fosfataz inaktivasyonu
gerceklestirilmistir. Karigim ile ligasyon islemine devam edilmistir.
Ligasyon islemi icin toplam 10 pl igerisinde 50 ng vektér DNA’s1 i¢in hesaplanan
miktarlarda insert DNA karistirilmis, 1X T4 DNA ligasyon tamponu varliginda 5U T4
DNA ligaz eklenmistir. 22°C sicaklikta 5 dakika inkiibasyon sonrasi ligasyon
karisiminin 1/10°u ile kompotent bakteri hiicrelerine transformasyon islemine devam
edilmis, karisimin kalan miktar1 -20°C’de saklanmistir. Ligasyon islemi ayni sartlarda
vektoriin  kendi tlizerine kapanmasii kontrol etmek amaciyla sadece pPICZaA
vektoriine de yapilmis olup kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.8. Ligasyon sonras1 plazmidin kompotent E.coli hticrelerine transformasyonu

Buz Uzerinde ¢ozdirilen 100 pl kompotent E. coli (XL1-Blue) hiicrelerine 5 pl
ligasyon karigimi eklenmis ve 30 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra
42°C’de 60 saniye boyunca 1s1 sokuna maruz birakilan hiicreler 5 dakika buz iizerinde
bekletilerek sogutulmus, siire sonunda 200 pul LB lenox sivi besiyeri eklenerek 37°C
calkalamali inkiibatérde 60 dakika inkiibe edilmistir. Transfer edilen plazmide uygun
antibiyotik iceren (25pg/ml zeosin) LB lenox plakalara ekimi yapilan transformant
hiicreler 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi plakalarda
olusan kolonilerden 3’er tane secilerek 3 ml sivi LB lenox (25ug/ml zeosin) besiyerinde
37°C’de gece boyu gelistirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonucunda daha &nce bahsedilen
sekilde plazmid izolasyonu yapilmis konsantrasyonlari dl¢iilmiis ve Xhol ve BgllIl
enzimleri ile restriksiyon analizi yontemleri ile kontrolleri yapilmistir. Agaroz jele
ylikleme sonucunda restriksiyon analizi ile dogrulanan plazmidlerden -80°C’ye gliserol
stogu yapilmstir.

3.2.9. Dogrulanan pPICZoA-YAK ve pPICZaA-YAKN plazmidlerin lineer hale
getirilmesi

Dogrulanan plazmidlerin kompotent P. pastoris PDI hiicrelerine aktarilmasi
amaciyla protein ekspresyonunda promotor olarak kullanilacak olan AOXI
promotorunu icinden kesen Sacl enzimi kullanilmstir. Uretici talimatlar1 dogrultusunda
hazirlanan reaksiyon karisimi ile 1 saatlik kesim sonucunda lineer hale getirilen
plazmidlerin kontrolii amaciyla % 1’lik agaroz jelde yliriitiilmistiir. DNA pargalari
dogrulandiktan sonra transformasyon edilmek {izere konsantrasyonlari 6l¢iilmiistiir.

3.2.10. Lineer hale getirilen pPICZoA-YAK ve pPICZaA-YAKN plazmidlerinin
kompotent P.pastoris GS115 PDI hicrelerine transformasyonu

Dogrulanan plazmidlerin kompotent P. pastoris PDI hiicrelerine transferleri
elektroporasyon yontemi ile yapilmistir. Buz iizerinde bekletilerek ¢6zdiiriilen 80 pl
kompotent P. pastoris PDI htcrelerine 3-5 pug lineer DNA eklenmis, pipetlenerek
karigtirtlmis ve buz soguklugundaki 2 mm elektroporasyon kiivetine aktarilmigtir.
Kiivetler 5 dakika buz iizerinde bekletilerek elektroporasyon cihazinda 5 ms siire ile
1500 V elektrik akimina tabi tutulmustur. Hemen ardindan buz soguklugundaki 1ml 1
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M sorbitol eklenmis ve 1.5 ml’lik santrifiij tiipiine alinmistir. 30°C’de 1-2 saat inkibe
edilen hicreler zeosin antibiyotigi iceren YPD agar besiyeri plakalarina 100, 200 pl
olacak sekilde yayilmis, koloniler olusana kadar( yaklasik 3 giin) 30°C sicakliktaki
inkibatorde inkiibasyona birakilmustir.

3.2.11. Erlenmayerde kimozin ekspresyonu

P. pastoris e tansformasyon sonrasi plakalarda gelisen koloniler daha sonra teke
distiriilmek amaciyla YPD agar besiyerine ekilmis yine 3 glnlik inkiibasyondan sonra,
tek tek diisen koloniler 3ml YPD besiyerine ekilerek P.pastoris PDI susunda glikozile
(YAK) ve glikozile olmayan (YAKN) kimozin klonlar1 ile erlenmayerde kimozin
ekspresyonu baslatilmistir. Kimozin ekspresyon i¢in ekspresyon kasetini tasiyan
glikozile (YAK) ve glikozile olmayan (Y AKN) kimozin klonlar1 ile ekspresyon kasetini
tasimayan P. pastoris hicreleri (negatif kontrol) 3 ml’lik YPD siv1 besiyerlerine inokiile
edilmistir. YPD sivi1 besiyerinde 28°C sicaklikta ODgoonm degeri 6-8 olana kadar gelisen
hicreler, besiyerinin son ODgoonm’si 0.1 olacak sekilde BMGY ( pH:6 )’ye inokiile
edilerek 18-20 saat boyunca g¢alkalamali inkiibatérde gelismeye birakilmistir. 30°C’de
BMGY besiyerinde ¢ogalan hiicrelerin ODsoonm degeri yaklasik 10 iken +4°C, 3000
g’de 15 dakika santrifuj edilerek hasat edilmis ve supernatantlar atilmistir. Hucre
peletlerinin (zerine ayn1 hacimde BMMY ( pH:3 ) eklenip, slispanse edildikten sonra
protein ekspresyonu icin 28°C’de c¢alkalamali inkiibatére koyulmus ve protein
ekspresyonu 120 saat boyunca stirdiiriilmiistiir. Metilotrofik bir maya olan P. pastoris’in
protein ekspresyonu AOX promotoru kontroliinde gergeklestigi icin ekspresyon
boyunca her 12 saatte bir besiyerinin son konsantrasyonu % 1 olacak sekilde % 100
metanol eklenmistir. 120 saat sonunda hiicreler hasat edilmis ve siit pihtilastirma testleri
yapilmistir.

3.2.12. Sut pihtilagtirma testi

Siit pihtilagtima testi igin substrat olarak % 26 (w/v) yagsiz siit tozunun, 40
mM’lik CaCl; pH (6.5) ¢Ozeltisinin iginde cozdirilmesiyle elde edilen solusyon
kullanilmistir. Siit pitht1 testi ham supernatantlar ile 37°C’de gergeklestirilmistir. 1 ml
st soliisyonuna 20 pL supernatant eklenmis ve sit solisyonunda ne kadar stirede(s)
piht1 olustugu gézlenmistir.

Uretilen rekombinant Tibet Oktzi kimozinlerinin siit pihtilagtirma giicii ticari
sigir kimozini ( 600 IMCU/ml) (Mayasan, Tiirkiye) standart alinarak hesaplanmistir.
Buna gore standart sigir kimozini seri olarak seyreltilmis ve enzimin substratta
gosterdigi kararli pihtilasmanin  basladigi diliisyon orami baz alinarak iretilen
rekombinant tibet 6kiizl kimozinlerinin piht1 siireleri belirlenmistir.

3.2.13. SDS- PAGE analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), OWL P8D8 (Thermo
Scientific, IL, ABD) cihazinda gradient jel (%5 poliakrilamit yiukleme jeli ve %210
poliakrilamit ayirma jeli, 0.8 mm) hazirlanarak uygulanmistir. Protein {iretimi igin
gelistirilen hiicrelerden ayrilan stipernatantlar, toplam 50 pl olacak sekilde 3:1 oraninda
4X SDS jel yukleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8, %8 SDS, %0.4 Bromphenol
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Blue, %40 gliserol, 100 mM DTT) ile karistirilarak 70 °C’de 10 dakika bekletilmistir.
25’er pl’leri hazirlanan jellere yiiklenmistir. Elektroforez islemi, jelin, 1X TGS (0.025
M Tris base, 0.192 M Glycine, %0.1 SDS, pH 8.3) tamponunda 150 V akimda yaklagik
60 dakika yiirtitiillmesi ile tamamlanmistir. Daha sonra jeller, IRDye Blue Protein Stain
(Li-Cor, NE, ABD) ile 1 saat orbital galkalayici iizerinde boyanmis, boyasi giderilene
kadar metanol-asetik asit sollisyonunda yikandiktan sonra Odyssey goriintiilleme sistemi
(Li-Cor, NE; ABD) ile goriintiilenmistir. Protein standardi olarak PageRuler Unstained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) kullanilmustir.

3.2.14. Supernatantlarin konsantre hale getirilmesi

Siit pihtilastirma testi ve SDS PAGE analizi sonucunda glikozile ve glikozile
olmayan kimozin tiretiminin en iyi oldugu diisiiniilen klonlar se¢ilmis ve 30 kDa hizli
ultrafiltrasyon(Pierce Concentrator; Thermo Scientific) kolonlar1 ile konsantre hale
getirilerek yapilan analizler (Siit Pihtilastirma Testi, SDS PAGE ve Toplam Protein
Tayini) tekrarlanmis ve konsantrasyon orani ile karsilagtirilmistir.

3.2.15. Olgek biiyiitme ¢alismasi- fermentorde Gretim

Fermentorde kimozin ekspresyonu i¢in besiyeri ve fermantasyon kosullari
Pichia Fermentation Process Guidelines’a uygun olarak gerceklestirilmistir. Bunun igin
kimozin iiretiminin en iyi oldugu diistiniilen transformantlar 10 ml YPD si1v1 besiyerine
ekilmig, 28°C de 225 rpm ¢alkalamali inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Ardindan
ODesoonm degeri 5 ile 9 arasindayken 100 mL BMGY’ye inokule edilerek gelistirilmeye
devam edilmistir. BMGY besiyerinde fermantasyon icin uygun ODegoonm degerine
ulagtiginda (yaklasik 10 OD) hiicreler inokultm Kkaltir( olarak kullanilmistir.

Fermantasyon kesikli (batch), gliserol besleme (fed batch) ve indiiksiyon fazlart
olarak ii¢ asamal1 yar1 kesikli sistemle gerceklestirilmistir. ilk asama olan kesikli faz, %
4 gliserol iceren 2L BSM temel tuz besiyerinde (Cizelge 3.1.) gergeklestirilmis ve
yaklagik olarak 18 saat strdirilmistir. Coziinmiis oksijen diizeyi takip edilerek
ortamdaki gliseroliin varlig1 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 agamasinin
ardindan gliserol besleme fazi baglatilmistir. Bu asamada % 40 gliserol kullanilarak
besleme 16.5 mL/L.sa akis hiz1 ile baslatilmis ve 2 saat boyunca sabit akista sonraki 3
saat boyunca lineer azaltilarak toplam 5 saatte sonlandirilmistir (Cizelge 3. 3.). Gliserol
beslemesinin ilk ve son saatlerinde hiicrelerin indUkleyici karbon kaynagi olan metanole
aligabilmeleri i¢in 2 mL/L saf metanol eklenmistir. Ortamdaki karbon kaynaklarinin
hiicreler tarafindan tamamen kullanilmasi ile ¢oziinmiis oksijen miktarinda ani yiikselis
gbzlenmis ve fermantasyonun 3. asamasi olan indiiksiyon fazina gecilmistir. Indiiksiyon
faz1 90 saat siirdiiriilmiis, bu fazda besleme kaynagi olarak 12 ml/L PTM1 tuzu igeren
metanol kullanmilmistir (Cizelge 3.2.). Besleme hizi 1.5 mL/L.sa’den 12 mL/L.sa
dizeyine kadar kademeli olarak yiikseltilmistir (Cizelge 3. 4.). Rekombinant proteinin
iiretildigi metanol besleme fazi, 12mL/L sabit akis hizina kadar kademeli artirilarak 90
saat sirdirilmustiir. Kesikli ve gliserol besleme fazlari boyunca sicaklik 30°C, pH
degeri 5, karistirma hizi 900 rpm ve hava beslemesi 2 vvm olacak sekilde sabit
tutulmus, indiiksiyon fazinda ise pH degeri 3.15 ve sicaklik 28°C olarak degistirilmistir.

22



MATERYAL VE METOT Fatma ERSOZ

Coziinmiis oksijen miktar1 ise % 25°te sabit tutulmak iizere gerektiginde saf oksijen
eklenerek kontrol edilmistir.

Metanol besleme fazi 90 saat boyunca siirdiirilmiis, belirli araliklarla
fermentorden aliman Orneklerin yas hiicre agirligi 6lgiilmiis, siit pihtilastirma testi ile
enzim aktiviteleri belirlenmis ve Bradford metodu ile toplam protein miktart
belirlenmistir. Orneklerin toplam protein miktarlarini belirlemek amaciyla “Bovine
serum albiimin” kullanilarak bir standart egri olusturulmustur. Paralel olarak Olciilen
standart serisinden elde edilen absorbans degerleri ile ¢izilen standart grafigi ekler (Ek-
4) kisminda verilmistir.

Cizelge 3. 1. BSM tuzunun igerigi

Bilesen Adi Miktari
Fosforik asit(%85lik) 26.7ml
Kalsiyum Silfat 0.93¢g
Potasyum Siilfat 18.2¢g
Magnezyum Sulfat-7H20 149¢g
Potasyum Hidroksit 413 ¢
Gliserol 409
Su 1 L’ye tamamlanacak

Cizelge 3. 2. PTML1 tuzlariin bilesimi

Bilesen Adi Miktari
Bakar Sulfat- 5H,0 69
Sodyum Iyodit 0.08 g
Manganaz Siilfat- H,O 39
Sodyum Molibdat-2 H,O 0.2g
Borik Asit 0.02¢g
Kobalt Klorit 0.5g
Cinko Klorit 20g
Demir Silfat-7 H,O 65 g
Biotin 0.2g9
Sulfiiruk Asit 5ml
Su 1Lye tamamlanacak

Cizelge 3. 3. Gliserol besleme tablosu

. Gliserol Besleme Ak
Stre(dk) Hizi(rpm) (mL/ Lésa)
0 1.1 16.5
30 0.9 135
60 0.7 10.5
90 0.6 9.0
120 0.4 6.0
150 0.2 3
165 0.1 1.5
180 0 0
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Cizelge 3. 4. Metanol Besleme Tablosu

Metanol Metanol
AKis
Besleme Besleme (ML/L sa)
Saat Akisi Hazi (rpm) '
0 0.2 3.0
4 0.2 3.0
12 0.3 4.5
24 0.4 6.0
36 0.5 75
48 0.6 9.0
48-90 0.7-0.9 10.5-12

—_
S

—&— Metanol Beslemesi(mL/L.saat)

—_
N
1

_
o
1

2ml/L MeOH ilavesi
12
sa

[e<]
L

Gliserol Fazi

Metanol Beslemesi(mL/L.saat)
[e2]

Metanol indiksiyon Fazi

-60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

Fermantasyon Siiresi(saat)

Sekil 3.3. Gliserol ve metanol besleme fazlari sirasinda hiicrelere gonderilen gliserol ve
metanoliin zamana gore gonderilis hizi ve miktari

Metanol ile kesikli besleme asamasinda belirli saat araliklarinda alinan
orneklerin yas hucre agirligi 6lgiilmiis, toplam protein miktar1 tayin edilmis ve sut
pihtilagsma testi yapilmistir. Alinan sonuglar dogrultusunda aktivite artmaya devam
ettigi halde % 40’lara kadar saf oksijen takviyesi yapilmasina ragmen DO oksijen
diizeyi kontrol edilemedigi ig¢in fermantasyon metanol beslemesi 90. saatinde iken
sonlandirilmistir.  Hucreler +4°C 3000 g’de 15 dakika santrifujlendikten sonra
stpernatant sonraki analizlere kadar +4°C sicaklikta muhafaza edilmistir.
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3.2.16. Enzimin optimum ¢alisma sartlarinin belirlenmesi
3.2.16.1. Toplam protein tayini

Toplam protein tayini Coomassie plus™ (Bradford) Assay kit (ABD) ile retici
firmanin talimatlarma uygun sekilde gergeklestirilmistir. Protein  miktarini
hesaplayabilmek icin albimin standardi (BSA) tampon ¢ozelti (0.9 salin 0.05 sodyum
azit) ile protokole uygun olarak (Thermo Scientific) seyreltilmistir (0 png/ml, 25ug/ml,
125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000 ug/ml, 1500 ug/ml, 2000 pg/ml).
Ardindan hazirlanan diliisyonlar reaksiyon ayiraci ile 1:30 oraninda karistilip oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri
okutulmustur. Paralel olarak Olciilen standart serisinden elde edilen absorbans degerleri
ile ¢izilen standart grafiginden, bilinmeyen 6rnegin protein miktart hesaplanmigtir.

3.2.16.2. Enzimin optimum c¢alisma sicakhigi sartlarinin ve sicaklik stabilitesinin
belirlenmesi

Enzimin stabil kalabildigi sicakliklar1 belirlemek ig¢in, sUpernatant 1 saat
boyunca 20-70°C arasindaki sicakliklara tabi tutulmustur. Ardindan bu stpernatantlar
ile 40mM CaCl; ile hazirlanan siit soliisyonu substrati ile 37°C sicaklikta siit pihtilagsma
testi gergeklestirilmistir. Alinan sonuglara gére enzimin stabil kalabildigi sicaklik araligi
belirlenmistir.

Enzimin optimum c¢alisma sicakliginin belirlenmesi icin +4°C’den alinan
stipernatantlar ile 40mM CaCl2 ile hazirlanan siit soliisyonu substrati ile siit pthtilagma
testi 20-70°C’ler arasinda uygulanmistir. Elde edilen pihtilagma siirelerine goére enzimin
optimum caligsma sicaklig1 belirlenmistir.

3.2.16.3. Enzimin optimum c¢ahsma pH sartlarnmn ve pH stabilitesinin
belirlenmesi

Enzimin optimum ¢alisma pH’1n1 belirlemek i¢cin 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
%26 g/ml oraninda ¢6zdiiriilmiistiir. Sipernatantlar 10 mM sodyum asetat tamponu (pH
3.85) kullanilarak 2.5 ve 10 kat olacak sekilde seyreltilmistir. Seri olarak seyreltilmis
supernatantlar ile 96 well plate’de 37°C’de siit pihtilagsma testi uygulanmistir.
Pihtilagsmanin gdzlendigi en yiiksek diliisyon degeri yiizde yiiz kabul edilmistir. Farkli
pH’lardaki bagil aktiviteler de referans aktivite degerine gore belirlenmistir.

Enzimin pH stabilitesini test edebilmek amaciyla stipernatant farkli pH’lardaki
tamponlarla (10 mM sodyum astetat buffer, pH 2.0-5.5; 10 mM potasyum fosfat
tamponu, pH 6.0-7.5; 10 mM Tris-HCI, pH8.0-9.0) enzim muamele edilmistir.
Hazirlanan stUpernatantlar 8 saat boyunca 37 °C’de birakilmistir. Ardindan enzime siit
pihtilagma test uygulanmis ve enzimin pH stabilitesi aralig1 belirlenmistir.
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3.2.17. Uretilen enzim siipernatantlar ile peynir iiretimi ¢calismalari
3.2.17.1. Uretime alinacak stituin 6zelliklerinin belirlenmesi

Peynir {iretimine alinacak siit Akdeniz Universites Ziraat Fakiiltesine bagl1 inek
ciftliginden elde edilmis olup Funke Gerber-Lactostar St anali cihaz (Lactostar 83510,
Berlin, Almanya) ile siit bilesenleri % olarak olglilmiistiir.

3.2.17.2. Uretilen enzim stipernatantlari ile peynir iiretimi ¢calismalar

Enzim siipernatantlariin her ikisinin (YAK ve YAKN) de oncelikle maya
kuvveti belirlenmistir. Maya kuvveti belirlenirken 30°C sicakliga 1sitilmig olan
erlenmayer igerisindeki 20 ml siite 1 ml enzim siipernatantlari ilave edilmis ve duvarda
goriilen ilk piht1 saniyesi tespit edilmistir. Daha sonra maya kuvveti, denklem 3.1.
kullanilarak hesaplanmustir.

MK = 2400#suUt miktart (3.1)

- maya miktarixilk pthtinun érildiagi an

Hesaplamalar sonucu maya kuvveti belirlenen glikozile ve glikozile olmayan
kimozin siipernatantlarindan 5 litre siite peynir yapimi i¢in ne kadar maya koyulmasi
gerektigi, denklem 3.2. kullanilarak hesaplanmistir.

Maya Miktars = 2400+siUt miktart (3.2)

maya kuvveti*pihtilasma siiresi

Uretilen kimozin enzimlerinin etkinligini 6lgmek amaciyla bilesen igerigi
belirlenen 5 litre siit 65°C sicaklikta 30 dakika pastorize edilmistir. Pastorizasyondan
sonra maya kuvvaetlerine gore 5 litre sutl 1 saatte mayalayacak miktarda YAKS,
YAKNI siipernatantlar1 ve ticari mayadan ilave edilmistir. 1 saat 32°C sicaklikta
mayalanmasi i¢in bekletilmistir. 1 saat sonunda piht1 kirma islemi yapilmis ve cendere
bezine alinarak 5 kg’lik baski ile 2 saat boyunca siiziilmesi saglanmistir. Bu siire
sonunda cendere bezinin altina gegen peynir alt1 suyu miktar1 6l¢tilmiistiir. 2 saatlik stre
sonunda olusan peynir pihtilart peynir kalibina alinarak 16°C sicaklilta 16 saat boyunca
kalip i¢inde baskilama islemi yapilmistir. Daha sonra olusan peynir tartilarak kag litre
siitten ne kadar peynir yapildigi 6lciilerek verim hesab1 yapilmastir.

Peynir yapimi genel prosediirii incelendiginde peynire islenecek siite CaCl2 ve
starter kiiltiir ilavesi yapilmaktadir. Ancak calismamizda sadece iiretilen rekobinant
kimozin enzimlerinin etkinligi incelenmek istendigi i¢in CaCly ile starter kiltur ilavesi
yapilmamigtir.
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Uretime alinacak siitiin iceriginin belirlenmesi

|

Sutin 65°C de 30 dk pastdrizasyonu

l

4800 ml siite maya ilavelerinin yapilmasi

l

1 saat 30 °C lik inkiibatorde mayalama

|

P1ht1 kirma islemi ve peynir alt1 suyunun uzaklastirilmasi

l

Stizme ve 2 saatlik baskilama isleminden sonra peynir pihtisinin kaliba alinmasi

|

15 °C sicaklikta 18 saat boyunca kalipta baskilama

Kaliptan ¢ikarma ve olusan peynir miktarini lgme

l

Verim hesaplama (%)

Sekil 3.4. Peynir tiretimi akis semast
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4. BULGULAR

4.1. Glikozile (YAK) ve glikozile olmayan (YAKN) prokimozin genlerinin
klonlama ¢alismalari ve P. pastoris mayasina transformasyonu

4.1.1. PUCS57 vektora icerisinde gelen glikozile ve glikozile olmayan prokimozin
genlerinin E.coli XL1-Blue kompotent hticrelerine transformasyonu

Tibet 6kizi (Bos grunniens) kimozin enzimi geni (GenBank No: JX839990.1)
(1110 bg), GenScript (ABD) tarafindan pUC57 klonlama vektori icerisinde (pUC57-
YAK, ve PUC57-YAKN) temin edilmistir.

TCTA GAT ATCGGATCC
¥ba I BanH I

(2710bp)

MCS:
Mol 50*9'1
EcoRl 11281 Accesl 0088 1
M13/pUC saencing ;mmuo)‘lﬁrrelm Xap! E‘s,é“." Kol Byesl Hpinio3l ey EcoRV BamHI Smal 5.3720[

5’ GTAA AAC GAC GGC CAG TGAATT CGA GCT CGG TAC CTC GCG AAT GCA TCT AGA TAT CGG ATC CCG GGC CC
3¢ car? rrecreecG 6T ACT TAA GCT CGA GCC ATG GAG CGC TTA CGT AGA TCT ATA GCC TAG GGC CCG GG
)
Xl gt Ecorall  pget MWl
G TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT TGG CGT AAT CAT GGT CAT AGC 16T TTC CTS 3
CAGC TGACGT CTC CGG ACG TAC GTT CGA ACC GCATTAGTACCAGTATCG ACA AAGGAC 57

aw,'u.t TENESE SEQUESTIT) JOmet | 26),17- mex

Sekil 4.1. PUC57 vektori icerisinde temin edilen YAK (glikozile kimozin) ve YAKN
(glikozile olmayan) prokimozin enzim genleri

Liyofilize olarak gelen plazmidid ¢ogaltilmak iizere metot kisminda bahsedildigi
gibi E. coli XL1-Blue hiicrelerine aktarilmistir. LB Miller kati besiyerinde gelistirilen
kolonilerden 3 tane secilmis, sivi besiyerinde gelistirilerek plazmid izolasyonlari
yapilmistir. Dogrulamak amaciyla EcoRI/Xbal enzimleri ile restriksiyon analizi
yapilmistir. Agaroz jelde 2710 ve 1110 bg fragmentlerinin goriilmesi beklenmis ve
dogrulanan glikozile ve glikozile olmayan tibet 0kiizi kimozin transformantlarindan
donmus kiiltiir hazirlanmistir. Bu asamadan sonra glikozile Tibet 6kiizi kimozini YAK;
glikozile olmayan Tibet Okiziu kimozini YAKN olarak adlandirilmigtir. Kimozin
genlerinin klonlanacagi pPICZaA plazmidinin EcoRI/Xbal enzimleri ile kesilmesi
sonucu beklenen uzunluk 3600 baz ciftidir.
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T . e R

1500 DG

1000 bg

Sekil 4.2. XL1-Blue hicrelerine aktarilan pUC57YAK ve pUC57YAKN plazmidlerinin
EcoRI/Xbal enzimleriyle kesilerek dogrulanmasinin agaroz jel goriintiisii
Beklenen b¢ uzunluklar1 2710, 1110. M Situnu: GeneRuler TM 1kb Plus .
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD); 1. Sutin: Restriksiyon
enzimleriyle kesilen pUC57-YAK (glikozile kimozin) plazmidi 2 Sdtun:
Restriksiyon enzimleriyle kesilen pUC57-YAKN (glikozile olmayan
kimozin) plazmidi 3. Situn: Restriksiyon enzimleriyle kesilen pPICZaoA
plazmidi (beklenen fragment biiyiikliigii 3600 bg.).

4.1.2. Glikozile olan ve olmayan prokimozin genlerinin, PPICZaA plazmidlerinin
lineer hale getilirmesi, jelden kesilmesi, ligasyonu ve dogrulanmasi

Dogrulamasi yapilan PUC57 vektorlerinden glikozile ve glikozile olmayan
prokimozin genlerini alabilmek amaciyla yine EcoRI/Xbal restriksiyon enzimleri ile
kesim reaksiyonu gerceklestirilmistir. 1110 b¢ olarak beklenen kimozin genleri jelden
kesilerek alinmig ve jel piirifikasyonu yapilmistir. Ayni islemler ekspresyon vektorii
olarak kullanacagimiz pPICZaA plazmidine de yapilmustir.
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Sekil 4.3. Ligasyon ig¢in istenen DNA bolgelerinin agaroz jelden alimmasi M:
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA,(ABD)
1. Shtun: Restriksiyon enzimleriyle kesilen pUC57YAK(glikozile kimozin)
plazmidinden 1110 b¢ uzunlugundaki YAK kimozin geninin jelden
kesilmesi 2. Shtun: Enzimlerle kesilen pUC57YAKN(glikozile olmayan
kimozin) plazmidinden 1110 b¢ uzunlugundaki YAKN kimozin geninin
jelden kesilmesi 3. Situn: Enzimlerle kesilen pPICZaA vektoriiniin jelden
kesilmesi

4.1.3. Prokimozin geni tasiyan ekspresyon vektorlerinin olusturulmasi ve
dogrulanmasi

Prokimozin geni tasiyan ekspresyon vektorlerinin olusturulmasi amaciyla lineer
hale getirilen pPICZaA plazmidi ve YAK, YAKN kimozin genlerine 1:3 vektor:insert
oran1 (molar:molar) kullanilarak ligasyon gergeklestirilmistir. Ligasyon sirasinda
pPICZaA plazmidinin kendi iizerine kapanmasini 6nlemek amaciyla defosforilasyon
yapilmistir.

Bgllt

pUC ori

Alpha Mating Factor

pPICZaA
4454bp N //

'y

CHYMOSIN YAKN. //

/'CHYMOSIN YAK

TR -—///:4//
Bamin AOX ITT j:/:/ ‘

Sekil 4.4. pPICZoA vektorine klonlanmig glikozile ve glikozile olmayan kimozin
genlerinin sematik gosterimi

ZEOSIN
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Ligasyon sonrast E. coli XL1-Blue hucrelerine aktarilan ekspresyon vektorleri,
pPICZaA vektorinln secilim direng geni olan zeosinli LB Lenox besiyerinde 37°C
sicaklikta bir gece gelistirilmislerdir. Kontrol olarak da ligasyon, ortama insert DNA
koyulmadan yapilmis ve vektoriin kendi tizerinde kapanip kapanmadigini test edilmistir.

Ry
€ YES Blas )™

Sekil 4.5. Zeosinli LB Lenox besiyerlerinde gelisen hiicreler ve kontrol grubu plaka
resimleri

Zeosinli LB Lenox besiyerlerinde gelisen hiicrelerden 3’er tane alinmis, sivi
besiyerinde gelistirilmistir. Gece boyu inkiibasyon sonrasinda plazmid izolasyonu

yapilmis ve hedeflenen genin vektore girip girmedigini kontrol etmek amaciyla Xhol ve
Bglll enzimleri ile kesim reaksiyonu kurulmustur.

M 1 2 3 4 5 6
s 55 L
1500 bl ante cnit G ~“

500 b g

Sekil 4.6. Xhol ve Bglll enzimleri ile kesim reaksiyonu kurulan plazmidlerin agaroz jel
gorintiisi M: GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,
MA, ABD). 1-3 aras1 sutunlar: glikozile kimozin ekspresyon kasetleri, 4-6
aras1 sttunlar: glikozile olmayan kimozin ekspresyon kasetleri.

Kesim reaksiyonu sonucunda 1183 ve 3450 bg¢ olmak (zere iki bant
beklenmekte olup, dogrulanan klonlardan glikozile kimozin i¢in 1. klona; glikozile
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olmayan kimozin i¢in 6. klona -80°C stok yapilmis ve bu klonlarla devam edilmistir. Bu
eskpresyon kasetleri pPICZaA-YAK ve pPICZaA-YAKN olarak isimlendirilmistir.

4.1.4. Dogrulanan  ekspresyon  vektorlerinin P. pastoris  mayasina
transformasyonu

Dogrulanan pPICZaA-YAK ve pPICZaA-YAKN ekspresyon kasetlerinin 2-5
pg’1 Sacl enzimi ile lineer hale getirilmistir. Asagidaki jel goriintiisiinde de gortildigii
gibi beklenen bg uzunluklar1 4600 baz ciftidir.

1 2 4

lZ

r

5000 be

3

| IIIH

'.‘
.

11

Sekil 4.7. P.pastoris GS115 (PDI) mayasina transformasyon oncesi vektorlerin lineer
hale getirilmesinde agaroz jel goriintisii M: GeneRuler™ 1kb Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD). 1: Sacl enzimi ile kesilmeyen
pPICZaA-YAK kontroll, 2: pPICZaA-YAK plazmitinin Sacl enzimi ile
kesimi 3: Sacl enzimi ile kesilmeyen pPICZaA-YAKN kontroli 4:
pPICZaA-YAK plazmitinin Sacl enzimi ile kesim kontroli jel gérintusi

Lineer hale geldikleri Sacl enzimi ile kontrol edilen pPICZoA-YAK ve
pPICZaA-YAKN plazmitlerin kompotent P. pastoris GS115 (PDI) susuna
transformasyonlar1 gerceklestirilmistir. Transformant hiicreler 100 pg/mL ve 500
pg/mL zeosin iceren YPD agar plakalara ekilmistir. Plakalar 3 giin boyunca 30 °C’de
gelismeye birakilmis ve olusan kolonilerden secilim yapilmistir. Glikozile kimozin i¢in
100 pg/mL zeosin igeren plakalardan 3 adet, 500 pg/mL zeosin igeren plakalardan 5
adet koloni sec¢ilmis isimlendirmeleri YAK1, YAK2, YAKS, YAK4, YAKS5, YAKSG,
YAKY, YAKS olarak yapilmistir. Aym sekilde, glikozile olmayan kimozin i¢in 100
pHg/mL zeosin iceren plakalardan 3 adet, 500 pg/mL zeosin iceren plakalardan 5 adet
koloni se¢ilmis isimlendirmeleri YAKN1, YAKN2, YAKN3, YAKN4, YAKNS5,
YAKNG6, YAKN7, YAKNS8 olarak yapilmistir. Secilen koloniler teke disiirmek
amaciyla YPD agar plakalara ¢izilmis 3 gin boyunca 30°C’de gelismeye
birakilmislardir. Daha sonra bu kolonilerden YPD sivi besiyerine ekilerek gelismeleri
saglanmis ve -80°C stok yapilmustir.

32



BULGULAR Fatma ERSOZ

Sekil 4.8. P. pastoris GS115 (PDI) susuna transformasyon sonucu olusan koloniler ve
teke diisiirme ¢izimi

4.2. Transformantlarin Kimozin Ekspresyonu Calismalari
4.2.1. Erlenmayerde kimozin ekspresyonu

Boliim 4.1.5. te isimlendirilmesi yapilan transformantlar 6nce YPD ve BMGY
besiyerlerinde gelistirildikten sonra erlenmayerde pH:3 de BMMY besiyerinde 120
saatlik protein ekspresyonlar1 gergeklestirilmistir. Ekspresyonlar1 P.pastoris AOXI
promotoru kontroliinde yapildigi i¢in indiikleme siiresi boyunca her 12 saatte toplam
metanol %]1 olacak sekilde saf metanol ilavesi yapilmistir. 120 saatlik indiiksiyon
fazinda her 24 saatte Ornek alinarak siit pihtilastirma testi ve SDS PAGE analizi
yapilmugtir.

4.2.2. Sut pihtilastirma testi

Teste tabi tutulan tiim oOrneklerde siit soliisyonunun pihtilagtigi  zaman(s)
gozlemlenmis, test her bir 6rnek igin 3 paralel olacak sekilde gergeklestirilmistir. Testte
pozitif kontrol olarak ticari maya kullanilmig, negatif kontrol olarak ise kimozin geni
aktarilmayan bos P.pastoris GS115 PDI susu kullanilmistir. Klonlardan elde edilen siit
piht1 siireleri ile kullandigimiz kimozin standardi referans alinarak enzim aktiviteleri
IMCU/ml olarak hesaplanmistir. YAK1, YAK2, YAKY7 ve YAKS klonlar1 ile YAKN2,
YAKNS3, YAKN4, YAKNG6 klonlar1 diger klonlara gore ¢cok gec pihtilagtirma gosterdigi
icin YAK6 ve YAKNI klonlar ile ¢aligmalara devam edilmistir. Olusturulan klonlarin
erlenmayerde Gretimleri sonucu siit pihtilastirma siireleri ve IMCU/ml ifadesinden
aktivite degerleri asagidaki tabloda verilmistir.
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Sekil 4.9. CaCl; ve yagsiz siit tozu ile hazirlanan substrat ile gerceklestirilen siit
yag g
pihtilagtirma testi

Cizelge 4.1. Erlenmayerde 120 saatlik ekspresyon sonucu klonlarin pihtilastirma
streleri ve enzim aktivite degerleri

Klon ismi Piht1 Siiresi (s) En(zl:\r/ln éAUk/:invli_t)eSi
YAKS 67 53,71
YAK4 68 52.90
YAKS5 66 54,54
YAKG 64 56,25

YAKN1 59 61
YAKNS5 72 50
YAKN7 72 50
YAKNS8 67 5373
Kontrol 0 0
Ticari Maya 6 600

4.2.3. SDS PAGE analizi

120 saatlik kimozin ekspresyonu sonrasinda diger klonlara gore aktivitesi daha
iyi oldugu sonucuna ulasilan glikozile kimozin klonlari (YAK3, YAK4, YAK5, YAKG6)
ile glikozile olmayan kimozin klonlarma (YAKN1, YAKN5, YAKN7,YAKNS8) SDS
PAGE analizi yapilmis kontrol olarak ticari maya kullanilmistir.
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Sekil 4.10. Erlenmayerde 120 saatlik tiretim sonucu klonlarin SDS PAGE jel gortntisu.
1-4 siitunlart sirastyla YAK(glikozile kimozin), 5-8 siitiinlar1 sirasiyla
YAKN (glikozile olmayan kimozin) klonlaridir. M: Page Ruler Unstained
Protein Ladder —K: Bos PDI susunun 120. Saat goriintiisii +K: Daha onceki
calismalarda elde edilen kimozin iirettigi bilinen baska bir PDI kimozin
klonu, T: ticari maya

4.2.4. Secilen kimozin klonlarimin erlenmayerde Uretilmesi ve siipernatantlarinin
konsantre hale getirilmesi

Erlenmayerde kimozin ekspresyonu sonucu yapilan aktivite testi ve SDS PAGE
analizi sonrasi glikozile kimozin klonlarindan YAKG6, glikozile olmayan kimozin
klonlarindan YAKN1 klonlar1 en iyi kimozin iiretici klonlar olarak secilmis ve
erlenmayerde  BMMY pH:3 ortaminda tretilerek enzim aktivitelerinin zamanla
degisimlerine bakilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Erlenmayerde yapilan 120 saatlik kimozin ekspresyonu sonucu seg¢ilen
glikozile (YAKG6) ve glikozile olmayan(YAKNI1) kimozin klonlarimin
fermantasyon siiresi boyunca enzim aktivitesi degisimleri

Segilen bu iki klonun 120. saat siipernatantlar1 hizli filtrasyon sistemleri ile 30
kDa’luk kolonlardan gegirilerek 5 kat konsantre hale getirilmistir. Konsantre hale
getirilen siipernatantlara siit pihtilastirma testi ve SDS PAGE analizi uygulanmistir. Siit
pihtilastirma testinde YAK®6 klonunun konsantre etmeden dnceki slipernatant kimozin
aktivitesi 56 IMCU/ml olarak bulunmusken 5 kat konsantre edildikten sonraki aktivitesi
286 IMCU/mI olarak bulunmusken bu degerler YAKNI1 klonu i¢in de sirasiyla 61
IMCU/mI ve 311 IMCU/ml olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.12. Konsantre hale getirilen kimozin siipernatantlarinin enzim aktiviteleri

50kDa
40kD

30kDa

Sekil 4.13. Ticari maya, 120. saat siipernatantlar ve konsantre siipernatantlarin SDS
PAGE jel gorintusu

M: Page Ruler Unstained Protein Ladder, 1: YAKG6 glikozile kimozini
erlenmayerde iiretim 120. Saat siipernatanti, 2: Konsantre hale getirilmis YAKG
kimozin suprnatanti, 3: Ticari maya, 4: YAKNL1 glikozile olmayan kimozini
erlenmayerde iiretim 120. Saat slipernatantt , 5: Konsantre hale getirilmis YAKNI
Kimozin suipernatanti
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Yapilan enzim aktivite testi sonuglari dogrultusunda ve SDS PAGE Analizi ile
en iyi kimozin enzimi {ireticileri oldugunu diisiindiigiimiiz glikozile kimozin i¢in YAK6
klonu, glikozile olmayan kimozin i¢inse YAKNI klonlar1 secilmis bu klonlar ile
fermentdr dlgekli liretim yapilmaya karar verilmistir.

4.2.5. Fermentorde kimozin ekspresyonu

Secilen glikozile kimozin (YAKG6) ve glikozile olmayn kimozin (YAKNL1)
klonlarinin ekspresyonu 5 L hacimli fermentorde sicaklik ve pH kosullar1 daha 6nceden
erlenmayer  iretimlerinde  belirlenen  optimum  kosullarda  ekspresyonu
gergeklestirilmistir. Bu kosullar kesikli gliserol ve kesikli beslemeli gliserol fazlarinda
28°C; pH:5 olarak, metanol besleme fazinda ise 28°C; pH:3.15 olarak belirlenmistir.

Sekil 4.14. Fermentorde kimozin ekspresyonu
Fermentdrde kimozin ekspresyonu sonucunda glikozile ve glikozile olmayan

kimozin ekspresyonu sonucunda elde edilen veriler 4.2. ve 4.3. numaral ¢izelgelerde
verilmistir.
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agirhig1 ve toplam protein miktarlari

Cizelge 4.2. 90 saatlik fermantasyon boyunca YAKG6-PDI klonunda aktivite, yas hiicre

e | weamn | Mian | S
(9/L) (mg/L)

0 155.4 42 28.4
7 159.3 68 36.14
11 163.9 86 44.33
20 182.9 127 51.9
32 226.8 128 59.21
42 267 162 66.91
54 315.15 189 91.37
67 360 200 128.57
81 450 210 163.63
90 520 238 214.29

Ticari Maya - 291 600

Cizelge 4.3. 90 saatlik fermantasyon boyunca YAKN1-PDI klonunda Aktivite, Yas
hiicre agirlig1 ve toplam protein miktarlar

Fermantasyon WCW-Yas Hiicre Top;\?[rir:(tF;rrclJtem Aktivite
Siresi(Saat) Agirhg (g/L) (mg/L) (IMCU/mL)
0 130.85 57 30
7,5 138.41 60 41.18
11 147.05 82 48
20 202.5 112 54
32 235.8 130 61
42 283.8 173 77.92
54 375 176 110.43
67 440 216 150
81 500 242 183.7
90 560 303 257.15
Ticari Maya - 304 600

Glikozile kimozin (YAK6-PDI) ve Glikozile olmayan kimozin (YAKN1-PDI)
klonlarinin ferment6rde 90 saatlik metanol beslemesi sonucu enzim aktivitesi, yas hiicre
agirlig1 ve toplam protein miktarlar1 degerleri asagidaki sekillerde gosterilmistir.

Glikozile kimozin YAKG6 klonu metanol besleme fazina 155.4 g/L yas hiicre

agirhiginda baglarken 90. saat sonunda 520 g/L yas hiicre agirligina ulagmistir. Glikozile
olmayan kimozin YAKN1 klonu i¢in bu degerler sirasiyla 130.85 g/L ve 560 g/L olarak
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Olgiilmiistiir. Toplam protein miktarlart da YAK6 glikozile kimozin i¢in metanol
besleme fazi baglangicinda 42 mg/L iken 90. saat sonunda 238 mg/L olmus; bu degerler
YAKNI1 glikozile olmayan kimozin i¢in sirasiyla 57 mg/L ve 303mg/L olarak
Ol¢iilmiistir. Kimozin enzim aktiviteleri de 90 saatlik metanol beslemesi sonunda
YAKG glikozile kimozin klonu icin 214.29 IMCU/mL aktivitede 0.9 U/mg spesifik
aktivite olarak, YAKNL1 glikozile olmayan kimozin klonu igin 257.15 IMCU/mL
aktivitede 0.85 U/mg spesifik aktivitede bulunmustur.

300

—&— YAKG (glikozile kimozin)
250 A —=— YAKN1 (glikozile olmayan kimozin)

200 A

150 A

100 +

Enzim Aktivitesi(IMCU/mI)

50 4

0 20 40 60 80 100
Fermantasyon Siiresi(saat)

Sekil 4.15. 90 saatlik ekspresyonu boyunca glikozile ve glikozile olmayan kimozinlerin
enzim aktivitelerinin karsilastirilmast
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Sekil 4.16. 90 saatlik ekspresyonu boyunca glikozile ve glikozile olmayan kimozinlerin
yas hiicre agirliklarinin karsilastirilmast
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Sekil 4.17. 90 saatlik ekspresyonu boyunca glikozile ve glikozile olmayan kimozinlerin
toplam protein miktarlarinin karsilastirilmasi

Grafik verileri incelendiginde birbirlerine yakin degerde yas hiicre agiliklarina
(glikozile kimozin 520 g/L; glikozile olmayan kimozin 560 g/L) sahip olduklar1 halde
toplam protein miktarlari incelendiginde glikozile omayan kimozinin toplam proteini
glikozile kimozine gore %10 oraninda daha fazladir. Bu degerler de enzim aktivitesi ile
orantihidir ki glikozile kimozinin enzim aktivitesi 214.29 IMCU/mL iken glikozile
olmayan kimozinin enzim aktivitesi 257.15 IMCU/mL olarak bulunmustur. Ancak
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spesifik aktiviteleri karsilastirildiginda glikozile kimozinin spesifik aktivitesi 0.9 iken
glikozile olmayan kimozinin spesifik aktivitesi 0.85 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.18. Glikozile kimozin YAK®6 klonunun fermentor tretimi boyunca SDS PAGE
goruntist M: page ruler unstained protein ladder
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Sekil 4.19. Glikozile olmayan kimozin YAKNL1 klonunun fermentor Gretimi boyunca
SDS PAGE goruntist. (M: page ruler unstained protein ladder)
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Metanol beslemesi sirasinda farkli saatlerde alinan siipernatant 6rnekleri, SDS-
PAGE analizi i¢in uygun olarak hazirlanip -20 °C’de saklanmistir. Fermantasyon islemi
bittiginde biitiin 6rneklere SDS-PAGE analizi uygulanmistir. Her iki jelde yaklasik 42
kDa biiyiikliiglinde kimozin protein bandi goriilmiis ve protein bandinin yogunlugu her
iki jelde de fermantasyon siiresiyle orantili olarak artmustir. Kontrol olarak kullanilan
ticari mayanin da 40 kDa hizasinda yogun bir sekilde bant vermis olmasi da
sonuglarimizi dogrular niteliktedir.

4.2.6. Enzimin optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi
90 saatlik kimozin ekspresyonundan sonra supernatantlara enzimin sicaklik ve

pH karakterizasyonlar1 yapilmistir. Enzimin belirli sicaklik (20-70°C) ve pH (4-7)
araliklarinda stabil kalabildigi degerler ile optimum c¢alisma degerleri belirlenmistir.

120

100 +

Kalan Aktivite(%)
8 3 3

N
(=}
I

o
1

T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik(®)

—8— YAKB(Glikozile Kimozin)
—&— YAKN1 (Glikozile Olmayan Kimozin)

Sekil 4.20. Glikozile ve glikozile olmayan kimozinlerin sicaklik stabilizasyonlar1
grafigi
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Sekil 4.21. Glikozile ve glikozile olmayan kimozinlerin optimum sicakliklar
grafigi

Yapilan sicaklik stabilizasyonu testi sonuglarina gére rekombinant Tibet 6kuzii
glikozile kimozin (YAK6) enzimi igin optimum ¢alisma sicakligi 40°C olarak
bulunmugtur ve enzim 4°C’de maksimum (%100) dayaniklilik gosterirken, bu deger
40°C’de %63 olmus ve 70°C’de sifira diismiistiir.

Glikozile olmayan kimozin (YAKNL1) igin yapilan sicaklik stabilizasyonu testi
sonuglara gore ise optimum ¢alisma sicakligi 40°C olarak bulunmustur ve enzim
4°C’de maksimum (%100) dayaniklilik gosterirken, bu deger 40°C’de %60 olmus ve
70°C’de sifira diigmiistiir.
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Sekil 4.22. Glikozile ve glikozile olmayan kimozinlerin pH stabilizasyonu grafigi
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Sekil 4.23. Glikozile ve glikozile olmayan kimozinlerin optimum pH grafigi

YAKG6 glikozile kimozin enziminin aktivite gosterdigi substrat pH degerleri su
sekilde bulunmustur: pH 6’da bagil aktivite %100 (optimum) iken, pH 9 ve pH 2°de
0’dir. pH dayaniklilig1 testinin sonuglarina gore ise, enzim pH 8’e kadar %100 stabil
kalmis pH 10 da ise %38’lere diismiistiir.
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YAKNL1 glikozile olmayan kimozin enziminin aktivite gosterdigi substrat pH
degerleri ise su sekilde bulunmustur: pH 6°da bagil aktivite %100 (optimum) iken, pH 9
ve 2°de sifirdir. pH dayaniklilig: testinin sonuglarina gore ise, enzim pH 8’e kadar %100
stabil kalmis pH 10 da ise %60’lara diismiistiir.

4.3. Uretilen Rekombinant Kimozin ile Peynir Yapim Cahsmalari

4.3.1. Peynir Uretilecek olan sutiin 6zelliklerinin belirlenmesi

Uretime almacak siitin pH degeri 6.8 olarak olciilmiistiir. Sutiin bilesimi ise
Lactostar Siit anali cihazi ile 6l¢ulerek % olarak degerleri asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 4.4. Peynir iiretimine alinacak olan ¢ig siit i¢erigi (%)

Bilesen Ad1 | Miktari(%)
Yag 3.68
Yagsiz K.M. 8.23
Protein 3.09
Laktoz 4.50
Yogunluk 1.0273
D. Noktasi 0.498

4.3.2. Uretilen kimozin enziminin peynir mayasi kuvvetinin belirlenmesi

Uretilen rekombinant kimozin enziminin maya kuvvetinin belirlenebilmesi igin
maya kuvvet tayini yapilmistir. Metotta 30°C’ ye isitilmig siite maya kuvvetini
belirleyebilmek amaciyla siit pithtilastirma testi yapilmis, erlenmayer duvarinda ilk piht1
goriildiigli zaman kaydedilerek maya kuvvetleri metotta verilen formiil yardimiyla
hesaplanmistir. Kontrol olarak kullandigimiz ticari mayanin maya kuvveti 1/1600
olarak tespit edilmisken rekombinant Gretilen glikozile kimozinin (YAKG6) maya
kuvveti 1/570; glikozile olmayan kimozin (YAKN1) klonunun maya kuvveti 1/685
olarak bulunmustur.

4.3.3. Rekombinant Kimozinler ile Kiigiik Olgekli Peynir Uretim Cahsmalar:

Maya kuvvetleri hesaplanan rekombinant kimozinler ile ticari maya olarak
kullandigimiz mayadan 4800 ml siitii 1 saat iginde pihtilagtiracak maya miktarlari
metotta verilen formiil yardimiyla hesaplanmis ve ticari maya igin 8 ml, glikozile
kimozin(YAKS®) icin 22.4 ml, glikozile olmayan kimozin i¢in 18.66 ml maya 4800 ml
sute eklenmistir. 1 saat 32°C de mayalama isleminden sonra piht1 kirilmig ve cendere
bezine aktarilmistir. 2 saatlik stizme islemi sonunda alta gegen peyni alt1 suyunun
mitarlart hesaplanmig ve ticari mayada 3600 ml, glikozile kimozinde (YAKG6) 3670 ml,
glikozile olmayan kimozinde (YAKNL1) ise 3650 ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4.25. Piht1 kirma isleminden sonra cendere bezi yardimiyla peynir alti suyunun
stizulmesi
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Sekil 4.26. Siizme ve baskilama islemi sonrasi olusan peynir pihtis1 ve kaliba alinmasi

Sekil 4.27. Kaliptan ¢ikartildiktan sonra olusan peynir
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Sekil 4.28. Rekombinant kimozinler ile ticari peynir mayasi ile yapilan peynirler

Kaliba alinan peynirlere 15°C de 16 saat 5 kg’lik agirlikla baskilama yapildiktan
sonra olusan peynir miktar1 tartitlmis ve verimlilikleri % olarak hesaplanmistir.
Baslangi¢c hacmi 4800 ml olan siitten ticari maya kullanilarak yapilan peynirde 600.5 gr
peynir, Glikozile kimozin enzim siipernatanti kullanilarak yapilan peynirde 576 gr,
glikozile olmayan kimozin enzim siipernatanti kullanilarak yapilan peynirde 614.2 gr
peynir elde edilmistir. Elde edilen sonuclara gére verim hesaplamasi yapilmis ve ticari
maya verimi %12.5 olarak bulunmusken glikozile kimozinde %12 olarak glikozile
olmayan kimozinde %12.8 olarak bulunmustur (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Peynir yapim galismalar1 sonucunda ticari maya ile rekombinant tiretilen kimozinlerin karsilastiriimasi

] Site .
Enzim Peynire Koyulan Peynir Alt1 _
Ornek Aktivitesi Maya . "Isler.len Maya Syyu Oh.lsall: V%nm
(IMCU/mI) Kuvveti | Sut Miktari Miktar: Miktar Peynir (kg) (%)
(ml) (ml)
(ml)
Ticari 600 1/1600 4800 8 3600 600.5 12.5
Maya
Glikozile
Kimozin(YAK®) 214.3 1/570 4800 22.4 3670 576.2 12
Glikozile olmayan 257.14 1/685 4800 18.66 3650 614.2 12.8
Kimozin (YAKN1) : : : :
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S. TARTISMA

Bu calisma, Tibet Okizii (Bos Grunniens) prokimozin enzimini kodlayan
glikozile ve glikozile olmayan genleri kullanilarak P. pastoris rekombinant konukgu
organizmasinda aktif kimozin salgilanmasi, bu aktif kimozinin karakterizasyonunun
yapilmasi ve rekombinant kimozin enzimi tretiminde N-Glikozilasyonun etkisinin
arastirtlmasini1  kapsamaktadir. Calismada Tibet 0kdzi kimozin genleri P. pastoris
metilotrofik mayasinda Saccharomyces cerevisia a-mating sekresyon sinyali
kullanilarak AOXI promotoru altinda hiicre disina rekombinant aktif kimozin Gretimi
gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda ¢alisgmanin ikinci yonii de rekombinant kimozin
uretimine ilaveten N-glikozilasyonun rekombinant tibet ©kizi Kkimozin enzimi
iretimine, aktivitesine ve verimliligine etkisini incelemektedir.

Kimozin geni 1110 b¢ uzunlugunda olup kodladig1 kimozin enzimi (323 amino
asit, 35.6 kDa) mide mukoza hiicreleri tarafindan prokimozin (365 amino asit, 40.8kDa)
olarak sentezlenir. Daha sonra bu molekil midedeki asidik pH sartlarinda aktif
kimozine dénusmekte ve proteinin ifadesi dizenlenmektedir (Attallah vd 2007). Daha
onceki yapilan ¢aligmalarda kimozinin sadece prokimozin formunda hiicre disina aktif
kimozin olarak salgilanabildigi bilinmektedir (Vallejo vd 2008). Caligmamizda da bu
sebeple Tibet 6klzi kimozin enziminin prokimozin formu ile gergeklestirilmistir.

Bugune kadar kegi, deve, manda, bovin, kimozinlerinin rekombinant olarak
tiretimi gergeklestirilmis olup c¢alismamizda kullanilan Tibet Okizli (YAK) kimozini
Uretimine dair herhangi bir literatiir ¢alismasina rastlanilmamistir. Yine ayni sekilde
rekombinant kimozin Gretimi icin Escherichia coli (Mohanty vd 1999), Saccharomyces
cerevisiae (Goff vd 1984) , Kluyveromyces lactis ( Van den Berg vd 1990), Aspergillus
niger (Kappeler vd 2006) ve Pichia pastoris (Wang vd 2015) gibi cesitli
mikroorganizma liretim sistemleri kullanilmis fakat P. pastoris GS115 (PDI) susunda
gerceklesen herhangi  bir rekombinant Tibet o©kizu (YAK) kimozin uretimi
goriilmemistir. Ayrica bu c¢aligmada kimozin enzimi liretiminde aminoasit dizisinde
meydana gelen glikozilasyon bdlgelerinin kaldirilarak glikozile olmayan tibet okiizi
kimozin aminoasit dizisi elde edilmis ve glikozile olmayan kimozinin de P. pastoris
GS115 (PDI) susunda ekspresyonu yapilmistir. Boylelikle glikozile olan ve olmayan
kimozin enzimlerinin ayni sartlarda tiretimleri gerceklestirilmistir. Yapilan iiretim ve
testler sonucunda rekombinant kimozin Uretiminde meydana gelen glikozilasyonun
enzim iretimi ve aktivitesine etkisinin arastirllmis olmasi da bu c¢alismanin
0zglnliigiinii olusturmaktadir.

Rekombinant Tibet 6kizi kimozini tretilmesi amaciyla glikozile (YAK) ve
glikozile olmayan (YAKN1) kimozin genleri Saccharomyces cerevisia a-mating
sekresyon sinyali kullanilarak hiicre disinda aktif kimozin olarak iiretilmistir.
Prokimozin olarak sentezlenen enzim mide asidik sartlarindaki gibi pH:3 BMMY
besiyerinde dretilerek aktif kimozine doniismekte ve bu sekilde gen ifadesi de
diizenlenmis olmaktadir. Bu sonucu da Vallejo vd. (2008) calismasi destekler
niteliktedir. Vallejo vd (2008), yaptiklar1 ¢alismada Bufalo preprokimozin, prokimozin
ve kimozin DNA sekanslarinin  P. pastoris konukgusunda Uretimlerini
gerceklestirilmistir ancak sadece prokimozin sekansmi igeren klonlarn kiiltiir
siipernatantina aktif kimozin salgilayabildikleri sonucuna ulasilmistir. Bu calisma da
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tezimizi destekler nitelikte olup sebebinin izole kimozinlerde de oldugu gibi kimozinin
mide asidik sartlarda (pH:3) aktifleserek etkinligini saglayabildigi bu yuzden de asit
proteaz olarak tamimlandigi (Akin 1996) disiiniilmektedir. Ayrica Emtage vd (1983)
yaptiklart ¢alismada E.coli konukgusunda kimozin dretimini prokimozin formunda
gerceklestirmislerdir.

E. coli, S. cerevisiae, K. lactis ve A. niger gibi ¢ok sayida rekombinant protein
tiretim konukcusu olmasma ragmen P. pastoris metilotrofik mayasinda rekombinant
bircok proteinin iiretiminin ger¢eklesmis olmasinin sebebi ise P. pastoris konukgusunun
postraslasyonel modifikasyonlara elverisli olmasi ve fermentér ortaminda verimli
sonuclar elde edilmesidir.

Calismamizin klon se¢imi amaciyla gerceklestirilen erlenmayer lretimleri sirasinda
secilen klonlardan glikozile kimozin igin YAK6 ve glikozile olmayan kimozin igin
YAKNI klonlarmin 120 saatlik erlenmayer iiretimi sonucunda enzimatik aktiviteleri
sirastyla 56 IMCU/mL ve 61 IMCU/mL olarak bulunmus ve 30 kDa luk hizli
konsantrasyon Kolonlar1 ile siipernatantlar 5 kat konsantre edilmistir. Konsantrasyon
sonucunda enzimatik aktiviteleri sirasiyla 286 IMCU/ml ve 311 IMCU/ml olarak
bulunmustur. Yani 5 kat konsantre edilen siiperanatanlarda ortalama 5 kat enzim
aktivite verimi artist gdzlemlenmistir. Noseda vd (2013) tarafindan sigir kimozini
iretimi lizerine fermentor Olgekli yapilan calismada 120 saatlik indiiksiyon sonucu
hiicre kiltiir silipernatantindaki aktivite 96 IMCU/ml olarak bulunmusken ayni
stpernatant once 0.22um lik filtrelerden gegirilmis sonra 3 ve 30 kDa hizli filtrasyon
yapilmis ve son aktivitesi 384 IMCU/ml olarak tespit edilmistir. Calismamizda
gerceklestirlen 5 kat konsantasyonda ortalama 5 kat verim artist gézlemlenmisken
(Sekil 4.12.); Noseda vd. (2013) c¢alismasinda da verim artis1 ortalama 4 kat diizeyinde
gerceklesmistir.

Noseda vd (2013), yaptiklar1 ¢calismada kodon optimizasyonu yapilmis sigira ait
prokimozin B geninin alkol oksidaz 1 promotoru (AOX1) kontrolinde P. pastoris
GS115 susunda ekspresyonu gerceklestirilmiglerdir. Biyoreaktdrde optimize edilen
sartlarda gergeklestirilen {iretim sonunda biyokiitle seviyesi 240 g¢/L kuru hicre
agirhigma ulagsmis ve siit pihtilagtirma aktivitesi 96 IMCU/mL olarak tespit edilmistir.
Calismamizda 90 saatlik ferment6r tiretiminde glikozile kimozin igin 214.3 IMCU/mL
olarak, glikozile olmayan kimozin igin 257.14 IMCU/mL aktifligindeki rekombinant
kimozin Uretimi gozlemlenmistir (Cizelge 4.2. ve 4.3.). Uretimler sonucunda glikozile
olan kimozin ile glikozile olmayan kimozin enzim ativiteleri karsilastirildiginda
glikozilasyon bdlgelerinin uzaklastiriimasiyla enzim aktivitesinde 6nemli bir degisiklik
olmadig1 sonucuna varilmistir.

Wang vd (2015) tarafindan yapilan diger bir caligmaya gore P. pastoris
mayasinda deve kimozinini laboratuar sartlarinda 37mg/L olarak {tretilmistir. 144
saatlik metanol beslemesi sonucunda 270 g/L yas hiicre agirligina ulagsmiglardir. Bu
caligmada ise 90 saatlik metanol beslemesi sonucu yas hiicre agirligi glikozile kimozin
icin 520 g/L; glikozile olmayan kimozin igin ise 560 g/L olarak bulunmustur (Cizelge
4.2. ve 4.3)). Diger c¢alismaya gore neredeyse arada iki kat fark bulunmasimin nedeni
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fermantasyon sartlarinin iyi optimize edildigine ve P. pastoris hicrelerinin
adaptasyonunun iyi olduguna yorumlanabilir.

Bradford protein assay kit protokoliine gore hazirlanan farkli konsantrasyonlarda
Bovine Serum Albumin (BSA) standardina gore yapilan toplam protein
hesaplamalarinda 90 saatlik fermantasyon sonucunda toplam protein miktarlari
glikozile kimozin i¢in 238 mg/L ve glikozile olmayan kimozin icin 302 mg/L olarak
bulunmustur. Wang vd (2015) ise yaptiklar1 ¢alismada rekombinant deve kimozinini
144 saatlik fermantasyon sonucunda 5 litrelik reaktérde 300 mg/L {iriin elde etmislerdir.
Calismamizda fermantasyon siiresinin diger calismadakine gore daha kisa olmasina
ragmen yaklastk ayn1i miktarda toplam protein retilmesini fermantasyon
verimliligimizin daha iyi olmasiyla iliskilendirebiliriz. Bu c¢ikarim Uretim sonucu
ulagilan yas hiicre agiriklan karsilagtirildiginda da desteklenmektedir. Deve kimozini
calsmasinda 270g/L. yas hiicre agirligina ulagilmisken c¢aligmamizda glikozile ve
glikozile olmayan kimozin i¢in yas hiicre agirliklar1 520 ve 560 g/L olarak bulunmustur
(Cizelge 4.2 ve 4.3.).

Sekil 4.18. ve 4.19° da goriildiigi gibi fermentor iiretimleri sonucunda SDS
PAGE analizinde yaklasik 42 kDa ve 30 kDa buyukliginde kimozin bantlari
gorilmekte olup hem glikozile hem glikozile olmayan kimozin igin durum
degismemektedir. Kumar vd (2006) yaptiklari ¢alismada oglak kimozini {iretmisler ve
mono Q kolonu ile saflastirma sonucu tek bant olarak 36 kDa biiytikliigliinde kimozin
bandi bulmuslardir. Attalah vd (2007) ¢alismalarinda farkli kaynaklardan izole edilen
kimozin enziminin protein biiyiikligiinii incelemislerdir. Bufalo ve inek kimozinini
40kDa biyiikligiinde; domuz ve deve kimozinini de sirasiyla 43 kDa ve 30 kDa
bliylikliikte bulmuslardir. Fermantasyon sonucu iiretilen kimozinler incelendiginde
Kappeler vd. (2006) deve kimozininin biytikliginii tek bant olarak 40 kDa
buyikligiinde bulmuslardir, Vallejo vd (2008) yaptiklar1 ¢alismada bovin kimozini 2
bant olarak 36 ve 40 kDa molekiler biyiklikte bulmuslardir. Beldarrain vd (2000)
yaptiklar1 ¢alismada Mucor pusillus turevli kimozininin buytkliiginii 44 kDa olarak
bulmuslardir. Yapilan ¢alismlar incelendiginde kimozinin molekiiler biiytikliigiiniin 25-
50 kDa arasinda degismekte oldugu sonucuna varilmustir, iki veya tek bant olarak
belirginlesmesi ve biiyiikliigiiniin farkli olma sebebi de kimozin kaynaklarinin birbirine
0zgii karaktersitik 6zelliklerine baglanmaktadir.

Glikozile kimozin icin optimum pH sartlarin1 belirlemeye yonelik galismalar
incelendiginde Wang vd,(2015) yaptiklar1 ¢alismada deve kimozinin optimum g¢alisma
pH degerini 5 olarak belirlemislerdir. Deve kimozini {izerine yapilmis diger ¢aligmalar
incelendiginde Kappeler vd, (2006) optimum pH’sin1 6 bulmusken Noseda vd (2013) bu
degeri 5.5 bulmuslardir. Rogelj vd (2001) yaptiklari ¢aligmada inek kimozini igin
optimum pH degerini 6.5 olarak, kuzu ve buzag: kimozini i¢in optimum pH degerini
6.8 olarak bulmusladir. Yapilan diger ¢aligmalara bakildiginda mikroorganizma tiirevli
kimozinler igin optimumn pH degerleri Rhizomucor miehei igin 6.8 (Rogelj vd 2001),
Penicillium oxalicum i¢in pH 5 (Hashembd 2000) olarak bulunmustur. Calismamizda
ise tibet Okuzl kimozin enziminin hem glikozile hem glikozile olmayan formu igin
optimum ¢alisma pH degerini 6.4 olarak bulunmustur (Sekil 4.22 ve 4.23). Ayn1 enzim
icin bu kadar degisen optimum pH araliklar1 da enzim kaynagmin farkli olmasi olarak
yorumlanabilir.
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Enzimin c¢aligmast igin gerekli sartlar incelendiginde diger 6nemli bir faktoriin
de sicaklik oldugu bilinmektedir. Kimozin enzimi i¢in yapilan ¢alismalar inelendiginde
optimum sicaklik degeri deve kimozini i¢in Wang vd (2015) tarafindan 45-55°C olarak
bulunmustur. Yine Elegamy vd (2000) tarafindan yapilan ¢alismalara gére optimum
sicaklik deve kimozin igin 50°C olarak; bufalo kimozini i¢in 45°C olarak bulunmustur.
Oglak kimozini i¢in Kumar vd. (2000) optimum ¢alisma sicakligimi 65°C olarak
bulmugken Moschopoulou vd. (2006) bu degeri 46°C olarak bulmustur. Buzagi
kimozini icin Rogelj vd. (2001) optimum g¢alisma sicakligini 40°C olarak bulmustur.
Vallejo vd. (2008) ise yaptiklart ¢alismada bovine kimozini i¢in optimum ¢alisma
sicakligint 37°C olarak bulmuslardir. Calismamizda ise tibet 0kiizl kimozin enziminin
hem glikozile hem glikozile olmayan formu i¢in optimum ¢alisma sicaklik degeri 40°C
olarak bulunmustur (Sekil 4.20 ve 4.21). Ayn1 enzim i¢in bu kadar degisen optimum
sicaklik araliklart da enzim kaynaginin farkli olmasi olarak yorumlanabilir.

Uretilen rekombinant kimozinler ile peynir yapim ¢alismalar1 gerceklestirilmis
olup Istanbul Ticaret Odas1 Egitim Semineri (2005) verileri incelendiginde 120 kg inek
sitinden 20 kg beyaz peynir elde edilmistir. Harun Kesenkasin doktora tezi
incelendiginde (Ege Universitesi) farkli tiplerde beyaz peynir iiretiminde yaklasik %12
kurumaddeli siitten yaptig1 randimanlart %15-17 arasinda bulmustur. Uglincii (2004)
yaptig1 ¢calismada randimani %14-15 civarinda bulmustur.

Calismamizda kontrol olarak kullanilan ticari mayada verim %12,5 olarak
bulunmusgken glikozile kimozinde %12 olarak glikozile olmayan kimozinde ise %12,8
olarak bulunmustur bulunmustur. Uretimler arasinda verim olarak farklilik olma
sebepleri de sutin kurumadde ve yag gibi peynir verimini etkileyen faktorlerin
oranlarinin birbirinden farkli olmasindan,siitiin elde edilis mevsiminin farkli olmasindan
ve {liretim sartlariin degiskenliginden kaynaklamis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6.  SONUC

Bu ¢aligsma tibet 6kiiz kimozin enzimi geninin rekombinant klonlama teknikleri
kullanilarak P.pastoris konukgusunda ekspresyonu ve glikozilasyonun rekombinant
kimozin Uretimine etkisini kapsamaktadir. Tibet 0kizl prokimozin genini tasiyan
rekombinant vektor olusturulmus, P. pastoris mayasinda AOX1 promotoru altinda a-
MF sinyal sekansi ile hiicre disinda Uretimi gergeklestirilmistir.

Calismanm iki temel amaci vardir. ilki kimozin enzimini rekombinant olarak
uretmek ikincisi enzim Uretimine, aktivitesine glikozilasyonun etkisini incelemektir.
Enzimin rekombinant olarak firetilmesi amaciyla tibet OkUzl kimozin enzimini
kodlayan genler (glikozile ve glikozile olmayan formlar1) klonlama teknikleri ile P.
pastoris mayasina klonlanmigtir. Klonlama sonucunda tiretimlerin en iyi oldugu klonlar
bulabilmek amaciyla erlenmayerde klon tarama iiretimleri gergeklestirilmis ardindan
secilen Klonlar ile fermentor 6lcekli Uretim devam ettirilmistir. Fermantasyon sonucu
elde edilen siipernatanin kismi karakterizasyonu (sicaklik ve pH karakterizasyonu)
yapilmistir. Siipernatanlarin SDS-PAGE analizinde hem glikozile hem glikozile
olmayan kimozin enzimine ait protein bantlari 40 kDa biiyiikligiinde olarak
bulunmustur. Fermantasyon kosullarinda gergeklestirilen 90 saatlik kimozin
ekspresyonu sonucunda ulasilan protein miktari glikozile kimozin igin 238 mg/L iken
glikozile olmayan kimozin icin 303mg/L. Fermentdrde Uretilen rekombinant kimozinin
aktivitesi ekspresyon siiresi boyunca artmistir. 90 saat boyunca yapilan rekombinant
tibet Okiizli kimozini {iretimi sonunda, enzimin siiti pihtilastirma giicii glikozile
kimozin igin 214 IMCU/ml iken glikozile olmayan kimozin igin 257 IMCU/mI olarak
hesaplanmugtir. Glikozilasyonun rekombinant kimozin tirtimine etkisine bakildiginda
glikozilasyon bdlgelerinin uzaklastirilmasi enzim aktivitesinde onemli bir degisiklik
olmadig1 sonucuna varilmistir.

Rekombinant tibet kiizii kimozininin aktivite gosterdigi optimum sicaklik 40°C
optimum pH 6.4’tiir. Maksimum (%100) stabil kalabildigi sicaklik 4°C iken 70°C’de
stabilitesini tamamen kaybetmistir. pH 2-7.5 arasinda stabil kalmis, pH 9.0’ da
stabilitesi tamamen kaybetmistir.

Fermentor tiretimleri sonucunda kimozin siipernatantlari ile kiigtik 6l¢ekli peynir
{iretimi gergeklestirilmistir. Uretim verimleri, maya kuvveti bilinen ticari bir maya ile
karsilagtiritlmis ve ticari mayanin verimi %12.5 iken glikozile kimozinin verimi %12,
glikozile olmayan kimozinin verimi %12.8 olarak bulunmustur.

Calisma sonucunda kimozin enziminin iretiminde glikozilasyonun ©6nemli
oranda etkilemedigi sonucuna ulasilmistir. Ancak bu calismada {iretilen enzim
saflagtirlmadan hiicre siipernatanti olarak kullanilmis ve peynir yapim g¢alismalarinda
sadece verim agisindan incelenmistir. Bu ¢alismanin devami niteliginde yapilabilecek
olan ¢alismalarda hiicre siipernatantlar saflastirilarak enzim daha etkin hale getirilebilir.
llaveten de peynir yapim ¢aligmalari sadece verim incelemesi asamasinda
birakilmayarak ftiretilen peynirin Karakteristik ozellikleri ve depolama sireci de test
edilerek izole kimozin enzimleri ile Uretilen rekombinant kimozin enzimleri arasi
farkliliklar incelenebilir.
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Bu tez calismasinin bilim diinyasina yaptigi katki ise Tibet 6kizl kimozin
enziminin rekombinant olarak Gretilmesinin yaninda glikozilasyonun etkisinin
arastirilmasi da ¢alismanin diger bir 6zgiinliigiinli olusturmaktadir.

Tirkiye agisindan katkilarina bakilacak olursa bilimsel olarak oldukca eksik
kaldigimiz rekombinant DNA teknolojisi alanindaki tekniklere katkis1i olacagi
diisiiniilmektedir Endiistriyel boyutta katkilarina bakilacak olursa firetilen kimozin
enzimi yapilabilecek olan daha ileriki projelerin de destegiyle yerli bir kimozin enzimi
kaynagi elde edilebilecegi ve lilkemizin bu baglamda disa bagimliliginin azaltilabilecegi
diistiiniilmektedir.
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8. EKLER

Ek-1. Kodon optimizasyonu yapilmis YAK kimozin geni sekansi
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| LEE e e
ATGAGGTGTCTCGTGGTGCTACTTGCTGTCTTCGCTCTCTCCCAGGGCGCTGAGATCACC

AGAATCCCATTGTATAAGGGTAAATCACTTAGARAGGCATTGAAGGAGCACGGTTTGTTG
L T B O R N e R R AR A
AGGATCCCTCTGTACAAAGGCAAGTCTCTGAGGAAGGCGCTGAAGGAGCATGGGCTTCTG

GAAGACTTTTTGCAGAAGCAACAGTATGGTATTTCTTCCAAATACTCTGGT TTTGGAGAA
PETeeer b v reereeer n FEETeer re e e i
GAGGACTTCCTGCAGAAACAGCAGTATGGCATCAGCAGCAAGTACTCCGGCTTCGGGGAG

GTTGCATCCGTCCCATTGACAAACTACCTTGACTCTCAATATTTCGGTAAAATCTACTTG

[N T e reeeerer FEETE b v e reeeer
GTGGCCAGCGTGCCCCTGACCAACTACCTGGATAGTCAGTACT TTGGGAAGATCTACCTC

GGTACCCCACCTCAGGAGTTTACAGTTCTTTTCGACACCGGTTCAAGTGATTTTTGGGTT

FErrrer eereeererr re re re e reerr e LEETE Eren
GGGACCCCGCCCCAGGAGTTCACCGTGCTGTTTGACACTGGCTCCTCTGACTTCTGGGTA

CCTTCTATCTATTGTAAGTCCAACGCTTGCAAGAACCATCAAAGATTCGATCCAAGARAG

L R N R e N e R R e RN R R RN
CCCTCTATCTACTGCAAGAGCAATGCCTGCAAAAACCACCAGCGCTTCGACCCGAGAAAG

TCTTCCACCTTCCAGAACTTGGGAAARCCTCTTTCAATTCACTATGGTACTGGAAGTATG

L T e e B e R e O R A R R AR RN
TCGTCCACCTTCCAGAACCTGGGCAAGCCCCTGTCTATCCACTACGGGACAGGCAGCATG

CAAGGTATCTTGGGATACGACACTGTCACAGTTTCAAATAT TGTTGATATCCAACAGACT
[ N N N NN R A AR RN
CAGGGCATCCTGGGCTATGACACCGTCACTGTCTCCAACATTGTGGACATCCAGCAGACA

GTCGGTTTGTCTACACAARGAACCAGGAGACGTTTTTACTTACGCCGAGTTCGATGGTATT
e (A e R A e R RN R RN N B N
CTGAGCACCCAGGAGCCC GTCTTCACCTATGCCGAATTCGACGGGATC

TTGGGAATGGCATATCCATCTCTTGCTTCCGAATACTCAATCCCTGTTTTCGATAACATG
L e e e o e e A N N N A R RN N RNy
CTGGGGATGGCCTACCCCTCGCTCGCCTCAGAGTACTCGATACCCGTGTTTGACAACATG

ATGAACAGACATTTGGTTGCTCAAGACCTTTTCTCTGTCTATATGGATAGAAACGGTCAG

L T O R e R e O N O R R AR RN
ATGAACAGGCACCTGGTGGCCCAAGACCTGTTCTCGGTTTACATGGACAGGAATGGCCAG

GAGTCCATGTTGACTCTTGGAGCCATTGACCCATCATACTATACTGGTAGTTTGCACTGE
[ N N e N e e R R R R AR R R (NRRRRNY]
GAGAGCATGCTCACGCTGGGGGCCATCGACCCGTCCTACTACACAGGGTCCCTGCACTGG

GTCCCTGTTACAGTCCAACAGTACTGGCAATTCACTGTTGATTCCGTCACTATTGGTGGA
LETE B reeee b veeerr e veeeeeer i LEErE re e i
GTGCCCGTGACAGTGCAGCAGTACTGGCAGT TCACTGTGGACAGTGTCACCATCGGCGGT

GTTGTCGTTGCCTGTGAAGGTGGATGCCAAGCAATCTTGGACACCGGTACT TCTAAACTT
L I N R N R e e e e R N R R A R R
GTGGTTGTGGCCTGTGAGGGTGGCTGTCAGGCCATCCTGGACACGGGCACCTCCAAGCTG

GTTGGACCATCAAGTGATATTTTGAACATCCAACAGGCTATTGGTGCCACTCAAAACCAG
[AEREE| e e N R RN N R RN N R R R RN
GTCGGGCCCAGCAGCGACATCCTCAACATCCAGCAGGCCATTGGAGCCACACAGARCCAG

TACGATGAATTTGATATCGACTGTGATAACTTGTCTTACATGCCTACAGTCGTTTTCGAG

FEREEEEE Terre rervrerr e vee i FEEELEED T v e el
TACGATGAGTTTGACATCGACTGCGACARCCTGAGCTACATGCCCACTGTGGTCTTTGAG

ATTAATGGAAAGATGTATCCACTTACACCTAGTGCTTACACCTCTCARGACCAGGGTTTT

FErrrer rereerr veere e (AR TErrrreeer
ATCAATGGCAAAATGTACCCACTGACCCCCTCCGCCTATACCAGCCAGGACCAGGGCTTC

TGCACTTCCGGATTCCAATCAGAGAATCATAGTCAGAAATGGATTTTGGGAGATGTTTTC

[N [ARNAREN [AENARRNRN FEREEEEreer rere reeeeernd
TGTACCAGTGGCTTCCAGAGTGAAAATCATTCCCAGAAATGGATCCTGGGGGATGTTTTC

ATCAGAGAATACTACTCAGTTTTTGACAGAGCTAATAATCTTGTTGGTCTTGCTAAAGCC

L e e N N N e N e R N A R RN R AR RAY|
ATCCGAGAGTATTACAGCGTCTTTGACAGGGCCAACAACCTCGTGGGGCTGGCCARAGCC

ATCTAATCTAGA

e
ATCTGA
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Ek-2. Calismada kullanilan DNA ve protein standartlari

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use
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Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA standardi: O’GeneRuler™ 100 bg Plus

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

Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
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Ek-3. pPICZ ve PPICZa vektorlerinin sematik gosterimi

pPICZ A,B,C (3.3 kb)
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* Frame-dependent variations
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Ek-4. Toplam protein tayini standart grafigi
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BSA standart grafigi
y =0,0013x
R2=0,9993
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Protein konsantrasyonu (mg/L)

Toplam protein tayini i¢in farkli konsantrasyonlardaki BSA standardinin 595
absorbans degerleri ile ¢izilmis standart grafigi.
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