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OZET
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Endiistriyel amilazlarin en 6nemli ve sik kullanilan formlarindan biri olan a-
amilazlar; gida, ilag, tekstil, deterjan, biyoyakit iiretimi ve kirli sularin aritilmasi gibi
birgok alanda tercih edilen bir biyokatalizérdiir. a-amilazlar (a-1,4-glukan-
glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1), nisasta molekiilindeki o-(1,4)-glikozidik baglarinin ig
kisimlarina etki ederek nisastanin hidrolizini katalizler. Bunun sonucunda a-amilazlar;
glikoz, maltoz, maltotrioz ve a-limit dekstrin gibi; o-konformasyonuna sahip
monomerleri ve farkli uzunluktaki polimerleri olustururlar. a-amilazlar birgok bitki,
hayvan, bakteri ve mantarda yaygin olarak bulunmaktadir. Ancak kullanim alanlarinda
duyulan ihtiyaca bagli olarak; yliksek verimlilikte enzim {iretimi ve endiistriyel kosullarda
arzu edilen oOzelliklere sahip oa-amilazlarin eldesi i¢in rekombinant suslar tercih
edilmektedir. Pichia pastoris (Komagataella phaffii) rekombinant protein iiretiminde
siklikla kullanilan metilotrofik bir mayadir. P. pastoris bir¢ok promotora sahip olmasina
ragmen, etanol metabolizmasinda sorumlu olan ADH2 (alkol dehidrogenaz) promotoru,
yiiksek ekspresyon seviyesi nedeniyle dikkat ¢cekmektedir.

Bu ¢alismada, Bacillus subtilis PY22 a-amilaz geni (AmyE); tam uzunluktaki ve
olgun formunu kodlayan dizinin, sentetik ADH2 (ADH2SNT5) promotorunu igeren
ekspresyon vektoriine ligasyonu gerceklestirilmis ve P. pastoris GS115 susuna
klonlanmigtir. Elde edilen klonlardan, ger¢cek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonlari
(GT-PZR) analizi ile tek kopya oldugu belirlenen; P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-
Amilaz-Full Lenght (FL) ve P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature (MF)
tiretim klonlar1 olarak secilmistir. FL ve MF klonlar1, engelli erlende, 96 saat boyunca
etanol ile indiiklenerek rekombinant protein iiretimi gerceklestirilmistir. FL ve MF
Klonunun en yiiksek a-amilaz aktiviteleri sirasiyla 74.2+0.94 U/ml ve 215+3.18 U/ml
olarak hesaplanmistir. FL ve MF klonlarinin iiretimi arasinda yaklasik 3 kat fark olmasi
nedeni ile biiyiik 6l¢ekli tiretim i¢in uygun olan klon MF klonu olarak se¢ilmistir.

MF Kklonu, 5 L hacimli biyoreaktorde, 28°C, pH 6.0 ve normoksik kosullarda
(¢oziiniir oksijen oran1 %20), sabit p (u: 0.028 sa) stratejisine uygun sekilde etanol ile
indiiklenerek 90 saat siiresince a-amilaz tiretimi gerceklestirilmistir. MF klonunun biiytik
6lgekli tiretimi sonucunda a-amilaz enzimi zamana bagh olarak artis gdstermis ve en
yiksek o-amilaz aktivitesi 90. saatte 2219+52.18 U/ml (1403 U/mg) olarak
hesaplanmistir. Engelli erlen ile biyoreaktor iiretimi karsilastirildiginda a-amilaz
enziminin yaklasik 10 kat arttig1 gézlenmistir.

Rekombinant a-amilaz enziminin karakterizasyonu gergeklestirilmis ve SDS-
PAGE analizi sonucu proteinin molekiiler agirligimnin yaklasik 80 kDa boyutlarinda
oldugu saptanmistir. Enzimin optimum ¢aligsma kosullar1 60°C sicaklik ve pH 7.0 olarak



belirlenmistir. o-amilazin, 1 saat siiresince farkli sicakliklarda inkiibe edilmesi
sonucunda, 50°C’de %81 ve 60°C’de %65 aktivitenin korundugu tespit edilmistir. Enzim
aktivitesi 1 saat sonunda pH 6.0-7.5 degerleri arasinda %80 nin iizerinde stabil kalmistir.
10 mM konsantrasyonundaki Ca?* ve Mg?* iyonlar1 enzim aktivitesini artirirken, ayni
konsantrasyondaki Fe?*, Zn?* ve Cu?* iyonlar aktiviteyi diisiirmiistiir.

Bu ¢alisma sonucunda, rekombinant bakteriyel kaynakli a-amilaz enziminin, P.
pastoris ekspresyon sisteminde giiclii ve alternatif olarak kullanilabilecek ADH2
promotorunun kontroliinde, biiyiik 6l¢ekli tiretimde, basariyla ifade edildigi saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: o-Amilaz, Sentetik ADH2 promotoru, Pichia pastoris,
Rekombinant protein tiretimi

JURI: Prof. Dr. Mehmet INAN
Dog. Dr. irfan TURHAN

Dr. Ogr. Uyesi Hatice Reyhan OZIYCI
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PRODUCTION OF RECOMBINANT BACTERIAL ALPHA AMYLASE IN
Pichia pastoris
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MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN

February 2020; 84 pages

a-amylase which is one of the most important and commonly used forms of
industrial amylases, is a biocatalyst preferred in many fields such as food, pharmaceutical,
textile, detergent, biofuel production and treatment of contaminated water. a-amylases
(0-1,4-D-glucan glucanohydrolase, EC 3.2.1.1), catalyze the hydrolysis of starch by
acting on the inner parts of a-(1,4)-glucosidic bonds in the starch molecule. As a result,
a-amylases create of monomers and polymers of different lengths with a-conformation
such as glucose, maltose, maltotriose and a-limit dextrins. a-amylases are commonly
found in many plants, animals, bacteria and fungi. However, depending on the need in
applications, recombinant strains are preferred for the production of high efficiency
enzymes and to obtained of a-amylases having desirable properties in industrial
conditions. Pichia pastoris (Komagataella phaffii) is a methylotrophilic yeast which is
used in commonly recombinant protein production. Despite P. pastoris has several
promotors, ADH2 (alcohol dehydrogenase) promoter which is responsible for ethanol
metabolism is remarkable because of high expression level.

In this study, Bacillus subtilis PY22 a-amylase gene (AmyE); the sequence
encoding the full-length and mature form was ligated into the expression vector
containing the synthetic ADH2 (ADH2SNT5) promoter and was cloned to P. pastoris
GS115 strain. The obtained clones were selected P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-
Amylase-Full Lenght (FL) and P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-Amylase-Mature
(MF) production clones which were determined single copy by Real-Time Polymerase
Chain Reactions (RT-PCR) analysis. This clones (FL and MF) were produced
recombinant protein by inducing with ethanol during 96 hours in shake flasks. The highest
a-amylase activities of FL clone and MF clone are 74.2+0.94 U/ml and 215+3.18 U/ml,
respectively. Due to approximately 3-fold difference between the production of FL and
MF clones, the MF clone was chosen for large scale production.

The MF clone was induced with ethanol according to the constant p (u: 0.028
sa’t) strategy, at 28°C, pH 6.0 and normoxic conditions (dissolved oxygen %20), in 5 L
volume bioreactor and a-amylase production was carried out during 90 hours. As a result
of the large scale production of MF clone, a-amylase enzyme was increased in time and
the highest a-amylase activity (90" hour) was calculated 2219+52.18 U/ml (1403 U/mg).
When the production of bioreactor and shake flask were compared, it was observed that
a-amylase enzyme increased approximately 10 times.



The characterization of the recombinant a-amylase enzyme was carried out and
according to SDS-PAGE analysis, the molecular weight of the protein was detected
approximately 80 kDa. The optimum working conditions of the enzyme were determined
temperature of 60°C and pH 7.0. Consequently, incubation of the a-amylase at different
temperatures for a hour, it was found that 80% and 65% activity was maintained at 50°C
and 60°C, respectively. The enzyme activity was stable above 80% at pH 6.0-7.5 during
a hour. The a-amylase activity was increased by Ca®" and Mg?* ions at 10 mM
concentration but it was decreased by Fe?*, Zn?* and Cu?" ions at the same concentration.

As a result of this study, it was observed that recombinant bacterial a-amylase
enzyme was successfully expressed in large scale production under the control of ADH2
promoter, which is strong and can used as alternative in P. pastoris expression system.

KEYWORDS: a-Amylase, Synthetic ADH2 promoter, Pichia pastoris, Recombinant
protein production

COMMITTEE: Prof. Dr. Mehmet INAN
Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN

Assist. Prof. Dr. Hatice Reyhan OZI1YCI



ONSOZ

Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji alani benim her zaman ilgimi ¢eken ve
lizerinde arastirmalar yapip calismak istedigim bir alan olmustur. Bu nedenle Gida
Miihendisligi okumama ragmen kendimi bu alanda gelistirmeme destek olan, alaninda
oldukgca genis bilgi ve tecriibe sahibi danisman hocam sayin Prof. Dr. Mehmet INAN’la
calismak benim ig¢in oldukg¢a biiylik bir sansti. Laboratuvar cihaz ekipmanlar ve
malzemeleri agisindan uygun bir ¢aligma ortami sundugu, tecriibe ve bilgi birikimini
paylasarak bu alanda bana yol gosterdigi i¢in kendisine ¢ok tesekkiir ederim.

Degerli jiiri tiyelerim sayin Dog. Dr. irfan TURHAN ve saym Dr. Ogr. Uyesi
Hatice Reyhan OZIYCI hocalarima tezime zaman ayirarak inceledikleri ve katki
sagladiklari igin ¢ok tesekkiir ederim.

Bu alanda ¢alismaya basladigim ilk zamandan itibaren tiim sorularima bikmadan
yanit veren, karsilastigim sorunlarda yardimci olan, tezimi fikir ve Onerileri ile
destekleyen Giirkan YILMAZ’a, tiim yardimlarindan dolay1 saym Dr. Ogr. Uyesi Bar¢in
KARAKAS BUDAK a, Ars. Gor. Fatma ERSOZ’e, Dr. Semiramis YILMAZ’a, Uzm.
Dr. Aysun OZCELIK’e ve tezimin tiim siirecinde bana destek olan canim ekip
arkadaslarim Merve HADIMIOGLU na ve Ozgiil GUZEL’e ¢ok tesekkiir ederim.

Lisans hayatimdan beri yanima kar kalmus diyebildigim, destekleriyle bana gii¢
veren canim dostlarlm Ugur Kanuni KESKIN’e, Giilsim OZ’e, Gamze POLAT a ve
Deniz KARADAG a ¢ok tesekkiir ederim.

Benden bir an olsun desteklerini esirgemeyen, iyi ya da kotii fark etmeksizin her
animda kendimi kanatlarinin altinda giivende hissedebildigim, yeri geldiginde dostum,
sirdagim, bu hayattaki en biiyiik sansim olan canim annem Ferayya GULLU’ye, canim
babam Ali GULLU ye ve biricik dayim Oguz BAHCIVAN a sonsuz tesekkiir ederim.

Projeye verdigi destekten dolayr Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Projeleri Koordinasyon Birimi’ne ve yiiksek lisans tez donemim boyunca 2210-C Yurt
I¢i Oncelikli Alanlar Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda 6grenimimi destekleyen
TUBITAK Bilim Insam Destekleme Daire Baskanhigi’na (TUBITAK-BIDEB)
tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
a : Agirhik

be : Baz gifti

dk : Dakika

g : Gram

Xg : Goreceli santrifiij kuvveti
h : Hacim

kDa : Kilo dalton

I - Litre

: Mili, Metre
M : Molar
n : Nano (10°°)

OD : Optik yogunluk

rpm  : Devir/dakika

sa : Saat

S - Saniye

Tm : Coziilme sicakligi

U : Unite

\Y, - Volt

u : Mikro (10°®), spesifik gelisim hiz1 (sa™)

Tezde ondalik yazim ayirict olarak nokta kullanilmigtir (6r: 21.01).

Kisaltmalar
ABD : Amerika Birlesik Devletleri

BSA : Bovine serum albiimin
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BMEY
(6[0)
DNA
DNSA
DTT
LB
LiAc
PAGE
PZR
SDS
TAE
TGS
Yha
YNB

YPD

: Tamponlanmig kompleks gliserol besiyeri
: Tamponlanmis kompleks etanol besiyeri
: Cozlinmiis oksijen

: Deoksiriboniikleik asit

: Dinitro salisilik Asit

: Dithiothreitol

: Luria-Bertani besiyeri

: Lityum asetat

: Poliakrilamid jel elektroforezi

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Sodyum dodesil siilfat

: Tris-asetat-EDTA

: Tris-Glisin-EDTA

: Yas hiicre agirhig

: Maya azot kaynag1

: Maya o6ziitii pepton dekstroz
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1. GIRIS

Amilazlar, uluslararasi enzim piyasasinda en ist siralarda (%25-33 oraninda)
talep goren karbonhidratazlardan biri olup bu grup igerisinde yer alan a-amilazlar en
yiiksek paya sahiptir (Sun vd. 2018). a-amilazlar (a-1,4-glukan-glukanohidrolaz, EC
3.2.1.1), nisasta molekiillerindeki a-1,4-D-glikozidik baglarini, rastgele sekilde, hidroliz
ederek; glikoz, maltoz, maltotrioz ve o-limit dekstrinleri olusturan endoamilazlardir
(Janecek 1994).

Endiistriyel enzimler arasinda yer alan a-amilazlar; firincilik iriinleri, nisasta
sakkarifikasyonu, kagit, tekstil, ila¢ ve biyoyakit iiretimi gibi genis bir uygulama alanina
sahip olan, en 6nemli biyokatalizérlerden biridir (Parashar ve Satyanarayana 2016a). a-
amilaz ile nisastanin hidroliz hizi; sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu ve yapisi, enzim
konsantrasyonu, Ca?* iyonlarinin varlig1 ve diger stabilize edici ajanlar gibi bircok kosula
baglidir. Bu nedenle kullanim alanina uygun o&zellige sahip o-amilazlar tercih
edilmektedir (Sivaramakrishnan vd. 2006). a-amilazlarin karakteristik 6zellikleri
(molekiiler agirliklari, optimum ¢alisma sicakligi ve pH's1 vb.) izole edildigi kaynaga gore
oldukga farklilik géstermektedir (Sharma ve Satyanarayana 2013).

Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardan izole edilen a-amilazlar, kaynak
yoniinden olduk¢a genis bir dagilim gostermektedir. Ancak iiriin kararliligi, yigin (bulk)
tretimin  uygun maliyetli olusu, {retim proseslerinin modifikasyonlar1 ve
optimizasyonunun kolaylig1 gibi avantajlar nedeniyle endiistriyel {iretim i¢in mikrobiyal
kaynaklara olan ilgi artmaktadir (Burhan vd. 2003). Ozellikle mantar ve bakteriyel
kaynaklardan elde edilen enzimler endiistriyel alanlarda yiiksek oranda kullanilmaktadir
(Gupta vd. 2003). Bunun yani sira, gelismekte olan kullanim alanlar1 ve endiistriyel
ihtiyaca bagli olarak; enzim iiretimi (verimi) yiiksek, pH toleransi, termostabilite, Ca?*
iyonu bagimsizhigi (Ca?* iyonuna gereksinim duymamasi) gibi ozelliklere sahip ve
maliyet bakimindan uygun a-amilazlara talebin artmasi nedeni ile mikroorganizmalarin
genetik diizeyde manipiile edilerek istenilen 6zelliklere sahip enzimlerin tasarlanabilecegi
yontemler gelistirilmektedir (Sivaramakrishnan vd. 2006; Parashar ve Satyanarayana
2016a). Bu yontemlerden biri olan rekombinant protein iretiminde; mayalar diger
okaryotik ve prokaryotik ekspresyon konakgilarina kiyasla sik tercih edilen konakgi-
vektor sistemlerinden biri haline gelmistir (Romanos vd. 1992).

Metanolii karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilen P. pastoris hem temel
arastirmalar hem de endiistriyel islemler igin ekonomik, hizli ve etkili bir ekspresyon
sistemi olmasi ile karakterize edilen metilotrofik bir mayadir (Parashar ve Satyanarayana
2017; Zepeda vd. 2018). P. pastoris mayasi; yiiksek hiicre yogunluklarna kisa siirede
ulasabilmesi, i1yi karakterize edilmis ekspresyon vektorlerinin genetik manipiilasyonun
kolay olmasi, bir¢ok promotora sahip olmasi, yabanct DNA’nin homolog rekombinasyon
prosediirleri ile hiicre genomuna entegre edilebilmesi, diger konakg1 6karyotlara gore
daha diisiik maliyetli ve yiiksek miktarda hedef protein salgilayabilmesi, ifade edilen
proteinlerin translasyon sonrast modifikasyonlar1 (sinyal dizisinin islenmesi, disiilfit
koprii olusumu, O- ve N- bagh glikolizasyonlar vs.) gergeklestirebilmesi gibi avantajlar
nedeniyle diger okaryotik ve prokaryotik ekspresyon konakgilarina kiyasla daha c¢ok
tercih edilmektedir (Cereghino ve Cregg 2000; Demain 2005; Zepeda vd. 2018).
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P. pastoris ekspresyon sisteminde; arpa, fare, domuz, B. amyloliquefaciens ve B.
subtilis gibi farkli kaynaklardan izole edilen a-amilazlarin iiretimi gergeklestirilmistir (Li
vd. 2011). Ancak P. pastoris ekspresyon sisteminde mevcut bazi darbogazlarin olmasi
nedeniyle bu tikanikliklarin elimine edilmesi ve yiiksek verimli heterolog proteinlerin
tiretimi i¢in; kodon optimizasyonu, sekresyonda etkili yardimci faktorlerin birlikte
transformasyonu, gen kopya sayisinin artirtlmasi, yeni promotorlarin kesfedilmesi veya
mevcut promotorlarin  gelistirilmesi gibi stratejiler uygulanmaktadir (Parashar ve
Satyanarayana 2016b).

Bu amagla Karaoglan vd. (2016) yaptigi bir ¢alismada; P. pastoris mevcut
promotorlarindan biri olan ve etanol metabolizmasinda etanoliin yikiminda gorev alan
ADH2 (alkol dehidrogenaz) geninin regiilasyonundan sorumlu ADH2 promotorunun,
AOX1 (alkol oksidaz) ve GAP (gliseraldehit tri fosfat dehidrogenaz) promotorlarina karsi
verimliligini arastirmak tizere Aspergillus niger kaynakli ksilanaz genini kullanarak
rekombinant protein tiretimlerini karsilagtirmigtir. Fermentor ortaminda uygun kosullarda
72 saat boyunca gergeklestirilen indiiksiyon fazi sonunda en yiiksek ksilanaz {iretiminin
ADH?2 promotoru kontroliinde gergeklestigi ve bu liretimin AOX1 promotoruna gore 1.8
kat, GAP promotoruna gore 6.4 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.

Giiglii bir ekspresyon seviyesine sahip oldugu belirlenen ADH2 promotorunun
gelistirilmesi tizerine yapilan baska bir ¢alismada; ADH2 promotorunda sondan silme
analizleri gergeklestirilerek promotor aktivitesi igin gerekli en kisa DNA bolgesi tespit
edilmistir. Dogal ADH2 olarak isimlendirilen promotor bdlge iizerinde icten silme
analizleri ile pozitif regiilasyondan sorumlu bdlgeler ve negatif regiilasyondan sorumlu
bolgeler saptanmugtir. Pozitif regiilasyondan sorumlu bolgelerin farkli kombinasyonlari
ile olusturulan sentetik promotorlardan en yiiksek aktivite gdsteren promotorun sentetik
5-ADH2 (ADH2SNT5) promotoru oldugu belirlenmistir (Karaoglan 2016a).

Bu tez ¢alismasinda, B. subtilis PY22 kaynakli a-amilaz geni (AmyE), P. pastoris
GS115 susuna klonlanarak rekombinant olarak tiretimi gerceklestirilmistir. P. pastoris’e
entegre edilen ekspresyon vektoriinde; sentetik ADH2 (ADH2SNT5) promotoru,
sekresyon sinyali olarak a-giftlesme faktorii (a-pre-pro sekansi), selektif belirte¢ olarak
zeosin antibiyotik direng geni ve tam uzunluktaki (full lenght) veya olgun (mature)
formdaki a-amilaz genini kodlayan dizi bulunmaktadir. Olusturulan klonlarin, a-amilaz
salgilanmasinin 6n denemeleri ve gergek zamanli PZR analizi ile tek kopya olduklarinin
dogrulanmasi sonucunda, P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-Amilaz-Full Lenght
(9614 bg) ve P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-0-Amilaz-Mature (9491 bg) iiretim
klonlar1 olarak segilmistir. Secilen klonlarin 96 saat boyunca siirdiiriilen indiikleme fazi
sonunda aktiviteleri karsilastirilmis ve verimliligi yiiksek olan klon biyoreaktorde biiytik
Olgekli iiretime tabi tutulmustur. a-amilazin karakterizasyonu gergeklestirilerek, enzimin
optimum c¢alisma kosullar1 (pH ve sicaklik) ve farkli konsantrasyonlardaki metal
iyonlarinin aktivite iizerindeki etkisi belirlenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Substrat Olarak Nisasta

Nisasta, bitkiler tarafindan depo maddesi olarak iiretilen suda ¢oziinmeyen
graniiler formdaki yapilar olup dogada en fazla bulunan polisakkaritlerden biridir.
Bitkilerde, giines enerjisinin kimyasal enerjiye doniismesi sonucu gergeklesen
fotosentezin temel friinii olan nisasta; Son iriin olarak Yyapraklarda bulunan
kloroplastlarda, tohum, yumru ve kok gibi organlarda bulunan amiloplastlarda en yaygin
depo seklidir (Martin ve Smith 1995; Morell ve Myers 2005). Patates, misir, bugday,
piring, kassava ve tapyoka gibi besinlerde 6nemli oranda bulunur (Polaina ve MacCabe
2007).

Insan beslenmesindeki rolii oldukga biiyiik olan nisastanin temel kaynagini kuru
maddenin yaklasik %70’ini olusturdugu tahillar almakta ve bu besinler toplam kalori
ihtiyacinin yaklasik %80’ini karsilamaktadir (Hannah ve James 2008). Bunun yani1 sira
kok ve yumrular da nisasta bakimindan zengindir. Yillik olarak; tahillardan yaklasik 2050
milyon ton, kok ve yumrulardan ise yaklastk 679 milyon ton nisasta Uretimi
gerceklestirilmektedir (Burrell 2003). Nisasta, biyolojik pargalanabilirlik ve islenebilirlik
ozelligi sayesinde beslenmede temel olarak tiiketilen bir gida olmakla kalmayip gida
endiistrisi disinda birgok endiistriyel alan i¢in de hammadde olarak kullanilabilmektedir
(Jobling 2004).

Nisastanin biyosentezi, bilesik glukanlarin iiretimi Ve graniil icerisinde organize
bir sekilde yerlesmelerini igermektedir. Nisasta graniiliiniin olusumu, bitkilerde sirali ve
ti¢ boyutlu polisakkarit yapilarinin olusumu igin basit bir model olarak goriilmektedir. Bu
model seliiloz biyosentezi gibi diger yiiksek dereceli biyosentetik sistemlerdeki graniiler
yapilanmanin biyokimyasal temelini anlamak i¢in olduk¢a 6nemlidir (Delmer ve Amor
1995).

Nigsasta graniilii, lic boyutlu ve kismen kristalli bir yapiya yerlestirilmis farkli
glikoz polimerlerinden olusur. Bu graniillerde bulunan polimerler; dallanma sekline,
zincir uzunluklarina ve molekiil agirliklarina gore amiloz ve amilopektin olmak iizere iki
formda bulunur. Amiloz, glikoz birimleri arasinda a-1,4-D-glikozidik bag ile baglanmus,
molekiiler agirligt 10000 ile 60000 dalton arasinda degisen lineer bir polimerdir.
Amilopektin ise, glikoz birimleri arasinda a-1,4 baglarina ek olarak, a-1,6-D-glikozidik
baglar ile yan zincirler igeren, molekiil agirlig1 50000 ile 1000000 dalton arasinda degisen
dallanma gosteren bir polimerdir (John 1987; James ve Lee 1997; Norouzian vd. 2006).
Amiloz ve amilopektinin kimyasal yapilart Sekil 2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Nisasta molekiillerinin bilesenleri olan (a) amiloz ve (b) amilopektinin
kimyasal yapilar1 (Korma vd. 2016)

Nisastanin yapisindaki; amiloz ve amilopektin icerigi ile graniillerin sekli, yapisi
ve bliyiikliigii bitkinin orjinine gore degisiklik gostermektedir (Slattery vd. 2000; van der
Maarel vd. 2002). Sekil 2.2°de elektron mikroskobu ile goriintiillenmis, farkli
kaynaklardan elde edilen nisastalarin kendilerine 06zgli graniil morfolojileri
gosterilmektedir.

Sekil 2.2. Elektron mikroskobu ile goriintiilenmis (a) patates nigastasi (1000x); (b) misir
nisastast (1000x); (c) bugday nisastasi (500x) ve (d) piring nisastasi (2000x) graniil
yapilar1 (Domene-Lopez vd. 2019)
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Nisasta graniilleri, birbirini takip eden yari-kristal biiyiime halkalar1 ve amorf
bolgelerden olusmaktadir. Yari-kristal biiyiime halkalar1; yaklasik 9-10 nm genisliginde,
dontigimlii olarak birbirini takip eden, amorf bolge ve kristal lamellerden meydana
gelmektedir. Kristal lameller, amilopektin zincirlerinin sola dogru a-helix seklinde
paketlenmesiyle olusur. Amorf bolge ise amiloz ve kristal yapida olmayan amilopektin
polimerlerini igermektedir (Andersson 2001; Blennow vd. 2003). Sekil 2.3’te nisasta
graniillerinin molekiiler bazli yapist gosterilmistir.

Yari-kristal
: Amorfbdlge  biiyiime halkalar:

Ao\ ke kel s (o 120-400 nm -
"1%\5’*'9\]&1')‘“" S ( ) 20 400 nm)

Wik e .
LY ‘*‘f’\ Kristal lameller
WP o —
_

..

— — B o
SN YL
ﬂ!&k W Amorf lameller =
il -— —_p]
Y (3-5nm) »

_ S

Sekil 2.3. Nisasta graniiliiniin yapis1 (Coultate 2002; O’Neill ve Field 2015)

Bu yiiksek dereceli, suda ¢oziinmeyen molekiil yapinin sentezlenmesi ve
parcalanabilmesi i¢in spesifik enzimlere ihtiya¢ duyulmaktadir (O’Neill ve Field 2015).
Nisasta graniilleri, su ve yiiksek sicakligin etkisi ile degisime ugrayarak siser ve bunun
sonucunda c¢oziinerek jelatinlesir. Jelatin haline gelen nisasta, amilazlar tarafindan
hidroliz edilirler (John 1987; Ratnayake ve Jackson 2008).

2.2. Amilaz Grubu Enzimler

En 6nemli ve en eski endiistriyel enzimlerden biri olan amilazlar; nisasta, glikojen
vb. molekiilleri, dekstrinler ve daha diisiik sayida glikoz tinitelerinden meydana gelen
tirtinlere doniistiiren enzimlerdir (Windish ve Mhatre 1965).

a-amilaz ailesi, yaklagik 30 farkli enzim spesifikligi iceren en biiyiik glikozit
hidrolaz, transferaz ve izomeraz ailesidir (Henrissat 1991). Nisasta doniistiiriicii bu
enzimlerin ¢ogu, aminoasit dizilerine gore siniflandirildiginda, glikozil hidrolaz 13
(GH13) ailesinin bir tiyesidir (Reddy vd. 2003).
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Cizelge 2.1. GH13 ailesi enzimlerinden bazilar1 (Reddy vd. 2003; Mojsov 2012)

Enzim EC numarasi Ana substrat
Amilosiikraz EC24.14 Siikroz

Siikroz fosforilaz EC24.1.7 Stikroz
a-1,4-glukan dallandirici EC2.4.1.18 Nisasta, glikojen
enzim

Siklomaltodekstrin EC2.4.1.19 Nisasta
glukanotransferaz

Amilomaltaz EC 2.4.1.25 Nisasta, glikojen
a-amilaz EC3.211 Nisasta
a-glukozidaz EC 3.2.1.20 Nisasta
Pullulanaz EC3.2.1.41 Pullulan
Siklomaltodekstrinaz EC 3.2.1.54 Dogrusal ve siklo maltodekstrin
Izopullulanaz EC 3.2.1.57 Pullulan

Glukan a-1,4- EC 3.2.1.60 Nisasta
maltotetraohidrolaz

Izoamilaz EC 3.2.1.68 Amilopektin
Glukan a-1,6-glukozidaz EC 3.2.1.70 Nisasta

Glukan a-1,4- EC 3.2.1.98 Nisasta
maltohekzaozidaz

Maltojenik a-amilaz EC 3.2.1.133 Nisasta
Neopullulanaz EC 3.2.1.135 Pullulan

GH13 ailesi; katalitik modiiliin ti¢ boyutlu yapisinin benzerligine dayanan, klan
ad1 verilen, daha biiyiik bir birime gore de smiflandirlmistir. Glikozidazlar ve
transglikozidazlar i¢in tanimlanan 14 klan (A-N) arasinda, a-amilaz ailesi (GH13) 8. klan
olan GH-H klanina aittir (MacGregor 2005). Bu kavram 1992 yilinda 6nerilmis olup o-
amilaz ailesinin liyeleri i¢in ortak olan 6zellikler tanimlanmistir (Takata 1992).

a-amilaz grubu enzimlerin ortak 6zelikleri:

e a-glikozidik baglar iizerinde etkili olmali, a-anomerik monosakkaritler
veya oligosakkaritler olusturabilmek igin a-glikozidik baglar1 hidrolize etmeli ya da
transglikolizasyon aktivitesi gostererek glikozidik baglar olusturabilmelidir.

e Birincil yapilarinda bulunan katalitik etki ve substrat baglanma bdlgeleri
acisindan dort korunmus bolgeye sahip olmalidir.

o Katalitik bolgede gorev alan Asp, Glu ve Asp kalintilarini igeren, (B/a)s
veya TIM figis1 yapisinda bulunmalidir.
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Aspergillus oryzae (TAKA/TAA), Bacillus amyloliquefaciens (BAA), Bacillus
licheniformis (BLA), Bacillus subtilis (BSUA), Pseudoalteromonas haloplanktis (AHA),
Pyrococcus woesei (PWA) ve Pyrococcus furiosus (PFA) kaynakli amilazlarin
yapilarinin X-151m1 kristalografisi analizleri ile ortak yapisal 6zelliklere sahip oldugu
ortaya koyulmustur (Kuriki ve Imanaka 1999; Fitter 2005).

Daha spesifik bir siniflandirma i¢in Oslancova vd. (2002) ve Janeéek vd. (2003)
GH13’teki aileleri tanimlama iizerine girisimlerde bulunmuslardir. Stam vd. (2006),
GH13 ailesini, sekans benzerligi ve filogenetik yapilandirma kriterlerine gore 35 alt
aileye bolmeyi onermistir. 2017 yilinda, GH13’ te 42 alt aile bulunmakta olup, bu say1
hala giincellenmektedir (Zhang vd. 2017). Jane¢ek vd. (2014), GH ailelerinden a-amilaz
aktivitesine sahip olan enzimleri; GH13-1, 5, 6, 7, 15, 24, 27, 28, 32, 36 ve 37 olarak
Ozetlemistir.

2.2.1. Amilazlar ile ilgili cahiymalarin tarihsel gelisimi

Amilazlarin tarihi, 1811 yilinda Kirchhoff’'un bugday nisastasinin zamanla
dekstrin ve sekere doniistiiglinii tespit etmesi sonucunda ilk nigasta indirgeyici enzimin
kesfi ile baglamigtir (Gupta vd. 2003). 1833 yilinda Anselme Payen ve Jean-Francois
Persoz, arpadan nisastanin glikoza hidrolizinden sorumlu enzimi izole etmis ve
glinlimilizde amilaz olarak bilinen bu enzimler Yunanca fermentasyon anlamindaki
‘diastaz’ olarak isimlendirilmistir. Bunu ¢esitli sindirim amilazlarinin kesfi takip etmistir.
1890’1ara gelindiginde J. Takamine, sindirime yardimei olarak kullanilan ‘taka diastaz’
olarak bilinen enzimin, A. oryzae’dan iiretimini gergeklestirmis ve 1894 yilinda ABD’de
mikrobiyal enzim iiretimi tizerine ilk patenti almigtir. Patent ¢alismalarinin yani sira Miles
Laboratories sirketini kurarak, ilk endiistriyel amilaz tretimini de gergeklestirmistir
(Neidleman 1991; Poulsen ve Bucholz 2002).

1916 yilinda Stocks, ¢esitli pankreatik rahatsizliklar i¢in kan ve idrarda bulunan
amilaz aktivitesinin uygun bir test oldugunu bildirmistir (Salt ve Schenker 1976).
1930’1arda Ohlsson, nisasta sindirim enzimlerinin, malt ile reaksiyonu sonucunda elde
edilen anomerik seker tipine (a ve ) gore siniflandirilmasini 6nermistir (Gupta vd. 2003;
Erenler 2009). a-amilaz enzimi ise endiistriyel boyutlarda ilk kez 1939 yilinda
Japonya’da B. subtilis susu kullanilarak tiretilmis ve ilerleyen yillarda da bu susun a-
amilaz enzimi tiretimi i¢in kullanimi daha genis boyutlara ulagsmistir. 1984 yilinda fungal
bir kaynaktan elde edilen amilaz enzimi, endiistriyel olarak iiretilmis ve daha sonra
sindirim bozukluklarinin tedavisinde ilag¢ olarak kullanilmistir (Mojsov 2012).
Giliniimiizde ise bu enzimler; gida, fermentasyon, tekstil, ila¢ sektorlerinden; kagit,
deterjan gibi endiistrilere kadar degisen uygulamalar ile biiyiik 6nem tasir hale gelmistir
(Sivaramakrishnan vd. 2006; Bhanja vd. 2007; Sindhu vd. 2017).

2.2.2. o-Amilaz enzimi ve diger amilazlar

Nisasta tizerinde ¢ok ¢esitli enzimler etki edebilmekte ve bu enzimler etki ettikleri
baglara gore; endoamilazlar, ekzoamilazlar, dallanma kiric1 enzimler ve transferazlar
olarak dort grupta incelenmektedir (Sekil 2.4) (van der Maarel vd. 2002).
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¢ Endoamilazlar: Nisasta molekiiliindeki o-1,4 glikozidik baglarini i¢ kisimlardan
keserek hidrolize ederler ve hidroliz sonucunda farkli uzunluklarda a-anomerik
tirtinler olustururlar. a-amilaz (EC 3.2.1.1), bir endoamilaz olarak bilinir (Pandey vd.
2000; Aiyer 2005).

¢ Ekzoamilazlar: Nisasta molekiilindeki a-1,4 veya a-1,6 glikozidik baglarmi dis
kisimlardan (indirgen olmayan ugtan) hidrolize ederler ve hidroliz sonucunda o veya
B-anomerik triinler olustururlar. f-amilaz (EC 3.2.1.2) ve glukoamilaz (EC 3.2.1.3)
birer ekzoamilazdir (Wong ve Robertson 2002b).

+¢+ Dal Kiric1 Enzimler: Nisasta ve/veya pullulan molekiiliindeki sadece a-1,6 glikozidik
baglari lizerinde spesifik aktivite gostererek hidrolize etmeleri sonucu uzun, dogrusal
polisakkaritler olustururlar. Buna ek olarak; tepkime kosullarina, enzime ve substrata
bagli olarak o-1,4 baglarmi i¢ kisimlarindan hidroliz ederek a-amilaz gibi
davranabilirler. Izoamilaz (EC 3.2.1.68) ve pullulanazlar (EC 3.2.1.41) dal kirict
enzimlerdir (Kubo 1999; Aiyer 2005).

X/

% Transferazlar: Don6r molekiildeki a-1,4 glikozidik bagini ayirir ve ayrilan kismi yeni
bir glikozidik bag olusturmak tizere bir akseptore transfer ederler. Amilomaltaz (EC
2.4.1.25) ve siklodekstrin glikozil transferaz (CGTaz) (EC 2.4.1.19) bu grupta yer
almaktadir (van der Maarel vd. 2002).
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Sekil 2.4. Nisastanin enzimatik parcalanmasinda gorev alan cesitli enzimler ve agiga
cikardiklar1 tiriinler (Bertoldo ve Antranikian 2002)

Nisastanin tamamen parcalanmasinda birden fazla amilaz ¢esidi gorev alir. Ancak
en ¢ok talep edilen amilazlardan biri a-amilazlardir (Gupta vd. 2003).
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a-amilazlar (0-1,4-glukan-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1): Nisasta
molekiillerindeki a-1,4-D-glikozidik baglarmi i¢ kisimlardan, rastgele sekilde, hidroliz
ederek; glikoz, maltoz, maltotrioz ve a-limit dekstrin gibi a-konformasyonuna sahip
monomer ve farkli uzunluktaki polimerlerin olusmasini saglayan, karbonhidratazlar
grubunun iiyesi enzimlerdir (Wiseman 1987; Janecek 1994).

2.2.3. a-Amilazin yapisi ve etki mekanizmasi

TIM figis1 veya (P/a)s, ilk olarak tavuk kasi trioz fosfat izomeraz enziminde tespit
edildiginden, ismini bu enzimden alan bir yapidir (Banner vd. 1975). 8 alternatif 3-tabaka
ve o-sarmalin katlanmasi ile meydana gelmektedir. TIM figisi; a-amilaz ailesi
enzimlerinin tiim {iyelerinde bulunan, aktif bolge ile yakindan iliskili, B3, B4, 5 ve B7
zincirlerini kapsayan dort korunmus bolge igerir (Kuriki 2005).

1. bolge: Substratin glikoz kalintistyla etkilesen B3 zincirinin C-terminal ucunda
bulunan His kalintisi,

2. bolge: Kataliz sirasinda niikleofil gorevi goren B4 zincirinde yer alan Asp
kalintisi,

3. bolge: Proton alici/verici olarak islev géren 5 zincirinde bulunan Glu
kalintisi,

4. Dbolge: Substratin glikoz kalintistyla hidrojen bagi olusturabilen (7
zincirindeki Asp ve His kalintisidir.

GH13 ailesinin iiyesi olan a-amilazlar, N-terminali ve C-terminali kisimlar1 olmak
tizere iki biiylik bolgeden (domain) olusur. N-terminal bolge, A ve B olarak iki alana
boliinmiistiir. A bolgesi (katalitik bolge), (B/a)s veya TIM figis1 yapisini igerir ve yliksek
oranda korunur (Horvatova vd. 2001). B bdélgesi, ti¢ iplik¢ikli antiparalel B-tabakali
yapidan olusur ve TIM figisinin B3 ve a3 zincirleri arasinda uzanan ¢ikintilardir. Bu
bolgedeki B-tabakali yap1 diizensizdir ve a-amilazlar arasinda degisiklik gostermesi
nedeni ile substrat spesifikligi, Ca®" iyonunun baglanmasi ve termostabilite gibi
ozelliklerin belirlenmesinde rol oynar (Janecek vd. 1997). C bolgesi ise a-amilazlarin C-
terminal kismin olusturur ve katalitik (B/a)s figisini takip eden, 5-10 zincirli antiparalel
B-tabakali yapidan meydana gelmektedir (Kuriki ve Imanaka 1999; van der Maarel vd.
2002). Tim TIM figis1 enzimlerine benzer sekilde, a-amilazlar da katalitik ve substrat
baglama kalintilarin1 C-terminalindeki B-tabakali iplik¢iklerde ve bu iplik¢iklerden
uzanan ilmiklerde tagir (Svensson 1994; Ali vd. 2011). Baz1 a-amilazlar ise; A, B ve C
bolgelerine ek olarak C-terminalde bulunabilen D ve E bolgeleri gibi nisasta baglama
bolgesi (SBDs) olarak tanimlanan ham nisastanin baglanmasini ve degradasyonunu
kolaylastirdig1, termostabilitede rol oynadigi bilinen, katalitik olmayan bolgeler igerirler
(lefuji vd. 1996; Motyan vd. 2011).

Genel olarak bilinen a-amilazlarn ¢ogu A ve B bolgesi arasindaki alanda
korunmus, stabilite ve aktivite i¢in gerekli bir Ca?" iyonu igerirler (Nielsen ve Borchert
2000). Sekil 2.5’te B. subtilis kaynakli a-amilaz enziminin yapisinda bulunan kalsiyum
iyonlar1 ve aktif bolgesine baglanan maltopentaoz (CaoHs2026) molekiilii ile olusturdugu
kompleks goriilmektedir.
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()

Sekil 2.5. B. subtilis’e ait a-amilaz molekiiliiniin (a) kristal yapisi; (b) kalsiyum iyonlari
(siyah) ve aktif bolgesine baglanan maltopentaoz molekiilii (kirmizi-gri) ile olusturdugu
kompleks yap1 (RCSB Protein veritabani; Fujimoto vd. 1998)

a-amilazlarin katalitik mekanizmasi; ¢ift yer degistirmeli, i¢ basamakli bir
tepkime olarak ger¢eklesmektedir (Sekil 2.6) (Nielsen vd. 1999; van der Maarel vd.
2002).

1. basamak: Glikozidik oksijenin aktif bolgede bulunan bir proton dondri
(Glu261) tarafindan protonlanmast,

2. basamak: Bir niikleofilin (Asp231), -1 alt bolgesindeki seker kalintisinin C1
karbonuna niikleofilik bir atakta bulunmasi,

3. basamak: Substratin glikan kism1 ayrildiginda; bir su molekiiliiniin, protonunu
vermis olan Glu261 kalintis1 tarafindan aktive edilmesi ve bu su molekiiliiniin, niikleofilin

oksijeni ile -1 alt bolgesindeki seker kalintistnin C1 karbonu arasindaki kovalent bagi
hidroliz etmesidir. Boylece katalitik dongii tamamlanmus olur.

AP %“SP f@s”
- "-\ Gegis Fazi Gegis Fazi
WW < " .
};s;o—’"o *H Ho 7 AsP)-=oo o,r.-!l"\n’“ }—o" "
>au Asp  /Glu C

Sekil 2.6. Glikozit bagin kirllmasi esnasinda gergeklesen ii¢ basamakli katalitik
mekanizma (van der Maarel vd. 2002)
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2.2.4. o-Amilaz enzimi kaynaklari

Karbonhidrat metabolizmasinda 6nemli rol oynayan a-amilazlar; oldukca genis
bir kaynak rezervine sahip olup bitki, hayvan ve mikroorganizmalar tarafindan
iretilmektedir (Sivaramakrishnan vd. 2006). Bitkisel kaynakli a-amilazlar; arpa, piring
ve kassava bitkilerinden izole edilebilmektedir (Polaina ve MacCabe 2007). Yapilan bir
calismada, kassava piire atik suyunun, genis pH ve sicaklik araliginda aktif olan bir o-
amilaz kaynagi oldugu tespit edilmistir (Pandey vd. 2000; Oboh 2005). Hayvansal
kaynakli a-amilazlar; 6kiiz, sigir ve domuz gibi hayvanlarin tiikiiriik bezi, mide, pankreas
veya karacigerlerinden izole edilebilmektedir (Cichoke 1999). Mikrobiyal kaynakli o-
amilazlar ise birgok mantar, maya ve bakteriden izole edilebilmekte olup, B. subtilis, B.
stearothermophilus, B. licheniformis ve B. amyloliquefaciens gibi Bacillus tiirii bakteriler
ile A. oryzae, A. niger ve A. awamori gibi Aspergillus tiirii funguslarin iyi birer a-amilaz
tireticisi oldugu bilinmektedir (Pandey vd. 2000; Konsoula ve Liakopoulou-Kyriakides
2007).

Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardan elde edilen amilazlar uzun yillar
boyunca gidalarda katki maddesi olarak kullanilmistir. Ancak yigin (bulk) iretimin
maliyet etkinligi, Uriin kararliligi, dretim proseslerinin  modifikasyonlar1 ve
optimizasyonunun kolaylig1 gibi avantajlar nedeniyle endiistriyel iiretim i¢in mikrobiyal
kaynaklara olan ilgi artmaktadir (Burhan vd. 2003; Rana vd. 2013).

Bunun yani sira, gelismekte olan kullanim alanlar1 ve endiistriyel ihtiyaca bagh
olarak; enzimin iiretimini (verimini) artirmak, termostabilite, pH tolerans1, Ca?* iyonu
bagimsizligi ve ham nisasta hidrolizi etkinligi gibi 6zelliklere sahip a-amilazlara talebin
artmast nedeni ile mikroorganizmalarin genetik diizeyde manipiile edilebilecegi ve
istenen Ozelliklere sahip enzimlerin tasarlanabilecegi cesitli yontemler gelistirilmektedir
(Sivaramakrishnan vd. 2006; Parashar ve Satyanarayana 2016a). Genetik mithendisligi
teknikleri kullanilarak istenilen kaynaktan elde edilen o-amilaz geni; E. coli, S.
cerevisiae, B. subtilis ve P. pastoris gibi konake¢i suslara transforme edilmesi ile
rekombinant enzimin ekspresyonu gergeklestirilmektedir (Lévéque vd. 2000; Knox vd.
2004; Karakas vd. 2010; Chen vd. 2015).

2.2.5. a-Amilaz enziminin biyokimyasal 6zellikleri
2.2.5.1. Substrat spesifikligi

a-amilazlar; amiloz, amilopektin ve maltotrioz dahil olmak iizere diger substratlar ile
karsilastirldiginda, nisastaya karsi yiiksek spesifiklik gostermektedir (Antranikian 1992).
Ancak yapilan baska bir ¢alismada; ¢ozilinebilir nisasta, amiloz, amilopektin, glikojen,
maltodekstrinler, o ve B siklodekstrinler denenmis ve Lactobacillus manihotivorans LMG
18010T a-amilazi i¢in en iyi substratin amiloz oldugu tespit edilmistir (Aguilar vd. 2000).
Elde edilen veriler a-amilazlarin substrat spesifikliginin enzim kaynagma gore farklilik
gosterdigini dogrulamaktadir.

11
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2.2.5.2. Molekiiler agirhk

Yapilan caligmalarda a-amilazlarin molekiiler agirliklarinin 10-210 kDa arasinda
degistigi ancak genel olarak 40 ile 70 kDa arasinda dagilim gosterdigi ifade edilmistir
(Gupta vd. 2003; Sharma ve Satyanarayana 2013). Chloroflexus aurantiacus a-amilazinin
210 kDa ile tespit edilen en yiiksek molekiiler agirliga sahip oldugu, Bacillus caldolyticus
a-amilazinin ise 10 kDa ile tespit edilen en diisilk molekiiler agirliga sahip oldugu

bildirilmistir (Grootegoed vd. 1973; Ratanakhanokchai vd. 1992).

Karbonhidrat kisimlarin eklenmesi (glikolizasyon) proteinin molekiiler agirligini
artiran faktorlerden biridir. A. oryzae, B. stearothermophilus ve B. subtilis suslarindan
izole edilen a-amilazin glikoprotein yapida oldugu tespit edilmistir (Gupta vd. 2003).
Schwanniomyces castelii susundan elde edilen a-amilazda ise toplam molekiiler
agirligiin %56 oraninda karbonhidrat igerdigi saptanmustir (Sills vd. 1984).

2.2.5.3. Sicaklik ve pH

a-amilazlar enzim kaynagma gore farklilik gosteren, optimum sicaklik ve pH
degerlerine sahiptir. Optimum sicaklik, mikroorganizmanin gelisimi ile iliskili olup,
genellikle enzimi {ireten mikroorganizmalarin biiylime sicakligindan daha yiiksektir.
Optimum aktivite gosterdikleri sicakliga gore; 90-95°C termofilik, 50-70°C mezofilik ve
10-20°C soguk-aktif olmak iizere li¢ grupta degerlendirilmektedir (Chen vd. 2015).

Termal stabilite a-amilazlarin endiistriyel kullanimi agisindan 6nemli olmakla
birlikte; Ca?" iyonu, substrat ve diger stabilizatorlerin varligi gibi birgok faktorden
etkilenmektedir. Ca®* iyonunun termostabilite iizerindeki dengeleyici etkisi; protein
yapisindaki Ca?* iyonlari tarafindan hidrofobik kalintilarin tuzla ¢okelmesi, bdylece daha
kompakt bir yap1 olugsmasini saglamasidir (Goyal vd. 2005).

a-amilazlarm optimum pH degeri 2.0-12.0 arasinda genis bir dagilim
gostermektedir (Sharma ve Satyanarayana 2013). Cogu bakteri ve mantardan elde edilen
a-amilazlar asidik ile nétr aralikta optimum pH degerine sahiptir (Pandey vd. 2000).
Ancak yapilan aragtirmalar sonucunda; alkalofilik Bacillus sp. kaynakli a-amilazin pH
9.0-10.0 degerleri arasinda, asir1 alkalofilik Bacillus sp. GM8901 kaynakli a-amilazin ise
pH 11.0-12.0 degerleri arasinda optimum aktivite gosterdigi bildirilmistir (Lee vd. 1994;
Kim vd. 1995).

a-amilazlar genellikle 4.0-11.0 arasinda degisen genis bir pH araliginda kararlidir
ancak dar bir aralikta kararliliga sahip a-amilazlarin da oldugu bildirilmistir (Gupta vd.
2003). Cizelge 2.2°de farkli mikroorganizma kaynaklarindan izole edilen a-amilazlarin
optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerleri gosterilmektedir.
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Cizelge 2.2. Mikrobiyal kaynakli a-amilazlarin 6zellikleri (Dey vd. 2016)

a-Amilazlarin Ozellikleri

Mikroorganizma
Optimum Sicaklik (°C) Optimum pH

Bacillus stearothermophilus 70-80 5.0-6.0
Bacillus licheniformis TSI-4 70 7
Pyrococcus furiosus 100 55
Thermococcus (HJ21) 95 5
Paecilomyces varioti 60 4
Geobacillus sp. LH8 80 5.0-7.0
Bacillus amyloliquiefaciens TSWK1-1 70 7.0
Bacillus strain HUTBS62 90 4.4
Pyrococcus woeseli 100 6.5-7.5
Bacillus stearothermophilus US100 80 55
Bacillus laterosporus 60 7.0
Bacillus licheniformis ATCC 9945a 99 6.0

2.2.5.4. Metal iyonlan etkisi

a-amilazlarin bir ¢ogu metalloenzimlerdir; yapisal biitiinliiklerini, stabilitelerini
ve aktivitelerini korumak icin Ca®* gibi iyonlara ihtiyac duymaktadirlar (Tanaka ve
Hoshino 2002). Mg%*, Mn?*, Zn?*, Fe?* vb. metal iyonlarimin da a-amilazlarin
aktivitesinde etkili oldugu bilinmektedir (Pandey vd. 2000). Ca?* iyonu varliginda enzim
aktivitesi iizerinde gdze carpan bir etkinin olmamas1 enzimin Ca?* iyonundan bagimsiz
oldugunu (Ca?* iyonuna gereksinim duymamasi) gostermektedir (Parashar ve
Satyanarayana 2016a). Alkalifilik Bacillus sp. ANT-6"nin a-amilaz aktivitesi Ca* iyonu
varliginda artarken, B. thermooleovorans NP54'ten izole edilen termostabil a-amilazin
liretimi veya aktivitesi i¢in Ca?" iyonu gerekmedigi rapor edilmistir (Malhotra vd. 2000;
Burhan vd. 2003).

2.2.6. Endiistride a-amilaz kullanimi ve uygulama alanlar

Birgok alanda talep goren a-amilazlar, enzim satislarinda oldukga yiiksek pazar
payina sahip olup (kiiresel enzim pazarinin yaklagik %30'u) giderek artan bir 6nem
kazanmaktadir (Sivaramakrishnan vd. 2006).

2.2.6.1. Gida endiistrisi

Firincilik iirtinleri, nisasta endiistrisi, igcecek ve alkollii i¢ecek endiistrisi a-
amilazlarin siklikla kullanildig: alanlardir.
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1955 yilinda ABD’de, 1963 yilinda ise Ingiltere’de GRAS (Generally
Recognized As Safe) kategorisinde oldugu onaylandiktan sonra fungal a-amilazlar,
ekmekte katki maddesi olarak kullanilmaya baslanmistir. Glinlimiizde, fungal kaynakl a-
amilazlarin yani sira mantar, bakteri gibi diger mikrobiyal kaynaklar veya arpa maltindan
elde edilen a-amilazlar da kullanilmaktadir (Gupta vd. 2003).

Ekmek ve firmcilik tiriinlerinde yapilan a-amilaz takviyesi, uygulandigi iiriinde;
fermentasyon oranini artirir, hamurun viskozitesini diisiiriir, iriin hacminde ve dokusunda
iyilesmelere neden olur, hamurdaki seker miktarin1 artirmasi nedeni ile tat, renk ve
kizarma kalitesini artirir. Bunun sonucunda; daha fazla hacim, daha iyi renk ve daha
yumusak bir yap1 kazandirarak lezzet ve tekstiirel ag¢idan kaliteli iiriinler iiretmek
amaciyla uzun yillardir tercih edilmektedir (Van Dam ve Hille 1992). a-amilazlarin
firincilik triinlerinde kullanilmasinin amaclarindan biri de, pismis {iriinlerin raf émriinii
azaltan bayatlamay1 geciktirmesidir. Ancak o-amilazin fazla kullanilmas: halinde
ekmekte yapigkan bir yapiya neden olmaktadir (Gupta vd. 2003).

a-amilazlarin en yaygin uygulamalarindan biri de nisasta endiistrisidir. Bu enzim
nisastanin; glikoz, maltoz veya yiiksek fruktozlu seker suruplarina donistiiriilebilmesi
icin nisasta sivilastirma isleminde kullanilmaktadir (Nielsen ve Borchert 2000). Iki
asamal1 olarak gerceklestirilen nisasta sivilastirma islemi, oldukga termostabil ve asidik
pH’lara toleransl bir a-amilaz enzimi gerektirmektedir (Nisha ve Satyanarayana 2013).

1. agsama: Molekiiller i¢i ve aras1 baglara sahip, yogun bir sekilde paketlenmis
polikristal yapidaki ham nisasta, enzimlere kars1 oldukca dayanikli oldugundan 100-
105°C’de yaklasik 5 dakika pisirilerek jelatinizasyonu saglanir.

2. asama: a-amilaz ile yaklasik 3 saat boyunca muamele edilerek nisastanin
stvilastirillmast saglanir. Nisastanin dogal pH’s1 3.2-4.5 arasinda iken bu asamada
kullanilan enzimlerin ¢ogu pH 6.0-6.5 civarinda aktif olmasi nedeni ile 6nce ortamin
pH’st enzimin aktif oldugu degerlere getirilir ve a-amilaz enzimi ile muamele edilir ya
da asidik pH’lara tolerans gosteren a-amilazlar kullanilir (Parashar ve Satyanarayana
2016a).

Nisastanin sivilastirilmasi isleminden sonra, 50-60°C gibi sicakliklarda
glikoamilaz enzimi ile sakkarifikasyon islemi gergeklestirilir (Goyal vd. 2005). igecek
endiistrinde de wuygulama alan1 bulan o-amilaz enzimi; meyve sularinin
berraklastiriimasinda ve alkollii igeceklerde fermente edilebilir sekerin olusmasi sonucu
mayanin sekeri kullanarak alkol iiretmesinde rol oynamaktadir (Wiseman 1987).

2.2.6.2. Diger endiistriler

Gida endiistrisi diginda a-amilazlar; deterjan, tekstil, kagit, atik sularin aritilmast,
biyoetanol {iretimi ve saglik gibi bir ¢ok alanda da kullanilmaktadir (van der Maarel vd.
2002; Aiyer 2005; Ali vd. 2014).

Deterjan endiistrisinde; yiiksek sicaklik, alkali pH ve ylizey aktif maddelerin
varligina dayanabilen ve bu kosullarda aktivite gdsteren enzimler tercih edilmektedir
(Fujiwara 2002). a-amilaz enzimi; kumas, fayans ve seramik gibi yiizeylerdeki nisasta
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bazli lekelerin ¢ikarilmasinda ve deterjanlarin yumusatilarak kullanima daha uygun hale
getirilmesinde kullanilir (Nielsen ve Borchert 2000).

Tekstil {irtinleri i¢in modern iiretim siireglerinde, dokuma esnasinda, ¢ozgi
tizerinde 6nemli bir baski olusur ve bu asamada ipligin kopmamasi amaciyla dislilere
cikarilabilir bir koruyucu tabaka uygulanir. Nisasta; ucuz olmasi, kolay bulunabilmesi ve
kolayca ¢ikarilabilmesi nedeni ile dayanikliligi artirmada kullanilan (hasillama
isleminde) materyallerden biridir. Nigastanin kullanilmasi durumunda, hasil s6kme igin
a-amilaz uygulamasi gerekmektedir. a-amilaz, nisastay1 suda ¢6ziiniir ve yikandiginda
tekstil tiriiniinden uzaklasabilir dekstrinlere dondstiirtir (Hendriksen vd. 1999).

a-amilaz enzimi kagit endistrisinde, kagidin kaplanmasi icin yiiksek molekiiler
agirlikli ve disiik viskoziteye sahip 6zellikteki nisastanin iiretiminde kullanilmaktadir.
Nisastanin viskozitesini diisiirerek kagidin islem sirasinda mekanik hasarlara karsi
korunmasini, Kolayca sekillenmesini ve kaplanmasimi saglamaktadir. Ayrica kagit
tizerindeki fazla nisastanin uzaklastirilmasinda da a-amilazlar kullanilir (van der Maarel
vd. 2002).

Saglik alaninda; yetersiz beslenmeyi veya obeziteyi o6nlemede alinan oral
tabletlerin bilesiminde, trans-membran regiilatoriiniin  eksikligi nedeniyle enzim
iretiminin engellendigi kistik fibroz tedavisinde ve klinik tan1 uygulamalarinda o-
amilazlar siklikla kullanilan biyokatalizorlerdendir (Sindhu vd. 2017). Bazi ekstremofil
kaynakli a-amilazlarin; yliksek tuz konsantrasyonu, diisiik su aktivitesi ve inhibitorlere
kars1 direng gosteren Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle potansiyel olarak atik su aritma
stireglerinde kullanilabilir oldugu bildirilmistir (Ali vd. 2014).

2.3. Rekombinant Protein Uretiminde Konake Sus Olarak Pichia pastoris
(Komagataella phaffii)

Yiiksek verimli ekspresyon sistemleri kullanarak ekonomik agidan uygun
rekombinant proteinler iiretmek icin yiiksek Olgekli farkli {iretim stratejileri
gelistirilmektedir (Kato vd. 2001). Mayalar, diger okaryotik ve prokaryotik ekspresyon
konakgilarina kiyasla rekombinant genlerin {iretiminde umut verici konakgi-vektor
sistemlerinden biri haline gelmistir (Romanos vd. 1992). Bu amagla Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae ve
Yarrowia lipolytica gibi mayalar siklikla tercih edilmektedir (Kato vd. 2001).

Metilotrofilik bir maya olan P. pastoris, heterolog protein iiretimi i¢in ¢ok fazla
avantaja sahip olmasi nedeni ile en Onemli maya sistemlerinden biri olarak One
¢ikmaktadir (Li vd. 2007). Philips Petroleum Company tarafindan 1970°1i yillarda tek
hiicre protein iiretimi i¢in kullanilan P. pastoris ekspresyon sistemi; insan, hayvan, bitki,
mantar, bakteri kaynakli ¢ok ¢esitli protein iiriinlerinin (enzimler, antijenler ve antikorlar
gibi) ticarilestirilmesi i¢in elverisli bir platform haline gelmistir (Tschopp ve Cregg 1991;
Parashar ve Satyanarayana 2016b). Piyasada mevcut olarak, P. pastoris’te iiretilen 70’ten
fazla iiriin bulunmaktadir. Pichia’da iiretilen birkag farmasétik iiriin de ABD Gida ve ilag
Idaresi (FDA) tarafindan insan kullanimi igin onaylanmistir (Parashar ve Satyanarayana
2016b).
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Son yillarda, 26S rRNA dizisine gore yapilan siniflandirmada Komagataella
phaffii olarak isimlendirilen P. pastoris mayas1 ilk kez 1919 yilinda Guilliermond
tarafindan; kiiresel veya oval sekilli olan, tek veya ciftler halinde bulunan ve morfolojisi
oldukc¢a degiskenlik gosteren bir maya olarak tanimlanmistir (Kurtzman 2009; Zepeda
vd. 2018). P. pastoris metilotrofilik bir maya olup, gelisebilmesi i¢in gereken tiim karbon
ve enerjiyl metanolden saglayabilmektedir. Bu mayalarin biiyiime ortamina metanol
eklendiginde, metanol metabolizmasinda anahtar rol oynayan enzimleri i¢eren zarli
organeller ve peroksizomlar kuvvetli bir sekilde indiiklenmekte ve kitlesel olarak artis
gostermektedir (Yurimoto vd. 2011).

P. pastoris’in; yiiksek hiicre yogunluguna kisa siirede ulasabilmesi, endotoksin ve
bakteriyofaj kontaminasyonlarini elemine etmesi, tiretim verimliliginin yiiksek olmasi,
iyi karakterize edilmis ekspresyon vektorlerinin kolayca manipiile edilebilmesi, birgok
promotora sahip olup farkli karbon kaynaklari ile indiiklenebilmesi, ekspres edilen
proteinlerin; polipeptit katlanmalar1, glikolizasyon, metilasyon, asilasyon gibi
translasyon sonrast modifikasyonlar1 gergeklestirebilmesi, salgilanan dogal proteininin
diisiik miktarda olmasi ve hedef proteinlerin hiicre disina salgilanabilmesi diger ifade
sistemlerine gore tercih edilmesinin nedenleri arasindadir (Cereghino ve Cregg 2000;
Cregg 2007).

P. pastoris’te rekombinant bir sistemin verimliligini ¢esitli genetik ve fizyolojik
faktorler belirlemektedir. Bu faktorler; heterolog genin kodon optimizasyonu, gen kopya
sayist, kullanilan promotor, transkripsiyon ve translasyon proseslerinin verimliligi,
sekresyon sinyalleri, {iretim sartlarinin optimizasyonu (sicaklik, pH, karbon kaynagi,
tiretim hacmi, besleme profili vb.), tiretim sekli (hiicre i¢i, hiicre dis1 veya hiicre yiizeyi),
proteinin katlanmasi ve salgilanmasidir (Hohenblum vd. 2004). Gen kopya sayisindaki
art1s ile salgilama seviyesinin doygunluga ulagsmamasi sartiyla, tiretkenligi onemli 6l¢iide
artirabilecegini gosteren ¢ok fazla ¢alisma bulunmaktadir. Bu da kopya sayisi ile
heterolog protein iretimi arasinda dogrusal bir korelasyon oldugunu gostermektedir
(Parashar ve Satyanarayana 2017).

P. pastoris igin gelistirilen epizomal vektorler (maya plazmidi) stabil
olmadigindan, ekspresyon vektorleri P. pastoris’in genomuna entegre edilir. Bu sekilde
olusturulan integrantlar selektif baskinin eksikliginde bile stabil kalabilmektedir (Li vd.
2007).

Ekspresyon vektorii genel olarak; promotor sekansi (AOX1, GAP, FLD1, PEXS,
YPT1 vb.), tekli ya da ¢oklu klonlama bolgesi, transkripsiyon terminasyon sekansi-poli A
kuyrugu, replikasyon orjini, segilim belirteci (ADE1, ARG4, G418, HIS4, URA3, Zeo',
Amp" vb.) ve sekresyon sinyalini (PHO1, SUC2, pGKL, PHA-E, a-faktor vb.)
igcermektedir (Cereghino ve Cregg 2000; Spohner vd. 2015). Ekspresyon vektorlerine
yabanci proteinin eklenmesi genellikle E. coli’de gergeklestirilir. Bu nedenle ekspresyon
vektorleri E. coli (arac1 vektor) / P. pastoris’e gore dizayn edilmektedir (Cereghino ve
Cregg 2000).

P. pastoris ekspresyon sisteminde bir¢ok sekresyon sinyali kullanilmaktadir.
Ancak S. cerevisiae kaynakli 19 amino asitlik sinyal peptidi iceren pre bolgesi ve 60
amino asitten olusan pro bolgesini igeren a-faktor pre-pro sekresyon sinyali en yaygin
kullanilanidir. P. pastoris’te o-pre-pro sekansi esas olarak KEX2 geninin {iriini
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(prohormon-endoproteaz) ve STE13 (dipeptidil amino peptidaz) geninin Uriini ile
kesilmektedir (Daly ve Hearn 2005).

Salgilanan proteini 6nemli 6l¢iide artirabilmek i¢in mayaya uygun bir strateji
gelistirilir. P. pastoris mayasi i¢in olusturulan sistem genellikle 3 asamali olarak
gerceklestirilmektedir (Higgins ve Cregg 1998).

1. asama: Fermentore alinacak hiicrelerin, erlende (500 ml-1000 ml) gliserol gibi
fermente olmayan bir karbon kaynaginda gelistirilmesi,

2. asama: Gelisen hiicrelerin limit miktarda gliserol bulunan fermentér ortamina
alinarak biyokiitlesinin artirilmast,

3. asama: Fermentor ortamindaki gliseroliin tilkenmesi sonrasinda promotora
uygun indiikleme yapilarak protein ekspresyonunun gergeklestirilmesidir.

2.3.1. Yapisal ve indiiklenebilir promotorlar

P. pastoris mayasi i¢in rekombinant proteinin iiretimini etkileyen en onemli
faktorlerden birisi ekspresyon vektoriinde yer alan promotorun se¢imidir (Hohenblum vd.
2004). P. pastoris ekspresyon sistemini daha etkin ve verimli bir sekilde kullanarak
heterolog protein iiretimindeki basariyr artirabilmek icin mevcut promotorlarin
gelistirilmesi veya alternatif promotorlarin kesfine yonelik ¢alismalar devam etmektedir.
Stadlmayr vd. (2010) genom dizisinin tamamlanmasindan faydalanarak, 24 farkl
promotorun (regiilator sekans) potansiyel olarak kullanimi igin uygulanabilirligini
karsilastirmistir.

P. pastoris ile rekombinant protein iretiminde en yaygin kullanilan
promotorlardan biri, metanol metabolizmasinda gérev alan ve metanol ile indiiklenebilen
alkol oksidaz 1 (AOX1) promotorudur (Cregg vd. 2000). Alkol oksidaz, metanoliin
formaldehite oksidasyonunu katalizleyen metanol metabolik yolunun ilk enzimidir. P.
pastoris genomunda, alkol oksidaz enzimini kodlayan iki alkol oksidaz geni (AOX1 ve
AOX2) vardir. AOX1 geni; hiicredeki alkol oksidaz aktivitesinin yaklasik %90’1ndan
sorumlu olup, giiglii ve oldukga siki sekilde diizenlenmis bir promotora (pPAOX1) sahip
iken, AOX2 geni ise alkol oksidaz aktivitesinin yaklasik %10’undan sorumludur (Cos vd.
2006). Metanol metabolizmasinda rol oynayan AOX1 promotoru, metanol ile gii¢lii bir
sekilde indiiklenirken glikoz, gliserol ve etanol varliginda baskilanmaktadir (Tschopp vd.
1987; Inan ve Meagher 2001). Buna ek olarak trehaloz, sorbitol ve mannitolin AOX1
promotoru iizerinde baskilayici bir etkisi olmadigi gézlenmistir (Inan ve Meagher 2001).

Metanolii kullanabilme yeteneklerine gore degisiklik gosteren ii¢ tip P. pastoris
konakg1 susu mevcuttur. Yabanil tip (dogal fenotip) olan suslar; metanol kullanimi1 pozitif
fenotipe (Mut®) sahip iken, AOX1 genindeki silinmelerden kaynakli olarak metanol
kullanim1 yavas fenotipte (Mut®) suslar, hem AOX1 hem de AOX2 genindeki
silinmelerden kaynakli olarak metanolii kullanamayan (Mut) fenotipte suslar da
bulunmaktadir. AOX genlerinin silinmesi, yabanil tipte olan suslara gére daha az metanol
gerektirdiginden biiyiik olgekli iiretimlerde avantaj saglamakla birlikte rekombinant
protein iiretiminde de yabanil tip suslardan daha iyi oldugunu gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir (Chiruvolu vd. 1997; Cereghino ve Cregg 2000).
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AOX1 promotoru gibi indiiklenebilir promotorlarin kullanildigir ekspresyon
sistemlerinde biyokiitle birikimi ve protein lretimi ayr1 fazlarda gergeklesmekte bu
nedenle iiretilen protein, hiicrelerde stres olusturmadigindan  gelismelerini
etkilememektedir. Bu durum toksik proteinlerin ekspresyonunda da olduk¢a 6nemli bir
avantaj saglamaktadir (Ahmad vd. 2014). Ancak AOX1 promotorunun metanol ile
indiiklenmesi, metanoliin son derece yanic1 ve tehlikeli bir madde olmasi nedeni ile 6lgek
biiylitme prosesleri i¢in tercih edilmeyen bir durumdur. Yangin tehlikesine karsi
alinabilecek Onlemlerin maliyetli olmasindan dolay1r fermentor gibi biiyliik oOlgekli
tiretimlerde kullanim1 sinirlidir (Ahmad vd. 2014).

P. pastoris'te rekombinant protein iliretiminde yaygin olarak kullanilan bir diger
promotor ise glikoz varliginda yapisal olarak ekspresyon gosteren GAP (gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz) promotorudur (Cereghino ve Cregg 2000). Pgap; metanol
indiiksiyonu gerektirmemesi yoniinden avantaj saglarken, yapisal olarak ifade edilmesi
nedeniyle toksik proteinlerin {iretiminde kullanilamamasi 6nemli bir dezavantaj
olusturmaktadir (Cos vd. 2006). Buna ek olarak, GAP promotorunun kontrolii altinda
gerceklestirilen heterolog protein iiretimi esnasinda ortamda bir miktar etanol olmasinin,
Pcap tizerinde baskilayict bir etki gostermedigi, hatta protein iiretimini artirdigi tespit
edilmistir (Baumann 2008).

Alternatif olarak kullanilabilen FLD1 promotoru, formaldehit dehidrogenaz
enziminin ekspresyonunda gorev alan ve birbirinden bagimsiz olarak, metanol-amonyum
stilfat ya da glikoz-metilamin varliginda indiiklenebilen gii¢lii bir promotordur (Shen vd.
1998). Yapisal promotorlardan bir digeri, salgilamada rol alan GTPaz enzimini kodlayan
YPTL1 genidir. Pypr1; glikoz, metanol veya mannitol igeren ortamda, diisiik seviyede ifade
edilmektedir (Shen vd. 1998). Literatiirde bulunan P. pastoris promotorlar1 ve yaklasik
ekspresyon seviyeleri Cizelge 2.3'te 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.3. P. pastoris promotorlar1 (Vogl ve Glieder 2013; Ahmad vd. 2014; Ozgelik

vd. 2019)

indiiklenebilir Promotorlar

Gen ad1  Gen iiriinii Regiilasyonu Eks_pre_s yon
seviyesi
AOX1 Alkol oksidaz 1 Metanol indiiksiyonu Gigli
ADH2 Alkol dehidrogenaz Etanol indiiksiyonu Giiclu
DAS Dihidroksi aseton sentaz Metanol indiiksiyonu Gtcli
ENO1 Enolaz Gliserol indiiksiyonu
FLD1 Formaldehit dehidrogenaz ~ Metanol/metilamin Gigli
indiiksiyonu
GUT1 Gliserol kinaz Gliserol ve etanol
indiiksiyonu
PEXS Perolfs[zomal matriks !\/Ief[.anc_)ll oleat Zayif
proteini indiiksiyonu
Yapisal Promotorlar
Gen ad1  Gen iiriinii Regiilasyonu Eks_pre_s yon
seviyesi
GAP Gliseraldehit-3-fosfat Glikoz varliginda Gigli
dehidrogenaz
GCW14  Glikozil fosfatidil inositol ~ Gliserol, glikoz ve Zayif
metanol varliginda
PET9 I¢ mitokondiyal %10-1700
membranda ADP/ATP (Pcapr)
tasiyici
PGK1 3-Fosfogliserat kinaz Glikoz varliginda %10 (Pcar)
SDH Sorbitol dehidrogenaz Gigli
TEF1 Translasyon uzama faktorii ~ Gliserol ve glikoz Giiglii
la varliginda
YPT1 GTPaz Zayif
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2.3.2. ADH2 promotoru ve etanol metabolizmasindaki rolii

P. pastoris mayasi Crabtree-negatif bir mayadir. Crabtree-negatif mayalar (C.
albicans, H. polymorpha, K. lactis, P. pastoris vb.) aerobik kosullar altinda sekerleri
metabolize eder ve yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda etanol tirectemez. Ancak P.
pastoris mayasinin aerobik kosullarda gergeklesen fermentasyon ortaminda az miktarda
da olsa etanol iirettigi gézlenmistir (Inan ve Meagher 2001). Ortamda etanol bulunmasi
durumunda AOX1 promotoru baskilanmakta ve Paoxi kontrolii altinda gergeklestirilen
rekombinant protein tiretimini olumsuz etkilemektedir (Inan ve Meagher 2001). Bu
nedenle P. pastoris’in etanol metabolizmasinin aydinlatilmasi1 amaciyla, benzerlik
gosterdigi ve etanol metabolizmasi iizerine kapsamli bilgilerin mevcut oldugu S.
cerevisiae mayasindan faydalanilmistir. 7 ADH genine sahip olan S. cerevisiae ‘de ADH1
geni etanol iiretiminden sorumlu iken, ADH2 geni etanol tiiketiminden sorumludur (de
Smidt vd. 2008).

P. pastoris GS115 genomunun dizilenmesi sonucunda bir tane alkol dehidrogenaz
(ADH) geni tamimlanmistir (De Schutter vd. 2009). Literatirde ADH geninin
isimlendirilmesinde farkliliklar goriilmektedir. Cregg ve Tolstorukov (2012) tarafindan
aliman US 8,222,386 no'lu patentte bu gen, ADH1 geni ve genin regiilasyonundan sorumlu
olan promotor bolgesi de ADH1 promotoru olarak isimlendirilmistir. NCBI veri
tabaninda ise bu gen, S. cerevisiae adh3 amino asit dizisine benzerligi sebebiyle ADH3
geni olarak isimlendirilmistir (De Schutter vd. 2009). Ancak son olarak Karaoglan vd.
(2019) yaptiklar ¢aligmada, etanol tiiketiminden sorumlu olan geni karakterize etmisler
ve ADH2 geni olarak tanimlamiglardir. Bu tez kapsaminda; Karaoglan vd. (2019)
tarafindan yapilan tanimlama baz alinmis olup, ADH2 promotoru olarak ifade edilmistir.
ADH2 geni, P. pastoris etanol metabolizmasinda etanoliin yikiminda gorev alan tek gen
olup bu genin regiilasyonundan, etanol ile indiiklenebilen ve gii¢lii bir ekspresyon
seviyesi gosteren ADH2 promotoru sorumludur (Karaoglan 2016b).

Karaoglan vd. (2016) yaptigi bir ¢caligmada; ADH2 promotorunun kontroliinde
gercgeklestirilen bir rekombinant protein tiretiminin, AOX1 ve GAP promotorlarina karsi
verimliligini aragtirmak {izere, Aspergillus niger kaynakli ksilanaz genini kullanilarak iig
farklt promotor (PapH2, Paoxi Ve Peap) kontroliinde klonlamis ve rekombinant protein
tiretimini karsilagtirmistir. Fermentor ortaminda; 30°C, pH 5.0 ve ¢6ziinmiis oksijen
seviyesi (%CO) %30 kosullarinda, 72 saat boyunca Paph2 etanolle, Paox: metanolle ve
Pcapr glikozla beslenerek ksilanaz tiretimi gergeklestirilmistir. Bunun sonucunda; ksilanaz
aktivitesi PapHz 3725 U/ml, Paox1 2095 U/ml ve Pgap 580 U/ml olarak ol¢iilmiistiir.
Sonuglar ADH2 promotorunun diger gii¢clii promotorlara alternatif olabilecegini
gostermektedir.

Diger bir calismada; ADHZ2 promotoru iizerinde sondan silme analizleri
gerceklestirilerek promotor aktivitesinin degismedigi en kisa DNA bolgesi 900 bg olarak
belirlenmis ve dogal ADH2 promotoru olarak tanimlanmistir. Dogal PapH? lizerinde igten
silme analizleri ile pozitif regiilasyondan sorumlu bolgeler (UAS, Upstream Activator
Site) ve negatif regiilasyondan sorumlu bolgeler (URS, Upstream Repressor Site)
belirlenmistir. Belirlenen UAS bolgeleri ile farkli kombinasyonlarla 5 sentetik ADH2
promotoru olusturulmus ve en yiiksek aktivite gosteren promotor sentetik 5-ADH2
(ADH2SNT5) promotoru olarak belirlenmistir (Sekil 2.7) (Karaoglan 2016a).
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TATA Kutusu Raportir Sus
PADH2-900

ARA

ARA pADH2-SNT5

Sekil 2.7. Dogal ADH2-900 ve sentetik ADH2-SNT5 promotorlar1 (Karaoglan 2016a)

Etanol metabolizmasi arastirilan hemen hemen her tiiriin, alkol dehidrogenazi
kodlayan en az iki farkli ADH geni bulunmaktadir. P. pastoris'in etanol
metabolizmasinda rol oynayan; biri etanol iiretiminden (ADH900, XM _002491163)
digeri ise etanol tiiketiminden (ADH2, XM_002491337) sorumlu oldugu iki ADH geni
bildirilmistir. Etanol katabolizmasindan sorumlu olan ADH2 geni, ADH900 geninin
eksikliginde etanol iiretiminde kiiglik bir rol oynamaktadir (Karaoglan vd. 2019).

Alkol dehidrogenazlar (ADH; EC 1.1.1.1), karbon kaynaginin (glikoz) en iyi
sekilde kullanilmasini saglayan, solunum ve fermentasyon gibi iki ana metabolik yolu
birbirine baglayarak hiicresel enerji metabolizmasinda Onemli bir rol oynayan
enzimlerdir. Her iki metabolik yol da bir seker molekiiliiniin glikoliz yoluyla iki ATP ve
iki NADH eldesi sonucu iki piruvat molekiiliine doniistiiriilmesi ile baslar. Piruvat
molekiilii sadece solunum yolu, sadece fermentasyon yolu veya her iki metabolik yolu
kullanarak bozunur (Pfeiffer ve Morley 2014). Solunumda, piruvat molekiilii sitrik asit
cevrimine katilarak ATP ve CO2’ye yiikseltgenir. Oksijen molekiilii, elektron tasima
zincirindeki son elektron alicist oldugundan, solunum yalnizca aerobik kosullarda
gerceklesmektedir. Fermentasyonda ise piruvat, piruvat dekarboksilaz ve alkol
dehidrogenaz enzimlerinin reaksiyonu katalizlemesiyle énce asetaldehite ve son olarak
etanole dontstiiriilir. Organizmalarin fermentasyon kabiliyeti, oksijen siirli olmaya
bagladigi durumlarda hiicresel aktivitelerine devam etmelerini saglamaktadir (Karaoglan
vd. 2019). Ayrica mayanin solunumu i¢in etanol karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanildiginda; alkol dehidrogenaz (ADH2) tarafindan asetaldehite, aldehit dehidrogenaz
(Aldh) tarafindan asetata, sonrasinda Asetil-CoA’ya ve en son sitrik asit g¢evrimine
katilarak ATP, CO2 ve H2O’ye doniistiiriliir (Sekil 2.8) (Zepeda vd. 2018).

GLIKOZ

Glikoliz
SOLUNUM ATP FERMENTASYON

Piruvat

Pdh Pdc
Sitrik asit
cevrimi Adh

Aldh
CcO, 47 Asetil-CoA ‘T Asetaldehit —s ETANOL

ATP ATP

Sekil 2.8. Mayalarda etanol metabolizmasi (Pfeiffer ve Morley 2014)
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2.4. a-Amilaz Enzimi Uretimi ile Tlgili Yapilan Calismalar

Insan pankreasindan izolen edilen a-amilaz geninden (HPA) ters transkriptaz ile
cDNA elde edilmis ve P. pastoris GS115’e klonlanmistir. Erlende {iretime alinan klonun
a-amilaz verimi 20 mg/L olarak hesaplanmistir. 56 kDa boyutunda gozlenen proteinin
glikolize formda oldugu ve 10-13 arasinda seker kalintisi igerdigi tespit edilmistir
(Rydberg vd. 1999).

Fare tiikiirik salgisindan izolen edilen a-amilaz geni; P. pastoris GS115, S.
cerevisiae 20B-12 ve K. lactis MD2/1 konakg¢1 suslarina klonlanmistir. P. pastoris GS115
susuna; AOX promotoru kontrolii altinda, pGKL-128 kDa (pre-pro sinyal) sekresyon
sinyali kullanilarak ve olgun (mature) formdaki fare a-amilaz geni ile olusturulan vektor
(pPAM) entegre edilmistir. S. cerevisiae 20B-12 susunda ise a-giftlesme faktorii (pre-pro
sinyal) sekresyon sinyali kullanilmistir. Uretilecek ortamin optimize edilmesi sonucu; P.
pastoris YCM (%1 maya ekstrakti, %2 kazamino asit ve %0.5 metanol)-gliserol-YNB-
asparajin besiyerinde, S. cerevisiae ve K. lactis YCD (%1 maya ekstrakti, %2 kazamino
asit ve %2 glikoz) besiyerinde rekombinant enzimin {iretimi ger¢eklestirilmistir. Enzim
aktiviteleri K. lactis’te 1.2 U/ml, S. cerevisiae’de 1.8 U/ml ve P. pastoris’te 154.7 U/ml
(240 mg/L) olarak belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada; mikroorganizmaya uygun segilen
gelisme sicakliginin ve yliksek kopya olusturulmasinin a-amilaz aktivitesini artirdigi
bildirilmistir (Kato vd. 2001).

Topraktan izole edilen Bacillus sp. Y X-1 kaynakli, ham nigastay1 hidroliz edebilen
a-amilaz enziminin uygun besiyerinde tiretimi sonrasinda elde edilen enzim saflagtirilmig
ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. 44 saat boyunca siirdiiriilen iiretim fazi sonunda
elde edilen en yiiksek aktivite 53 U/ml olarak Olclilmiistiir. Molekiiler agirligi 56 kDa
oldugu belirlenen a-amilazin spesifik aktivitesi, kiiltiir siipernatantinda 17.9 U/mg iken
saflastirma asamalarindan sonra 607 U/mg olarak hesaplanmistir. Enzimin optimum
calistig1 sicaklik 40-50°C olmakla birlikte 60°C ve lizerinde aktivitede ani bir diisiis
gozlenmistir. Optimum ¢alistigi pH degerinin 5.0 oldugu ve pH 4.5-11.0 arasinda 1 saat
bekletildiginde aktivitenin %801 korundugu tespit edilmistir (Liu ve Xu 2008).

B. subtilis PY22’den a-amilaz enzimini kodlayan gen izole edilmis (AmyE),
aminoasit dizisi belirlenmis (B. subtilis 168/AmyE ile %99 benzerlik) ve pPICZoA
vektorii kullanilarak P. pastoris KM71H (AOX promotoru igeren) konak¢i susuna
transformasyonu gerceklestirilmistir. Transforme edilen, farkli kopya sayilarina sahip
klonlar arasinda a-amilaz {iretimi taramasi yapilmis ve 4 nolu klonun (2 kopya) en iyi
tiretici oldugu belirlenmistir. Engelli erlende iiretimi gergeklestirilen rekombinant susun
72 saat sonunda a-amilaz aktivitesi 44 U/ml (22 mg/ml) iken yabanil tiiriin (B. subtilis
PY22) en yiiksek a-amilaz aktivitesi 120 mU/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Gen verici (dondr)
hiicre ile konakgt hiicre iiretimi arasinda dogrudan bir karsilastirma zor olmakla birlikte,
72 saat sonunda hiicre igermeyen kiiltiirde rekombinant enzimin a-amilaz aktivitesinin
donér hiicreye gore 370 kat fazla oldugu bildirilmistir. Uretim sonucu kismen saflastirilan
rekombinant a-amilaz karakterize edilmis ve teorik olarak tam uzunluktaki gen dizisinin
(glikolize formdaki protein) molekiiler agirliginin 72.28 kDa oldugu belirtilmistir.
Rekombinant enzimin optimum ¢alisma sartlarinin 60°C sicaklikta ve pH 7.0’de oldugu
tespit edilmistir. Ayrica 0.1 M konsantrasyonda Ca?* iyonu igeren tamponun aktiviteyi
%41 oraninda artirdig1 gozlenmistir (Karakas vd. 2010).
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Onceki ¢alismalarda Rhizopus oryzae (RoAmy) kaynakli a-amilaz enzimi, E. coli
ve S. cerevisiae’de iiretilmis fakat elde edilen rROAmY verimlerinin ¢ok diisiik oldugu
goriilmistiir. Bu nedenle RoOAmy, AOX ve GAP promotorlarinin kontroliinde P. pastoris
GS115 suslarina klonlanarak yiiksek diizeyde iiretimi hedeflenmistir. Mut™ susu (41.1
mg/L) ile; Mut® susuna gore 8 kat, GAP ile kontrol edilen susa gore 24 kat, dnceki
calismada kullanilan S. cerevisiae’ye gore 50 kat ve E. coli 'ye gore 400 kat daha yliksek
tiretim gozlenmistir. En yiiksek verime sahip olan, 6 kopya igeren, P. pastoris
GS115/Mut® (o-pre-pro sinyali icermeyen, tam uzunluktaki RoAmy kodlayan diziyi
iceren) susu; erlende 46.2 U/ml, fermentorde iiretime alindiginda ise 120 saat sonunda
448.6 U/ml aktivite gostermistir (Li vd. 2011).

Medaka baligindan (Oryzias latipes) izole edilen a-amilaz geninden cDNA elde
edilmis ve olgun (mature) formdaki a-amilazi kodlayan gen (OLAmy) P. pastoris KM71
ve S. cerevisiae BJ350 suslara klonlanmistir. Iki konake1 sus i¢in kullanilan ekspresyon
vektorleri ayni olup sadece igerdikleri promotor (P. pastoris i¢in Paox Ve S. cerevisiae
icin PgaL1) sekanslart farklidir. Her iki konake1 sus erlende iiretime alinip aktiviteleri
karsilastirildiginda, S. cerevisiae BJ350 susu ¢ok diisikk bir ekspresyon seviyesi
gostermistir. Bu nedenle 2 L’lik erlende tiretime (biiyiik 6l¢ekli tiretim) P. pastoris KM71
susu alinmistir. Uretilen enzim karakterize edildiginde, optimum sicaklig1 49°C, optimum
pH’s1 7.12 ve optimum NaCl konsantrasyonu 150 mM olarak belirlenmistir. Enzimin;
bugday ve misir nisastasinda gosterdigi aktivite, patates ve tatli patates nisastasinda
gosterdigi aktiviteye gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur (Mizutani vd. 2012).

Alkalifilik Alkalimonas amylolytica N10'dan elde edilen alkalin a-amilaz geni,
kodon kullanim1 optimize edilerek E. coli BL21 ve P. pastoris GS115 konakg1 suslarina
klonlanmigtir. E. coli BL21 (AmyA) susuna transforme edilen ekspresyon vektorii, pET-
22b (+) plazmidine olgun (mature) formdaki o-amilaz geninin ligasyonu ile
olusturulmustur. P. pastoris GS115 (AmyB) susuna transforme edilen ekspresyon vektorii
ise AOX promotoru kontroliinde ve a-pre-pro sekresyon sinyali igeren pPICI9K
plazmidine olgun formdaki o-amilaz geninin ligasyonu ile olusturulmustur. Kiiltiir
ortamindan elde edilen rekombinant enzimler (AmyA ve AmyB) saflagtirilmis ve
AmyA’nin spesifik aktivitesi 16 U/mg, AmyB’nin spesifik aktivitesi ise 16.6 U/mg olarak
belirlenmistir. ~ Saflasgtirllan  AmyA ve AmyB enzimlerinin  karakterizasyonu
gergeklestirilmis olup molekiiler agirliklart yaklasik 60 kDa olarak tespit edilmistir. Her
iki enzimin de en yiiksek aktivite gdsterdigi pH 9.5’tir ancak en yliksek aktivite gosterdigi
sicaklik AmyB’nin 55°C iken AmyA nmn 50°C’dir. Bu nedenle AmyB’nin AmyA’ya gore
daha termostabil oldugu gozlenmistir. 1 mM konsantrasyonundaki Ca?*, Co?* ve Na*
iyonlar1 enzim aktivitesini az miktarda artirirken, ayn1 konsantrasyondaki Mg?*, Fe3*,
Fe?*, Zn**, Mn?" ve Cu?" iyonlar1 bu aktiviteyi diisiirmiistiir. Fermentor kosullarinda
gerceklestirilen iiretim sonucunda a-amilaz aktivitesi E. coli’de 61 U/ml, P. pastoris’te
ise 600 U/ml olarak tespit edilmis ve bilyiik 6lgekli tiretimde P. pastoris’in daha uygun
bir konakge1 sus oldugu bildirilmistir (Yang vd. 2013).

Sentetik tuzdan izole edilen zorunlu bir halofilik olan Aspergillus gracilis
mantarindan a-amilaz enzimi iiretimi hiicre dis1 olarak gerceklestirilmis, elde edilen
enzim kolon kromatografisi ile saflastirilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Protein
bliyiikliigii 35 kDa boyutlarinda ve tek bant halinde oldugu gozlenmistir. Enzimin spesifik
aktivitesi 131.02 U/mg olarak hesaplanmigtir. pH 3.0-8.0 arasinda Olgiilen en yiiksek
aktivitenin pH 5.0’te ve 30-90°C sicaklik degerleri arasinda en yiiksek aktivitenin
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60°C’de oldugu saptanmistir. BaClz, MgCl2, HgCl, CaClz iyonlari aktiviteyi az miktarda
artirirken; FeClp, ZnCl,, EDTA ve b-Merkaptoetanol ise aktiviteyi az miktarda
azaltmistir. NaCl konsantrasyonunun etkisine bakildiginda en yiiksek aktivite %30 NaCl
konsantrasyonunda Ol¢iilmiistiir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde Aspergillus
gracilis kaynakli a-amilazin atik sularin aritilmasi i¢in kullaniminin uygun oldugu
bildirilmistir (Ali vd. 2014).

Bacillus amyloliquefaciens kaynakli a-amilaz enzimini kodlayan amyl geni B.
subtilis WB800 konakgi1 susuna klonlanmustir. 1209.9 U/mg (634 U/ml) olarak belirlenen
spesifik aktivite rekombinant enzimin saflastirilmasi ile 5566 U/mg’a yiikselmistir. 60
kDa biiyiikligiindeki rekombinant enzim, pH 6.0 ve 60°C sicaklikta maksimum aktivite
gdstermistir. 2 mM konsantrasyondaki Hg?*, Pb?* ve Cu?* iyonlarinin enzimi inhibe
ettigi, ayn1 konsantrasyondaki Mn?* ve Ca?* iyonlarinin aktiviteyi 6nemli oranda artirdig
goriilmiistiir. Yabanil tiir (B. amyloliquefaciens) ile B. subtilis WB800-Amyl
karsilastirildiginda verimliligin 1.48 kat arttig1 gézlenmistir (Chen vd. 2015).

Bacillus acidicola kaynakli a-amilaz enziminin (Ba-amy) N-terminal sekansi ile
Geobacillus thermoleovorans kaynakli a-amilaz enziminin (Gt-amy) C-terminal sekansi
kullanilarak olusturulan Ba-Gt-amy kimerik enzimi E. coli’de csp promotoru kontroliinde
ekspres edilmistir. Kimerik a-amilazin karakterize edilmesi ile molekiiler agirligi 68 kDa,
optimum aktivite gosterdigi sicaklik 60-70°C arasinda ve optimum aktivite gosterdigi pH
4.0-5.0 arasinda gdzlenmistir. EDTA, Ca?*, Na?* ve K" iyonlarinin aktivite iizerinde
onemli dlciide bir etkisi olmaz iken; Mn?*, Cu?*, Pb%* ve Ag?* iyonlar1 inhibe edici etki
gostermigtir. Ba-Gt-amy kimerik enziminin, Bacillus acidicola kaynakli a-amilaz
enzimine (Ba-amy) gore katalitik etkisi ve ham nisasta tizerindeki adsorbsiyonunda artis
gdzlenmistir. Ba-Gt-amy; asit stabilitesi, termostabilite ve Ca?* iyonu bagimsizlig1 gibi
ozelliklere sahip olmasi nedeni ile alt jelatinlesme sicakliklarinda ham nisasta
sakkarifikasyonuna yonelik uygun bir katalizér oldugu bildirilmistir (Parashar ve
Satyanarayana 2016a).

B. acidicola TSAS1 kaynakli rekombinant a-amilaz iretimi i¢in hem AOX
promotoru (Amy-AOX) hem de AOX ve GAP promotorunun her ikisini de i¢ceren (Amy-
GAP-AOX) ekspresyon vektorii olusturularak P. pastoris X-33 susuna klonlanmuistir.
Gergek zamanli PZR ile analiz edilen klonlardan; Amy-AOX 1 kopya, Amy-GAP-AOX
3 kopya oldugu belirlenmistir. Erlende optimize edildikten sonra (pH 5.5, 30°C ve karigik
beslemede metanol/gliserol oran1 9:1) fermentdr kosullarinda {iretime alinan Amy-AOX
ile yabanil tiire gore 13 kat fazla aktivite gézlenmistir. a-amilaz aktiviteleri dl¢iildiigiinde;
Amy-AOX ile 130 U/ml (1080 U/g), Amy-GAP-AOX ile 245 U/ml (1890 U/g) oldugu
belirlenmistir (Parashar ve Satyanarayana 2016b).

Parashar ve Satyanarayana (2016a) tarafindan yapilan Onceki bir ¢aligmada
olusturulan Ba-Gt-amy kimerik enzimin hiicre dis1 ekspresyonun gergeklestirilebilmesi
icin bu kimerik gen AOX promotorunu igeren vektore klonlanmig ve P. pastoris X-33
genomuna homolog rekombinasyon yoluyla entegre edilmistir. Farkli kopya sayilari
olusturularak a-amilaz aktiviteleri karsilastirilmis ve 1 kopya 70 U/ml, 3 kopya 150 U/ml,
5 kopya 200 U/ml ve 8 kopya 250 U/ml aktivite gostermistir. 8 kopya olan klon; iretim
sartlar1 optimize edildikten sonra tekrar tiretildiginde, erlende 310 U/ml, fermentorde ise
750 U/ml (120 mg/L) enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. P. pastoris’te iiretilen rekombinant
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a-amilazin karakteristik 6zellikleri E. coli’de tiretilen ile benzerlik gostermistir (Parashar
ve Satyanarayana 2017).

Domuz pankreatik a-amilaz geninden (PPA) toplam RNA izolasyonu yapilmis ve
gercek zamanli PZR ile mature formdaki PPA proteinini (sinyal peptidi olmayan olgun
formdaki protein) kodlayan cDNA elde edilmistir. PPA sekansini igeren ekspresyon
vektorii (pPICZaA-PPA), P. pastoris X-33 susuna klonlanmistir. AOX1 promotoru
kontroliinde (metanol indiikleme ile) 72 saat boyunca siirdiiriilen fermentasyon sonunda
elde edilen rekombinant enzimin verimi 65 mg/L olarak belirlenmistir. Afinite
kromatografisi ile saflastirilan enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 50°C olarak
tespit edilmis ancak 55°C’den sonra aktivitede ani bir diislis gozlenmistir. En yiiksek
aktivite gosterdigi pH degeri ise 7.5 olarak bulunmus ve pH 5.5-9.5 arasinda aktivitenin
%50’sinden fazlas1 korunmustur. Aktivite; Ca?" iyonunun konsantrasyona bagli olarak
artarken, Zn?* iyonu tarafindan inhibe edilmistir (Sun vd. 2018).

Aktif bolgedeki mutasyonlar yoluyla, katalitik kalintilarin pKa degerlerini
azaltarak, B. subtilis CN7 kaynakli Ca®* iyonundan bagimsiz a-amilazin (Amy7C) asidik
adaptasyonunu rasyonel bir sekilde yapilandirmak ftizere, Amy7C’nin tg Katalitik
kalintisindaki {i¢ mutasyon (R172K, A270K ve N271H) tanimlanmistir. Bu ti¢ mutasyonu
iceren toplamda bes adet farkli kombinasyonlardan (tekli ve ¢iftli) olusan mutantlar
olusturulmus ve E. coli’de ekspres edilerek karakterize edilmistir. Cift mutantlarin daha
avantajli oldugu belirlenmis ve en iyi mutant olan A270K/N271H’de optimum ¢alisma
pH’sinda iki birim diisiis (pH 6.5’ten 4.5’¢) gbzlenmistir. a-amilazin yabanil tiirdeki
spesifik aktivitesi 956.54 U/mg iken A270K/N271H mutantinda bu spesifik aktivitenin
2296.84 U/mg’a yiikseldigi tespit edilmistir (Wang vd. 2018).

Baldan izole edilen B. amyloliquefaciens BHO72 kaynakli bakteriyel a-amilaz,
erlen igerisinde uygun besiyerinde iiretime alinmis ve iretilen enzim saflastirilarak
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Saflagtirilma islemlerinden 6nce enzimin spesifik
aktivitesi 102.41 U/mg iken saflastirildiktan sonra yaklasik 21 kat artarak 2162.42
U/mg’a yiikselmistir. Proteinin biiylikliigli 68 kDa olarak belirlenmistir. Bakteriyel a-
amilazin optimum pH 7.0’ de ¢alistig1 ancak pH 6.0-8.0 arasinda 160 dakika tutuldugunda
enzim aktivitesinin %75’inin korundugu gozlenmistir. Optimum ¢alistig1 sicakligin ise
60°C oldugu belirlenmistir. 80°C’ye kadar stabil oldugu tespit edilen enzim aktivitesi 42
saat sonunda; 65°C’de %86.87, 70°C’de %79.34, 75°C’de %75.13 ve 80°C’de %71.62
oraninda korunmustur. Ca?* iyonunun konsantrasyonundaki degisim aktiviteyi
etkilememistir. Bu sonu¢ B. amyloliquefaciens BH072 kaynakli a-amilazin termostabil
ve Ca?" iyonundan bagimsiz oldugunu gostermektedir (Du vd. 2018).

A. oryzae S2 susunun AmyA genomik dizisinin 9 ekzonunun birlestirilmesiyle
olusturulan sentetik cDNA dizisi, P. pastoris SMD1168H’ye klonlanarak, AOX
promotoru kontrolii altinda ekspresyonu gerceklestirilmistir. Metanol tarafindan 72
saatlik bir indiikksiyondan sonra, hiicre digt a-amilaz iiretiminin 72 U/ml oldugu
belirlenmistir. Kiiltiir siipernatantinda 386.6 U/mg olarak belirlenen spesifik aktivite, His-
etiketli »AmyA nin afinite kromatografi yontemi ile saflastirilmasi sonucunda 5150
U/mg’a ylikselmistir. Rekombinant enzimin optimum ¢alistig1 kosullar; 60° C sicaklik ve
pH 5.6’da oldugu tespit edilmis ve termostabilitesinin dogal enzime gore arttig1
bildirilmistir. 4 mM konsantrasyonundaki iyonlarin etkisi incelendiginde; Mg?*, Ca®* ve
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Fe?* iyonlar1 aktiviteyi énemli oranda artirirken, Cu?* iyonunun enzimi inhibe ettigi
gbzlenmistir (Trabelsi vd. 2019).

Tim bu literatiir verileri incelendiginde; a-amilaz enziminin, yeni kesfedilen
bircok mikrobiyal kaynaktan izole edildigi veya rekombinant olarak iiretildigi
gozlenmistir. Ozellikle rekombinant ekspresyon sistemlerinden biri olan P. pastoris
mayasinda daha 6nce AOX, GAP vb. promotorlarin kontroliinde gerceklestirilen a-amilaz
enzimi tretiminin, ilk defa ADH2 promotorunun (ADH2SNT5 sentetik formu)
kontroliinde iiretilecek olmasi nedeniyle ¢calisma 6zgiin nitelikte olup farkli kaynaklardan
izole edilen a-amilazlarin da bu promotor kontroliinde basariyla tiretilebilmesi igin 6rnek
bir ¢alisma olmasi hedeflenmistir.

26



MATERYAL VE METOT S. GULLU

3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan kimyasallar ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan kimyasallar Merck (Almanya) ve Sigma-Aldrich (MO,
ABD) firmalarindan temin edilmis olup molekiiler biyoloji safligindadir. Kullanilan
restriksiyon enzimleri ve bunlarin tampon ¢6zeltileri ise Thermo Fisher Scientific (MA,
ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Tampon ve stok cozeltiler

Hazirlanan tim tamponlar ve stok ¢ozeltileri 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak
(Hirayama, Japonya) veya 0.22 um filtreden gegirilerek (Corning, MA, ABD) sterilize
edilmis ve +4°C ya da oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir.

3.1.3. Gen kaynagi, konakei suslar ve tasiyici plazmidler

Laboratuvarimizda mevcut olan Genscript’ten temin edilen pUCS57 vektori
igerisindeki B. subtilis PY22 a-amilaz (amyE) geni, enzim iiretiminde gen kaynagi olarak
kullanilmigtir. -80°C stokta mevcut olarak bulunan alkol dehidrogenaz (ADH2)
promotorlarindan sentetik ADH2SNT5 promotorunu i¢eren pADH2SNTS5a-Fito/HIS4
plazmidi, ekspresyon plazmidi olarak kullanilmigtir.

a-amilaz (amyE) geni klonlama calismalar i¢in; E. coli DH5a ve P. pastoris
GS115 (Invitrogen, CA, ABD) suslari kullanilmis olup kullanilan E. coli ve P. pastoris
suslarmin genotip 6zellikleri Cizelge 3.1°de gdsterilmistir. Tiim mikroorganizmalar %25
gliserol iceren uygun ortamda -80°C’de muhafaza edilmistir. Calismalarda kullanilan
suslar, ana stoktan agar plakalara tek koloni diisecek sekilde ¢izim yapilarak, P. pastoris
30°C’de 3 giin, E. coli 37°C’de 1 giin boyunca inkiibatérde gelistirilmis ve +4°C’de
muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan suslar

IS(ullanllan Genotipi Kullanim amaci Kaynak
us
F- 80dlacz M15
E. coli Si%zgYA-z\rlgF) Pleizrlm{:i lerin Invitrogen,
DH5q rec ¢ogaltiimasi ve CA ABD
endAlhsdR17(rk-, saklanmast :
mk+) phoAsupE44-
thi-1 gyrA96 relAl
P. pastoris Kontrol ve Invitrogen
GS115 his4 konakgi (protein CA, ABD
ekspresyonu)
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3.1.4. Besiyerleri, gelisim ortamlar1 ve antibiyotikler

E. coli suslarinin gelisiminde LB Miller (%0.5 maya 0ziitii, %1 pepton ve %]l
NaCl) veya LB Lennox (%0.5 maya oziitii, %1 pepton ve %0.5 NaCl) besiyerleri
kullanilmigtir. P. pastoris suslarinin gelisiminde YPD (%1 maya ekstrakti, %2 pepton,
%?2 glukoz) besiyeri, P. pastoris tiretim susunda a-amilaz iiretiminde BMGY (10 g/l maya
ekstrakti, 20 g/l soyton, 13.4 g/l YNB, 4x107° g/l biotin, %10 gliserol, ve 0.1 M potasyum
fosfat tamponu, pH 6.0), BMEY (10 g/l maya ekstrakti, 20 g/l soyton, 13.4 g/l YNB,
4x107° g/l biotin, %10 saf etanol ve 0.1 M potasyum fosfat tamponu pH 6.0) ve BYED
(30 g/l maya ekstrakti , 13.4 g/l YNB, 4x107° g/l biotin, 20 g/I glikoz ve 0.1 M potasyum
fosfat tamponu pH 6.0) besiyerleri kullanilmstir.

Sivi ve kat1 besiyerlerinde kullanilan plazmidin tizerindeki diren¢ genine gore
uygun antibiyotik ilaveleri yapilmigtir. Zeosin (InvivoGen, CA, ABD) ve amfisilin
(Roche, Almanya) antibiyotiklerinin stok soliisyonlar1 100 mg/ml konsantrasyonunda
hazirlanmis ve 0.22 pm filtreden (Corning, MA, AB) gecirilerek sterilize edilmistir. 1’er
ml alikotlanarak -20°C’de saklanmistir. Antibiyotikli besiyeri hazirlamak i¢in otoklav ile
sterilize edilen besiyerleri 55°C’ye sogutulduktan sonra buz {izerinde ¢ozdiiriilmiis olan
antibiyotiklerden, E. coli suslar1 i¢in 25 pg/ml zeosin veya 100-150 pg/ml amfisilin, P.
pastoris suslar1 igin ise 100 pug/ml zeosin olacak sekilde ilave edilmistir.

3.2. Metot

Calismalarda kullanilan molekiiler biyoloji teknikleri Sambrook ve Russel
(2001)’a ve kit protokoline gore gergeklestirilmistir. P. pastoris’te klonlama
caligmalarinda Inan vd. (2007) kaynak olarak kullanilmistir. Gen ve protein taramalarinda
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi Ag Servisi (Bethesda, MD, ABD;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilmistir.

3.2.1. pADH2SNT5e-Fito plazmidinin izolasyonu ve pADH2SNT5a-Fito
plazmidinden fitaz geninin diisiiriilmesi

-80°C stokta bulunan ADH2SNT5a-Fito plazmidini igeren E. coli DH5a klonu,
zeosin iceren LB Lennox sivi besiyerine ekim yapilarak ¢alkalamali inkiibatérde 37°C de
gece boyu inkiibasyona birakilmis ve pADH2SNT5a-Fito plazmidinin izolasyonu
Qiaprep Spin Miniprep Kit’i (Qiagen, Almanya) ile gerceklestirilmistir. izole edilen
plazmidin Notl ve Xhol restriksiyon enzimleri ile kesimi ve %1’lik agaroz jelde
yuriitiilmesi ile dogrulanmistir. Dogrulanan plazmitten istenilen biiyiikliikteki molekiil
agirligina sahip (7631 bg) fitaz geni disiiriilmiis pADH2SNT5a plazmid pargast,
MinElute Gel Extraction Kit’i (Qiagen, Almanya) ile jel piirifikasyonu yapilarak elde
edilmistir.

3.2.2. Plazmid izolasyonu

E. coli’den plazmid izolasyonu Qiaprep Spin Miniprep Kiti (Qiagen, Almanya)
kullanilarak protokole uygun sekilde gerceklestirilmistir. Zeosin igeren LB Lennox sivi
besiyerinde, c¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de yaklasik olarak 18 saat gelistirilen
hiicrelerden ornek alinmis ve 11000xg’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Daha sonra
stipernatant1 atilmig pelet RNAz A igeren Tris CI-EDTA tamponunda resiispanse
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edilmistir. NaOH/SDS tamponunun eklenmesi ile hiicreler pargalanmis, sonrasinda asidik
potasyum asetat eklenmesi sonucunda lizat nétralize edilmistir. Lizatin santrifiijlenmesi
ile denatiire olmus proteinler ve hiicre artiklar1 ¢oktiiriilmiistiir. Stipernatantta ¢éztinmiis
halde kalan plazmid DNA’nin miniprep kolonundan gegirilerek kolona tutunmasi
saglanmistir. Etanol igeren yikama c¢ozeltisinin kolondan gegirilmesi ile tuzlar
uzaklastirilmis ve 50 ul eliisyon tamponu (10 mM Tris-Cl, pH 8.0) ile plazmid kolondan
alimustir.

3.2.3. Plazmid DNA’nmin restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu

Plazmidlerin izolasyonu yapildiktan sonra dogrulanmasi ve istenen DNA
pargasinin plazmitten eclde edilebilmesi igin restriksiyon enzimleri ile kesimi
gerceklestirilmistir. Oncelikle, plazmidi iki noktadan kesen enzim veya enzimler
belirlenmistir. Plazmidlerin konsantrasyonlar1 6l¢iildiikten sonra 1 pg plazmide 1 U
enzim olacak sekilde, 10X enzim tamponu ve su eklenerek toplam 100 pl igerisinde
reaksiyon karisimi hazirlanmistir (Cizelge 3.2). 37°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra
kesilmis plazmidlerin degerlendirilmesi, kontrol olarak kesilmemis plazmid ile birlikte
%1 agaroz jele yiiklenerek agaroz jel elektroforezi ile yapilmigtir.

Cizelge 3.2. Plazmid DNA nin restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu

10X Reaksiyon Tamponu 10 ul

Restriksiyon Enzimleri (Notl ve Xhol) 4 ul/4 pl

DNA (Plazmid DNA) 10 pl

Steril Su (NFW) 100 pl’ye tamamlanmistir

3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

PZR irlinlerinin, genomik DNA’larin ve plazmidlerin dogrulanmasi ve
izolasyonlarinin kalitesinin kontroliinde agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Agaroz jel
hazirlanirken, 100 ml 1xTAE tampon ¢6zeltisine (Tris-Asetat-EDTA, 1 mM EDTA, 40
mM Tris ve 20 mM asetik asit) %1 oraninda olacak sekilde 1 gr agaroz (SeaChem, FMC
Bioproducts, ME, ABD) ilave edilerek mikrodalgada c¢oziindiiriilmiistiir. 60°C’ye
sogutulduktan sonra igerisine 2 pl etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/ml, Invitrogen, CA,
ABD) eklenmistir. Uygun ebatta segilen jel kaliplarma dokiilen jel donuncaya kadar
bekletilmistir. Jel katilagtiktan sonra Ornekler, 6X yiikleme boyas: ile karigtirilip jel
kuyucuklarina yaklasik 10 pl yiiklenmistir. DNA standardi olarak GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) kullanilmis ve jele 5 pl yiiklenmistir.
Ornekler, 1XTAE tamponu igerisinde 100-120V akimda, 45-60 dakika kadar
yuriitillmiistiir. Agaroz jel icerisinde molekiiler biiyiikliiklerine gore farkli hizlarda
ilerleyen DNA molekiilleri bantlar halinde birbirinden ayrilmis ve etidyum bromiiriin UV
1isinlar1 altinda (312 nm) 1s1ma yapmastyla, jel goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat
EBox-VX2, Fransa) goriintiilenmistir.
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3.2.5. Jelden DNA parcalarmmn ekstraksiyonu

Agaroz jelde yiiriitiilen 6rneklerden, istenen biiylikliikteki DNA pargasi jelden
kesilmis ve jel piirifikasyonu MinElute Gel Extraction Kit’e (Qiagen, Almanya) uygun
sekilde gerceklestirilmistir. Kitte verilen talimatlar dogrultusunda jel hacminin 3 kati
kadar baglama tamponu eklenip jelin 50°C’de 10 dakika bekletilerek ¢6ziinmesi
saglanmistir. Sonrasinda 10 ul 3 M sodyum asetat (pH 5.0) ve jel hacminde izopropanol
(%100) eklenmistir. Karisim spin kolona yiiklenmis ve santrifiijlenerek kolondan
gecirilmesi ile DNAnin, yiiksek tuz varliginda silika membrana baglanmasi saglanmistir.
Kolondan yikama tamponu santrifiij islemi uygulanarak gecirilmis, siizlintii atildiktan
sonra kolon bos olarak tekrar santrifiijlenerek yikama tamponunda bulunan etanoliin
tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir. Son asama olarak kolon temiz bir santrifiij tlipiine
aktarilmig, membranin {izerine 12 pl eliisyon tamponu (10 mM Tris-Cl, pH 8.0) eklenmis
ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra santrifiijlenerek DNA pargasinin
eliisyonu yapilmistir. Santrifiij islemleri 17900xg hizinda 1 dakika siiresince Centrifuge
5424 (Eppendorf, Almanya) cihazi ile oda sicaklifinda gerceklestirilmistir.

3.2.6. DNA ve plazmid konsantrasyonunun él¢iilmesi

Elde edilen plazmid DNA, genomik DNA ve PZR fiiriini DNA parg¢alarinin
konsantrasyonunun ol¢iilmesi Qubit dSDNA BR Assay Kit’e (Invitrogen, CA, ABD)
uygun sekilde gerceklestirilmistir. Qubit tamponu, 6rnek ve boya karigimi ile hazirlanan
toplam 200 pl’lik karisim, iki standarda karsi Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, CA,
ABD) cihazinda okutularak 6rneklerin konsantrasyonu 6l¢iilmistiir.

3.2.7. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile a-amilaz geninin eldesi

pUC57-a-Amilaz plazmidini i¢eren E. coli XL1-Blue hiicreleri, amfisilinli LB
Miller sivi besiyerine inokule edilerek 37°C’de, gece boyu, ¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakilmigtir. Ertesi giin gelisen transformant E. coli hiicrelerinden plazmid
izolasyonu Qiaprep Spin  Miniprep Kiti (Qiagen, CA, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. izole edilen pUC57-a-Amilaz plazmidi; PZR icin kalip DNA olarak
kullanilmis olup, tasarlanan primer ¢iftleri (Cizelge 3.3) ile PZR reaksiyonu KOD Hot
Start Polymerase Kit (EMD Biosciences, San Diego, CA, ABD) protokoliine uygun
olarak gergeklestirilmistir. PZR sonucunda a-amilaz geninin; tam uzunluktaki (full
lenght, 1983 bg) formu ile olgun (mature, 1860 bg) formu gogaltilmistir.

Cizelge 3.3. PZR’de kullanilan primerler

Primer |Sekans (Kaynak: Sentegen)

)F(;]A(;rlny- 5’-AAACTCGAGAAGAGAATGTTTGCAAAACGATTCAAAACCTC-3’
antAr\ -r;l()t/w-ol 5’-AAACTCGAGAAGAGACTTACAGCACCGTCGATCAAAAG-3’
R-Amy- | _, ,

Notl 5’-AAAGCGGCCGCTTAATGGGGAAGAGAACCG-3
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Cizelge 3.4. KOD-PZR reaksiyon karigiminin hazirlanmasi

Bilesen Final Konsantrasyon Hacim
Steril Ultra Saf Su - 65 ul
10XKOD Reaksiyon Tamponu 1x 10 pl
2mM dNTP Karigimi 0.2 mM 10 pul
25 mM MgSO4 1.5 mM 6 ul
10 pM Tleri (forward) primer 15 pmol 3ul
10 uM Geri (reverse) primer 15 pmol 3ul
Kalip DNA (1-5 ng/ul) - 1 ul
KOD DNA Polimeraz (1 U/ul) 0.02 U/ul 2 ul
TOPLAM 100 pul

Cizelge 3.5. PZR 1s1 dongii programu igin siire ve sicaklik kosullari

Basamaklar Sicaklik Siire (s) Dongii
°O) Komutu

[k Denatiirasyon 95 120
Denatiirasyon 95 20
Baglanma (Tm) 58 10

Uzama 70 55 30 kez 2.'ye git

Son Uzama 72 120

Bekleme 4 0

Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’te dongii programu icin gerekli reaksiyon karigimi ve
uygulanan kosullar gdsterilmistir. Reaksiyonun kontrolii, 6rnegin 5 pl’sinin 1 pl 6X jel
yiikleme boyasi ile karistirilarak etidyum bromiir igeren %1 agaroz jelde yiiriitiilmesi ve
UV jel goriintiileme sisteminde istenilen DNA parganin goriintiilenmesi ile saglanmuistir.

PZR sonucu elde edilen iirlinlerin saflastirilmasi MinElute PCR Purification Kit’e
(Qiagen, Almanya) uygun sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen a-amilaz geninin, F-
Amy-Xhol/R-Amy-Notl ve F-Amy-Mtr-Xhol/R-Amy-Notl primerleri ile g¢ogaltilmasi
sonrasinda, genin uglarmin ligasyona uygun hale getirilmesi i¢in Notl ve Xhol enzimleri
ile kesimi gergeklestirilmistir.

3.2.8. E. coli ve P. pastoris hiicrelerinin kompotent hale getirilmesi

E. coli hiicreleri CaCl, yontemi ile kompotent hale getirilmistir. -80°C stoktan
alinan ve LB Lennox plakaya tek koloni diisecek sekilde ekimi yapilan E. coli DH5a susu
37°C’de gece boyu gelismeye birakilmistir. Gelisen tek koloniden, 3 ml LB Lennox sivi
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besiyerine inokule edilerek 37°C’de, gece boyu, ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin gelisen kiiltiiriin optik yogunlugu (ODsoo) dlgiilerek 50 ml LB
Lennox sivi besiyerine baglangic ODesoo degeri 0.01 olacak sekilde ekilmis ve ODegoo’si
0.3 olana kadar (yaklasik 3 saat) 37°C’de ¢alkalamali inkiibatérde gelistirilmistir.
Beklenen ODeoo degerine ulasan kiiltiir +4°C’de 3000xg’de 5 dakika boyunca
santrifiijlenerek hiicreler hasat edilmistir. Bu asamadan sonraki islemler buz {izerinde
gerceklestirilmistir. Elde edilen hiicre peleti 5 ml 0.1 M CaCl> ¢ozeltisi igerisinde
siispanse edilmis ve 30 dakika buz iizerinde bekletilmistir. Ayni sartlarda tekrar
santrifiijlenerek hasat edilen hiicre peleti 1.5 ml %15 gliserol igeren 0.1 M CaClz ¢ozeltisi
iginde resiispanse edilmis ve daha sonra kullanilmak tizere 100 ul’lik hacimler halinde -
80°C’de muhafaza edilmistir.

P. pastoris GS115 susu hiicreleri Lityum Asetat (LiAc) yontemine (Wu ve
Letchworth 2004) gore kompotent hale getirilmistir. P. pastoris GS115 susu, -80°C
stoktan alinarak YPD plakaya tek koloni diisecek sekilde ekimi yapilmis ve 3 giin
boyunca 28°C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Gelisen tek kolonilerden test tiipii
icerisindeki 3 ml YPD sivi besiyerine inokule edilmis, 28°C sicaklik ve 225 rpm
karistirma kosullarindaki ¢alkalamali inkiibatorde gece boyu gelistirilmistir. Ertesi giin,
gelisen kiiltiirden baslangic ODeoo’si 0.1 olacak seklide 250 ml’lik engelli erlen icerisinde
80 ml YPD siv1 besiyerine ekim yapilmistir. ODgoo degeri 1.3-1.5 olana kadar 250 rpm
ve 28°C kosullarindaki ¢alkalamali inkiibatorde gelistirilmistir. Hiicreler istenilen
ODeoo’ye ulastiktan sonra +4°C’de 3000xg hizinda 5 dakika siiresince santrifiijlenerek
hasat edilmis, slipernatant kismi uzaklastirilmistir. Hiicre peleti, 8 ml lityum asetat
karisimi (100 mM LiAc, 10 mM DTT, 0.6 M Sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH 7.4) igerisinde
stispanse edilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
ayni kosullarda tekrar santrifiijlenerek hasat edilen hiicreler buz soguklugundaki 1.5 ml 1
M sorbitol i¢inde resiispanse edilmis ve 2 ml hacimli santrifiij tiipiine aktarilmistir. Tekrar
santrifiijlenerek hasat edilen hiicreler buz soguklugundaki 1.5 ml 1 M sorbitol ile 3 kez
yikanmis, daha sonra son konsantrasyon 10'° hiicre/ml olacak sekilde buz
soguklugundaki maya resiispansiyon tamponu (1 M sorbitol, %20 gliserol) igerisinde
resiispanse edilmis, daha sonra kullanilmak tizere 80 ul’lik hacimler halinde -80°C’de
muhafaza edilmistir.

3.2.9. pADH2SNT5a plazmid parcasimin a-amilaz geni ile ligasyonu ve
PADH2SNT5a-a-Amilaz plazmidinin E. coli’ye (DH5a) transformasyonu

pADH2SNT5a plazmid pargasi ve a-amilaz genini kodlayan her iki formdaki (tam
uzunluktaki formu ve olgun formu) DNA segmentlerinin ligasyona uygun hale getirilmesi
icin Notl ve Xhol enzimleri ile kesimi gergeklestirilmistir. Kiit ve yapiskan u¢lu DNA
parcalarinin vektorlere ligasyon islemleri Rapid DNA Dephosphate and Ligation Kiti
(Roche, Almanya) kullanilarak, {iretici talimatlarina uygun olarak gergeklestirilmistir.

Ligasyon islemi i¢in; toplam 10 ul igerisinde 50 ng vektor DNA, 150 ng insert
DNA karnstirilmig, 1X T4 DNA ligasyon tamponu varhiginda 5 U T4 DNA ligaz
eklenmistir. 22°C sicaklikta 5 dakika inkiibasyon sonrasi, elde edilen DNA
segmentlerinin ligasyonu saglanarak transformasyona hazir hale getirilmistir. Ligasyon
karisiminin 1/10’u ile yetenekli E. coli DH5a hiicrelerine transformasyon islemine devam
edilmis, karisimin kalan miktar1 -20°C’de saklanmustir.
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-80°C’den ¢ikarilan 100 pl E. coli DH5a kompotent hiicrelerinin iizerine 5 pl
ligasyon karisimi1 (pADH2SNT5a-a-Amilaz-Full Lenght veya pADH2SNT5a-0-Amilaz-
Mature) eklenmis ve 30 dakika buz {izerinde tutulmustur. Ardindan 42°C’de 1 dakika 1s1
sokuna maruz birakilan hiicreler 5 dakika buz {izerinde bekletilerek sogutulmustur.
Hiicreler buz iizerinden alinmig ve iizerine 1 ml LB Lennox siv1 besiyeri eklenerek 37°C
de calkalamali inkiibatérde 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Transformant
hiicreler 25 pg/ml zeosin igeren LB Lennox agara 100 pl ekilmis ve 37°C’de gece boyu
gelistirilmistir.

Transformant E. coli hiicrelerinden pozitif klonlarin dogrulanmasi ve seg¢imi;
Koloni PZR ve kesim reaksiyonu (Xhol ve Notl) ile saglanmistir. Dogrulanan klonlardan
-80°C’ye gliserol stogu yapilmuistir.

3.2.10. Koloni PZR

Transformant E. coli hiicrelerinin istenen plazmidi tasiy1p tasimadiginin kontrolii
ilk olarak koloni PZR ile yapilmistir. Transformasyon sonucunda gece boyu 37°C
inkiibasyondan sonra plakada olusan koloniler, 200 pl PZR tiipleri i¢inde 75 pl zeosinli
besiyerine ekilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra PZR reaksiyon
karisiminda kalip olarak kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak aktarilan plazmidin kendisi,
negatif kontrol olarak ise transformant olmayan E. coli kolonisi kullanilmistir. PZR
reaksiyon sonucu %1 agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Aktarilan plazmidi
tasidig1 dogrulanan kolonilerden ikiser tanesi, tekrar zeosinli (25 pg/ml) LB Lennox
besiyerine inokule edilerek 37°C’de, gece boyu, ¢alkalamali inkiibatorde, inkiibasyona
birakilmis ve gelisen hiicrelerden plazmid izolasyonu yapilmistir.

3.2.11. P. pastoris GS115’e transformasyon

Dogrulanma sonucu segilen; PADH2SNT5a-a-Amilaz-Full Lenght ve
pADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature Form plazmidleri Kpn2l restriksiyon enzimi ile lineer
hale getirilmis ve %1°lik agaroz jelde goriintiilenerek kontrolii saglanmistir.
pADH2SNT5a-a-Amilaz plazmidleri Kpn2l restriksiyon enzimi ile lineer hale
getirildikten ve saflagtirildiktan sonra Lityum Asetat transformasyon metodu (Wu ve
Letchwoth, 2004) ile P. pastoris GS115 (Lityum Asetat yontemi ile kompotent hale
getirilen) kompotent hiicrelerine aktarilmistir. Elektroporasyon islemini ger¢eklestirmek
icin, 80 ul’lik elektrokompotent maya hiicrelerine 4-5 pug dogrusallastirilmis plazmid
eklenip karigtirildiktan sonra buz soguklugundaki 2 mm elektroporasyon kiivetine
aktarilmis ve 5 dakika buzda bekletilmistir. Siire sonunda karisim 1500 V akima 5 ms
sliresince maruz birakilmistir. Sonrasinda hemen 1 ml 1 M’lik soguk sorbitol eklenerek
1.5 ml’lik santrifiij tiipline aktarilmigtir. 30°C’de 1-2 saat inkiibe edilen transformant
hiicreler farkli zeosin miktari igeren (100 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml) YPD plakalar
lizerine yayilarak, 3 giin siiresince 28°C sicaklikta inkiibasyona tabi tutulmustur.
Plakalarda olusan kolonilerin kontrolii gercek zamanli PZR ve a-amilaz salgilanmasinin
on denemeleri ile saglanmistir.
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3.2.12. Kolonilerden ME+Nisasta agar plakalarda a-amilaz salgilanmasinin lugol
¢ozeltisi ile goriintiilenmesi

a-amilaz salgilanmasinin bir 6n kontrolii olarak; secilen klonlarin sivi saf kiiltiir
iiretimlerinden nisasta ilaveli ME agara (%0.34 maya azot bazi, %4x10~° biotin, %1
etanol, %1.5 agar, %0.4 ¢oziilebilir nisasta) ekimleri gergeklestirilmistir. 28°C sicaklikta
2 giin boyunca inkiibasyona birakilan kolonilere indiiksiyonun saglanmasi igin petri
kapagina 24. ve 48. saatlerde 100 ul etanol eklenmistir. Gelisen koloniler {izerine lugol
¢ozeltisi eklenerek etraflarinda berrak alan (zon) olusumu olup olmadigi gézlenmistir.
Secilen rekombinant suslarin 6n kontroliine gére o-amilaz salgilanmasi olan suslarin
ger¢ek zamanli PZR ile de dogrulanmasi sonucu iiretim klonlari segilmistir.

3.2.13. Genomik DNA izolasyonu

Gergek Zamanli PZR’de kullanilacak olan P. pastoris suslarindan genomik DNA
izolasyonu i¢in MasterPure Yeast DNA Purification Kiti (Epicentre Biotechnologies, W1,
ABD) kullanilmistir. Genomik DNA izolasyonunda, YPD agarda (%2 pepton, %1 maya
ekstrakti, %2 glukoz, %1,5 agar) gelistirilen saf kiiltiirdeki tek koloniden alinarak 3 ml
YPD s1vi1 besiyerine ekim yapilmis ve ¢alkalamali inkiibatérde 28°C 225 rpm’de 24 saat
gelistirilen kiiltiirler kullanilmistir. Gelisen kiiltiirlerden tiiplere 6rnek alinmis ve 5 dakika
stiresince 20000xg’de santrifiijlenmistir. Sonrasinda siipernatant kisim uzaklastirilirken,
kalan pelet iizerine 200 ul zimolaz enzimi igeren liziz soliisyonu eklenerek maya hiicre
duvarinin pargalanmasi saglanmistir. Hiicreler, -80°C’de 20 dakika bekletildikten sonra
95°C’de 2 dakika tutulmus ve bu islem art arda 6 kez tekrarlanmistir. Daha sonra 30 sn
yiiksek devirde karistirilmis, tizerine 200 ul kloroform eklenmis ve 2 dakika daha
karistirtlmistir. Dis macunu rengini alan karigim 3 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Ustteki sivi tabakadan almarak icinde 400 pl %100 etanol bulunan yeni tiiplere aktarilmis
ve 5 dakika oda sicaklifinda inkiibe edilmistir. inkiibe edilen ornekler 5 dakika
santrifiijlenmis, pelet kismin tizerine 500 pl %70 etanol eklenmis ve 2 dakika daha
santrifiij edilmistir. Pelet alinarak 60°C’de 10-12 dakika vakumlu kurutucuda bekletilmis
ve lizerine 20 pl TE tamponu eklenerek ¢oziilmiistiir. Son olarak 1 pul RNAz enzimi
ilavesi ile 37°C’de en az 1 saat inkiibe edilerek RNA’larin par¢alanmasi saglanmistir.
Elde edilen genomik DNA’lar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.14. Gen kopya sayisinin belirlenmesi (gercek zamanh PZR)

Segilen klonlarin kopya sayilari, P. pastoris’ten izole edilen genomik DNA’larina
gercek zamanli PZR uygulanarak analiz edilmistir. Ger¢cek Zamanli PZR, Rotor gene
SYBR Green PCR Kit’ine uygun sekilde gergeklestirilmistir. Kalibrator sus GS115,
Referans gen GAP ve kopya sayis1 belirlenecek promotor ADH olarak belirlenmistir.

Genomik DNA’lar 5 ng’a seyreltilerek; kopya sayisi belirlenecek promotor
(ADH) primerleri R-ADH2A1, F-ADH2A1 ve referans gen primerleri (GAP), R-GAPIt,
F-GAPrt 1:10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. SYBR Green karisimi (Cizelge 3.6)
her bir primer ¢ifti i¢in ayr1 hazirlanmis olup, gercek zamanli PZR tiiplerine dagitildiktan
sonra lizerine kalip DNA’lar eklenmistir. Reaksiyonun kuruldugu tiipler, Rotor Gene
(Qiagen, Almanya) cihazina yerlestirilip program ayarlanmustir.
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Cizelge 3.6. SYBR Green karigiminin hazirlanmasi

Sybr Green Tamponu 6.25 ul
fleri Primer 0.375 ul
Geri Primer 0.375 pl
Kalip DNA 2 ul
Niikleaz Igermeyen Su 3.5l
TOPLAM 12.5 ul

Esik degeri; bir drnekten iiretilen sinyalin, arka plan floresanindan daha biiyiik
oldugu nokta olarak tanimlanmaktadir. Ctdegeri ise esik degerini agmak i¢in gerekli PZR
dongii sayisidir. Cizelge 3.7°de dongii programi igin gerekli reaksiyon kosullari
gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Gergek zamanli PZR programi igin siire ve sicaklik kosullar

Sira Sicakhik Siire Dongii
°O) (s) Komut
PZR Baslangi¢
Adum 95 300
35-40
Denatiirasyon 95 5 Déngii
Uzama 60 10

Kopya sayillart AAC: (222Y) degerine gore belirlenmistir. Verilerin
normalizasyonu, referans olarak kullanilan GAP geni ile saglanmistir. Bu nedenle veriler,
hesaplanan hedef gen kopyalarinin referans genine orani seklinde verilmistir.

Ct degeri manuel olarak belirlerken; elde edilen grafikte Threshold (esik) degeri
manuel olarak girilmis, bu degere karar verirken log scale ekraninda goriinen grafikte esik
degeri logaritmik fazin baglangicinda, linear scale ekraninda goriinen grafikte esik degeri
logaritmik fazin ortalarinda olacak sekilde ayarlanmistir. Veriler degerlendirildiginde;
kalibrator sus 1 kopya olarak gosterilmis, bu deger 6rneklerin degerinden ¢ikarilarak gen
kopya sayis1 bulunmustur.

3.2.15. Engelli erlende protein iiretimi

Gergek zamanli PZR ve a-amilaz salgilanmasinin 6n denemeleri sonucunda
dogrulanan ve ayni kopya sayisina sahip oldugu tespit edilen rekombinant P. pastoris
kolonilerinin 3 ml YPD siv1 besiyerine inokuliimii yapilmis, 225 rpm, 28°C’de 20 saat
gelistirilmistir. Gelisen kolonilerin her biri 250 ml’lik engelli erlenlerdeki 50 ml BMGY
besiyerine baslangi¢ ODsoo’si 0.1 (yaklasik 108 hiicre) olacak sekilde inokule edilmis ve
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16-18 saat boyunca 28°C ve 225 rpm’de gelistirilmistir. BMGY (pH 6.0) besiyerinde
cogalan, yaklasik 12 OD olan hiicreler 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
slipernatantlari uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre peleti, farkli pH’lardaki 50 ml BMEY
(pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0) besiyeri iginde siispanse edilmis ve inkiibasyona 96 saat
boyunca aymi sicaklik ve karistirma kosullarinda devam edilmistir. Erlenmayer
denemeleri 3 paralelli olarak yiiriitiilmiistiir. Orneklerden her birine 12 saatte bir yaklasik
500 pl etanol eklemesi yapilmis, besiyerindeki etanol miktarinin %1 olmasi saglanmaistir.
Ayrica 24 saatte bir besiyerinden 1 ml 6rnek alinmis santrifiij edilerek siipernatanti
ayrilmig ve enzim aktivitesi tayinlerinde kullanilmak iizere +4°C’ye kaldirilmistir.
Hiicreler 96 saat sonunda 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek hasat edilmistir. En fazla
enzimin Uretildigi optimum pH’nin belirlenmesi i¢cin, BMGY besiyerinin pH’s1 6.0’da
sabit tutulurken, BMEY besiyerinin pH’s1 3.0-7.0 arasinda degistirilerek {iretim
yapilmuistir.

Etanol ile beslemeye ek olarak glikoz ile besleme yapilmis olup a-amilaz enzimi,
tretimleri karsilastirlmistir. Glikoz ile beslemede segilen rekombinant P. pastoris
kolonilerinin 3 ml YPD besiyerine inokulumu yapilmis, 225 rpm, 28°C’de 20 saat
gelistirilmistir. Gelisen kolonilerin her biri 250 ml’lik engelli erlenlerdeki 50 ml BYED
(pH 6.0) besiyerine baslangig ODgoo’si 0.1 olacak sekilde inokule edilmistir. Inkiibasyona
96 saat boyunca 28°C sicaklik ve 200 rpm karistirma kosullarinda devam edilmistir.
Erlenmayer denemeleri 3 paralelli olarak yiiriitiilmiistiir. Orneklerden her birine 24 saatte
bir 5 ml %20’lik glikoz eklenmis ve besiyerindeki glikoz miktarinin %2 olmasi
saglanmigtir. Ayrica 24 saatte bir besiyerinden 1 ml 6rnek alinmis santriflij edilerek
slipernatant1 ayrilmis ve enzim aktivitesi tayinlerinde kullanilmak iizere +4°C’ye
kaldirilmistir. Hiicreler 96 saat sonunda 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek hasat
edilmistir.

3.2.16. Hiicre yogunlugunun belirlenmesi

Hiicre yogunluklari, tek kullanimlik spektrofotometre kiivetleri ile Libra S50
(Biochrom, Ingiltere) spektrofotometre cihazinda, uygun besiyeri ile seyreltilen sivi
kiiltiir 6rneklerinin, kore karsi, 600 nm dalga boyunda absorbanslarinin 6l¢iilmesiyle
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. 1 ODeoo degeri 10’ hiicre sayisina denk
gelmektedir (Chen vd. 2012).

3.2.17. a-Amilaz aktivitesinin belirlenmesi
Kiiltiir siipernatantlarinin a-amilaz aktivitesi kolorimetrik bir yontem olan DNSA

reaktifi yontemi (Bernfeld 1955) ile ger¢eklestirilmistir. DNSA yontemi uygulanirken
kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 3.8’de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.8. DNSA yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanist

A Cozeltisi (pH tamponu)

fosfat tamponu

20°C’de pH 6.9 olacak sekilde ayarlanan
6.7 mM NaCl igerikli 20 mM sodyum

B Cozeltisi (Substrat ¢ozeltisi)

hazirlanan ¢6zelti

pH tamponu ile ¢oziilebilir nigsastanin (%1
olacak sekilde) 15 dakika kaynatilmasiyla

C Cozeltisi (DNS bileseni)

cozelti

12 g sodyum potasyum tartaratin § ml 2 M
NaOH icinde ¢oziilmesiyle hazirlanan

D Cozeltisi (DNS bileseni)

cozelti

3,5-dinitrosalisilik asitle 20 ml hacimde

96 mM konsantrasyonda hazirlanan

E Cozeltisi (DNS ¢ozeltisi)

Cozelti C’nin yavasca ¢ozelti D’ye ilave
edilmesiyle ve saf su ile 40 ml hacme
tamamlanmasiyla hazirlanan ¢ozelti

F Cozeltisi (Standart grafigi i¢in)

%0.3 (a/h) saf maltoz igeren ¢ozelti

Omek Cozeltisi

cozeltisi)

(Stipernatant-tampon | pH tamponu ile uygun oranda seyreltilmis

slipernatant rnegi

Cizelge 3.9. DNSA yonteminin agamalari1 ve kullanilan bilesen miktarlari

Tepkime Bilesenleri Enzim veya Kor
Standart
Substrat Cozeltisi 200 pl 200 pl

50°C sicaklikta 2-3 dakika tutularak ¢dzeltinin reaksiyon sicakligina

gelmesinin saglanmasi

Ornek Cozeltisi 200 pl --

pH Tamponu -- 200 pl
50°C sicaklikta 5 dakika inkiibe edilmesi

DNS Cozeltisi 200 pl 200 pl

95°C sicaklikta 15 dakika inkiibe edilmesi

Orneklerin 3 dakika buz iizerinde bekletilmesi

Sogutulan 6rneklere 1800 pL saf su ilave edilmesi

Absorbans ol¢iimii (540 nm)
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Analizlerde Ek-3’te bu yonteme gore ¢ozelti F'nin seyreltilmesi ile hazirlanan
standart maltoz ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen standart egriye bir 6rnek verilmistir.
Aktivite Slgtimleri 3 paralelli olarak gergeklestirilmistir. Hem 6rnek analizleri hem de
standart maltoz analizleri kore karsi okutularak absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Standart
egriden elde edilen formiilden 6rnegin a-amilaz enziminin aktivitesi hesaplanmistir.
Glikoz ile besleme yapilarak iiretilen a-amilaz enzimi aktivite tayinlerinde kontrol
ornekleri de analiz edilerek besiyerinden gelen glikoz (indirgen seker) miktart elimine
edilmistir.

Bir enzim iinitesi: 50° C ve pH 6.9 kosullarinda, 1 dakikada, 1.0 mg maltoz agiga
cikarmasi i¢in gerekli olan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.

OD=«Diliisyon miktart

Aktivite(U/ml):

Standart egrinin egimi=Enzim miktart (ml)«Inkiibasyon siiresi (dk)

3.2.18. SDS-PAGE analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) OWL P8D8 (Thermo
Scientific) cihazi ile %S5 poliakrilamid yiikleme jeli (dH20, %30 akrilamid, 8X yiikleme
jeli tamponu, %20 SDS, %20 APS, TEMED) ve %10 poliakrilamid ayirma jeli (dH20,
%30 akrilamid, 4X yiikleme jeli tamponu, %20 SDS, %20 APS, TEMED) olacak sekilde
hazirlanarak yiiriitiilmiistiir.

Protein tiretimi i¢in gelistirilen hiicrelerden ayrilan siipernatantlar, toplam hacim
50 pL olacak sekilde 1:3 oraninda 4X SDS jel yiikleme tamponu (%8 SDS, %40 Glycerol,
200 mM Tris-Cl, pH 6.8, %0.4 Bromphenol Blue ve 0.1 M DTT) ile karistirilarak
hazirlanmis ve 70°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edilmistir. Sonra buz {izerine
alinmis ve hazirlanan jele 10 pl 6rnek ytliklenmistir.

Elektroforez islemi, jelin, 1X TGS (0.025 M Tris base, 0.192 M Glycine, %0.1
SDS, pH 8.3) tamponunda 150 V akimda 60 dakika yiiriitiilmesi ile tamamlanmistir. Daha
sonra jel, Coomassie billant blue igeren boyama tamponu (0.1 g Coomassie blue R250,
%10 asetik asit, %20 metanol, %70 H20) ile 1 saat orbital galkalayic1 tizerinde boyanmus,
boya igermeyen ayni 6zellikteki tampon (%10 asetik asit, %20 metanol, %70 H.O) ile
protein bantlar1 goriiniir hale gelene kadar yikandiktan sonra Odyssey goriintiileme
sistemi (Li-Cor, NE; ABD) ile goriintiilenmistir. Protein standardi olarak PageRuler
Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) kullanilmistir.

3.2.19. Toplam protein tayini

Stipernatant Orneklerinde toplam protein miktar1 tayini Bradford yontemi
kullanilarak Coomassie Plus Assay Kit protokoliine uygun sekilde dl¢tilmiistiir. Protein
standardinda sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir. Protein konsantrasyonu,
orneklerle birlikte okutulan BSA standart ¢ozeltilerinin (25-2000 pg/ml) absorbans
degerleri referans alinarak belirlenmistir.

1.5 ml Bradford ¢6zeltisi igerisine 50 pl siipernatant 6rnegi eklenmis ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen 6rneklerin spektrofotometrede
595 nm dalga boyunda absorbanslari okunmustur. Standartlarin okutulmasi sonucu
olusturulan standart grafiginden elde edilen formiilden 6rnegin toplam protein miktari
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hesaplanmistir. Analizlerde Ek-4’te bu yonteme gore hazirlanan BSA standart ¢ozeltileri
kullanilarak elde edilen standart egriye bir 6rnek verilmistir.

3.2.20. EndoHt ile deglikozilasyon

Glikozilasyonun tespiti ve glikolize olmayan rekombinant proteinin molekiil
agirh@inin dogrulanmasi igin protein denatiire edildikten sonra EndoH: enzimi ile
muamele edilmistir. Toplam protein tayini ile protein miktar1 (ug/ul) belirlenen érneklere
uygulanan reaksiyon basamaklar1 Cizelge 3.10°da gosterilmistir.

Cizelge 3.10. EndoHs enzimi ile deglikozilasyonun asamalari

Reaksiyon Bileseni Miktar
1-20 pg Protein (~3 pg) 18 pl
10X Glikoprotein Denatiirasyon

2 ul
Tamponu

100°C de 10 dakika inkiibe edilmesi

1 dakika buz tizerinde bekletilmesi

10X GS Reaksiyon Tamponu 4 ul
EndoHs Enzimi 0.6 ul
Ultra Saf Su 154 ul

37°C sicaklikta 3 saat inkiibe edilmesi

3.2.21. Hiicre bankasinin hazirlanmasi

Biyoreaktorde iiretime alinan klonun standardizasyonunu saglamak amaci ile
hiicre bankas1 hazirlanmistir. -80°C stok kiiltiirden YPD plakalara tek koloni diisiirecek
sekilde ¢izim yapilmis ve inkiibatorde 28°C’de 3 giin gelistirilmistir. Gelisen tek
kolonilerden 3 ml YPD siv1 besiyerine inokuliim yapilmis ve ¢alkalamali inkiibatorde,
28°C 225 rpm’de geceboyu gelistirilmistir. Ertesi giin bu kiiltlirden BYED besiyerine
baslangi¢ ODeoo'si 0.1 olacak sekilde ekim yapilmis, ODsoo degeri 10-12 olana kadar ayni
kosullardaki ¢alkalamali inkiibatorde gelistirilmistir. %80 gliserol ile 3:1 oraninda
karistirtlan kiiltiir, tiiplere 1.5 ml olacak sekilde dagitilmis ve -80°C'de muhafaza
edilmistir.

3.2.22. inokuliitmun hazirlanmasi

-80°C'den alinan hiicre bankas1 ¢oziilerek, 500 ml’lik engelli erlendeki 100 ml
BMGY besiyeri igerisine ilave edilmistir. Maya kiiltiirii, ODeoo degeri 8-10 oluncaya
kadar ¢alkalamali inkiibatorde yaklasik 12 saat gelistirilmistir. Gelisimi saglanan 100 ml
inokulimun tamami, 2 L baslangig besiyeri igeren biyoreaktore aseptik olarak
aktarilmistir. Her bir biyoreaktor haznesi i¢in ayr1 inokuliim hazirlanmistir.
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3.2.23. Biyoreaktor calismalari ile rekombinant e-amilaz iiretimi

Biyoreaktorde a-amilaz enziminin biiyiik 6lgekte liretilebilmesi i¢in besiyeri ve
fermentasyon kosullar1 Pichia Fermentation Process Guidelines’a uygun olarak
gerceklestirilmistir. Fermentasyon c¢aligmalari, engelli erlen iiretiminde en 1yi oldugu
belirlenen klon ile iki hazneli 5 L Biostat B (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Almanya)
biyoreaktoriinde Kkesikli ve yar1 kesikli (besleme) olmak iizere iki asamada
gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1. Calismadaki fermentasyonlarin gergeklestirildigi Biostat B (Sartorius Stedim
Systems, Almanya) biyoreaktorii

Sistemdeki pH, sicaklik, karigtirici hizi, ¢éziinmiis oksijen (%CO), hava ve
oksijen hizi, kopiliklenme ve besleme hizi proses siiresince kontrol edilebilen
parametrelerdir. Ortamin pH’s1 pH probu ile anlik olarak 6l¢iiliir ve pH’nin ayarlanan
degerinde sabit kalmasi i¢in dahili bir pompa ile ortama baz soliisyonu ilave edilir.
Sicaklik ise sicaklik probu tarafindan anlik olarak 6lgiilerek sicakligin istenilen degerinde
sabit kalmasi i¢in harici bir sogutucu tarafindan biyoreaktdriin ceketine sogutma ajanli
stv1 akisi gergeklesmektedir. Karistirma islemi, 2 adet 6 kanatli disk takili olan karistirict
tarafindan gerceklestirilir. Coziinmiis oksijen orani (%) DO (dissolved oxygen) probu ile
anlik olarak 6l¢iiliir ve %CO’nun %20 degerinde kalmasi i¢in ana oksijen kaynagi olarak
sisteme kompresor tarafindan saglanan hava kullanilir. Hava oksijeninin yeterli olmadigi
durumlarda, hava ile %0-100 araliginda saf oksijen karistirilarak ortama verilir. Ortama
verilen oksijenin homojen olarak dagilimimi saglamak i¢in hava fermentasyon ortamina
hava dagiticist araciligir ile saglanir. Bu sayede hava sivi igerisinde baloncuklar
olusturarak dagilir. Proses ilerledik¢e olusan kopiiklenmeler seviye (kopiik) probu ile
tespit edilir, proba kopiik degmesi sonucunda sisteme dahili bir pompa ile %5°1ik koptik
kiric1 soliisyon (Antifoam C Emulsion, Sigma A8011) ilave edilir. Besleme ¢ozeltisi,
biyoreaktor kontrol sistemine bagli harici bir peristaltik pompa (Watson Marlow 120U,
Ingiltere) ile profile uygun bir sekilde biyoreaktore verilir.
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3.2.23.1. Kesikli faz

Fermentasyonun ilk asamasi olan kesikli faz, %4 gliserol i¢eren 2 L temel tuz
besiyeri (BSM) (Cizelge 3.11) ve 4.55 ml/l PTM1 tuzlarindan (Cizelge 3.12) olusan
fermentasyon ortaminda gerceklestirilmis ve inokuliim yapildiktan sonra yaklasik olarak
18-20 saat siirdiiriilmiistiir. Fermentasyon 28°C ve pH 5.0’te gergeklestirilmis olup pH
kontrolii %25°1ik (a/h) amonyum hidroksit ¢dzeltisi ile saglanmistir.

Cizelge 3.11. BSM tuzunun igerigi

Bilesen Adi ve Formiilii Miktar
Fosforik asit (H3POa4) (%85) 26.7 ml
Kalsiyum Siilfat (CaSOa) 093¢
Potasyum Siilfat (K2SOa) 18.2 ¢
Magnezyum Siilfat-7H>0 (MgSOs-7H20) 1499
Potasyum Hidroksit (KOH) 4139
Gliserol 40 ¢

Saf Su 1 L’ye tamamlama
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Cizelge 3.12. PTM1 tuzunun igerigi

Bilesen Adi ve Formiilii Miktar
Bakir Siilfat-5H,0 (CuSOs-5H:0) 69
Sodyum Iyodit (Nal) 0.08 g
Manganaz Siilfat-H,O (MnSOs-H20) 30
Sodyum Molibdat-2H>0 (Na2Mo004-2H,0) 0.2¢g
Borik Asit (H3BO3) 0.02¢
Kobalt Klorit (CoCly) 059
Cinko Klorit (ZnCly) 20g
Demir Siilfat-7H20 (FeSO4-7H.0) 659
Biotin 029
Siilfiirik Asit (H2S04) 5ml
Saf Su 1 L’ye tamamlama

Cozlinmiis oksijen seviyesi %20 degerine ayarlanmig %CO degeri istenilen
degerin (%20) altina diistiiglinde sistem tarafindan oncelikle karigtirma hiz1 600 rpm’den
900 rpm’e kadar ¢ikarilmig, karistirma hizinin yeterli olmadig1 noktada sisteme giren
hava %0-100 araliginda saf oksijenle karistirilarak ortama verilmistir. Boylece kesikli faz
stiresince %CO degeri otomatik olarak sabit tutulmustur (cascade modu). Kesikli faz
sonunda yas hiicre yogunlugunun yaklasik 100-120 g/L civarinda olmasi beklenmistir.
Ortamdaki gliseroliin varlig1 ¢oziinmiis oksijen seviyesi takip edilerek izlenmis, gliseroliin
tiikkenmesi sonucu ¢6ziinmiis oksijen miktarinda ani bir artis gézlenmis ve boylece kesikli faz
sonlandirilmistir.

3.2.23.2. Yari-kesikli faz

Fermentasyonun ikinci asamasi olan yari-kesikli faz (besleme fazi), ¢6ziinmiis
oksijen degerinin pik yaptig1 (DO spike olma durumu) noktada kesikli fazin sonlanmasi
ile birlikte esas olarak protein iiretiminin gergeklestigi fazdir. Bu fazda normoksik
sartlarda (CO %20) gerceklestirilen sabit spesifik gelisim hizi (sabit p) stratejisi (iistel
besleme) uygulanmistir. p:0.028 sa* (deneysel olarak dnceki bir calismada hesaplanan)
olacak sekilde, ADH2 promotoru i¢in uygun indiikleyici karbon kaynagi olan %100
etanol (12 ml/l PTML1 tuzu igeren) ile kademeli olarak artirilarak besleme yapilmustir.
Yari-kesikli faz boyunca sicaklik 28°C ve hava 1 vvm olarak sabit tutulurken, pH degeri
6.0 olacak sekilde profil girilmistir. %CO degerinin %20’lerde tutulabilmesi igin Sistem
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Cascade moduna alinarak karigtirma hizi (600-900 rpm) ve Oz (%0-100) ile kontrolii
saglanmistir. Fermentasyon isleminin zamana karsi besleme profili Cizelge 3.13°te
verilmistir. Rekombinant proteinin iiretildigi etanol besleme fazi, profile uygun sekilde
kademeli olarak artirilarak siirdiiriilmiis, biyoreaktdriin maksimum seviyeye ulagmasi
nedeniyle 90. saat sonunda sonlandirilmistir.

Cizelge 3.13. Zamana kars1 etanol besleme profili

Zaman Besleme Hiz1
(0-90. saat) (ml/l/sa)
0-18. saat 2.2
18-30. saat 4.3
30-42. saat 5.8
42-50. saat 6.7
50-58. saat 7.7
58-66. saat 8.6
66-74. saat 9.7
74-82. saat 10.6
82-90. saat 114

Belirli araliklarla biyoreaktordeki hiicre kiiltiirlinden yaklasik 15 ml ornek
alinmis, alinan 6rneklerden bos olarak tartimlar1 yapilmis 2 ml’lik tiiplere (3 paralelli)
I’er ml dagitildiktan sonra tiipler +4°C’de 15000xg’de 5 dakika siiresince
santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen siipernatant 0.45 pm filtreden
gecirilerek analizlere kadar +4°C’de muhafaza edilmis, pelet ise 2 kez 1’er ml ultra saf
su i¢inde siispanse edilerek tekrar ¢oktiiriilmiis, yikanan peletlerin tartimlar: yapilmaistir.
Hiicre konsantrasyonu yas hiicre agirlig1 olarak gravimetrik yontemle hesaplanmis olup
3 paralelin ortalamasi alinarak hiicre konsantrasyonu gyna/l olarak kaydedilmistir. Yari-
kesikli faz esnasinda spesifik gelisim hizi (), hiicre konsantrasyon degerlerinin (yha, g/1)
hacim (1) ile ¢arpilmas1 sonucu elde edilen toplam biyokiitle degerlerinin zamana kars1
cizilen grafiginden hesaplanmistir.

3.2.24. a-Amilaz enziminin karakterizasyonu
3.2.24.1. Enzimin optimum c¢ahstigi pH’min ve pH stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin ¢alistig1 optimum pH’nin belirlenmesi i¢in pH 5.0-9.0 araliginda (5.0,
55,6.0,6.5,7.0, 7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0) ayarlanmis 6.7 mM NaCl igerikli 20 mM sodyum
fosfat tamponu kullanilmistir. %1°lik nisasta ¢ozeltisi her bir pH tamponu i¢in ayr1 ayri
hazirlanmigtir. Siipernatant 6rnekleri her pH’nin kendi tamponunda belirli oranlarda
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seyreltilmis ve diger tepkime kosullari ayni tutularak (sicaklik 50°C) DNSA reaktifi
yardimiyla enzim aktivitesi spektrofotometrik (540 nm) olarak 6l¢iilmiistiir.

Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in pH 5.0-9.0 araliginda ayarlanmis 6.7
mM NaCl igerikli 20 mM sodyum fosfat tamponu ile siipernatant O6rnekleri belirli
oranlarda seyreltilmis ve oda sicakliginda (22°C) 1 saat inkiibe edilmistir. %1°lik nigasta
¢oOzeltisi her bir pH tamponu i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmis olup diger tepkime kosullar1 ayni
tutularak (sicaklik 50°C) DNSA reaktifi ile enzim aktivitesi spektrofotometrik (540 nm)
olarak olctilmiistiir.

3.2.24.2. Enzimin optimum cahstig1 sicakhigin ve sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin ¢alistigi optimum sicakligin belirlenmesi i¢in 20-80°C (20, 30, 40, 50,
60, 70 ve 80) arasindaki sicakliklarda ¢alisilmistir. %1°lik nisasta ¢ozeltisi pH 6.9 olacak
sekilde ayarlanan 6.7 mM NaCl igerikli 20 mM sodyum fosfat tamponu kullanilarak
hazirlanmistir. Stipernatant ornekleri ayn1 tampon ile belirli oranlarda seyreltilerek
hazirlanmig ve 6rnekler 20-80°C arasindaki sicakliklarda, diger tepkime kosullari ayni
tutularak (pH 6.9) DNSA reaktifi yardimiyla enzim aktivitesi spektrofotometrik (540 nm)
olarak olctilmiistiir.

Enzimin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi igin 20-80°C arasindaki sicakliklarda
calisilmistir. Tampon ¢ozeltisi olarak pH 6.9 olacak sekilde ayarlanan 6.7 mM NaCl
igerikli 20 mM sodyum fosfat tamponu kullanilmistir. Ayni tampon ile %]1°lik nisasta
cozeltisi ve belirli oranlarda seyreltilen siipernatant 6rnekleri hazirlanmis ve 6rnekler 20-
80°C arasindaki sicakliklarda 1 saat inkiibe edilmistir. Diger tepkime kosullar1 ayni
tutularak (pH 6.9) DNSA reaktifi ile enzim aktivitesi spektrofotometrik (540 nm) olarak
Olgtilmiistiir.

3.2.24.3. Metal iyonlarimnin enzim aktivitesine etkisinin belirlenmesi

Metal iyonlarinin enzim aktivitesi tizerine etkisinin belirlenmesi igin; CaCly,
CuCly, FeClz, MgCl2 ve ZnCl; gozeltileri kullanilmistir. Tampon olarak pH 6.9 olacak
sekilde ayarlanan 6.7 mM NaCl i¢erikli 20 mM sodyum fosfat tamponu, substrat ¢ozeltisi
olarak ayni tampon ile hazirlanmis %1°lik nisasta ¢ozeltisi kullanilmistir. Metal iyonlari
2 ve 10 mM olacak sekilde ortama eklenmistir. Kontrol olarak metal iyonu icermeyen
ortam kullanilmis ve diger tepkime kosullar1 ayni tutularak (pH 6.9) DNSA reaktifi ile
enzim aktivitesi spektrofotometrik (540 nm) olarak 6l¢iilmiistiir. Kontrol ortaminin enzim
aktivitesi %100 olarak kabul edilmis olup diger metal iyonlari ilave edilen ortamlarin
aktivite degisimleri kontrole gore kiyaslanarak % seklinde ifade edilmistir. Her bir metal
iyonu konsantrasyonun ayni konsantrasyondaki kontrole gore bagil aktivite degisimi ve
ayn1 metal iyonunun Konsantrasyonlari arasi bagil aktivite degisimi SPSS Statistics
(PASW Statistics) programi kullanilarak iki yonli ANOVA testi ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. pADH2SNT5a-Fito Plazmidinin izolasyonu, Plazmidin Dogrulanmasi ve
pADH2SNT5a Plazmid Parcasinin Eldesi

pADH2SNTS5a-Fito plazmidini i¢eren E. coli DHS5a klonunun zeosin i¢eren LB
Lennox sivi besiyerine inokuliimu gerceklestirilmis, ¢alkalamali inkiibatérde 37°C’de
gece boyu inkiibasyona birakilmis ve ertesi giin plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izole edilen pADH2SNTS50-Fito plazmidinin, Notl ve Xhol restriksiyon enzimleri ile
kesimi ve %1’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda 7631 bg (fitaz geni disiiriilmiis
pADH2SNTS5a plazmid pargasi) ve 1246 bg (fitaz geni) uzunlugundaki beklenen DNA
pargalarinin elde edilmesi ile dogrulanmasi saglanmistir. Dogrulanan plazmitten istenilen
biiyiikliikteki molekiil agirligina sahip (7631 kDa) fitaz geni diistiriilmiis, pADH2SNTS5a
plazmid pargasi jel piirifikasyonu yapilarak elde edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. pADH2SNTS5a-Fito plazmidinin Notl ve Xhol restriksiyon enzimleri ile
kesiminin jel goriintiisii M: 1 kb DNA standardi, 1: pADH2SNTS5a-Fito plazmidi (kesim
olmayan kontrol), 2: pADH2SNTS5a-Fito plazmidinin dogrulanmasi (kesim kontrol), 3:
pADH2SNT5a plazmid parcasinin (7631 bg) jelden kesilmesi

4.2. a-Amilaz Geninin PZR ile Cogaltilmasi

pUC57-a-Amilaz plazmidini igeren E. coli XL1-Blue hiicreleri, amfisilinli LB
Miller sivi besiyerine inokule edilerek 37°C’de, gece boyu, ¢alkalamali inkiibatorde
gelistirilmistir. Ertesi giin gelisen E. coli hiicrelerinden plazmid izolasyonu
gerceklestirilmistir. izole edilen pUC57-a-Amilaz plazmidi; PZR icin kalip DNA olarak
kullanilmis olup, tasarlanan F-Amyl-Xhol/R-Amyl-Notl ve F-Amyl-Mtr-Xhol/R-Amyl-
Notl primer giftleri ile PZR reaksiyonu sonucunda a-amilaz geninin; tam uzunluktaki (full
lenght, 1983 bg) formu ve olgun (mature, 1860 bg) formu elde edilmistir. Elde edilen PZR
tirtinlerinin %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrolii saglanmis (Sekil 4.2) ve bantlarin
dogrulanmasi sonucunda saflastirilmistir.
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Sekil 4.2. PZR sonrasi elde edilen iiriinlerin jel goriintlisii M: 1 kb DNA standardi, 1: a-
amilaz geninin tam uzunluktaki formu (1983 bg), 2: a-amilaz geninin olgun formu (1860

be)

4.3. pADH2SNT5a Vektoriiniin a-Amilaz Geni ile Ligasyonu ve pADH2SNT5a-a-
Amilaz Plazmidinin E. coli’ye Transformasyonu

Elde edilen pADH2SNT5a plazmid pargast (7631 bg) ve a-amilaz genini
kodlayan her iki formdaki (tam uzunluktaki formu-1983 b¢ ve olgun formu-1860 bg)
DNA pargalarimin ug¢ kisimlarinin ligasyona uygun hale getirilmesi i¢in Notl ve Xhol
restriksiyon enzimleri ile kesimi gerceklestirilmistir. Yapiskan uglu hale getirilen DNA
pargalarinin vektore ligasyon islemleri sonucunda; pADH2SNT5a plazmid pargasi (7631
b¢) ve a-amilaz geninin tam uzunluktaki formunun (1983 bg) ligasyonu ile
pADH2SNT5a-0-Amilaz-Full Lenght plazmidi (9614 bg), pADH2SNT5a plazmid
parcast (7631 bg) ve a-amilaz geninin olgun formunun (1860 bg) ligasyonu ile
PADH2SNTS5a-0-Amilaz-Mature plazmidi (9491 bg) olusturulmak {izere iki ayri
ligasyon kurulmustur.

Ligasyon karigimlari E. coli DH5a hiicrelerine transforme edilmistir.
Transformant hiicreler 25 pg/ml zeosin igeren LB Lennox plakalara ekilmis ve 37°C’de
gece boyu gelistirilmistir. Plakada gelisen kolonilerden her iki plazmid i¢in ayr1 ayr1 5’er
tane koloni se¢ilmistir. Transformant E. coli hiicrelerinden pozitif klonlarin dogrulanmasi
ve se¢imi, Koloni PZR ve kesim reaksiyonu (Xhol ve Notl) ile saglanmuistir.

Pozitif klonlarin dogrulanmasi amaci ile ilk olarak Koloni PZR yapilmis olup,
secilen a-Amilaz-Full Lenght (1983 bg) ve a-Amilaz-Mature (1860 bg) formlarini igeren
transformant E. coli hiicreleri reaksiyon karisiminda kalip olarak kullanilmistir. Ayni
PZR kosullarinda (Cizelge 3.3, Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’te gosterildigi gibi)
gerceklestirilen reaksiyonda o-amilaz geni c¢ogaltilarak %1°lik agaroz jelde
gorilintiilenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Pozitif klonun Koloni PZR ile dogrulanmasi M: 1 kb DNA standardi, 1: Kalip
DNA i¢ermeyen kontrol (Full Lenght primerleri ile), 2: Full L.-1, 3: Full L.-2, 4: Full L.-
3, 5: Full L.-4, 6: Full L.-5; 7: Kalip DNA igermeyen kontrol (Mature primerleri ile), 8:
Mature F.-1, 9: Mature F.-2, 10: Mature F.-3, 11: Mature F.- 4, 12: Mature F.-5

Jel goriintiisiine gore aktarilan plazmidi tasidigi dogrulanan kolonilerden; Full L.-
1, Full L.-2 ve Mature F.-1, Mature F.-2 klonlar1 segilmistir. Segilen klonlar zeosinli (25
pg/ml) LB Lennox sivi besiyerine inokule edilmis ve ¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de
gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen hiicrelerden plazmid izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen plazmidlerin XAol ve Notl restriksiyon enzimleri ile kesimi
gerceklestirilmis olup %1’°lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Secilen Klonlarin kesim reaksiyonu ile dogrulanmas1 M: 1 kb DNA standard,
1: FL-1 plazmidi (kesim kontrol), 2: FL-1 plazmidi (kesim olmayan kontrol), 3: FL-2
plazmidi (kesim kontrol), 4: FL-2 plazmidi (kesim olmayan kontrol), 5: MF-1 plazmidi
(kesim kontrol), 6: MF-1 plazmidi (kesim olmayan kontrol), 7: MF-2 plazmidi (kesim
kontrol)

Sekil 4.4’te Full L.-1 klonu FL-1, Full L.-2 klonu FL-2, Mature F.-1 klonu MF-1
ve Mature F.-2 klonu MF-2 olarak gosterilmistir. Kesim olmayan FL-1 ve FL-2 plazmidi
9614 bg, Xhol ve Notl enzimleri ile kesilen FL-1 ve FL-2 plazmidi 7631 bg ile 1983 bg,
kesim olmayan MF-1 ve MF-2 plazmidi 9491 bg, Xhol ve Notl enzimleri ile kesilen MF-
1 ve MF-2 plazmidi 7631 bg ile 1860 b¢ uzunlugunda olmasi beklenmistir. Plazmidlerin
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restriksiyon enzimleri ile dogrulanmasi sonucunda FL-2 ve MF-1 plazmidleri se¢ilmistir.
Dogrulanan klonlardan -80°C’ye gliserol stogu yapilmuistir.

4.4. a-Amilaz Enzimi Ekspresyonunda Kullanilan Plazmidlerin Olusturulmasi

NotI (o)

17631} XhoI I‘.«""

I T Kpn2I (2668)

Sekil 4.5. Ligasyon sonrasi elde edilen pADH2SNT5a-a-Amilaz-Full Lenght (FL)
plazmidinin gorintiisii (9614 bg)

INutI ()

—f
Myc| AQx;
6xHis

pADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature F.
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Sekil 4.6. Ligasyon sonrasi elde edilen pADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature Form (MF)
plazmidinin goriintiisii (9491 bg)
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4.5. Dogrulanan Ekspresyon Vektorlerinin Lineerlestirilmesi ve P. pastoris GS115’e
Transformasyonu

Dogrulanma sonucu se¢ilen; pADH2SNTS5a-a-Amilaz-Full Lenght (2) ve
PADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature Form (1) plazmidleri Kpn2l restriksiyon enzimi ile
lineer hale getirilmis ve %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrolii saglanmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Plazmidlerin Kpn2lI restriksiyon enzimi ile lineerlestirilmesinin kontrolii M: 1
kb DNA standardi, 1: FL-2 plazmidi (kesim kontrol), 2: FL-2 plazmidi (kesim olmayan
kontrol), 3: MF-1 plazmidi (kesim kontrol), 4: MF-1 plazmidi (kesim olmayan kontrol)

pPADH2SNT5a-a-Amilaz plazmidleri Kpn2l restriksiyon enzimi ile lineer hale
getirildikten ve saflastirildiktan sonra P. pastoris GS115 kompotent hiicrelerine ayri ayri
transforme edilmistir. Transformant hiicreler farkli zeosin miktari igeren (100 pg/ml, 500
ug/ml ve 1000 pg/ml) YPD plakalara yayilarak, 3 giin siiresince 28°C sicaklikta
inkiibasyona tabi tutulmustur. 1000 pg/ml’lik plakalarda gelisim gozlenmez iken 500
ug/ml ve 100 ug/ml’lik plakalarda gelisim gbézlenmis olup gelisen kolonilerden rastgele
secilerek YPD s1v1 besiyerine inokule edilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. YPD agarda gelisen transformant P. pastoris kolonilerinin goriintiisii
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4.6. Secilen Klonlarin a-Amilaz Salgilama Yeteneklerinin Belirlenmesi

Secilen P. pastoris GS115 transformantlarinin a-amilaz salgilama yetenegini
dogrulama amaci ile sivi saf kiiltiir {iretimlerinden, nisasta ilaveli minimal etanol
plakalara, transforme edilmis 10 koloni ve transforme edilmemis kontrol susu ekilmis,
28°C sicaklikta 2 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Gelisen koloniler iizerine lugol
¢ozeltisi eklenerek etraflarinda berrak alan (zon) olusumu olup olmadigi gozlenmistir
(Sekil 4.9).

Nisasta ilaveli plakalarin lugol ¢o6zeltisi ile muamele edilmesi sonucunda koloni
etrafinda olusan zon amilaz aktivitesi varligin1 gostermektedir. Sekil 4.9°da gosterilen
lugol ¢ozeltisi ile boyanan plakada; MF-4, MF-5, MF-6, MF-7, MF-8, MF-12 ve MF-15
klonlarinda benzer biiytikliikte zonlar goriiniir iken FL-3, FL-13 ve FL-15 klonlarinda
zonlar net bir sekilde goriilememistir. Bunun sebebinin, FL klonlarinin a-amilaz
salgilamasinin MF klonlaria gore oldukga diisiik olmast ile zonlarin yeterince belirgin
olmamas1 ya da secilen FL klonlarina transformasyonun dogru gerceklesmemis olmasi
seklinde yorumlanmistir. Rekombinant suslarin kopya sayilarinin belirlenmesi, liretim
klonlarmin secilmesi ve dogrulanmas: igin gergek zamanli PZR uygulanmaistir.

,'AE i'/U.‘,» )

| MF-5 MF4 FL-15 FL-13 FL-3

s .

MF-15 MF-12 MF-8 MF-7  MF-6

MF-15 MF-12 MF-8 -
S ‘ e e °

Sekil 4.9. Klonlarin (a) nisasta ilaveli minimal etanol plakalara ekilmesi ve (b) a-amilaz
salgilanmasinin lugol ¢ozeltisi ile goriintiilenmesi

4.7. Gercek Zamanh PZR ile Secilen Klonlarin Gen Kopya Sayilarinin Belirlenmesi

Rekombinant P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-Amilaz-Full Lenght ve P.
pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature klonlarindan izole edilen genomik
DNA’larin gercek zamanli PZR yontemi kullanilarak AAC: degerine gére gen kopya
sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4.1). Gergek zamanli PZR analizi sonucunda taranan tiim
klonlarin tek kopya oldugu belirlenmis ve P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-Amilaz-
Full Lenght klonlarindan FL-13 ve P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature
klonlarindan MF-12 iiretim klonu olarak se¢ilmistir. Segilen klonlardan -80°C’ye gliserol
stogu yapilmustir.
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Cizelge 4.1. Klonlarin Gergek zamanli PZR ile belirlenen gen kopya sayilari

Klon . ADH GAP Kalibrator Gen
(Ilgili Gen) | (Referans Gen) | 22ACt Kopya
Adi sus
Ct Ct Sayis1
FL-3 13.62 13.87 241 141
FL-13 14.03 14.08 2.09 1.09
FL-15 12.67 12.79 2.19 1.19
MF-4 13.59 13.60 2.03 1.03
MF-5 13.49 13.45 1.97 0.97
MF-6 13.60 13.73 2.20 1.20
ME-7 14.01 14.04 2.06 1.06
MF-8 13.55 13.57 2.04 1.04
MF-12 12.88 12.91 2.06 1.06
MF-15 13.00 12.94 1.93 0.93
GS115 13.87 12.86 1.00 X

4.8. Engelli Erlende a-Amilaz Uretimi

a-amilaz salgilanmasinin 6n denemeleri ve gergek zamanli PZR sonucunda
dogrulanan ve ayni kopya sayisina sahip oldugu belirlenen rekombinant P. pastoris
GS115 FL-13 ve P. pastoris GS115 MF-12 klonlar1 YPD sivi1 besiyerine inokule edilmis
225 rpm, 28°C’de 20 saat gelistirilmistir. Gelisen hiicrelerin BMGY (pH 6.0) besiyerine
baslangi¢ ODeoo’si 0.1 olacak sekilde ekimi gergeklestirilmis ve 16-18 saat boyunca 28°C
ve 225 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. BMGY besiyerinde yaklasik 12 OD olan
hiicreler BMEY (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0) besiyerine aktarilmig, ayni sicaklik ve
karigtirma kosullarinda 96 saat boyunca inkiibasyona devam edilerek a-amilaz
ekspresyonlari gerceklestirilmistir (Sekil 4.10). Engelli erlen denemeleri 3 paralelli olarak
yuriitiilmistiir. Ekspresyonlar1 P. pastoris ADH2 promotoru kontroliinde gerceklestigi
i¢in indiikleme siiresi boyunca 6rneklere 12 saatte bir toplam etanol miktar1 %1 olacak
sekilde etanol eklemesi yapilmistir. Ayrica her 24 saatte bir 6rnek alinarak o-amilaz
enzim aktivitesi ve SDS-PAGE analizleri yapilmistir.

Etanol ile beslemeye ek olarak glikoz ile besleme yapilmis olup a-amilaz enzimi
tretimleri karsilastirillmistir. Glikoz ile beslemede en iyi iiretim saglanan P. pastoris
GS115 klonu (MF-12) YPD siv1 besiyerine inokule edilmis 225 rpm, 28°C’de 20 saat
gelistirilmistir. Gelisen hiicreler BYED (pH 6.0) besiyerine baslangig ODegoo’si 0.1 olacak
sekilde inokule edilmis ve inkiibasyona 96 saat boyunca 28°C sicaklik ve 200 rpm
karistirma kosullarinda devam edilmistir. Engelli erlen denemeleri 3 paralelli ve etanol
indiikleme ile es zamanli olarak yiiriitiilmiistiir. indiikleme siiresi boyunca érneklere 24
saatte bir toplam glikoz miktar1 %2 olacak sekilde glikoz eklemesi yapilmstir. Ayrica her
24 saatte bir 6rnek alinarak a-amilaz enzim aktivitesi ve SDS-PAGE analizleri yapilarak
etanol besleme sonuglari ile karsilagtirilmistir.
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Sekil 4.10. Engelli erlenlerde a-amilaz enziminin tiretimi

4.8.1. Engelli erlende etanol indiikleme ile iiretilen a-amilaz enziminin SDS-PAGE
analizi ve aktivite sonuclar:

En fazla enzimin iiretildigi optimum pH’nin belirlenmesi i¢in, tek kopya oldugu
dogrulanan klonlardan biri olan P. pastoris GS115 MF-12 klonu engelli erlende iiretime
alinmig, BMGY besiyerinin pH’s1 6.0’da sabit tutulurken, BMEY besiyerinin baglangi¢
pH’st 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0 olacak sekilde degistirilerek a-amilaz Ttretimi
gerceklestirilmistir. Ilk olarak SDS-PAGE analizi ile iiretime alman MF-12 klonunun
farkli pH’larda (3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0) zamana bagli (48. saat, 72. saat, 96. saat ve 120.
saat) tiretimleri her bir drnekten esit hacimde yiiklenerek karsilastirilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. P. pastoris GS115 MF-12 klonunun farkli pH’larda (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve
7.0) a-amilaz enzimi tiretiminin zamana bagl (sirasiyla; 48. saat, 72. saat, 96. saat ve 120.
saat) 6rneklerinin SDS-PAGE goriintiisit GS115: Negatif kontrol-P. pastoris

SDS-PAGE analizi sonucunda protein bantlari (molekiiler agirligt) yaklagik 80
kDa boyutlarinda goriintiilenmis olup sonuglarin tam olarak dogrulanabilmesi i¢in ayn1
orneklere a-amilaz aktivite tayini uygulanarak karsilastirma yapilmigtir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. (a) ve (b) DNSA yontemi ile a-amilaz aktivitesi tayini
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Sekil 4.13. P. pastoris GS115 MF-12 klonunun farkli pH’larda (pH 5.0, 6.0 ve 7.0) o-
amilaz enzimi tiretiminin zamana baglh (sirasiyla; 48. saat, 72. saat, 96. saat ve 120. saat)
orneklerinin aktivite sonuglart

SDS-PAGE analizi ve o-amilaz aktivitesi tayini es zamanl olarak
degerlendirildiginde; pH 3.0 ve pH 4.0’te protein varligi gézlenmis olmasina ragmen
diisiik pH’da (3.0 ve 4.0) reaksiyon ¢aligmamis, okunan absorbans degerleri kor degerinin
altinda (sar1 renkli bilesen olusumu, negatif deger) kaldigi ic¢in aktivite Olglimii
gerceklestirilememistir. pH 5.0’te ise hem protein bandi kalinlig1 hem de aktivite tayini
sonucu diigiikk oldugundan a-amilaz enzimi i¢in bu pH’nin (5.0) uygun olmadig tespit
edilmistir. pH 6.0 ve pH 7.0°de protein band1 kalinliginin ve aktivite tayini sonuglarinin
benzer oldugu gozlenmistir. Ancak biyoreaktdrde a-amilaz enziminin iiretimi géz 6niinde
bulunduruldugunda pH 7.0°deki iiretim kosullarinda tuz vb. besiyeri bilesenlerinin
¢cokelmesi nedeniyle dezavantaj olusturabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu degerlendirmeler sonucunda tiretim i¢in en uygun pH degerinin pH 6.0 oldugu
belirlenmis ve tiim tiretimlerin bu pH’da gergeklestirilmesi uygun goriilmiistiir. Buna ek
olarak 120. saatteki orneklerde iiretimin diistigii gézlenmis bu nedenle engelli erlen
iretimleri 96. saatte sonlandirilmistir.
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Optimum pH’nin pH 6.0 olarak belirlenmesi sonrasinda FL-13 ve MF-12 klonu
pH 6.0’da iiretime alinmis ve indiikleme fazi 96 saat siirdiiriilmistiir. Her iki klonun o-
amilaz enzimi tretimleri SDS-PAGE analizi (Sekil 4.14) ve a-amilaz aktivitesi tayini

(Sekil 4.15) ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4.14. FL-13 ve MF-12 klonunun pH 6.0’da a-amilaz enzimi iiretiminin zamana
bagl (sirastyla; 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saat) drneklerinin SDS-PAGE gériintiisii

GS115: Negatif kontrol-P. pastoris GS115 susu
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Sekil 4.15. FL-13 ve MF-12 klonunun pH 6.0’da a-amilaz enzimi iiretiminin zamana
bagl (sirasiyla; 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saat) drneklerinin aktivite sonuglari

Tek kopya oldugu bilinen FL-13 ve MF-12 klonunun zamana bagli a-amilaz
enzimi tiretimleri SDS-PAGE analizi ve a-amilaz aktivitesi tayini ile karsilastirildiginda
MF-12 klonunun FL-13 klonuna gére hem bant kalinliginin hem de aktivite tayini
sonuclarinin yiliksek oldugu tespit edilmistir. MF-12 klonu en yliksek protein iiretimini
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96. saatte gergeklestirmis, bu saat sonundaki o-amilaz aktivitesi 2154+3.18 U/ml olarak
hesaplanmistir. Tiim engelli erlen liretimleri 3 paralelli ve 2 tekerriirlii olacak sekilde
gerceklestirilerek degerlendirilmistir.

4.8.2. Engelli erlende glikoz indiikleme ile iiretilen a-amilaz enziminin SDS-PAGE
analizi ve aktivite sonuclar:

En iyi dretimin oldugu belirlenen P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-Amilaz-
Mature klonlarindan MF-12 klonu ADH2SNT5 promotoru tarafindan kontrol edilmekte
olup bu promotorun birincil indiikleyici karbon kaynaginin etanol oldugu bilinmektedir
(Karaoglan vd. 2016). Ancak daha avantajli bir karbon kaynagi olan glikozun da bu
promotor i¢in alternatif bir kaynak olabilecegi diisiiniilerek a-amilaz enzimi iiretimi hem
etanol indiikleme ile hem de glikoz indiikleme ile ger¢eklestirilmistir. 96 saat siirdiiriilen
indiikleme fazi sonunda 6rnekler SDS-PAGE analizi (Sekil 4.16) ve a-amilaz aktivitesi
tayini (Sekil 4.17) ile karsilagtirilmigtir.

72.saat (%2 Glikoz)
72.saat (%1 Etanol)
96.saat (%2 Glikoz)
96.saat (%1 Etanol)
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48.saat (%1 Etanol)

Sekil 4.16. MF-12 klonunun pH 6.0’da glikoz indiikleme veya etanol indiikleme ile -
amilaz enzimi iretiminin zamana bagl (sirasiyla; 48. saat, 72. saat ve 96. saat)
orneklerinin SDS-PAGE goriintiisit GS115: Negatif kontrol-P. pastoris GS115 susu
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Sekil 4.17. MF-12 klonunun pH 6.0’da glikoz indiikleme veya etanol indiikleme ile -
amilaz enzimi liretiminin zamana bagli (sirasiyla; 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saat)
orneklerinin aktivite sonuclari

Yapilan karsilastirma sonucunda; etanol ile indiiklemede, glikoz ile indiiklemeye
gore 2 kat daha fazla a-amilaz tiretimi oldugu belirlenmistir. Bu nedenle biyoreaktorde
gerceklestirilecek iiretimlerin etanol ile indiiklenmesine karar verilmistir.

4.9. a-Amilaz Enziminin EndoHs ile Deglikozilasyonu

SDS-PAGE analizi sonucu elde edilen jel goriintiilerinde rekombinant a-amilaz
enzimine ait bantlara ek olarak ¢ogul bantlar oldugu gézlenmistir. Bunun nedeninin
proteinin glikozilasyona ugramasi ve P. pastoris mayasi tarafindan hiicre digina
salgilanmas1 sonucunda olabilecegi diisiiniilmustiir. Glikozilasyonun tespiti ve glikolize
olmayan rekombinant proteinin molekiil agirliginin dogrulanmasi ic¢in protein denatiire
edildikten sonra EndoHs enzimi ile muamele edilmis ve SDS-PAGE analizi (Sekil 4.18)
ile tekrar goriintiilenmistir.

<0 8 8 .
£ 58 57 %
= 3] -
22307 3
— -
- F—
Rl — . -
— < EndoHsenzimi
i ’ e
S '
- -
B -
- -

Sekil 4.18. MF-12 klonunun a-amilaz enzimi iiretimi 96. saat 6rnegi ve EndoHs enzimi
ile muamele edilmis ayn1 6rnegin SDS-PAGE goriintiisii
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a-amilaz enziminin EndoHr ile muamele edilmesi ve SDS-PAGE analizi ile
goriintiilenmesi sonucunda protein bandi kalinligi artmis ve protein bandinin yaklasik 70
kDa (teorik olarak 68.2 kDa) boyutlarinda oldugu tespit edilmistir. Bu sonug ile proteinin
glikolizasyona ugradigi ve birden fazla gesitte glikozil tinitesi i¢erdigi dogrulanmustir.

4.10. Rekombinant a-Amilaz Enziminin Biyoreaktérde Uretimi
4.10.1. Fermentasyon prosesinin asamalari

Engelli erlen iiretimlerinde en verimli sus oldugu tespit edilen MF-12 klonunun
biiyiik 6l¢ekte ekspresyonu 5 L hacimli biyoreaktérde uygun sicaklik ve pH kosullarinda
gerceklestirilmistir. Calismada gergeklestirilen fermentasyon islemleri iki agamali olarak
kesikli ve yari-kesikli sistemle yiirtitiilmiistiir.

Fermentasyonun ilk agamasi olan kesikli fazda, besiyeri olarak %4 gliserol igeren
temel tuz besiyeri (BSM) ve PTMI tuzlarindan olusan fermentasyon ortami
kullanilmistir. Ortamin kosullarinin; hava 1 vvm, 28°C ve pH 5.0°c¢ ayarlanmasi
sonrasinda inokuliim gerceklestirilmistir. Inokuliim dncesi ¢dziinmiis oksijen seviyesi
%100 iken sonrasinda mikroorganizma sayisindaki artiga bagl olarak siirekli azalmis ve
CO degeri %20’ye ayarlanarak DO probu ile kontrolii saglanmistir. %CO degeri %20’ nin
altina distiiglinde sistem tarafindan oncelikle karigtirma hizi 600 rpm’den 900 rpm’e
kadar kademeli olarak artirilmis, karistirma hizi yetersiz geldiginde ise sisteme giren hava
%0-100 araliginda saf oksijenle karistirilarak ortama verilmistir. Yaklagik 18 saat
sonunda DO probunun 6l¢tiigii ¢ziinmiis oksijen seviyesinde ani bir artis gézlenmis ve
ortamdaki gliseroliin tiikkenmesi nedeni ile kesikli faz sonlandirilmistir. Kesikli faz
sonunda kiiltiirden 0. saat 6rnegi alinarak hiicre konsantrasyonunun 102 g/L. oldugu
belirlenmistir.

Kesikli fazin sonlandirilmasi sonrasinda fermentasyonun ikinci asamasi olan yari-
kesikli faza (besleme fazi) gegilmistir. Bu asamada fermentasyon ortami; hava 1 vvm,
28°C ve pH 6.0 olacak sekilde ayarlanmistir. Normoksik sartlarda, sabit u stratejisi i¢in
besleme profili girilerek %100 etanol (PTM 1 tuzu igeren) ile besleme gergeklestirilmistir.
%CO degeri tekrardan %20’ye ayarlanmig ve sistem Cascade moduna alinarak karigtirma
hizi (600-900 rpm) ve Oz (%0-100) ile indiikleme fazinin sonuna kadar kontrolii
saglanmistir. Fermentasyon prosesi boyunca takibi saglanan pH, sicaklik, %CO,
karistirma hizi, besleme sollisyonun agirligi, ortama eklenen baz ve kopiik kiric1 miktari
ve etanol besleme oran1 Sekil 4.19°da gosterilmistir.

Fermentasyon ortamindan belirli araliklarla 6rnek alinarak; yas hiicre agirlig
ol¢timii, a-amilaz aktivitesi tayini, SDS-PAGE analizi ve toplam protein tayini ile zamana
bagli rekombinant proteinin tiretimi takip edilmistir. Biyoreaktdr tiretimleri iKi tekerriirli
olarak gerceklestirilmis ve analiz sonuglar1 her iki tekerriir g6z oniinde bulundurularak
degerlendirilmistir.

Sekil 4.20°de sabit-p stratejisine gore gerceklestirilen yari-kesikli faz esnasinda
belirlenen biyokiitle miktarlari gosterilmistir. Spesifik gelisim hizi 74. saate kadar
1:0.0262 sal olarak sabit tutulmus ancak biyoreaktoriin ¢aliyma hacminin en iist
(maksimum) seviyeye ulagmasi ve oksijenin ortama yeterince dagilamamasi gibi nedenler
ile u degeri sabit tutulamadigindan fermentasyon 90. saatte sonlandirilmistir.
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Sekil 4.20. Biyoreaktor kosullarinda sabit-p stratejisine gore gergeklestirilen yari-kesikli
faz esnasinda belirlenen biyokiitle miktart

4.10.2. Biyoreaktorde iiretilen a-amilaz enziminin SDS-PAGE analizi, toplam
protein miktar: ve aktivite sonuglari

Biyoreaktorde iiretime alinan MF-12 klonu 28°C ve pH 6.0 kosullarinda 90 saat
siiresince etanol ile indiiklenerek o-amilaz ekspresyonu gerceklestirilmistir. Ik olarak
SDS-PAGE analizi ile MF-12 klonunun fermentasyon ortamindan, zamana baglh (kesikli
faz; 0. ve 18. saat, yari-kesikli faz; 0., 18., 30., 42., 50., 58., 66., 74., 82. ve 90. saat) alinan
ornekler esit hacimde (10 ul) yiiklenerek enzim tiretimi karsilastirilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Biyoreaktor kosullarinda zamana bagli almman oOrneklerin SDS-PAGE
goriintiisii Bt: Batch fazi (kesikli faz), FB: Fed-batch fazi (yari-kesikli faz)
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SDS-PAGE analizi sonucunda molekiiler agirligmmin yaklastk 80 kDa
boyutlarinda, zamana bagl artis gosterdigi goriintiilenmis olup enzim miktarinin tespit
edilmesi i¢in ayn1 drneklere a-amilaz aktivitesi tayini (Sekil 4.22) ve toplam protein tayini
(Sekil 4.23) uygulanmustir. Her iki analiz sonucuna gore a-amilaz enziminin spesifik
aktivitesi hesaplanmistir.
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FBO FB18 FB30 FB42 FB50 FB58 FB66 FB74 FBS2 FBY0

Aktivite (U/ml)

Zaman (saat)

Sekil 4.22. Biyoreaktor kosullarinda zamana bagl alinan 6rneklerin a-amilaz aktivitesi
FB: Fed-batch fazi (yari-kesikli faz)
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Sekil 4.23. Biyoreaktor kosullarinda zamana bagli alinan Orneklerin toplam protein
miktari

Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde MF-12 klonunun biiyiik 6lgekli iiretimi
sonucunda o-amilaz enziminin zamana bagli olarak arttigi hem protein bantlarinin
kalinlagmas1 hem de aktivitenin artmasi ile dogrulanmistir. En yiiksek a-amilaz aktivitesi
indiikleme fazinin son saati olan 90. saatte 6l¢iilmiis olup bu deger 2219+52.18 U/ml
(spesifik aktivitesi: 1403 U/mg) olarak hesaplanmistir. Engelli erlen (215+3.18 U/ml) ile
biyoreaktor iiretimi karsilastirildifinda o-amilaz enziminin yaklasik 10 kat arttigi
gbzlenmis olup biyoreaktor liretimi basari ile sonuglanmistir.
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4.11. a-Amilaz Enziminin Karakterizasyonu
4.11.1. Enzimin optimum ¢ahstigi pH’nin ve pH stabilitesinin belirlenmesi

a-amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin tespiti igin farkli
pH’larda Olgiilen aktivite sonuglar1 Sekil 4.24’te gosterilmistir. Enzim aktivitesi en
yiiksek degere pH 7.0°de ulastig1 i¢in optimum c¢alisma pH’s1 7.0 olarak belirlenmis ve
bu pH’daki bagil aktivite degeri %100 olarak gosterilmistir. Bu pH degerinin alt ve {ist
degerlerine dogru gidildikce dlgiilen aktivite degerinin pH 5.0’te %66’ya, pH 9.0°da ise
%55 lere kadar diistiigii gdzlenmistir.
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20

45 5 55 6 6,5 7 75 8 8,5 9 9,5
pH

Sekil 4.24. a-amilaz enziminin 50°C’de farkli pH’larda gosterdigi aktivite degerleri

a-amilaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi igin farkli pH’larda, oda
sicakliginda (22°C), 1 saat inkiibasyonu sonunda 6lgiilen aktivite sonuglar1 Sekil 4.25’te
gosterilmistir. Enziminin en yiiksek kararlilik gosterdigi degerin pH 7.0°de oldugu tespit
edilmis ve bu pH’daki bagil aktivite degeri %100 olarak gosterilmistir. Genel olarak; pH
6.0-7.5 degerleri arasinda stabilitenin %80°nin lizerinde korundugu saptanmistir. 1 saat
siiresince farkli pH’larda inkiibe edilerek oOlgiilen o6rneklerin aktivite degerleri ile inkiibe
edilmeden (bekletilmeden) 6l¢iilen orneklerin aktivite degerleri arasinda belirgin bir
diisiis olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.25. a-amilaz enziminin 50°C’de farkli pH’larda gosterdigi kararliligin aktivite
degerleri

4.11.2. Enzimin optimum c¢alistig1 sicakhigin ve sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

a-amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakligin tespiti icin farkli
sicakliklarda gerceklestirilen enzim aktivitesi tayinine ait sonuglar Sekil 4.26’da
gosterilmistir. a-amilaz aktivitesi en yiiksek degere 60°C’de ulastigi i¢in optimum
calisma sicakligi 60°C olarak belirlenmis ve bu sicakliktaki bagil aktivite degeri %100
olarak gosterilmistir. 20°C’den 60°C’ye kadar olan sicakliklarda Olgiilen aktivite
degerlerinin siirekli artis gdsterdigi ancak 60°C’den daha yiiksek sicakliklarda aktivitenin
diistiigii saptanmustir.
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Sekil 4.26. a-amilaz enziminin pH 6.9°da farkli sicakliklarda gosterdigi aktivite degerleri

a-amilaz enziminin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi i¢in farkli sicakliklarda 1
saat inkiibasyonu sonunda gerceklestirilen enzim aktivitesi tayinine ait sonuglar Sekil
4.27°de gosterilmistir. Enzimin en yiiksek kararlilik gdsterdigi degerin 20°C’de oldugu
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tespit edilmis ve bu sicakliktaki bagil aktivite degeri %100 olarak gosterilmistir. 20°C ile
40°C sicaklik degeri arasinda stabilitenin %90’ n1n iizerinde korundugu belirlenmis ancak
50°C’den yiiksek sicakliklarda stabilitede diisiis izlenmistir. Enzimin en yliksek aktivite
gosterdigi 60°C’de aktivitesinin %65’ini korudugu saptanmistir. 60°C’den yiiksek
sicakliklarda ise enzim aktivitesinde ani bir diisiis (%20>) gézlenmistir.
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Sekil 4.27. o-amilaz enziminin pH 6.9°da farkli sicakliklarda gosterdigi kararliligin
aktivite degerleri

4.11.3. Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisinin belirlenmesi

Metal iyonlarmin a-amilaz aktivitesi tizerine etkisinin belirlenmesi igin
konsantrasyonlari 2 mM ve 10 mM olan CaCly, CuCly, FeClz, MgCl, ve ZnCl» ¢ozeltileri
kullanilmigtir. Metal iyonlarinin ortama eklenmesi ile gergeklestirilen enzim aktivitesi
tayinine ait sonuclar Sekil 4.28’de gosterilmistir. Kontrol ortaminin enzim aktivitesi
%100 olarak kabul edilmis olup diger metal iyonlar ilave edilen ortamlarin aktivite
degisimleri kontrole gore kiyaslanarak % seklinde ifade edilmistir.

Metal iyonlarinin bagil aktivite lizerindeki etkisi; hem her bir metal iyonunun ayni
konsantrasyondaki kontrol grubuna gore hem de ayni metal iyonunun farkli
konsantrasyonlar1 arasindaki degisimine gore istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Metal iyonlarinin ayni konsantrasyondaki kontrol grubuna gore bagil aktivite degisimi
incelendiginde; 2 mM konsantrasyonundaki Ca?*, Mg?* ve Fe?" iyonlarinin bagil
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p>0.05) ancak aym
konsantrasyondaki Zn?* ve Cu?" iyonlarinin bagil aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugu (p<0.001) belirlenmistir. 10 mM konsantrasyonundaki tiim metal
iyonlarmin (Ca?*, Mg?*, Fe?*, Zn?* ve Cu?*) bagil aktivitesinde istatistiksel olarak anlaml1
bir fark oldugu (p<0.001) saptanmistir. Ayn1 metal iyonunun farkli konsantrasyonlari
arasindaki bagil aktivite degisimi incelendiginde; 2 mM ve 10 mM konsantrasyonundaki
Ca2*, Mg?*, Fe?*, Zn?* ve Cu?" iyonlarmin farkli konsantrasyonu arasinda istatistiksel
olarak fark oldugu (p<0.001) tespit edilmistir.
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Tiim sonuglar ayrintili olarak incelendiginde; Ca®* iyonunun 2 mM
konsantrasyonu varliginda enzim aktivitesinde 6nemli oranda bir degisim gozlenmemis,
10 mM konsantrasyonu varliginda ise aktivitenin %20 arttig1 gézlenmis ve enzim
lizerinde aktivator ozellik gostermistir. Mg?* iyonunun da 2 mM konsantrasyonu
varliginda enzim aktivitesinde belirgin bir degisiklik olmamis, 10 mM konsantrasyonu
varhiginda ise aktivator etki gostererek aktivite degerini %36 artirdig1 belirlenmistir. Fe?*
iyonunun 2 mM konsantrasyonu varliginda enzim aktivitesi degismemis, 10 mM
konsantrasyonu varliginda ise aktivitenin %25’lere kadar diismesine neden olmus ve
enzim iizerinde inhibitér etki olusturmustur. Zn?* iyonunun 2 mM ve 10 mM
konsantrasyonu varliginda enzim aktivitesi tizerinde inhibe edici etkisi oldugu ve
aktiviteyi %48’lere kadar diisiirdiigii gézlenmistir. Cu?* iyonunun her iki konsantrasyonu
da enzim tlizerinde giiclii bir inhibitor 6zellik gostermis ve aktivite degerini %10’larin
altina diistirm{istiir.
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Sekil 4.28. a-amilaz enziminin pH 6.9 ve 50°C sicaklikta farkli konsantrasyonlardaki
metal iyonlarinda gosterdigi aktivite degerleri
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda; B. subtilis PY22 kaynakli a-amilaz geninin P. pastoris
mayasinda ADH2 promotoru (ADH2SNT5, sentetik ADH2 promotoru) kontroliinde tam
uzunlukta ve olgun formda rekombinant olarak iiretilmesi sonucu, enzim iiretiminde
secilen promotorun ve sentezlenen protein formunun aktivite iizerindeki etkisinin
belirlenmesi, o-amilaz enziminin biyiikk 0Olgekli olarak iretilmesi ve enzimin
karakterizasyonunun gerceklestirilmesi amaglanmistir. Farkli kaynaklardan izole edilen
(arpa, fare, domuz, B. amyloliquefaciens, B. subtilis vb.) o-amilaz enziminin,
rekombinant olarak iiretimi P. pastoris (AOX ve GAP promotoru kontroliinde) mayasi
basta olmak iizere bircok konak¢1 susta gerceklestirilmistir. Ancak literatiirde P. pastoris
konake1 susunda, ADH?2 promotoru (6nceden gelistirilen sentetik ADH2SNTS promotoru)
kontroliinde rekombinant o-amilaz {iretiminin bulunmamasi bu calismanin 6zgiin
nitelikte olmasinin baslica nedenleri arasindadir.

Bu calismada B. subtilis PY22 a-amilaz geninin (AmyE); tam uzunluktaki formu
ve olgun formu, ADH2SNT5 promotoru kontroliinde, P. pastoris GS115 susunda
rekombinant olarak tiretilmistir. Her iki formun (FL ve MF) olusturulan klonlar1 engelli
erlende etanol ile indiiklenerek enzim iretimi gerceklestirilmis ve a-amilaz aktiviteleri
karsilastirilmistir. En iyi tiretime sahip olan klon (MF klonu) biyoreaktérde iiretime
alimarak a-amilaz enziminin yiliksek oranda ekspresyonu saglanmistir. Son olarak
rekombinant a-amilazin karakterizasyonu gergeklestirilmis; molekiiler agirligi, optimum
calisma kosullari, pH ve sicaklik stabiliteleri, iyonlarin etkisi ve glikolize olma durumu
incelenmistir.

Klonlama sonucunda olusturulan ve tek kopya olduklari belirlenen FL. ve MF
klonlar; engelli erlenlerde, 28°C, pH 6.0 (iiretim i¢in en uygun oldugu belirlenen pH
degeri) ve 225 rpm kosullarinda, 96 saat boyunca, %1 etanol ile indiiklenerek a-amilaz
enzimi tretilmistir. FL ve MF klonunun a-amilaz aktiviteleri sirastyla 74.2+0.94 U/ml ve
215+3.18 U/ml olarak hesaplanmis bunun sonucunda, iki klonun arasindaki farkin
yaklasik 3 kat oldugu gézlenmistir. MF klonu, 5 L hacimli biyoreaktorde, 28°C, pH 6.0
ve normoksik kosullarda (CO %20), sabit p (0.028 sa) stratejisine uygun sekilde etanol
ile indiiklenerek 90 saat boyunca rekombinant a-amilaz iretimi gergeklestirilmistir.
Biyoreaktorde iiretim sonucunda, a-amilaz enzimi zamana bagli olarak artis gostermis ve
en yiiksek aktivite 90. saatte 22194+52.18 U/ml (spesifik aktivitesi 1403 U/mg) olarak
hesaplanmusgtir. Engelli erlen ile biyoreaktor tiretimi kargilastirildiginda a-amilaz enzim
aktivitesinin yaklasik 10 kat arttig1 saptanmustir.

Kato vd. (2001) yaptiklari bir ¢calismada, fare tiikiiriik salgisindan izole ettikleri
a-amilaz genini (olgun formu); P. pastoris GS115 (AOX promotoru kontrolii altinda,
pGKL-128 kDa sekresyon sinyali ile), S. cerevisiae 20B-12 (o-¢iftlesme faktorii
sekresyon sinyali ile) ve K. lactis MD2/1 konakg¢i suslarina klonlamis ve uygun
besiyerlerinde iiretimini gergeklestirmistir. Enzim aktiviteleri; K. lactis 'te 1.2 U/ml, S.
cerevisiae’de 1.8 U/ml ve P. pastoris’te 154.7 U/ml (240 mg/L) olarak belirlenmistir.
Topraktan izole edilen Bacillus sp. Y X-1 kaynakli a-amilaz enziminin uygun besiyerinde
44 saat boyunca iiretimi sonrasinda elde edilen en yiiksek aktivite 53 U/ml olarak
Ol¢iilmiistiir (Liu ve Xu 2008). Karakas vd. (2010) tarafindan, B. subtilis PY22 a-amilaz
enzimini kodlayan gen (bu ¢alisma ile ayn1 kaynakli AmyE geni), P. pastoris KM71H
(AOX promotoru i¢eren) konakei susuna klonlanmis ve en iyi iiretici klon (2 kopya igeren)
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belirlenmistir. Engelli erlende tiretimi gergeklestirilen klonun 72 saat sonunda a-amilaz
aktivitesi 44 U/ml (22 mg/ml) iken ayni siire sonunda yabanil tiirtin (B. subtilis PY22) en
yiiksek a-amilaz aktivitesi 120 mU/ml (yaklasik 370 kat fazla) olarak olgiilmiistiir.

R. oryzae kaynakli a-amilaz enzimi (RoAmy), AOX ve GAP promotorlarinin
kontroliinde P. pastoris GS115 suslarina transforme edilmis ve olusturulan Mut” susu ile;
Mut® susuna gore 8 kat, GAP ile kontrol edilen susa gore 24 kat, 6nceden olusturulan
rekombinant S. cerevisiae’ye gore 50 kat ve E. coli’ye gore 400 kat daha yiiksek
ekspresyon seviyesi gostermistir. En yiiksek verime sahip olan ve 6 kopya iceren, P.
pastoris GS115/Mut* (a-pre-pro sinyali igermeyen, tam uzunluktaki RoAmy kodlayan
diziyi igeren) susu; erlende 46.2 U/ml, fermentorde ise 120 saat sonunda 448.6 U/mi
aktivite gostermistir (Li vd. 2011). Yang vd. (2013) yaptig1 bir ¢alismada, alkalifilik
A. amylolytica N10'dan elde edilen alkalin o-amilaz genini (olgun formu), kodon
optimizasyonu yaparak E. coli BL21 (AmyA) ve P. pastoris GS115 (AOX promotoru
kontroliinde) (AmyB) konakg1 suslarina klonlamustir. Engelli erlende iiretilen AmyA ve
AmyB saflagtirllmis ve AmyA’nin spesifik aktivitesi 16 U/mg, AmyB’nin spesifik
aktivitesi 16.6 U/mg olarak belirlenmistir. Ancak fermentor kosullarinda gergeklestirilen
tiretim sonucunda a-amilaz aktivitesi E. coli ve P. pastoris’te sirasiyla 61 U/ml ve 600
U/ml olarak hesaplanmistir. B. amyloliquefaciens kaynakli a-amilaz enzimini kodlayan
amyl geni B. subtilis WB800 konak¢1 susuna klonlanmasi sonucunda iiretilen a-amilaz
aktivitesi 634 U/ml olarak belirlenmis ve yabanil tir (B. amyloliquefaciens) ile
karsilastirildiginda verimliligin 1.48 kat arttigi gézlenmistir (Chen vd. 2015).

Parashar ve Satyanarayana (2016b), B. acidicola TSAS1 kaynakli rekombinant
a-amilaz tretimi i¢in hem AOX promotoru (Amy-AOX) hem de AOX ve GAP
promotorunun her ikisini de igeren (Amy-GAP-AOX) ekspresyon vektoriinii P. pastoris
X-33 susuna klonlamis ve 1 kopya olan Amy-AOX ile 3 kopya olan Amy-GAP-AOX
klonlarin1 fermentor kosullarinda tiretime almistir. a-amilaz aktiviteleri 6l¢iildiigiinde;
Amy-AOX ile 130 U/ml (1080 U/g) (yabanil tiire gore 13 kat fazla), Amy-GAP-AOX ile
245 U/ml (1890 U/g) oldugu saptanmistir. Parashar ve Satyanarayana (2017) yaptiklari
diger bir calismada, Bacillus acidicola kaynakli a-amilaz geni (Ba-amy) ile G.
thermoleovorans kaynakli a-amilaz genini (Gt-amy) kullanarak olusturduklar1 Ba-Gt-
amy kimerik enzimi AOX promotorunu igeren P. pastoris X-33 genomuna homolog
rekombinasyon yoluyla entegre etmistir. Farkli kopya sayilar1 olusturularak a-amilaz
aktiviteleri karsilastirilmis ve 1 kopya 70 U/ml, 3 kopya 150 U/ml, 5 kopya 200 U/ml ve
8 kopya 250 U/ml aktivite gozlenmistir. 8 kopya olan klon; {iretim sartlar1 optimize
edilerek tekrar iretildiginde, enzim aktivitesi; erlende 310 U/ml, fermentorde ise 750
U/ml ol¢iilmiistiir. Trabelsi vd. (2019) tarafindan, A. oryzae S2 a-amilazi (AmyA), P.
pastoris SMD1168H’ye klonlanarak, AOX promotorunun kontrolii altinda ekspresyonu
gerceklestirilmistir. Metanol tarafindan 72 saatlik bir indiiksiyon sonunda a-amilaz
tiretiminin 72 U/ml oldugu tespit edilmistir.

Bu c¢alismada olusturulan P. pastoris GS115-pADH2SNT5-a-Amilaz-Mature
(MF) klonunun a-amilaz iiretimi, tiim bu literatiir verileri ile kiyaslandiginda olduk¢a
yiiksek bir verim saglandigi ve MF klonunun a-amilaz iiretiminde diger konak¢1 suslara
ve P pastoris mayasinda farkli promotorlarin (40X, GAP vb.) kontroliinde
gerceklestirilen iiretimlere gore basarili bir {iretim susu oldugu tespit edilmistir.
Olusturulan susun verimli olmasindaki baslica etkenlerin; ekspresyonun ADH?2
promotorunun sentetik formu olan ve pozitif regiilasyondan sorumlu aktivator bolgeleri
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(UAS, Upstream Activator Site) iceren ADH2SNT5 promotoru kontroliinde
gerceklesmesine ek olarak proteinin olgun formda sentezlenmesi oldugu belirlenmistir.

SDS-PAGE analizi ile proteinin molekiiler agirh@inin yaklasik 80 kDa
boyutlarinda oldugu tespit edilmistir. Rekombinant a-amilaz bantlarina ek olarak ¢ogul
bantlar oldugu gozlenmis ve EndoHsile muamele edilmesi sonucunda denatiire edilen o-
amilazin protein bandinin kalinliginin arttig1 ve bandin yaklagik 70 kDa (teorik olarak
68.2 kDa) boyutlarina diistiigii saptanmistir. Bu sonug ile proteinin glikolizasyona
ugradigt dogrulanmugtir.

Rydberg vd. (1999) tarafindan, insan pankreasindan izolen edilen o-amilaz
enziminin (HPA) P. pastoris GS115°te ekspresyonu sonucu, proteinin 56 kDa boyutunda
ve glikolize formda oldugu (10-13 arasinda seker kalintis1 iceren) tespit edilmistir. B.
subtilis PY22 kaynakli a-amilaz enziminin (glikolize formdaki protein) molekiiler
agirligiin 72.28 kDa oldugu saptanmustir (Karakas vd. 2010). Alkalifilik A. amylolytica
N10 o-amilazi, P. pastoris GS115 susunda rekombinant olarak {iretilmesi sonucunda
enzimin molekiiler agirhig yaklasik 60 kDa olarak tespit edilmistir (Yang vd. 2013).
Parashar ve Satyanarayana (2016a) tarafindan olusturulan Ba-Gt-amy kimerik enzimin E.
coli’de csp promotoru kontroliinde rekombinant tiretimi sonucu 68 kDa biiyiikligiinde o-
amilaz bandi gézlenmistir. Baldan izole edilen B. amyloliquefaciens BH072 kaynakli
bakteriyel a-amilazin karakterizasyonu sonucunda proteinin biiytikliigii 68 kDa olarak
belirlenmistir (Du vd. 2018).

Incelenen calismalarda proteinin (a-amilaz enzimi) molekiiler agirliginin
genellikle 50-70 kDa arasinda degistigi gozlenmistir. Enzimin karakteristik
ozelliklerinden biri olan molekiiler agirligin, izole edildigi kaynaga ve iiretilen proteinin
glikolize yapida olma durumuna gore farklilik gdsterdigi sonucuna varilmistir.

Uretilen rekombinant a-amilaz enziminin optimum calisma kosullar1 pH 7.0 ve
60°C sicaklikta oldugu saptanmuistir. 1 saat sonunda, pH 6.0-7.5 degerleri arasinda
stabilitesinin  %80°nin iizerinde, pH 5.0-8.0 arasinda ise %60’ min korundugu
gozlenmistir. a-amilaz enziminin, 1 saat siiresince farkli sicakliklarda inkiibe edilmesi
sonucunda; en yiiksek kararlilik gosterdigi degerin 20°C’de oldugu (%100), 20-40°C
arasinda stabilitenin %90’ nin tlizerinde, 50°C’de %81 ve 60°C’de %65 korundugu, daha
yiiksek sicakliklarda ise aniden diistiigi tespit edilmistir.

Liu ve Xu (2008) yaptiklar1 bir galismada, topraktan izole edilen Bacillus sp. Y X-
1 kaynakli a-amilazin karakterizasyonunu gerceklestirmis ve optimum c¢alistigr sicaklik
degerinin 40-50°C arasinda oldugu, 60°C ve flizerinde ise aktivitede ani bir disiis
gbzlendigini bildirmistir. Enzimin optimum ¢alistig1 pH degerinin 5.0 oldugu ve pH 4.5-
11 arasinda 1 saat bekletildiginde aktivitenin %80’inin korundugu tespit edilmistir. B.
subtilis PY22 a-amilazinin (AmyE), optimum galisma sartlarinin 60°C sicaklikta ve pH
7.0’de oldugu belirlenmistir (Karakas vd. 2010). Medaka balig1 (Oryzias latipes) kaynakl
olgun (mature) formdaki o-amilazi kodlayan genin (OLAmy) P. pastoris KM71’de
ekspresyonu sonucunda enzimin optimum sicakligi 49°C ve optimum pH’s1 7.12 olarak
saptanmistir (Mizutani vd. 2012). Ali vd. (2014) tarafindan, sentetik tuzdan izole edilen
zorunlu bir halofilik olan A. gracilis mantarindan o-amilaz enzimi saflastirilmis ve
karakterizasyonu yapilmstir. Olgiilen en yiiksek aktivitenin pH 5.0’te ve 60°C sicaklikta
oldugu bildirilmistir. Chen vd. (2015), B. subtilis WB800 konakg¢1 susuna klonlandiklari,
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B. amyloliquefaciens kaynakli a-amilaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi
kosullar1 pH 6.0 ve 60°C sicaklik olarak tespit etmistir. Domuz pankreatik o-amilaz
geninden (PPA) olgun formdaki PPA proteinini kodlayan cDNA elde edilerek, P. pastoris
X-33 susuna klonlanmustir. Uretimi sonucu; enzimin en yiiksek aktivite gdsterdigi
sicaklik 50°C olarak tespit edilmis ancak 55°C’den sonra aktivitede ani bir diisiis
gozlenmistir. En yliksek aktivite gosterdigi pH degeri ise 7.5 olarak belirlenmis ve pH
5.5-9.5 arasinda aktivitenin %50’sinden fazlasi korunmustur (Sun vd. 2018).

Yapilan ¢alismalarin degerlendirilmesi sonucunda, a-amilaz enziminin optimum
calisma kosullarinin genellikle 40-60°C ve pH 5.0-8.0 arasinda degistigi gozlenmistir.
Ancak gerek enzimin optimum kosullar1 gerekse pH ve sicaklik stabilitesi enzimin
kaynagina gore farklilik gostermektedir. Sicaklik ve pH gibi parametrelerin enzimin
kullanilacag alanlarda biiyiik 6nem arz etmesi nedeniyle a-amilazin kullanim alanlarina
bagli olarak; istenilen &zelliklere sahip enzim kaynagi tercih edilmekte veya protein
miithendisligi vb. teknikler kullanilarak arzu edilen 6zellikte enzimler tasarlanmaktadir.
Bu ¢alisma sonucu elde edilen bakteriyel kaynakli rekombinant a-amilaz enziminin; gida,
tekstil, ilag, biyoyakat iiretimi vb. alanlarda kullanima uygun oldugu saptanmaistir.

Calismada, farkli metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelendiginde;
10 mM konsantrasyonundaki Ca?* (%120) ve Mg?* (%136) iyonlarinin aktivator etki
gostererek enzim aktivitesini artirdig1 ancak ayni konsantrasyondaki Fe?* (%25), Zn%*
(%48) ve Cu?" (%10>) iyonlarinin inhibitor etki gostererek aktiviteyi diisiirdiigii
gozlenmistir.

Yang vd. (2013), Alkalifilik A. amylolytica N10'dan elde edilen alkalin a-amilaz
ile metal iyonlarin1 muamele ettiginde; 1 mM konsantrasyonundaki Ca®*, Co** ve Na*
aktiviteyi az miktarda artirdigini, aym konsantrasyondaki Mg?*, Fe**, Fe?*, Zn?", Mn?* ve
Cu?* iyonlarnin ise aktiviteyi diisiirdiigiinii saptanmistir. A. gracilis mantarindan izole
edilen a-amilaz enziminin; BaClz, MgClz, HgCl., CaClz iyonlar ile aktivitesi az miktarda
artarken; FeClz, ZnClz, EDTA ve b-Merkaptoetanol ile aktivitesi az miktarda azalmistir
(Ali vd. 2014). E. coli’de ekspres edilen Ba-Gt-amy kimerik enziminin aktivitesi
lizerinde; EDTA, Ca?*, Na?* ve K* iyonlarinin 6nemli 6l¢iide bir etkisi olmaz iken; Mn?",
Cu?*, Pb?" ve Ag?' iyonlar1 inhibe edici etki gdstermistir (Parashar ve Satyanarayana
2016a). Sun vd. (2018) yaptig1 ¢alismada, olgun formdaki domuz pankreatik a-amilazi
iizerinde Ca®* iyonu konsantrasyon artisina bagh olarak aktivator etki; Cu?*, Fe?* ve Zn?*
iyonlar1 konsantrasyon artigina bagli olarak inhibitor etki gdsterdigini bildirmistir. B.
amyloliquefaciens BH072 kaynakli bakteriyel a-amilaz karakterize edildiginde, Ca®
iyonunun konsantrasyonundaki degisimin aktiviteyi etkilemedigi (Ca?" iyonundan
bagimsiz), Cu®* ve Fe?" iyonlarinin aktiviteyi azalttig1 saptanmistir (Du vd. 2018). A.
oryzae S2 kaynakli AmyA’nin P. pastoris SMD1168H’ye klonlanmasi sonucu enzim
iiretilmis ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. 4 mM konsantrasyonundaki iyonlarin
etkisi incelendiginde; Mg?*, Ca?* ve Fe?* iyonlar aktiviteyi onemli oranda artirirken, Cu?*
iyonunun enzimi inhibe ettigi gozlenmistir (Trabelsi vd. 2019).

Calismada incelenen metal iyonlarinin etkisi diger caligmalarla genel olarak
tutarhilik gostermistir. Ca?* iyonu aktiviteyi konsantrasyona bagl artirmis (Ca?*
iyonundan bagimsiz olanlar harig), Cu?* ve Zn?*iyonlar1 aktiviteyi diisiirmiis veya inhibe
etmis, Mg?*ve Fe?" iyonlarmin etkisi ise enzime gore degisiklik (aktivatdr veya inhibitdr)
gostermistir.
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6. SONUCLAR

Yapilan bu tez ¢alismasinda, ADH2SNT5 promotorunun rekombinant a-amilaz
ekspresyonundaki basarisinin ve sentezlenen a-amilaz protein formunun (tam
uzunluktaki ve olgun formu) aktivite lizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.
Calisma kapsaminda; dnceki bir ¢alismada (Karaoglan 2016a) olusturulmus olan sentetik
ADH?2 (ADH2SNTS5) promotoru kullanilarak, a-amilaz geninin dogal sinyalini igeren tam
uzunluktaki (full lenght) formu ve olgun (mature) formunun P. pastoris GS115 susunda
rekombinant olarak tiretimi gergeklestirilmis ve verimleri karsilastirilmistir. Verimliligi
fazla oldugu belirlenen klon biiyiikk olgekli tiretime alinarak, rekombinant o-amilaz
enziminin yiiksek oranda tiretimi saglanmistir.

B. subtilis PY22 kaynakli a-amilaz geninin (AmyE) her iki formu, sentetik ADH2
(ADH2SNT5) promotoru ve sekresyon sinyali olarak o-¢iftlesme faktorii (o-pre-pro
sekansi) igeren ekspresyon vektoriine klonlanarak, P. pastoris GS115 susuna transforme
edilmistir. Olusturulan klonlardan, a-amilaz salgilanmasinin 6n denemeleri ve gergek
zamanlt PZR analizi ile tek kopya olduklari belirlenen iki klon (biri olgun digeri tam
uzunluktaki form) secilerek engelli erlende iiretime alinmistir. Etanol ile indiikleme
yapilarak, 28°C, pH 6.0 (liretim i¢in belirlenen en uygun pH degeri) ve 225 rpm
kosullarinda, 96 saat boyunca siirdiiriilen iiretim fazi sonunda SDS-PAGE analizi
uygulanmis ve proteinin molekiiler agirliginin yaklasik 80 kDa boyutlarinda oldugu tespit
edilmistir. Hem SDS-PAGE bantlarinin kalinligi hem de a-amilaz aktivitesi sonuglari
zamana bagli olarak artig gostermis ve FL (P. pastoris GS115-pADH2SNT5a-a-Amilaz-
Full Lenght) klonunun en yiiksek aktivitesi 74.2+0.94 U/ml, MF (P. pastoris GS115-
pADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature) klonunun en yiiksek aktivitesi ise 215+3.18 U/ml
olarak belirlenmistir. Aradaki yaklasik 3 kat olan fark nedeni ile diger analizler ve biiyiik
Olcekli liretim i¢in uygun olan klon, MF klonu olarak se¢ilmistir.

En 1iyi iretimin oldugu belirlenen MF klonunun, ADH2SNTS5 promotoru
tarafindan kontrol edilmesinden dolay: birincil indiikleyici karbon kaynagi olarak etanol
kullanilmis olup avantajli bir karbon kaynagi olan glikozun da bu promotor igin
kullanilabilirligi karsilagtirilmistir. Etanol ile indiiklemede (215 U/ml), glikoz ile
indiikklemeye (106 U/ml) gore yaklasik 2 kat fazla a-amilaz iiretimi oldugu tespit
edilmistir.

SDS-PAGE analizine ait jel goriintiilerinde, rekombinant a-amilaz bantlarina ek
olarak ¢ogul bantlar olmasi ve proteinin teorik olarak hesaplanan molekiiler agirligindan
(68.2 kDa) yiiksek boyutlarda gozlenmesi nedeni ile glikolize olma durumunun
incelenmesi i¢in a-amilaz enzimi EndoHs ile muamele edilmistir. Denatiire edilen a-
amilazin SDS-PAGE analizi ile goriintiilenmesi sonucunda protein bandinin yaklasik 70
kDa boyutlarna diistiigii ve bandin kalinliginin arttig1 tespit edilmistir. Bu sonug ile
proteinin glikolizasyona ugradigi ve glikozil tniteleri igerdigi (yaklasik %12)
dogrulanmistir.

Rekombinant a-amilaz enziminin biiyiik 6l¢ekli tiretimi i¢in se¢ilen MF klonu, 5
L hacimli biyoreaktorde tiretime alinmistir. Fermentasyonun ilk agamasi olan kesikli faz
sonunda kiiltiirden alinan rnegin yas hiicre agirligi 102 g/L oldugu belirlenmistir. ikinci
asama olan yari-kesikli fazda (besleme faz1), 28°C, pH 6.0 ve normoksik kosullarda (CO:
%20), sabit p (u: 0.028 sat) stratejisine uygun sekilde etanol besleme ile 90 saat siiresince

69



SONUCLAR S. GULLU

a-amilaz tiretimi gergeklestirilmistir. MF klonunun biiyiik 6l¢ekli iiretimi sonucunda a-
amilaz enzimi zamana bagl olarak artis gostermis Ve en yiiksek a-amilaz aktivitesi 90.
saatte 2219+52.18 U/ml (1403 U/mg) olarak hesaplanmistir. Engelli erlen (215+3.18
U/ml) ile biyoreaktor iiretimi karsilastirildiginda o-amilaz enziminin yaklasik 10 kat
arttig1 gézlenmistir.

Uretilen rekombinant a-amilaz enziminin karakterizasyonu gergeklestirilmis ve
enzimin optimum c¢alistig1 kosullarin pH 7.0 ve 60°C sicaklikta oldugu belirlenmistir. a-
amilazin, 1 saat siiresince farkli pH’larda inkiibe edilmesi sonucunda pH 6.0-7.5 degerleri
arasinda stabilitenin %80 nin tizerinde korundugu saptanmistir. Enzimin, 1 saat siiresince
farkli sicakliklarda inkiibe edilmesi sonucunda en yiiksek kararlilik gosterdigi degerin
20°C’de oldugu, 20-40°C sicaklik degeri arasinda stabilitenin %90’nin iizerinde
korundugu ancak 50°C’den yiiksek sicakliklarda stabilitenin diistiigi belirlenmistir.
Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi 60°C’de ise aktivitesinin %65’ini korudugu
saptanmistir. 10 mM konsantrasyonundaki Ca?* ve Mg?* iyonlar1 enzim aktivitesini
artirirken, ayni konsantrasyondaki Fe?*, Zn?* ve Cu?* iyonlar1 inhibitdr etki gdstererek
aktiviteyi diislirmiistiir.

Tim bu veriler dogrultusunda; rekombinant bakteriyel kaynakli o-amilaz
enziminin, P. pastoris ekspresyon sisteminde gii¢lii bir alternatif olarak kullanilabilecek
ADH2 promotorunun kontroliinde, biiyiik 6l¢ekli iiretimde basartyla iiretildigi ve buna ek
olarak a-amilaz geninin olgun formunun ekspresyonunun aktivite (verimlilik) tizerinde
onemli oranda etkisinin oldugu saptanmustir.

Bu tez caligmasinin sonucu olarak hem gida hem de gida dis1 diger bir¢ok alanda
(tekstil, ilag, biyoyakit vb.) kullanilabilecek nitelikteki rekombinant a-amilazi, molekiiler
tekniklerle gelistirilen ADH2SNT5 sentetik promotorun kontroliinde yiiksek verimlilikle
tireten P. pastoris susu gelistirilmistir. Ayrica bu ¢alisma, P. pastoris konakg¢1 susunda
ADH?2 promotoru kontroliinde rekombinant a-amilaz {iretimi {izerine yapilan ilk ¢alisma
olmast nedeni ile Ozgiin nitelikte olup ADH2 promotorunun diger rekombinant
proteinlerin de biiyiik 6lgekli tiretiminde kullanilabilecek basarili bir promotor oldugunu
gostermektedir.
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8. EKLER

EK-1. pADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature Form (MF) olusturulma basamaklari

XhoI

pADH2SNT5a-a-Amilaz-Mature
(9491 bg)

|
INSERT

FRAGMENT/| Replace Insert
Xhol (8866) — Notl (1235) Xhol (4) — Notl (1877)

Xhol

XhoI NotI

I BsAmilaz ]

a-Amilaz-Mature
(1860 bg)

pADH2SNTS5q-Fito
(8877 bg)

Amplify 418 .. 2278 using:

PCR F-Amyl-mtr-Xhol
R-Amyl-NotI

B. subtilis PY22 kaynakh a-Amilaz
genini iceren pUCS7 vektorii
(4570 bg)
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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

bpng/0.5ug %

20000 200 40
10000 200 40
7000 200 40
5000 750 150
4000 200 4.0
2 3000 200 40
g _ 2000 200 40
% 1500 80.0 16.0
@
8 B 1000 250 50
5’ ~ 700 250 50
o ~ 500 750 150
v — 400 250
— 300 250 50
= — 200 250 50
2 —75 250 50
=
=

0.5 patane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Vifcm, 45 min

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA standardi: O’GeneRuler™ 100 bp 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. DNSA yontemine gore gerceklestirilen a-amilaz aktivitesi tayinleri i¢in farkli
derisimlerde maltoz ¢6zeltileri kullanilarak elde edilen standart egri 6rnegi
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y =0,4x + 0,0252
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EK-4. Toplam protein tayini i¢in farkli derisimlerde BSA standartlari kullanilarak elde
edilen standart egri 6rnegi

1,2

y = 0,0013x + 0,0089
1 2=(,9984

Absorbans (595 nm)

0 100 200 300 400 500 600 700 800
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EK-5. Biyoreaktor kosullarinda 90 saat siiresince alinan 6rneklerin yas hiicre agirliklar
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