T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI

Pichia pastoris MAYASINDA GAP PROMOTORU ALTINDA DEVE KiMOZINi
EKSPRESYONU

Ozgiil GUZEL

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGi
ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

TEMMUZ 2019

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI

Pichia pastoris MAYASINDA GAP PROMOTORU ALTINDA DEVE KiMOZINi
EKSPRESYONU

Ozgiil GUZEL

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGi
ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

TEMMUZ 2019

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Pichia pastoris MAYASINDA GAP PROMOTORU ALTINDA DEVE KiMOZINi
EKSPRESYONU

Ozgiil GUZEL
GIDA MUHENDISLIGi
ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan yiiksek lisans tez projesi olarak FLY-2018-4244 nolu proje ile
desteklenmistir.

TEMMUZ 2019



T.C.

AKDENIiZ UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Pichia pastoris Mayasinda GAP PROMOTORU ALTINDA DEVE KiMOZINi
EKSPRESYONU

Ozgiil GUZEL
GIDA MUHENDISLIGI

ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez 19./92=/2019... tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi #O©yeektugy ile kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Mehmet INAN (Danigman)

Prof. Dr. Ahmet KUCUKCETIN

Dog. Dr. Omer SIMSEK W



OZET

Pichia pastoris MAYASINDA GAP PROMOTORU ALTINDA DEVE
KiMOZiNi EKSPRESYONU

Ozgiil GUZEL
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Mehmet INAN
Temmuz 2019; 70 sayfa

Kimozin rennin olarak adlandirilan bir aspartik proteazdir. Kimozin siit
endiistrisinde peynir yapiminda kullanilan baglica enzimdir. Bu enzim memelilerin
sirdeninden salgilanir ve siitii pihtilastirma 6zelligi bulunmaktadir. Gilinlimiizde ticari
kimozin dort farkli kaynaktan elde edilmektedir. Bunlar hayvansal, bitkisel, mikrobiyal
ve rekombinant {iretimle elde edilmektedir. Hayvansal kimozini geleneksel olarak siitten
kesilmemis buzagilarin abomasumundan elde edilmektedir. Kiigiik yasta buzagilarin
kesilmesi ve diinyada gittik¢e artan talep karsisinda bu endiistrinin yetersiz kalmasindan
dolay1, alternatif bitkisel, mikrobiyel ve rekombinant kaynaga yonelim artmustir.

Pichia pastoris rekombinant protein liretiminde cogunlukla tercih edilen bir
ekspresyon sistemidir. Heterolog protein iiretiminde P. pastoris mayasi yiikksek verim
elde edilebilmektedir. P. pastoris birgok promotora sahip olmasina ragmen en sik
kullanilan 4OX1 ve GAP promotorlaridir. GAP promotoru; P. pastoris gliseraldehit -3
fosfat dehidrojenaz geninin ekspresyonundan sorumlu bdlgedir ve yapisal bir
promotordur

Bu arastirmada deve kimozin geni metilotrofik bir maya olan P. pastoris
mayasinda GAP promotoru kontrolinde pGAPZoA iiretim vektori kullanilarak
uretilmistir. Elektroporasyon ile gen aktarimi yapilan P. pastoris X33 suslarinda
bulunan vektor kopya sayist Southern Blott analizi ile belirlenmistir. Secilen tek kopya
susu ile calkalamali erlen kosullarinda uygun pH (3-7) ve sicaklik (20-28°C) araliklar
faktoriyel deneme deseni ile 3 paralel ve 2 tekerriir ile belirlenmistir. Istatik analizleri
sonucunda optimum sicakligin 24 ve pH "nin 3 oldugu belirlenmistir.

Biiyiik 6lcekli (5-L) kimozin iiretimi pH 3.0 ve 24°C ° de gergeklestirilmistir.
Fermantasyonun iiretim asamasi GAP promotorunun verimli oldugu hipoksik sartlarda
103 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. En yiliksek enzim aktivitesine 56. saatte ulasilmig
ilerleyen saatlerde enzim aktivitesinde azalma oldugu gozlenmistir. Rekombinant
kimozin aktivitesi yaklasik olarak 20 IMCU/mL diger bir ifade ile 2000 Soxhlet
Unit/mL  bulunmustur. Fermantasyon ortaminda toplam 214.7 mg/L rekombinant
protein oldugu tespit edilmistir.

SDS-PAGE analizi sonucunda yaklagik 42kDa biiyiikliigiinde bir bant olarak
gozlenmistir. Enzimin optimum c¢alisma sicakligi 50°C, optimum pH’s1 3.0-4.0 arasi
oldugu belirlenmistir. Enzim pH 3.0-6.5 aras1 ve 20-65°C arasi stabilitesini 2 saat
koruyabilmektedir. Fakat pH’ nin 4 ve sicakligin ise 50°C iizerine ¢ikmasi ile enzim



aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica enzim 10 Mm Mg ve Fe'
varhiginda aktivitesi sirasi ile %129.58 ve % 72.5 artarken; Cu*, Zn *? varliginda inhibe
olmaktadir. Deve kimozini en yiiksek aktiviteyi 20-40 Mm CacCl, arasinda ulagmisken,
bu konsantrasyonun artmasi ile aktivitesi diismektedir.

Uretilen rekombinant deve kimozini ile beyaz peynir iiretimi gerceklestirilmis,
iretim sonucunda ticari rekombinant sigir ile rekombinant deve kimozini verimleri
kiyaslanmistir. Ticari kimozin ile {iretilen beyaz peynir verimi %14.8 iken; rekombinant
kimozin verimi %15.45 bulunmustur. Bu sonuglara gére rekombinant deve kimozinin
ticari rennet kadar etkili bir enzim oldugu saptanmistir. Rekombinant deve kimozin
enziminin Uretim sartlarinin optimizasyonu ile verimin arttirilmasi ve olgek biiyiitme
caligmalari gergeklestirildigi takdirde ticari olarak iiretim potansiyeli bulunmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Deve kimozini, GAP promotor, Pichia pastoris,
rekombinant enzim iiretimi, peynir
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ABSTRACT
PRODUCTION OF RECOMBINANT CAMEL CHYMOSIN ENZYME WITH
GAP PROMOTOR IN Pichia pastoris
Ozgiil GUZEL
MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN
July 2019; 70 pages

Chymosin is the major enzyme to used to make cheese in the dairy industry. This
enzyme is secreted by abomasus of mammal and 1t has a milk clotting property.
Nowadays commercial chymosin is acquired to four different sources. These are derived
from animal, plant, microbial and recombinant production. Animal chymosin is
acquired traditionally to abomasus of unweaned calf. Because of increasing demand in
the world and slaughter to unweaned calf, alternative source of microbial, plant and
recombinant were increased the tendecy for this industry is fall shorted.

P. pastoris is commonly prefered that is an expression host for production of
recombinant protein. This yield has high yield to production of heterologous protein.
Despite Pichia pastoris has several promotors, the most extensively used promotors are
AOXI and GAP promotor. GAP promotor is responsible for region of expression of 3-
phosphate dehydrogenase gene and is a constructional promoter.

In this research; camel chymosin gene was expressed to Pichia pastoris which is a
methylotrophic yeast, under the control of GAP promotor, using expression vector
which is PGAPZaA. P. pastoris X33 strains which are transfered gene by
electroporation. Clone copy number was detecded by Southern analysis. Chosen Single
of copy strain with conditions of shaking flask, suitable pH (3-7) and temperature ( 20-
28 °C) was determined by factorial experimental design with 3 parallel, 2 repeat.
According to statictical analysis, optimum of temperature is 24 and pH is 3 was
determined.

High production of fermentation ( 5 —L) was carried out ph 3 and 24°C. The stage
of fermentation was maintained at GAP promotor which is efficient at hypoxic
conditions through 103 hours. The highest enzyme activity was found approximately 20
IMCU/ mL in other word 2000 SoxhletUnit/mL in 56.hours. Produced recombinant
enzyme is 214.7 mg/ L in stage of fermentation.

According to SDS-PAGE analysis, the molecular weight of the chymosin was
found approximately 42 kDa. The optimum conditions of the enzyme were determined
pH 3.0- 4.0 and temperature of 50°C. The enzyme is protected stability to 2 hours, ph 3-

il



6.5 and between 20°C - 65°C but increasing above of pH 4 and temperature of 50°C
give rise decreasing of enzyme activity. The camel chymosin was activated by Fe+2 and
Mg2+ ; respectively %129.58 and % 72.5 but inhibited by Cu+2, Zn+2. While this
enzyme highest activity has between 20 Mm-40 Mm CaCl, concentration, activity is
lost with increasing concentration of calcium.

The pickled cheese was produced to used of recombinant camel chymosin. Yield
of commercial recombinant chymosin with rendement of recombinant rennet were
compared. While commercial bovine chymosin has %14.8 yield, recombinant camel
chymosin has % 15.45. According the results; recombinant camel chymosin determined
effective rennet as a commercial chymosin. When optimization conditions of production
of recombinant camel chymosin with increasing yield and scale-up works were carried
out, camel chymosin which has potential for production of commercial.

KEYWORDS: Camel chymosin, Cheese, GAP promotor, Pichia pastoris,
Recombinant enzyme production

COMMITTEE: Prof. Dr. Mehmet INAN
Prof. Dr. Ahmet KUCUKCETIN

Assoc. Prof. Dr. Omer SIMSEK
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tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
be : Baz ¢ifti

dk : Dakika

g : Gram

xg  : Goreceli santrifiij kuvveti
u : Mikro (107%)

kDa :Kilo Dalton
1 : Litre

m : Mili

ml : Mililitre

M : Molar

n : Nano (107)

OD  : Optik yogunluk

s : Saniye

T : Coziilme sicakligi
U : Unite

\Y : Volt

Tezde ondalik yazim ayirici olarak nokta kullanilmistir (6r: 21.02).

Kisaltmalar
ABD  : Amerika Birlesik Devletleri
BSA  : Bovine serum albiimin

BMGY : Tamponlanmig kompleks gliserol besiyeri (buffered glycerol complex
medium)

BYED : Tamponlanmis kompleks etanol besiyeri

DNA : Deoksiriboniikleik asit



LB

LiAc

PAGE

PZR

SDS

TGS

TAE

YNB

YPD

: Luria-Bertani besiyeri

: Lityum Asetat

: Poliakrilamid jel elektroforezi
: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Sodyum dodesil siilfat

: Tris-Glisin-EDTA

: Tris-asetat-EDTA

: Maya azot kaynagi

: Maya 0ziitii pepton dekstroz
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1. GIRIS

Diinya’da gida sektorii igerisinde siit ve siit Uriinleri onemli bir yer
kaplamaktadir. Bunlar igerisinde de, ylizlerce ¢esidi ile peynircilik sektdrii en on
siralarda yer almaktadir. Peynir iiretiminin olmazsa olmaz yapi taslari siit ve rennettir (
Budak ve Afsar 2011). Farkli kaynaklardan elde edilip kullanima hazir hale getirilen,
kazeini pihtilastirict enzimlere kimozin veya rennin denilmektedir (Cakmake1 vd. 2017).

Kimozin memelilerin sirdeninden ekstrakte edilerek bulunmustur. Kimozin
pepsin ile oldukca yakin iligkilidir ve yetiskin memelilerde fazlaca bulunur. Her iki
proteaz da sinyal peptidinin kesilmesinden sonra proenzim olarak salgilanir (Kappeler
vd. 2006). Rennetin yaklasik olarak %90’1n1 kimozin (rennin) olustururken, %10-25’ini
pepsin enzimi olusturmaktadir (Kumar vd. 2010).

Bu aspartik proetazda Asp-32 ve Asp-215 olmak iizere iki aktif bdlge
bulunmaktadir (Vallejo vd. 2008). Bu enzimin ¢alisma prensibi k-kazeinin Phel05-
Met106 arasindaki peptid baglarina etki ederek siitte ¢oziinmeyen para-kazein
molekiileri lireterek siitiin koagiile olmasini saglamaktadir (Lu vd. 2016).

Son zamanlarda peynir liretimi i¢in endiistri dort farkli rennet kaynagi tercih
etmektedir. Bu kimozin kaynaklarinin baglicalar1 hayvansal, bitkisel, mikrobiyel ve
rekombinant rennetlerdir (Jiang vd. 2012). Hayvansal rennetlerin talebi
karsilayamamasi, bitkisel rennet kaynaklarinin sadece belirli bir cografi bolgede
yetismesi, mikrobiyel rennetlerin son iiriin yani peynirde olusturdugu istenmeyen tat ve
kokudan dolay1 sinirl kalmistir (Mohanty vd. 1999).

Molekiiler biyolojide yasanan gelismeler 1s18inda, heterolog protein iiretiminde
rekombinant DNA teknolojisi kullanim1 giin gectikge artmaya baslamistir. Boylece
diger kimozin kaynaklarinin kullanimi ile ortaya ¢ikabilecek olumsuzluklar elemine
edilmis olmaktadir. Mayalar heterolog protein iiretminde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bunun i¢in en ¢ok protein {liretiminde iki mayadan yararlanilmaktadir.
Bu temel iki maya: Saccharomyces cerevisiae ve Pichia pastoris’dir (Demain vd.
2009).

Son yillarda 6zellikle P. pastoris mayasi ile protein iiretimine dair oldukca ¢ok
sayida calisma bulunmaktadir. Bu iiretim sistemin bazi avantajlari, bu mayaya olan
talebin giin gectikge artmasina neden olmaktadir. Bu mayanin yaygin bir sekilde
konukgu olarak kullanilma sebepleri: S. cerevisiae ile benzerligi ve P. pastoris’te
genetik manipiilasyonlarin kolayli§i, P. pastoris’in yiiksek seviyelerde hiicre i¢i ve
hiicre dis1 protein {iretimi, bir¢ok dkaryotik posttranslasyonal modifikasyonda yetenegi:
glikozilasyon, disiilfid baglari, proteolitik siiregler ve mevcut ticari Kkitlerinin
bulunmasidir (Cereghino ve Cregg 2000).

P. pastoris birgok promotora sahip olmasina ragmen en sik kullanilan 40X1 ve
GAP promotorlaridir. AOX] indiiklenebilen promoturu iken, GAP yapisal promotorudur
(Karaoglan vd. 2015). Toksik proteinlerin iiretimi i¢in yapisal yerine, indiiklenebilen
promotorlar tercih edilmektedir (Ahmad vd.2014). indiiklenebilen promotorlara &rnek
olarak; AOXI, DAS, PEXS, ICLI ve FLDI verilebilir fakat PEXS ve ICLI diisiik tiretim
seviyesi gosterdiklerinden dolay1 yaygin kullanilmamaktadir (Vogl ve Glieder 2013).
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Bu promotorlara alternatif olarak Alkol dehidrogenaz (4DH3) promotoru son
zamanlarda kullanilmaya baslanmistir (Karaoglan vd. 2016).

GAP promotoru; P. pastoris gliseraldehit -3 fosfat dehidrojenaz geninin (GAP)
ekspresyonu kontrol eden DNA bdlgesidir. Bu promotorun kullanim avantajlari;
metanol indiikklenmesine ihtiya¢ duymamasi ya da herhangi bir karbon kaynagia
ihtiya¢ duydugu icin kiiltiir degisiminin gerekmemesi, yiiksek 6l¢ekli protein iiretimi i¢n
daha uygun ve kolay olmasidir (Li vd. 2007). GAP glikoliz i¢in anahtar bir enzimdir.
GAP promotoru yaklasik 500 b¢ uzunlugundadir. pGAP bakteri, maya, bocek ve
memeli organizmalardan heterolog protein iiretiminde Dbasarili bir sekilde
kullanilabilmektedir (Waterham vd. 1997).

GAP sistemi; metanol indiiklemeli sistemlerde indiiksiyon baglamadan once
repressOr karbon kaynaginin (glikoz gibi) uzaklastirmak icin gerekli olan yikama
islemine gerek duymamaktadir. Bdylece metanol depolamasindaki tehlikelerden
korunmus olunmaktadir. Ayrica bu durum biiyiik 6lgekli heterolog protein iiretiminde;
metanol depolanma maliyetini de diisiiren etkili bir yontemdir (Zhang vd. 2009).

Bu yiiksek lisans tezinde deve kimozin enzimi GAP (500 bg) yapisal promotoru
altinda, P. pastoris mayast X33 susunda iiretilmistir. Transformasyon sonucunda elde
edilen klonlarin kimozin gen kopya sayisi belirlenerek, oncellikle engelli erlende daha
sonra da biiyiik olcekte fermentdrde enzim iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen
enzimlerin aktivite tayinleri yapilmis ve enzim aktivitesinin belirli 6zelliklere (pH,
sicaklik, iyon etkisi, CaCl, konsantrasyonu) gore karakterizasyonu yapilmistir. Bdylece
rekombinant deve kimozinin optimum c¢alisma sartlar1 tayin edilmistir. Biiyiik 6lgek
fermantasyonda {iiretim sonucu iretilen heterolog protein, beyaz peynir yapiminda
kullanilmistir. Boylece enzimin {irline uygulanabilirligi izerine de ¢alisiimis olmustur.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Rekombinant DNA teknolojisi

Proteinler, biitiin yasayan formlar tarafindan kendi dogal metabolizmalarinda
iretilen makromolekiillerdir. Baz1 enzimler biyokatalizér gibi enzim olarak hizmet
ederek reaksiyonlarmm hizimi arttirirlar. Proteinler hiicre icinde haberlesmede, yanit
vermede 6nemli bir rol oynarlar. Bu maddeler protein ve genetik miithendisligi yardimi
ile ticari olarak endiistride tiretilebilmektedir.

Endiistriyel enzimlerin yarisindan fazlast maya, kiif ve bakterilerden
iiretilmektedir. Bu {iretimin; maya, kiif ve bakteri tarafindan %30’u; hayvanlardan %8
’1; bitkilerden ise %4’li saglanmaktadir. Enzim endiistrisi 1980’lerde ataga ge¢mistir.
1970’lerde ¢ogu enzim bitkisel ve hayvansal kaynaklardan geleneksel bir sekilde
uretilmistir. Fakat son yillarda yiiksek mliyet, diisiik seviyede enzim iiretimi
beklentileri karsilayamamistir. 1990’larda ise mikrobiyel enzimler 6n plana ¢ikmustir.
Kimozin FDA ’ nin 1990’ da insan tiiketimi i¢in onayladig ilk genetik miihendisligi
irintidir. 1993’lere gelindigi zaman ise endiistriyel enzimlerin %50’den fazlasi
rekombinant prosesler sayesinde pazarlanmigstir.

Gilinlimiizde; rekombinant DNA teknolojisi yardimi ile enzimler ve prosesler
kullanicinin gereklerine uygun bir sekilde iiretilebilmektedir. Rekombinant protein
iiretimindeki ilk asama; istenilen DNA elde edildikten sonra, secilen {iretim sisteminde
bu proteinin ¢ogaltilmasidir. Bunun i¢in ¢cok genis oranda iiretim sistemi bulunmaktadir.
Proteinler; bakteri, maya, kiif, memeli hiicre kiiltiirlinde ya da bitki, bocek, transgenik
bitki ve hayvanlarda {iretilebilmektedir. Rekombinant protein iiretimi i¢in dogru
ekspresyon sistemi se¢iminde; protein kalitesi, fonksiyonlari, tiretim hiz1 gibi faktorler
de etkilenmektedir (Demain vd. 2009).

2.2. Kimozin

Kimozin, pepsin ile olduk¢a yakin iligkilidir ve yetiskin memelilerde fazlaca
bulunur. Her iki proteaz da sinyal peptidin kesilmesinden sonra proenzim olarak
salgilanir (Kappeler vd. 2006). Rennetin yaklasik olarak %90’1n1 kimozin, %10-25ini
pepsin enzimi olusturmaktadir (Kumar vd. 2010).

Kimozin hiicre i¢inde pre-pro-kimozin olarak sentezlenmektedir. Bu protein
formu 365aa icermektedir. Protein sentezi esnasinda ilk 16 aa’ lik sinyal sekans kismi
endoplazmik retikulumda (ER) uzaklastirilir. Bu sekilde prokimozin formu iiretilmis
olur (Vallejo vd. 2008). Ikinci formu olan prokimozinin molekiil agirlig1 40.8 kDa’dur.
Prokimozin midede asidik kosullarda otokatalitik aktivite ile N-terminal bolgesindeki
42 aa uzaklastirnlmasiyla aktif formuna (35.6 kDa, 323 aa) donlismektedir (Attallah
2007).
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(a)
Pseudochymosin
< Pre >€ Pro ) St Chymosin :
-16 1 28 43 365
(b)
Pseudochymosin
—Prr < Pro ) it Chymosin ;
-16 1 28 43 Amino acid 244 365
Asp (A form)
Gly (B form)

Sekil 2.1. a) Kimozin b) Kimozinin protein yapisi ve ¢esitleri (Mohanty vd. 1999)

Bu proetazlarda iki esansiyel aspartik asit kismi bulundurur. Bunlar Aspl2 ve
Asp 215 olmak iizere iki aktif bolgedir. Bu {i¢ boyutlu konformosyanlarindaki aktif

bolge, k-kazein

proteinini

Phel05-

Met106

arasindaki

peptid  baglarini

parcalayabilmektedir (Vallejo vd. 2008). Boylece genelde negatif bir sekilde yiiklenmis
C-terminus bdlgesinin salinimiyla siitlin pihtilasmasina yol a¢gmaktadir (Jensen vd.

2012).

Sekil 2.2. Kazein miseli yapist (Gilimiis 2015)
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Sekil 2.3. Kimozin enziminin ¢aligma prensibi

Kimozinin; A ve B formu olarak iki tiirli bulunmaktadir. Bu iki yapinin
arasindaki tek fark; tek bir aminoasitin yer degistirmesi veya yerine ge¢mesinden
kaynaklanmaktadir. Bu aminoasit yapist Asp/Gly yapisidir. Kimozin A’nin degrede
olmasi ile kimozin C formu olusmaktadir ( Bansal vd. 2009).

Rennet siit icindeki proteinlerle iki sekilde tepkimeye girer. Bunlar enzimatik ve
enzimatik olmayan tepkimelerdir. Bu tepkimelerin sonucunda siitte piht1 olusmaktadir.
Enzimatik asamada; sicaklifin ve kalsiyum iyonlarmin etkisi ile siit jel haline
gelmektedir (Neelakantan vd. 1999).

Rennet
Kazein Para-kazein + kiigilk peptidler
(Birincil, enzimatik faz)
Ca*2>>20°C

(Ikincil, enzimatik olmayan faz)

Koagulum (Pihu, jel)

Sekil 2.4. Siitte piht1 olusum mekanizmasi (Fox vd. 2000)

Kimozin aktivitesi sistem i¢indeki kalsiyumun eklenmesine baglhidir. Kalsiyum
iyonlar1 varliginda, kalsiyum kazeinat fraksiyonlari, ¢6ziinmeyen para-kazein formlarini
etkileyerek pihti olusumu meydana gelmektedir (Vallejo vd. 2008). Koagiilasyon iki
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asamada gerceklesmektedir. Coziinmeyen parakazein molekiilleri ve ¢oziinen TCA
glikomakropeptidleri olugsmaktadir. Siitiin i¢inde bulunan kazein miselleri ve fosfat
kiimeleri, hidrofobik bolgeler sirayla yiizeye ¢ikar (Kappeler vd. 2006). Cokelmenin ya
da Ca'? iyonlar tarafindan parakazeinin olugmasi igin sicakligin 20 dereceden biiyiik
olmasi gerekmektedir (Mohanty vd. 1999).

Rennet enzimin ¢aligma prensibi siitii koagiile etmek yani sira 6zellikle diisiik-
orta cesitlikte pismis ¢cogu peynirin olgunlagsma sirasinda proteolize katki saglamaktadir
(Bansal vd. 2009). Bu proteazlar, farkli tiirlerde peynir tiretiminde siit pihtisi olugturmak
icin geleneksel tiretimlerde yaygin bir sekilde kullanilir. Bunlar arasinda peynir yapim
endiistrisinde kimozin en etkili enzimdir. Diger aspartik proteazlar da endiistride
kullanilmasina ragmen; siitte kazeinde spesifik olmayan bdliinmelere sebep olabilirler
(Wang vd. 2015). Aci hidrofobik peptitler istenmeyen proteolitik aktivite gdstererek
farkl1 bir forma donligmektedir Bu da peynir yapimi prosesinde protein igeriginin
kaybina, siitte ac1 bir tada ve maya miktarinin Onemli Ol¢iide azalmasia sebep
olmaktadir (Kappeler vd. 2006).

Kimozin; yasal olarak kabul edilen ve ticareti yapilabilen, genellikle gilivenli
olarak (GRAS) kabul edilen bir enzimdir (Teuber 1990). Giiniimiizde endiistride
rennet enzimi iki Ozellige goére karakterize edilmektedir. Birincisi Uluslararas: Siit
Pihtilagtirma Birimi (IMCU) ’nde ifade edilen siit pihtilagtirma aktivitesidir ve C harfi
ile gosterilir. Uluslararas: giinliik fedarasyonu tarafindan belirlenen bir standart method
yardimi ile hesaplanir. Bu metoda gore k-kaseinin hemen yanindaki baglar1 ya da Phe
105- Metl06 arasindaki spesifik baglar1 kirarak siitii pihtilastirma yetenegi 6l¢iiliir.
Ikincisi ise genel proteolitik aktivite (P) olarak adlandirilmakta ve kazeindeki herhangi
bir bagi kirabilme yetenegidir. Iki o6zellik arasindaki C/P orani siitiin pihtilasma
enziminin belirleyen gerekli bir kalite 6zelligidir. Rennet enzimi i¢in bu degerin yliksek
olmasi istenir ve bu bakimdan kimozine diger tiim bilinen rennetler arasinda stiinliik
saglar (Jensen vd. 2013).

Deve kimozinin pre-pro- kimozin formu ise 381 aa olugmakta ve yaklasik olarak
42.083 kDa biiytikliigiindedir. Protein sentezi esnasinda 16aa kisim uzaklastirilarak pro-
kimozin formu olusur. Pro-kimozin 365 aa olugmakta ve 40.4 kDa biiytikliigiindedir.
Mature deve kimozini ise 323 aa ve 35.6 kDa biiytikliiglindedir. Glinlimiizde sig1r, yak,
koyun vb. kimozin kaynaklarinin yanisira deve kimozinine olan ilgi gittikge
artmaktadir. Bunun baslica sebeplerinden biri diisiik proteolitik aktiviteye sahip
olmasidir. Baslica kullanilan mikrobiyel kimozinlerin kullanilmasi ile peynirde
istenmeyen tat ve koku olusmaktadir.

Bunun sebebi son iiriinde meydana gelen siilflir bilesikleridir. Fakat deve
kimozinin kullanimi ile bunun 6niine gecildigi i¢in deve kimozine olan talep artmistir.
Ayrica yapilan birgok arastirmada deve kimozinin C/P degerinin en ¢ok kullanilan sigir
kimozinine gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ozellikle deve kimozinin
termostabiletesinin diger kimozin kaynaklarina goére oldukga yiiksektir. Deve kimozini
yiiksek sicakliklarda stabilitesini koruyabilmektedir. Bu o6zelliginden dolayr peynir
endiistrisinde kullanilan ¢ogu proses i¢in dayanikli bir kimozin kaynagi oldugunu
gostermektedir. Sigir, yak, keci vb. kimozin kaynaklar1 gibi deve kimozini de diisiik
pH’ larda aktivite kazanirken, pH’ nin ytikselmesi ile aktivitesini kaybetmektedir.
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Cizelge 2.1. Baz1 kimozin ¢esitlerinin C/P degerleri (Kappeler vd. 2006)
Rennet Siit pihtilagtirma Genel proteolitik C/P degeri
aktivitesi (s181r siitii aktivite (% sigir
kullanilarak) (% sigir kimozini)
kimozini)

Deve kimozini 170 252 7
Domuz kimozini 25 12 2.1
S1g1r kimozini 100 100 1
M. pusillus proteaz 33 147 0.22
M. miehei proteaz 19 149 0.13

S1g1r pepsin A 124 2731 0.05

2.2.1. Kimozin kaynaklar

Peynir iiretiminde ¢ok eski zamanlardan bu yana biyoteknoloji alaninda
enzimlere bagvurulmaktadir. Ilk peynir iiretimlerinde kullanilan kimozin sadece gevis
getiren hayvanlarin dordiincii midelerinden elde edilmekteydi (Jensen vd. 2013).
Cogunlukla siit hayvanlarinin buzagisinin midelerinin dordiincii boliimiinden ekstrakte
edilmektedir (Luo vd. 2016).

Glinlimiizde ticari kimozin dort farkli kaynaktan elde edilmektedir. Bunlar
hayvansal, bitkisel, mikrobiyel ve rekombinant olarak iiretimle elde edilmektedir (Jiang
vd. 2013). Peynir endiistrisinde bu kaynaklarin hepsine hemen hemen yer verilmektedir.
Peynir iiretimindeki en Onemli sorun ise bu kombinlerin diinya c¢apindaki talebi
kargilayamryor olmasidir. Bu talep sikinti ciddi sorunlara yol agmaktadir ve sebebi dana
hayvansal kimozin {retimindeki kii¢iilmelerdir. Bu yiizden alternatif bitkisel,
mikrobiyel ve rekombinat kaynaga yonelim artmistir (Attalah 2007; Vallejo vd. 2008).

Hayvansal kaynakli kimozinler: inek, sigir, deve ve domuz kimozin geni siitten
kesilmemis hayvanlarin dordiincii midesinden elde edilmekte ve geleneksel olarak
peynir endiistrisinde siit pihtilastirilmasinda kullanilmaktadir. Kegi, koyun ve tavsan
gibi hayvanlarda iyi bir kimozin kaynagi olmasina ragmen ticari agidan genis bir sekilde
aragtirtlmamistir (Attalah 2007). Hayvansal kimozinler; peynire iyi bir tat ve tekstiir
verdigi icin peynir endiistirisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinya g¢apinda
yaklagik 20 yildir; her yi1l %4 oraninda (bu da yaklasik olarak 13,533 milyon ton)
rennete olan talebin artmasi buzagi renneti kaynaklarini 6nemli Olclide azaltmistir
(Neelakantan vd. 1999). Hayvansal kimozin kaynaklar1 diinya talebini karsilayamadigi
ve hayvanlarda var olan riskli enfeksiyona sebebiyet verebilecek mikroorganizmalarin
varligindan dolay1 alternatif kaynaklara yonelim artmaktadir (Vallejo vd. 2008).
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Bitkisel kaynakli rennet 6zellikle belirli bir cografi bolgelerde yetisen artichoke
gibi bitkilerden {retilmektedir. Diger kisitlayict 0Ozelligi ise spesifik peynir
iiretimlerinde kullaniliyor olmasidir. Bitkisel koagiilant kullanilarak iiretilen peynirler
belirli bir cografi alana 6zgiidiir. Ornegin bu peynitlerin iiretiminde artichoke gigekleri
(Cynara scolymus), incir agaci (Ficus carica) bitkileri kullanilmaktadir (Jiang vd. 2013;
Vallejo vd. 2008).

Mikrobiyal rennet buzagi kimozinin yerini almaya baslamistir. Diinyada peynir
iiretiminin yarisindan ¢ogunda kimozin kaynag1 olarak tercih edilmektedir. Bakteri ve
mantarlar mikrobiyal olarak potansiyel rennet kaynaklaridir. Giiniimiizde endiistride
mikrobiyal rennetler; ozellikle Mucor pusilus, Mucor miehei, Endothia parasitica,
Aspergillus oryzae ve Irpex lacteus gibi mantarlardan tiretilmektedir. Bu tip rennetler
diisiik seviyede de olsa proteaz icermektedir. Mikrobiyal rennetlerin yarattigi
problemler ise, peyniralti suyundaki protein ve yag kaybi, pithtidaki sertligin yarattig
zorluklara 6rnek verilebilir. Sonug olarak mikrobiyal rennetler peynir iiretiminde verim
diisiikliigiine peynirde istenmeyen koku ve aci tata sebep olabilmektedirler (Mohantty
vd. 1999; Vallejo vd. 2008).

Diger yaygin bir sekilde kullanilan rennet ise rekombinant kimozindir (Luo vd.
2016). Rekombinant DNA teknolojisinde kullanilan organizmalar: Saccharomyces
cerevisia ya da Kluyveromyces lactis gibi mayalar ve Trichoderma reesei ya da
Aspergillus oryzae gibi fungiler rekombinant kimozin {iretiminde kullanilmistir (Vallejo
vd.2008). Maya model sistemlerinde rekombinant rennin tiretimi; kiiltiir ortaminin litre
basina 30-40 mg olabilirken, bazilarinda ise 3.3g enzim dretildigi gorilmiistiir
(Neelakantan vd. 1999). P. pastoris 0zellikle endiistriyel alanda rekombinant protein
iiretimi i¢in miikkemmel 6zelliklere sahip bir mayadir (Zeveda vd. 2018).

2.3. Metilotrofik mayalar ve iiretim sistemleri

Biiyiik proteinler genellikle 6karyotik hiicrelerde iiretilirken; kiiciik proteinler
prokaryotik sistemlerde tiretilir. Mayalar; tek hiicreli karyotik fungal organizmalardir.
Bu organizmalar siklikla rekombinant protein liretiminde kullanilmaktadir

Metilotrofik mayalar rekombinant protein iiretiminde host kullaniminda oldukca
ilgi ¢ekici olmuglardir. Bunun en 6nemli sebeplerinden biri genlerin ekspresyonunda; en
giiclli maya promotorlar tarafindan kontrol edilmesidir. Bu mayalar; 130 g/l hiicre
agirhgina kadar biiyliyebilmektedirler. Bilinen doért metilotrofik maya; Hansenula,
Pichia, Candida ve Torulopsis’dir. Bunlarin ortak yani da yaygin metabolik yolu
kullanmalridir. Boylece karbon kaynagi olarak sadece metanolii kullanirlar.

En ucuz, kolay ve hizli protein iiretimi E.coli’de gerceklestirilir. Bu bakteri; ¢ok
biiyiik proteinleri iiretemez. Ayrica posttranslasyonel modifikasyonlar gerektiren
iiretimlerde bu host sistemi kullanilamaz. Bunun i¢in protein ekspresyonunda en ¢ok iki
mayadan yararlanilmaktadir. Bu temel iki maya; Saccharomyces cerevisiae ve Pichia
pastoris’dir. Mayalar, yiiksek miktarda heterolog protein iiretimini diisiik maliyete
sentezleyebilen host sistemleridir. Ayn1 zamanda 50 kDa’dan biiyiik proteinleri
iretebilirler, sinyal sekanslarini uzaklastirabilirler ve glikolizasyonu
gerceklestirebilirler.
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Maya ekspresyon sisteminin en biiyilik avantajlari: diisiik maliyet, yliksek hiicre
yogunlugu, yiiksek iiretim, besiyeri i¢inde hizli biiyiime, memeli hiicrelerine benzer
iriin prosesleri, devamlilik, izotopik etiketle etiketlen proteinlerin iiretimi i¢in uygun
olmas1 gibi 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir. Maya ekspresyon sisteminin genetigi iyi
karakterize edilmistir. Ozellikle bu ekspresyon sistemi; memeli hiicreleri ya da
boceklerle ¢aligmaktan daha kolay ve ucuz bir sistemdir. Fermantasyon prosesleri igin
kolayca adapte olabilmektedir (Demain vd. 2009)

2.3.1. Pichia pastoris mayasi ve iiretim sistemi

Bu maya ilk kez 1919°da Guilliermond tarafindan tanimlanmistir. Onun
tanimina gdére morfolojik olarak oval, kiiresel, tek ya da ciftler halindedir. Pichia
pastoris anaerobik, fakiiltatif ve metilotrofilik bir maya olup metanolii karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanabilen bir mayadir (Zepeda vd. 2018).

E.coli; heterolog protein {iretimi i¢in yaygin bir sekilde kullanilan ilk hostlardan
biridir. Bu hostun avantajlari; hizli bliylime, hizli iiretim kabiliyeti, kiiltiiriin kolaylig1 ve
yiiksek oranda iiretimin olmasidir. Birgok ticari enzimin iiretilminde kullanilmistir. Bu
sistem glikolize olmayan proteinlerin iiretimi i¢in miikembel bir sistemdir. Ayni
zamanda E. coli genetigi ¢ogu mikroorganizmaya gore daha iyi anlagilmigtir. Son
zamanlardaki E. coli’deki transkripsiyonun temel mantiginin anlagilmasi, translasyon ve
protein katlanmanin anlasilmasi ile bu bakteriyi diger karmasik okaryotik sistemlerden
daha degerli yapmistir. E. coli genomu hizli ve kolay bir sekilde modifiye
edilebilmektedir. Promotor kontrolii zor degildir. Ayn1 zamanda plazmid kopya sayisi
kolay bir sekilde degistirilebilir (Demain vd. 2009).

Bu sistemin bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Ozellikle yiiksek hiicre
yogunlugunda; asetat birikimi toksik etki olusturmasidir. Fakat bu durum oksijen
seviyesini kontrol edilmesi ile asilabilmektedir (Petsch vd. 2000). E.coli sisteminin
gelistirebilmek i¢in; ekspresyonu diizeltmek i¢in farkli promotorlar ve host strainleri
kullanimi, sicakligin diisiiriilmesi, protein sentez hizinin diisiiriilmesi, gelistirilen
besiyerinin degisimi, protein fragmentinin ekspresyonu, laboratuvar ortaminda
denatlirasyon ve proteinin yeniden katlanmasi gibi dnlemler alinmalidir (Demain vd.
2009).

Yabanci kodlama sekansinin inserti i¢in ¢gogunlukla E. coli kullanilmaktadir. Bu
yiizden Pichia’nin biitlin liretim vektorleri E. coli/P. pastoris shuttle vektorleri olarak
dizayn edilmektedir (Li vd. 2007). Hispidalin benincasa Hispida ¢ekirdeklerinden izole
edilen bir antimikrobiyeldir. Biiyiik 6l¢iide tiretim i¢in; ilk kez basarili bir sekilde E.
coli ve Pichia pastoris mayasinda tretimi gerceklestirilmistir. Fakat rekombinant
hispidalin E. coli hiicreleri testler sonucunda antimikrobiyel aktivite gdstermemisken; P.
pastoris ’de tretilen rekombinant hispidalin antimikrobiyeli aktivite gostermistir (Meng
vd.2019).

Gecmiste yaygin bir sekilde kullanilan ilk okaryotik ekspresyon sistemi ise
Saccharomyces cerevisiae’dir. Bunun baslica sebebi ise genetigi lizerine ge¢miste
yeterli ¢aligma ve bilginin bulunmamasidir. Fakat bu iiretim sistemi biiyiik o6lgekli
iiretimler i¢in her zaman uygun degildir. Bunun sebepleri ise; iiretim esnasinda plazmid
kayiplari, asir1 glikolizasyon ve diisiik protein verimidir (Meagher vd. 2000).
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Bu sebeplerden dolay1 Pichia iiretim sistemine yonelim artmistir. P. pastoris’'in
birgok avantajlarinin yan1 sira modern biyolojide iyi karakterize edilmis tiretim
sitemlerinden biri olan S. cerevisiae ile benzerligi de host sisteminin basarisini
arttirmigtir (Cregg vd. 2007). P. pastoris rekombinant protein iiretiminde basarili ve
genis bir sekilde kullanim alanima sahiptir. P. pastoris liretim sistemi diger okaryotik ve
prokaryotik sistemlere gore bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Li vd. 2007). Heterolog
protein iiretiminde P. pastoris mayasi yliksek basar1 gostermektedir. Bu yiizden de
cokga tercih edilmekte ve bir¢ok faktorii bulunmaktadir. Bunlar;

1. Mayaya uygulanan genetik molekiiler maniipilasyonlarinin kolayligi ve modern
biyolojide iyi karakterize edilmis {iretim sitemlerinden biri olan Saccharomyces
cerevisiae ile benzerligi (Noseda vd. 2013).

2. Cesitli postranlasyonel modifikasyonlara sahip olmasidir. Bunlara; polipeptid
katlanmasi, glikolizasyon, metilasyon, agilleme (asilasyon) drnek verilebilir.

3. Hiicreici bolgeleri hedefleyerek hiicredisina protein salgilamasidir (Li vd.
2007).

4. Ekspresyon sistem kitinin ticari olarak varlig1 sdylenebilir (Noseda vd. 2013).

5. Hizli biiyiime hiz1 sayesinde yiiksek hiicre agirligina ulasmasidir. Urettigi
proteinin ¢ogu rekombinant proteindir. Endotoksin ve bakteriyofaj kontaminasyonlarini
elemine etmektedir (Li vd. 2007).

6. Aynm1 zamanda P. pastoris’den; protein piirifikasyonu basittir. Bu yiizden
maya tarafindan besiyere salgilanilan ve ¢oziinebilen proteinler; direk olarak
santrifiij yoluyla piiriifikasyonu yapilmaktadir. Ornekler konsantre edilebilir ve
saflagtirilabilir. Bunun i¢in kullanilan yontemler ultrafiltrasyon, ¢okeltme ya da
eliisyon (yikama) kormotografidir (Li vd. 2007).

P. pastoris ’de yabanci bir genin iiretimi ii¢ asamadan olugmaktadir. Birincisi;
istenilen genin tiretim vektoriine konulmasi, ikincisi liretim vektoriiniin P. pastoris
genomu ile biitiinlesmesi ve son olarak da tiretilen yabanci genin se¢imidir (Cregg vd.
2007).P. pastoris ’de yabanci bir genin iiretimi {i¢ asamadan olugmaktadir. Birincisi;
istenilen genin ekspreyon vektoriine konulmasi, ikincisi klonlama vektoriiniin P.
pastoris genomu ile biitlinlesmesi ve son olarak da liretilen yabanci genin se¢imidir
(Cregg vd. 2007).

P. pastoris metilotrofik bir mayadir ve rekombinant protein liretimi i¢in basarili
bir host olarak kullanilmaktadir. Gegen son yilarda PAOXI promotorunun
diizenlenmesiyle; heterolog protein iiretim sistemleri ve fermentdr prosesleri
gelistirilmistir (Karaoglan vd. 2016).

Pichia iiretin sitemin basarli olmasinin temel iki sebebi bulunmaktadir. Birincisi
AOXI geni sayesinde, giiclii metanol indiiklemsi saglayan bir promotora dolayisiyla
eskpresyon genine sahip olmasidir. Ikincisi Pichia’nin fermantasyondan ziyade
solunum esnasinda yiiksek hiicre yogunlugu prosesleri esnasinda etanol ve asetik asit
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iretiminden kaginmaktadir. Buna ek olarak Pichia memelilerde bulunan kanser ya da
viriis niikleik asitleri igermez (Noseda vd. 2013).

P. pastoris’te AOXI promotoru altinda protein iiretimi {i¢ asamadan
olusmaktadir. Bunlarin ilki gliserol kesikli faz, ikincisi gliserol yar1 kesikli faz ve
sonuncusu metanol indiikleme fazidir. Metanol indiiklemesi AOX] promotoru altinda
olur ve rekombinant protein sentezi yapilir (Parashar ve Satyanarayana 2016). Bu
asamalar1 detayli bir sekilde anlatmak gerekirse;

l.asama: Fermente edilmeyen karbon kaynaklari kullanilir ve bu kaynaklar
azalincaya kadar hiicreler biiyiimeye devam ederler. Bu asamada kullanilan karbon
kaynag glikoz veya gliseroldiir.

2.asama: Bu asama gliserol yar1 kesikli fazdir. Besleme i¢in ile gliserol ilave
edilir. Amag hiicre biliylime smirlandirarak biokiitleyi optimize temektir. 1-10 dlgek
biiylitme yapilmaktadir.

3.asama: Ilgili gen icin indiikleme yapilir. Eger kullanilan promotor AOX1 ise
fermantasyon kiiltiirline metanol ilave edilir. Uretim hacmi 10 kat arttirilarak hiicrenin
biiytime hiz1, metabolik hiz1 ve salgilanilan protein {iretimi optimize edilmektedir.

Mayadan protein iretimi fermantasyonunda c¢ok asama kullanilarak biiyilik
oranda arttirillmasi amaglanmaktadir. Fermantasyonu bir¢cok faktor etkilemektedir.
Bunlar firetilen maya, besiyerinin icerigi, vektor tipi ve besin olarak kullanilmayan
faktorler olan; kiiltiir ph, karigtirma hizi, ¢dzlinmeyen oksijen, metanol indiiklemesi ve
fermantasyon stratejileridir. P. pastoris genis bir asidik pH’ ta (3.3-7.0) gelisim
gostermektedir. Mayanin bu 0zelligi pH ayarlanacagi zaman; Kkiiltiir besiyerine
salgilanan proteinin degredasyonu minimize edilmesine yardimci olmaktadir.

P. pastoris iretim kasetinde; promotor sekansi (siklikla 40X/ promotoru),
replikasyon orijini, terminal trankripsiyonel sekansi, poli A kuyrugu sekansi ve tekli ya
da coklu klonlama bélgesi bulunmaktadir (Li vd.2007). P. pastoris, mevcut ve giiclii
promotorlar varliginda, hiicre i¢inde ve disinda yiiksek miktarda g/l seviyesinde
rekombinant protein iiretimi yapabilir (Ahmad vd. 2014).

P. pastoris birgok promotora sahip olmasina ragmen en sik kullanilan 40X1 ve
GAP promotorlaridir. AOX1 indiiklenebilen bir promoturu iken, GAP yapisal
promotorudur (Karaoglan vd. 2015). Toksik proteinlerin {iretimi i¢in yapisal yerine,
indiiklenebilen promotorlar tercih edilmektedir. Protein ekspresyonundan 6nce biriken
biyokiitle iretim fazindan ayrilir. Bu nedenle, hiicreler, biiylime fazinda rekombinant
proteinin birikmesi ile strese girmez. Hedef protein olusmadan 6nce proteinlerin birlikte
iretimi saglayabilir. Ayrica bu kurucu promotor, prosesin yonetimini kolaylastirabilir.
Bu promotor seleksiyon markerini ekspres etmek i¢in kullanilabilir. Metabolit akisini
kontrol etmek i¢in kullanilabilir (Ahmad vd.2014).

Indiiklenebilen promotorlara érnek olarak; AOXI, DAS, PEXS, ICLI ve FLDI
verilebilir fakat PEXS ve ICLI disiik iiretim seviyesi gosterdiklerinden dolay1 yaygin
kullanilmamaktadir (Vogl ve Glieder 2013). Bu promotorlara alternatif olarak Alkol
dehidrogenaz (ADH3) promotoru da kullanilabilir. ADH3 yalnizca etanol
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kullanmaktadir. Minimal etanol besiyerinde gelisme gosterebilmektedir. Bu ADH3 geni
etanol metabolizmasinda rol oynamamaktadir (Karaoglan vd. 2016).

Cizelge 2.2. P. pastoris promotorlar1 (Vogl ve Glieder 2013; Ozgelik vd. 2019)

Gen Gen iiriinii Regiilasyonu | Ekspresyon seviyesi
ad1
AOXI Alkol oksidaz 1 Metanol Gigli
indiiksiyonu
ADH3 Alkol dehidrogenaz Etanol Giigli
Indiiksiyonu
GAP Gliseraldehit 3-fosfat Yapisal Giigli
dehidrogenaz
DAS Dihidroksiaseton sentaz Metanol Gigli
indiiksiyonu
FLDI Formaldehit dehidrogenaz Metanol ve Giigli
metilamin
indiiksiyonu
ICLI Isositrat liyaz Etanol
PET9 I¢ mitokondiyal Yapisal %10-1700 (Pcar)
membranda ADP/ATP
tag1yici
PEXS Peroksizomal matriks Metanol/ oleat Zayif
proteini indiiksiyonu
TEFI1 | Translasyon uzama faktori Yapisal Giigli
1
YPTI GTPaz Yapisal Zayif

FLDI promotoru ise P. pastoris FLDI geninden gelmektedir. Bu promotor; ya
metanol gibi bir karbon kaynagi (amonyum siilfat ile nitrojen kaynagi olarak) ya da
metilamin gibi nitrojen kaynagi ile (glikoz ile) indiiklenebilir. Fakat besiyerindeki
glikoz ve amonyum siilfat ile baskilanir. Bu yiizden bu promotor ile yiiksek seviyede
protein iiretiminde; metilamin ile indiiklenme esnekligine ve pahali olmayan nitrojen
kaynaklarina sahiptir.

PEXS8 ve YPTI promotorlari ile iiretim seviyeleri yonetilmek istenildigi zaman
kullanilan oldukg¢a yararli promotorlardir. PEXS geni perokzimom biyogenesis igin
gerekli olan, perokzimol matriks proteini kodlar. Metanolde PEXS promotorunun {iretim
seviyesi, FLDI ve AOXI promotorlarindan Onemli Olclide diisiiktiir. YPT/ geni,
sekresyondaki GTPase icereni kodlar (Li vd. 2007). Biitiin Pichia iiretim strainleri
NRRL-Y 11430 (northern regional research laboratories, peoria, IL) tarafindan
saglanmaktadir.

Klasik ve molekiiler genetik teknikler Pichia icin gelistirilmesine ragmen;
molekiiler genetik manipiilasyonlar icin birka¢ secici marker tanimlanmistir. HIS4
genindeki ¢ofgu mutasyon; transformasyonda HIS4 geni igeren iiretim vektdrlerinin
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secilimini saglamaktadir. Biyosentetik markerlar; HIS4, ARG4 ADEI ve URAS3 tiir. Ilag
diren¢ markerlari ise; kanR geni ve Sh ble geni, zeosin ise G418 direng saglar.

P. pastoris sferoplast flizyonu ya da tiim hiicrelerin elektroprosyonu gibi
yontemle ya da DNA’ nin lityum klorid gibi kimyasallar ile ¢oktiiriilmesi ile transforme
edilebilir. Bunlarin arasinda en basit ve hizli yontem olarak elektroporasyon
kullanilmaktadir. Fakat yiiksek sayida transforme olmus kopya sayisi isteniyorsa,
istenilen genin entegre olmasi icin sferoplast fiizyonu tavsiye edilir. Vektoriin toplam
kopya sayisini belirlemek i¢in, toplam genomik DNA ilk 6nce izole edilir ve Southern
analizi ile de kopya sayis1 belirlenir (Li vd. 2007).

2.3.2. GAP promotoru

GAP glikoliz i¢in anahtar bir enzimdir. Bu enzimin promotoru; giiglii yapisal bir
promotordur. Ilk olarak 1997 yilinda izole edilmistir. Bu geni kodlayan proteinin
molekiiler agirhig: yaklasik 35,4 kDa (333 aminoasit) bulunmustur. GAP promotoru
yaklastk 500 b¢ uzunlugundadir. pGAP Dbakteri, maya, bocek ve memeli
organizmalardan heterolog protein iiretiminde basarili bir sekilde kullanilabilmektedir.

P. pastoris genomu sadece bir tane GAP genine sahipken; S. cerevisiae ise ii¢
tane gene sahiptir. GAP geninin sekansina bakilacak olunursa beklendigi gibi; protein
databaselerinde Okaryotik ve prokoyatik GAPDHs gen sekansinin olduk¢a benzer
oldugu goriilmiistiir. En yiiksek benzerlik; S. cerevisiae TDHI, TDH3 ve TDH?2 ’i
genlerinde bulunmaktadir (Waterham vd. 1997).

GAP promotoru; P. pastoris gliseraldehit -3fosfat dehidrojenaz geninin
ekspresyonundan sorumlu DNA bdlgesidir (GAP). Bu promotorun kullanim avantajlari;
metanol indiiklenmesine ihtiyag duymamasi ya da tek bir karbon kaynagina ihtiyag
duydugu i¢in kiiltiir degisiminin gerekmemesi ve protein iiretimi i¢in daha uygun ve
kolay olmasidir.

Eger kiltiir tek bir karbon kaynagi ile smirli ise, NMR c¢aligmalart i¢in
etiketlenmis proteinlerin ekspres edilebilmesi i¢cin GAP promoturu uygun bir segcenektir.
GAP promotoru yapisal olarak {iretildigi icin; her proteinin iiretimi i¢in dogru bir
secenek olmayabilir. Bu duruma toksik proteinlerin tiretimi 6rnek gosterilebilir (Li vd.
2007).

GAP sitemi; metanol indiiklemeli sitemlerde oldugu gibi metanol olmayan
karbon kaynaklarint uzaklastirmak i¢in yikama islemine gerek duymaz. Boylece
metanol depolamasindaki tehlikelerden ve maliyetinden korunmus olunur. Bu durum
biiylik 6lcekli heterolog protein iiretiminde maliyeti diisiiren etkili bir yontemdir (Zhang
vd. 2009).

GAP geni ve promotoru ilk kez GAP kontrol iiretim vektorii; pHIL-Al
vektoriindeki pAOXI yerine, pGAP yerlestirilerek pHWO10 vektorii olarak dizayn
edilmistir. Olusan pHWO10 vektorii replikasyon orijini, ampisilin direng geni (E. coli
pbr322 vektoriinden gelen), P. pastoris HIS4 geni ve AOXI transkripsiyon sekansini;
pGAP ’dan ayiran EcolR bolgesinden olugmaktadir. Bu bdlge yabanci genin vektore
girebilmesi i¢in bulunmaktadir.
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pHWO10 vektorii genomik HIS4 ya da pGAP loci integrasyonu i¢in uygun bir
vektordiir. Daha sonra bu vektdér Pichia’ya entegre edildikten sonra beta-lactamase;
pGAP altinda ekspres edilmistir. Glikoz altinda beslenen bu hiicrelerin; yaygin bir
sekilde bagvurulan 40X promotorundan daha yiiksek hiicre yogunluguna sahip oldugu
goriilmiistiir. pGAP vektorii; pHWO10 basarili bir tiretim vektoriidiir. Bakteriden amp,
bla, lacZ; mayadan AOXI ve PERG, bitkiden Gmdh, bocekden lucferase geni ve
memelilerden PAFI, CPTI ve CPTII genimi basarili bir sekilde {iretebilmistir
(Waterham vd.1997).

pGAPZ yapisal iiretim vektorleri; hiicredist ve salgilanmis iiretim vektorleri
icerir. Hiicreici tiretim vektorleri;, pGAPZ A, pGAPZ B, pGAPZC iken hiicredis1 iiretim
vektorleri pGAPZalfaA, pGAPZalfaB ve pGAPZalfaC ’dir. Bu vektorler sadece
elektroporasyon transformasyon yoOntemine uygundur. Spheroplasts transformasyon
yontemine uygun dizayn edilmemistir. Ciinkii bu vektorler sadece zeoesin direng geni
tagirlar. Bu tiir engellerin oniine gegebilmek i¢in her iki transformasyon tipine de uygun
olan pGAPI9K wvektorii tasarlanmigtir. Bu vektor his4 igeren Pichia pPIC9K
vektoriindeki pAOXI yerine;, pGAP yerlestirilmesi ile dizayn edilmistir (Zhang vd.
2004).

2.4. GAP promotoru ile yapilan baz1 cahismalar

Bircok heterelog protein GAP promotoru altinda, Pichia mayasinda g/L
seviyesinde iiretilmistir. Ornegin; rekombinant insan chitinase proteini, GAP promotoru
altinda P. pastoris *de 200-400 mg/L seviyesinde liretilmistir (Godrick vd. 2001).

Pichia’da promotor ¢aligmalarinda ise; bakteriyel laktamaz geni yapisal
promotor olan GAP altinda iiretilmistir. pGAP altinda glikozda biiyiiyen bakteriyel
laktamaz hiicrelerin sayisinn; metanol indiiklenebilir AOX1 altinda gelisen hiicrelerden
2 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir (Waterham vd. 1997).

S-Adenosyl-L-methionine (SAM) sentez 2 geni GAP promotoru tarafindan
diizenlenerek P. pastoris GS115 susuna transforme edilmistir. Boylece rekombinant
olarak ile yiiksek seviyede SAM proteini elde edilmistir. Optimizasyon sonucu yapilan
ve 3 giin siiren fermantasyon sonucunda rekombinant SAM hiicrelerinin agirligr 2.49
g/L bulunmustur (Yu vd. 2003).

Delroisse vd. (2005) yaptig1 calismaya gore heterolog protein {iretiminde pGAP
promotoru; pAOXI’ den daha etkili bir sistemdir. Bu calismada sentetik 77ibolium
castaueum carboxylesterase (TCE) geni; P. pastoris pGAP ve pAOXI iiretim vektorleri
ile mayada iiretilmistir. Bunun sonucunda engelli erlen iiretiminde pGAP; pAOXI *den
2 kat daha fazla protein tirettigi bulunmustur (Delroisse vd.2005).

Genellikle yalnizca karbon kaynagi olarak pGAP’ da glikoz ya da gliserol
kullanilmasima ragmen, glikoz sadece enegllei erlen iiretim kiiltlirinde kullanilir.
Yabanct bir genin biiyiik 0Olgekli olarak fermentdrde {iiretiminde ise gliserol
kullanilmaktadir. Diger yapisal promotorlardan birisi olan pTEFI promotoru; pGAP
promoturu ile kiyaslanmistir. Her iki promotor altinda bakteriyal lipaz pTEFI geni
iretilmistir. Bu gen yiiksek glikoz konsantrasyonunda pGAP iiretim sistemine benzer
oranda ya da daha fazla seviyede rekombinant protein tiretmistir (Ahn vd. 2007).
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Diger bir ¢alismada ise memeli peptid transportirlardan hPEPT1 ve rPEPT2’ i
pGAP altinda Pichia’da iiretilmistir. Bunun sonucunda hPEPT1 ve rPEPT2 proteinin
GAP promotoru altindaki tiretimi; 4OXI promotoru altinda yapilan iiretimden 5 kat
daha fazladir (Doring vd. 1998).

Fakat bazi1 yapilan calisma sonuglarina gore ise yiiksek miktarda iiriin liretiminde
GAP promotoru yerine A0X! kullanimi tavsiye edilmektedir. Ornegin; bakteriyel b-
glucuronidase (GUS) geninin; AOXI/ promotoru altindaki {iiretimininin  (metanol
besleme), GAP promotoru( glikoz) altindakinden 8 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir
(Sears vd. 1998).

Yapilan diger bir calismada Pichia pastoris mayasinda PADH3 promotoru
altinda Aspergillus niger ksilanaz geni (Xy/B) rekombinant olarak tiretilmistir. Pichia
pastoris mayasinda PAOXI ve PGAP, PADH3 promotorlar1 altinda gerceklestirilen
iiretim sonuglar1 kiyaslanmistir. Aspergillus niger ksilanaz geni (Xy/B) bu ii¢ promotor
altinda shaker ve 5 litrelik fermentorde {iretilmistir. Fermantasyon sonucunda
rekombinant protein miktar1 en yiiksek PADH3 promoturu altinda olurken, en diigiik
GAP promotoru altinda gerceklestirilmistir. ADH3 ’iin WCW( yas hiicre agirligi)
degerleri; GAP promotoru ile benzer olmasina ragmen, protein liretimi GAP’ da daha
diisiik oranda bulunmustur(Karaoglan vd. 2016).

Heterolog protein olan Trichoderma reesei cellobiohydrolase Cel7A ’ nin Pichia
’da AOXI ve GAP promotorlar1 altinda iiretimi yapilmigtir. Cel7A geninin 40X]
promotoru ile iretiminin daha iyi sonuclar verdigi goézlenmistir. Fakat iiretilen
enzimlerinin bir kisminin dogru bir sekilde katlanmadig1 goriilmiistiir (Boer vd. 2000).

GAP promotoru altinda HBsAg geninin Pichia’ da iretimi yapilacaktir. Bu
yapisal liretim sistemi i¢in; izole edilmis ¢oklu kopyalar mevcuttur. Bunlardan dortlii
kopyaya sahip klon mayaya transforme dilmistir. Uretim sonucunda gen dozaji ve
HBsAg geni seviyesi arasinda bir korelasyon oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak dort
kopya igeren klonlarin, tek bir kopya igeren klonlara gore daha fazla protein iirettigi
goriilmistiir (Vassileva vd. 2001).

Hohenblum vd. (2014)’ nin yaptig1 calismaya gore ise farkli bir sonug
bulunmustur. Bu yapilan ¢alismada insan #rypsinogen geninin farkli kopya sayilarini
iceren klonlar, pGAP altinda Pichia’ da Tretilmistir. Yapisal promotor ile
gerceklestirilen {iretim sonucunda; protein seviyesinin kopya sayist ile 1ilgisinin
olmadigi bulunmustur (Hohenblum vd. 2004). Diger bir calismada ise AOXI ve GAP
promotorlar1 altinda farkli gen kopya sayilarn ile gergeklestirilen iiretim sonuglar
kiyaslanmistir. Kopya sayisinin arttirilmasinin GAP promotorunda iiretim seviyesinde
herhangi bir etkisi olmadiginin; indiiklenebilir 4AOX/ promotorunda ise iiretim
seviyesini azalttig1 gdzlenmistir (Zhang vd. 2009).

Inan vd. (2007) yaptigi calismaya gore ise bunun iki temel sebebi
bulunmaktadir. Gen kopya sayisinin artmasi salgilanan doymus proteini gostermektedir.
Bu ylizden klonlar igindeki salgilanmis kopyanin azalmasi; c¢oklu kopyaya sahip
genlerde saklanmaktadir. Fakat daha fazla veri gosteriyor ki; daha fazla gen kopyasi;
daha fazla iiriine sahip olmak demektir (Inan vd. 2007). Ornegin Clare vd. (1991)
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tetanus toxin fragment C protein kopya sayisini arttirarak protein iiretim seviyesini 6 kat
arttirmiglardir (Clare vd. 1991).

S. cerevisiae’ nin alfa-MF (matinfg faktor) faktoriiniing pGAP iiretim sistemi i¢in
hala uygun olup olmadig: tartisilmaktadir. Bunun i¢in yapilan bir ¢alismada insan
angiostatin genini; alfa-mf sekresyon sinyali kullanilarak P. pastoris mayasinda
iiretilmistir. Uretim sonucunda 176 mg/l rekombinant protein salgilanmistir (Zhang vd.
2007).

Olezdzka vd. (2003) PGAP ekspresyon sisteminde a- mf kullanilarak
rekombinant Agalysin I sentezlenmistir. Fakat dogal sinyal sekansina gore; PGAP a-mf
ekspresyon sisteminde daha diisiik protein salgilanmigtir. Bunun sebepleri arasinda;
membran iligkileri, transkripsiyon lizerindeki a-mf sinyal sekansiin etilkisi ya da
Aqualysin I protein sekresyonu sebebiyet vermis olabilmektedir (Olezdka vd. 2003).

Yapilan diger bir ¢alismada GAP promotoru altinda P. pastoris’de sabit bir
fermantasyon prosesi ile yiliksek miktarda rekombinant insan chitinase (rh-chitinase)
proteini iretilmistir. Enzimin sabit olarak {iretiminin devami P. pastoris GAP
promotoru altinda; gliserol ya da glikozu karbon kaynagi olarak kullanilmigtir. Boylece
fermantasyon sonucunda yaklasik olarak 300 mg/l protein {iiretilmistir (Goodrick vd.
2001).

Diger bir ¢alismada ise PGAP altinda iiretim seviyesini arttirmak i¢in; yabanci
proteinin tiretiminde AOXI ve GAP promotor kombinesi kullanilmistir. Bu ¢alismada
insan granulocyte-macrophage koloni-stimulating factor (#GM-CSF) geni; maya hostu
olan GS115’¢e transforme edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda yapisal iiretim vektorii ile
hem yapisal hem de indiiklenebilir iiretim sistemi olan bir vektor olusturulmustur.
Rekombiant protein hGM- CSFi; yapisal- indiiklenebilir iiretim sistemi, yapisal tiretim
kasedinden 2 kat daha fazla iirettigi gézlenmistir (Wu vd. 2003).

2.5. Peynir

Diinya’da gida sektorii igerisinde siit ve siit Uriinleri onemli bir yer
kaplamaktadir. Bunlar icerisinde de, binden fazla ¢esidi ile peynircilik sektorii on
siralarda yer almaktadir. Peynir iiretimininde kullanilan en 6nemli bilesenler siit ve
peynir mayasidir (rennin, kimozin).

Beyaz peynir yumusak bir tekstiirde, tuzlu ve eksimsi tada sahip, salamurada
olgunlagtirilan ve en ¢ok tercih edilen peynir ¢esitlerinden biridir (Hayaloglu ve ark.
2002).

Rennetin siite ilave edildigi zaman, siit i¢erisinde bulunan kazein proteinleri
enzimatik acgidan kararsiz bir hal alir. Reaksiyon sonucunda k-kazein iki boliime
parcalanir. Bu parcalar, kalsiyumparakazeinat ve kazeinomakropeptid (CMP) olarak
adlandirilmaktadir. Gergeklesen bu reaksiyon peynir iiretiminin temel yapi tasini
olusturmaktadir. Peynir endiistrisinin onemli parametrelerinden biri de peynir mayasi
kuvvetinin (aktivitesinin) belirlenmesidir. Ciinkii; ne kadar miktar mayanin ne kadar
miktar siitli ¢oktiirebileceginin bilinmesi, ekonomik ac¢idan goz ardi edilemeyecek kadar
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hayati bir parametredir. Giiniimiizde kullanilan standart maya kuvveti tayin yonteminde,
gorsellige dayali hala bazi zayif ve 6nemli noktalar bulunmaktadir.

Peynir yapim asamasinda kullanilan maddeler; pihtilagsma baslaticilar (starterler)
ve dogal mayalar (rennin) olmak iizere iki parametredir. Pihtilasma baslaticilar
(starterler), mikrobiyal yolla elde edilen pihtilastiricilardir. Dogal mayalar (rennin) ise,
heniiz siit caginda olan buzagilarin sirdeninden 6zel bir teknik ile elde edilmektedir.
Sirden mayasi, rennet veya rennin olarak isimlendirilmektedir (Budak ve Afsar 2011).

Bir mayanin kuvveti, bir birim (1 ml ya da 1 g) peynir mayasinin sabit sartlarda
(35°C’ de 40 dakikada) pihtilastirabilecegi rekonstitiie siitiin hacmine (ml ya da g) oranm
ile ifade edilir ve birimsizdir (g/g ya da mL/mL) (TSE 1996).

Peynir yapiminda en 6nemli parametrelerden biri de randiman yani verimdir.
Beyaz peynirin randimani, iiretimde kullanilan siitiin alindig1 kaynaga bagli olarak
degismektedir. Koyun siitiinden elde edilen taze beyaz peynirin verimi 2628 kg/100 kg
iken, inek ve kegi siitiinden elde edilen peynirin verimi ise 15-16 kg/100 kg olarak
saptanmistir (Celik ve Uysal 2009).

2.6. Kimozin enzimi iiretimi ile ilgili yapilan ¢caliymalar

Geng ve yetiskin ii¢ yakin dordiincli midelerinden prekimozini, prokimozin ve
kimozin genleri izole edilerek, pPICZalfaA vektorii ile P. pastoris X33 hostunda
iretimi yapilmistir. Heterelog protein {iretiminde en yiiksek aktiviteyi prokimozin geni
iceren maya (14.55 Soxhlet UNIT/mL) gostermistir. Geng yaklarin dordiincii
midesinden elde edilen bu genin varligi, yetiskinlerdekinden 11.45 kat daha fazladir. Bu
sonuglaeca gore genc¢ yak kimozini slit komponentlerini pargalamada 6nemli bir rol
oynamaktadir. Heterolog kimozin proteini aktivasyona ihtiyac duymadan, kiiltiir
siipernatantina salgilandig icin rennetin saflastirilmasi i¢in hiicrelerin liziz edilmesine
gerek duyulmamistir. Bu durum; {iriin iiretimindeki basamaklarin ve zaman kaybinan
azalmasina en 6nemlisi de maliyetin dliismesine sebep olmaktadir (Luo vd. 2016).

Yapilan diger bir arastirmada deve ve sigir kimozin genleri iiretilmistir. Bu
calismanin asil amaci; Uretilen rennet kaynaklarin aktivitelerini, yapilarini, termal
stabilitelerini ve glikolizasyon modellerini aragtirmaktir. Bunun i¢in; enzimlerin farkli
varyasyonlari, hidrofobik interaksiyon kromotografisi ile izole edilmistir. Ve bu
varyasyon sebeplerinin enzimlerin glikolizasyonunda, N- terminal sekanslar1 ve enzim
aktivitileri kaynakli oldugu gozlenmistir. Kalorimetre yoluyla sicaklik farklilarinin
izlenmesi sonucu deve kimozinin termal stabilitesi sigir kimozinine gore oldukca
yiiksektir. Sigir kimozinin C/P orani sig1r siitiine karst; kuzu, domuz, kedi ve foka gore
daha yiiksektir. Fakat bu c¢alismada iiretilen deve kimozinin C/P oran1 sigir
kimozininden yedi kat daha fazladir. En son olarak sigir kimozini; deve kimozinine
gore cok diisiik siit pihtilastirma aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Jensen vd.
2012).

Deve (Camelus dromedarius) kimozini ve Bos taurus kimozin geni Aspergillus
niger hostunda iiretilmistir. Calismada sigir ve deve kimozinin karakteristik 6zellikleri
imcelenmistir. Yapilan SDS- Page analizine gore deve kimozin geninin molekiiler
agirhigr yaklagik olarak 40 kDa olarak; sigir kimozini ise 35.6 kDa olarak bulunmustur.
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Fermentasyon iiretimi 35 derecede, pH 5.5 maltoz beslemesi ile ger¢eklestirilmistir.
Deve kimozini, sigir kimozinine goére 7 kat daha fazla genel proteolitik aktivite
gostermektedir. Termostabilitesini belirlemek i¢inse; drnekler 5- 65 derece araligindaki
sicakliklarda inkiibe edilmistir. En yiiksek proteolitik aktiviteyi deve 55 derecede
gosterirken; sigir 52.5 derecede gostermektedir. Ozellikle tipik peynir yapimi sartlarinda
(pH 6.6, 0-2 Mm CaCl»), deve kimozin aktivitesi sigirinkine gore %80 daha yliksek
bulunmustur. Deve kimozini ph 2.0-3.8 arasinda daha stabildir. Peynirde piht1
olusumunu arttirmak icin; kalsiyum konsantrasyonun arttirilmas1 deve kimozini
aktivitesini azaltmaktadir (Kappeler vd. 2006).

Bu c¢alismada buffalo, inek, deve ve domuz gibi dort farkli hayvan dokusundan,
kimozin genleri izole edilmistir. Bu farkli kimozin gen kaynaklar1 SDS-PAGE’de
goriintiilenmistir. SDS sonuclarina gore ise; buffalonun ve inegin molekiil agirligi, 40
kDa, devenin 43 kDa; domuzun ise 30 kDa bulunmustur. Inek ve bufalo rennetinde iki
one ¢ikan bant gozlenirken; deve ve domuzda sadece bir bant goziikmiistlir. Sigir
kimozini 365aa, deve kimozini 38laa ve domuz ise 380aa icermektedir. Sigir, inek
kimozinleri oldukg¢a birbirlerine benzer 6zellikler gosterirken, deve ve domuz kimozinin
oldukga farkli oldugu goriilmiistiir (Attallah 2007).

Yapilan diger bir calismada deve calf reneti (CCR) ile bufalo calf rennetinin
(BCR) molekiiler ve immoniilojik yapisi kiyaslanmistir. SDS-PAGE analizine gore her
iki kimozinde de iki biiyiik bant gdziikmiistiir. Bunlar deve i¢in; 52 kDa ve 39 kDa iken
bufalo i¢in 50 kDa ve 35 kDa ’dir. Bu ¢alismaya gore deve kimozini, bufalo kimozinine
gore daha termostabil bulunmustur. Optimum sicaklar1 ise deve ve bufalo i¢in sirasiyla;
50 ve 45 derece bulunmustur. Her iki rennetin de siit pihtilastirma aktivitesi ph
diismesiyle birlikte artis gostermistir. Deve renneti; pH 5.8-7.0 arasinda aktivite
gostermektedir. Fakat ph yiikseldikce aktivite diismektedir. Ozellikle pH 5.8-6.0
arasinda biiyiik bir artis olmaktadir. Siitlin i¢cine NaCl eklenmesi, her iki rennet i¢in de
aktivitenin azalmasimna sebebiyet vermektedir. Rennetlerin asetonla muamele
edilmesinde ise, buffaolun aktivitesi tamamen kaybolurken, deve kimozin aktivitesi
etkilenmemektedir (Elagamy vd. 2000).

Bir¢ok firma rennet iiretimde E. coli ile ¢caligmalar yapmistir. Bunun en 6nemli
sebeplerinden biri ise FDA tarafindan E. coli K12 GRAS statiisiinde kabul edilmesidir
(Falamm 1991). Bir¢ok calismada E. coli ve mayadan tiiretilen kimozin kullanilarak
cesitli peynirler yapilmistir. Rekombinant kimozin {iretiminde host olarak Aspergillus
niger, K. lactic ve E. coli kullanilmig ve basar1 ile sonuglanmigtir. Baslica peynir
iireticileri; ticari peynirlerin (ambo, gouda, emmentale, cheddar, gruyere, edam, tilsiter,
crasiote ve grana tipleri) rekombinant kimozin ile liretimi sonuglarinin, diger geleneksel
peynir tiretimi sonuglar ile kiyaslandiginda peynir kalitesinde dnemli bir farkliligin
bulunmadigini kaydetmislerdir (Mohanty vd. 1999; Brusgard 1993).

Bu ¢alismada si1g1r prokimozinin B’ nin aktivitasyonu aragtirilmistir. Prokimozin
farkli ph degerlerinde deneylere tabi tutulmaktadir. Ozellikle pH 2.5 altinda deney
gerceklestirildigi zaman, siit pithtilagtirma aktivitesinin arttigi gézlenmistir. Kimozinin
optimum proteolitik aktivitesi pH 3.0 araliginda gerceklesmektedir. Bu sonuca gore
diisiik ph’ larin zimojeni aktif forma doniistiirdiigli gozlenmistir. Siit pihtilastirma
aktivitesi ile proteolitik aktivitenin paralel meydana geldigi goriilmiistiir (Pedersen vd.
1979).
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Diger bir ¢alismada ise deve prokimozin geni (1172 bg), AOXI promotoru
altinda, P. pastoris GS115 susunda iiretimistir. Engelli erlen {iretiminde her 24 saatte
%1’lik metanol eklemistir. Fermantasyon sonucunda yaklasik olarak 37 mg/L
rekombinant protein iiretilmistir. Yapilan SDS- PAGE analizi sonucunda ise 42 kDa ve
45 kDa biyiikliigiinde iki bant gozlenmistir. Fakat silipernatantin N-glikosizdaz
(PNGase F) ile muamelesi sonucu 45 kDa biiyiiliigiindeki bant kaybolmustur. Bu da
gosteriyor ki rekombinant protein kismen de olsa glikolize olmaktadir. Kimozin
aktivitesi 20 °C’ nin altinda ve 70°C ’ nin {istiinde tamamen yok olmaktadir. Diigiih
pH’da prokimozin; mature ve aktif kimozine dontigmektedir. Aktif kimozin; k-kazeini
parcalayarak pH 5.04 ve 45-50°C sicakliklar1 arasinda optimum siit pihtilagtirma
aktivitesi gostermektedir. Rekombinant enzimin aktif ve stabil oldugu genis ph araligi
2.5-6.5 iken; ph degeri 6.0’1n iizerine ¢iktik¢a pihtilasma aktivitesi aniden diismektedir.
ph 6.5 degerinde ise aktivite gozlenmemistir. Maksimum piht1 aktivitesi 20-40 mM
CaCl2 arasinda bulunmugtur. Biiyiik olgekli 5 litrelik fermantasyon tiretimi, 144 saat
boyunca siirdiiriilmiistiir. Fermantasyon sonucunda ise 300 mg/L rekombinant enzim
iiretilmistir. Enzim aktivitesi 4000 U/mL bulunmustur. Bunun sonucunda P. Pastoris
hostunda aktif deve kimozin geni {iretiminin; peynir endiistrisi i¢in alternatif bir kaynak
oldugu goriilmiistiir (Wang vd. 2015).

Bu calismada sigir prokimozin B geni, AOXI promotoru altinda P. pastoris
GS115 susunda tretilmistir. Sicaklik ve pH’nin siit piht1 aktivitesi {lizerine etkisi
incelenerek, enzimin optimum pH ve sicakligi bulunmustur. Rekombinant kimozin i¢in
optimum pH 5.5 iken, sicaklik 37°C olarak belirlenmistir. Ayrica metanol indiiklenmesi
ile gerceklestirilen heterolog protein iiretiminde; spesifik biiylime hizininin
fermantasyona etkisi incelenmek istenmis ve sabit spesifik biiyiime hizinin 0,01 h
olmasi amag¢lanmistir. Metanol indiiklenmesi ile gerceklestirilen fermanastyon 96 saat
boyunca siirdiiriilmistiir. Sabit spesifik biiylime hizinda heterolog rekombinant protein
iiretimin artis gosterdigi goézlenmistir. Fermantasyon sonucu saflastirilan kimozinin
spesifik siit pihtilastirma aktivitesi 6400 IMCU/mg olarak bulunmustur. Fermantasyon
sonucu 120 mg/l rekombinant kimozin {iiretildigi bulunmustur. Ayrica bu c¢alisma
sonras1 rekombinant sigir kimozinin P. pastoris mayasinda fermentdr medyasi i¢in
diistik maliyetli karbon kaynagi olarak gliserolun kullanilabilecegi gozlenmistir.
Boylece maliyeti diisiirmesin yanisira, biyoteknoljik proseslerin devamliligi da
saglanabilmektedir (Noseda vd. 2014).

Bu calismada sigir prokimozin B geni, AOXI promotoru altinda P. pastoris
GS115 hostunda {iretilmistir. Rekombinant sigir kimozini iiretiminde; flask kiiltiirii
optimize edilmesi ve metanol indiiklenmesi ile en yliksek seviyede pihtilagtirma
aktivitesi elde edilmesi amaglanmistir. Bu yiizden iiretim medyas: diisiik pH ayarlanmus,
baslangic periyodunda askorbik asit ve sorbitol eklenmis ve iiretim sicakligi 25°C
olarak ayarlanmigtir. Metanol indiikleme evresinin basinda, besiyere askorbik asit ve
sorbitol eklenmesi hiicre agirligi seviyesini ve siit piht1 aktivitesini arttirdigi
goriilmiistiir. Bu optimizasyon g¢aligmalar1 sonucunda laboratuvar olgekli bioreaktor
iiretim sonucunda; pihtt aktivitesi 96 IMCU/mL iken 120 saatlik metanol indiiklemesi
sonucu rekombinant protein {liretimi 53 mg/L. bulunmustur. Optimizasyon caligmalari
sonucunda yiiksek seviyede rekombinant sigir kimozin iiretimi pH’s1; pH3 ve pH4 ’de
bulunurken; sicakligr 25°C bulunmustur. Diger bir metod olan yiiksek performans jel
filtrasyon kromotografisive 3 kDa hizli ultrafiltrasyon yontemine gore rekombinant
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protein piiriifike ve konsantre edilmistir. Bunun sonucunda proteinin spesifik aktivitesi
800 IMCU/Toplam, Abs 280nm bulunmustur. Sonuglara gore S. cerevisiae’ den alinan
a-mating sinyal faktorlii sayesinde prokimozin geni hiicre kiiltlirline salgilandigi
gozlenmistir (Noseda vd. 2013).

P. pastoris mayasinda AOXI promotoru altinda kimozin {iretimi i¢in indiiksiyon
icin metanol gerektirecektir. Bu tiir sorunlarin oniine gegebilmek icin de yapisal
promotor kullanim1 6n plana ¢ikmaktadir (Waterham vd. 1997).Yapilan bu ¢alismada
sigir prokimozini geni; GAP promotoru altinda pGAPZoA vektorii kullanilarak P.
pastoris GS115 hostunda iretilmisti. DNA sekansimna gore sigir prokimozinin
molekiiler agirlig1 40.777 kDa olarak tahmin edilmesine ragmen; SDS-PAGE analizi
sonucunda yaklasik olarak 36 kDa biiyiikliigiinde tek bir bant goziikmiistiir. Enzimin
stabil oldugu sicaklik 25-50°C iken, optimum sicaklig1 37°C’dir. Enzimin stabil oldugu
pH aralig1 2.0-2-6 arasi iken; optimum pH 4.0’tiir. Enzimin %24.2’si saflastirildiktan
sonraki spesifik aktivitesi 3.705 U/mg bulunmustur. Rekombinant kimozin Mn*2, Mg*?,
Fe*? ve Na* gibi katyonlarla aktivite olurken, K*, Co™, Zn*? ve Ni*? gibi elementler
tarafindan inhibe edilmektedir (Jiang vd. 2013).

Bu calismada Cheddar tipi peynir iiretiminde koagiilant olarak deve ve buzagi
rennet kaynaklart kullanilmigtir. Calisma sonucunda deve kimozini ile yapilan
peynirdeki olgunlagsma esnasindaki proteoliz aktivitesinin; buzagi kimozini ile yapilan
peynirdekinden daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Deve kimozini ile yapilan
peynirlerde de bazi karakteristik Ozellikler tespit edilmistir. Bu kimozinle firetilen
peynirlerde siilfiir yogunlugu olduk¢a diisik oldugu igin; daha az act bir tat
olusmaktadir. Bunun yanisira; buzagi kimozin ile yapilan peynirlerde; tekstiirde biiyiik
bir bozulma, daha fazla bir yumsak tekstiir oldugu goézlenmistir. Bu calismanin
sonucuna gore; deve kimozini Cheddar peyniri yapiminda etkili ve basarili bir
koagiilanttir (Bansal vd. 2009).

Su buffalosuna ait (Bubalus arnee bubalis) preprokimozin, prekimozin ve
kimozin genleri GAP promotoru altinda alfa- mating faktiirii kullanilarak, P. pastoris
GS115 hostunda iiretilmistir. Boylece aktif buffalo rekombinant kimozini kiiltiir
slipernatantina salgilanmistir. SDS- PAGE analiz sonucuna gore ise 36 kDa ve 40 kDa
olmak iizere iki bant bulundugu goriilmistiir. Bu iki bant farklilifin varolmasi
glikolizasyon mekanizmasindan kaynaklandig: tespit edilmistir. Yalnizca rekombinant
prokimozin sekansi igeren Pichia pastoris klonlari; aktif kimozin liretmistir. Enzimin
optimum pH’ s1 4.5 iken, optimum sicakligi 37°C olarak bulunmustur. Bu c¢alismada
buffalo kimozin geni se¢ilme sebebi ise; Bos faurus kimozin kaynagina gore daha stabil
bir enzim olmasidir. Ayrica bu c¢alismada ilk kez; Pichia pastoris mayasinda
rekombinat kimozin iiretimi i¢in dnceden laboratuvar ortaminda bir aktivasyon islemi
yapilmasina ihtiya¢ duyulmamistir (Vallejo vd. 2008).

Keci prokimozini AOX1 promotoru altinda; P. pastoris X33 hostunda bagarili bir
sekilde tiretimi gerceklestirilmistir. Fermentor hiicre kiiltiirii; shakeflask kiiltiiriine gore
yaklasik olarak 8 kat daha fazla bulunmustur. SDS-PAGE sonuglarina gére 41 kDa
biiytikliigiinde bir bant goriilmiistiir. Fermantasyon {iiretimi sonucunda en yiiksek
prokimozin aktivitesi 96. saatte bulunmustur. Enzimin optimum oldugu pH 5.5’ tir.
Enzimin aktif oldugu sicaklik 30-45°C’ nin iizerinde; optimum sicakligi ise 35-38
°C’dir.  Yapilan analizlere gore enzimin genis pH ve sicaklik araliginda stabil
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kalabilmektedir. Bu durum bu enzimin peynir endiistrisindeki kullanim olasiligini
arttirabilmektedir. Ozellikle bu enzimin kullannm1 ile yiiksek sicakliklarda
gerceklestiirlen peynir iiretim prosesleri hizlandirabilir. Rekombinant ke¢i kimozini;
sigir/buzagl kimozininden sonra gelecek vaat eden alternatif bir kimozin kaynagidir.
Ayni zamanda keg¢i kimozini; sigir kimozinine gore daha iyi katalitik proteoliz ve
termostabilite gibi karakteristik 6zellikler gostermektedir (Tyagi vd. 2016).

Halen kullanilan standart maya kuvveti tayin yonteminde , gorsellige dayali bazi
zaylf noktalar bulunmaktadir. Hata ihtimalini artirabilecek olan bu zayifligin
giderilebilmesi amaci ile cihaza dayali yeni bir yontem iizerinde ¢alisilmistir (Budak ve
Afsar 2011). Yeni yontemde, siitiin rennin (kimozin) ile reaksiyonu ile olusan
kazeinomakropeptid molekiilii, Amberlite IRC86 zayif asidik katyon degistirici regine
tarafindan tutulmustur. Ardindan Harding ve MacLean’s (ninhidrin) yontemi ile,
pihtilagma sonrast siit i¢erisinde bulunan primer amin azotu konsantrasyonundaki artis
incelenmistir. Bu artig ile piht1 zamani arasinda gelistirilen bir formiil yardimiyla, peynir
mayasi aktivitesi spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Gelistirilen yontem, klasik
peynir mayasi aktivitesi tayin yontemi ile kiyaslanmig ve standart sapmalar arasinda
anlamli bir fark olmadig1 anlagilmistir (Budak ve Afsar 2011).

Herhangi mayanin bir fermantasyonu sonucu olusan iiriinleri i¢in medya igerigi
olduk¢ca oOnemlidir. Rekombinant buzagi kimozini Kluyveromyces lactis, GG799
hostunda {iiretimi icin; besiyeri komponentleri response yilizey methodu kullanilarak
optimize edilmistir. Onceki ¢aligmalara gore en uygun karbon, nitrojen, tuz ve vitamin
kaynag sirasi ile; glikoz, maya ekstrakti, KH2PO4 ve Ca D-Pantothenate’dir. Bu dort
medya komponentinin optmize edilebilmesi i¢in; merkez komposit dizayini ile response
yiizey medodu kullanilmistir. Rekombinant calf kimozini {iretimi i¢in gerekli olan
optimum medya komponent igerigi; glikoz 29.84 geL!, maya extract 19.85 geL-!,
KH>PO4 0.1 g°L! ve Ca D-Pantothenate 4.49 mgeL! olarak bulunmustur. Bu medya
icerigi ile fermantasyon 28°C, pH6 ’da yapilmis ve diretilen rekombinant enzimin
aktivitesi 722 U/mL olarak bulunmustur (Feng vd. 2010).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Konukgcu suslar ve tasiyici plazmitler

Laboratuvarimizda mevcut olan pPICZoACM igerisinde bulunan deve
prokimozin geni (Camelus dromedarius) enzim liretiminde kullanilmigtir. Plazmitlerin
cogaltilmas: amaciyla kimyasal transformasyona elverisli konuk¢u E. coli susu olan
XL1Blue (Invitrogen, CA, ABD) kullamlmstir. Uretim ¢alismalar1 igin Pichia pastoris
X33 (Invitrogen, CA, ABD) susu kullanilmistir. Tiim mikroorganizmalar %50 gliserol
iceren uygun ortamda -80°C’de muhafaza edilmistir. -80°C stokta bulunan GAP (500bg)
promotoru igeren {iretim plasmidi pGAPZoaA (3147b¢) (Invitrogen, CA, ABD)
kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan kimyasallarin tamami1 Merck (Almanya) ve Sigma-Aldrich
(MO, ABD) firmalarindan, restriksiyon enzimleri ise Thermo Fisher Scientific (MA,
ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Besiyerleri ve gelisim ortamlar:

P. pastoris suslarinin gelisiminde YPD (%1 maya 6ziitli, %2 pepton, %2 glukoz)
besiyeri, P. pastoris iiretim susunda deve kimozini liretiminde BYED (30 g/L yeast
extract, 13.4 g/ YNB, 0.2 g/l biotin, 20g/L glikoz ve 1M sodyum citrat buffer ph3;
ph4; ph5 ve ph6) kullanilacaktir. E. coli suslarin gelistirilmesinde LB Miller (%0.5
maya 0ziitli, %1 pepton ve %1 NaCl) ya da LB Lennox (%0.5 maya 6ziitii, %1 pepton
ve %0.5 NaCl) besiyerleri kullanilmigtir.

3.2. Metot

Caligmalarda kullanilan molekiiler biyoloji teknikleri Sambrook ve Russel
(2001)’a ve kit protokoliine gore gerceklestirilmistir. Ayrica P. pastoris’de klonlama
calismalarinda Inan vd (2007) kaynak olarak kullanilmustir.

3.2.1. Deve kimozin geni iceren pPICZaACM plazmidinin izolasyonu ve
PGAPZoA vektoriiniin dogrulanmasi

pPICZaACM plazmidini igeren E. coli XL1-Blue hiicreleri -80 C’den alinarak
amfisilinli LB Miller siv1 besiyerine inokule edilmis ve 37 C’de bir gece calkalamali
inkiibatdrde inkiibasyona birakilmistir. Transformant E. coli hiicrelerinden plazmit
izolasyonu Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, CA, ABD) kullanilarak yapilmistir.
Izole edilen pPICZaCM plazmidi EcoRl ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesim
reaksiyonu kurulmustur. Laboratuvarimizda daha oOnceden yapilan c¢alismalarda
pGAPZoA vektorii izole edilmis halde bulunmaktadir. Bu yiizden bu klonlama
vektorline sadece ayni kesim reaksiyonu kurulmustur. Kesim reaksiyonlarindan sonra
elde edilen DNA parcalart %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. GOriintiileme sonucu
beklenen biiylikliikte bantlar elde edilmistir. Daha sonra istenilen prokimozin geni ve
klonlama vektdrii jelden kesilerek, jel ekstraksiyonu yapilmistir.
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3.2.2. Agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA izolasyonlarinin kalitesi, PZR {irlinlerinin ve plazmidlerin kesim
analizleri ile dogrulugunun kontroliinde agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Agaroz
jel hazirlanirken, 100 ml 1XxTAE tampon ¢ozeltisine (Tris-Asetat-EDTA, 1 mM EDTA,
40 mM Tris ve 20 mM asetik asit) %1 oraninda 1 gr agaroz (SeaChem, FMC
Bioproducts, ME, ABD) ilave edilerek mikrodalgada c¢oziindiriilmiistiir. Biraz
soguduktan sonra icerisine 2 pl etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/ml, Invitrogen, CA,
ABD) ilave edilmistir. Uygun ebatta secilen jel kaliplarma dokiilerek jel donuncaya
kadar bekletilmistir. Jel katilastiktan sonra jelin tizeri 1xXTAE tamponu dokiilmiistiir.
Daha sonra drnekler, 6X yiikleme boyasi ile karigtirilip jel kuyucuklarina yaklasik 10-
15 pl yiiklenmistir. 100-120V°da 45-60 dakika 1xTAE tamponu igerisinde Ornekler
yuriitiilmiistir. DNA standardi olarak GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, MA, ABD) kullanilmis ve jele 5 pl yiiklenmistir. Etidyum bromiiriin
UV igmlann altinda (312nm) 1s1ma yapmasiyla, agaroz jel iginde molekiiler
biiytlikliiklerine gore ayrilan DNA molekiilleri jel goriintiileme sisteminde (Vilber
Lourmat EBox-VX2, Fransa) goriintiillenmistir.

3.2.3. Jelden DNA parc¢alarinin ekstraksiyonu

Agaroz jelde yiiritildiikten olusan DNA bantlar1 jelden kesilmis ve jel
ptirifikasyonu MinElute Gel Extraction Kite (Qiagen, Germany) gore yapilmistir. Kit
talimatlar1 dogrultusunda jel hacminin 3 kat1 kadar tampon eklenip jelin 55 C’de 10
dakika bekletilerek erimesi saglanmigtir. Belirli miktarda sodyum asetat ve jel hacminde
isopropanol eklenmis, jel kolondan gegirilip santrifiijlenmistir. Diger solisyonlarda
eklenip protokole gore isleme devam edilmistir. Son asgamada membrana pH 8.0°de 10
mM Tris-Cl igeren 12 pl eliisyon tamponu eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmigtir. Daha sonra 17900xg’de 1 dakika santrifiijlenerek DNA parg¢asinin eliisyonu
yapilmustir.

3.2.4. pGAPZaA vektorii ile prokimozin geninin ligasyonu ve E. coli’ ye
transformasyonu

Jel piriifikasyonu ile elde edilen {rlinlerin ligasyonu yapilmigtir.
Transformasyon i¢in kompetent XL1-blue susu kullanilacaktir. Ligasyon asamasinda
vektor miktarinin yaklagik 3 kati kadar insert kullanilmigtir. Transformasyon islemi
Calcium Chloride metodu ile gerceklestirilmistir (Sambrook and Russell 2001).

3.2.4.1. DNA parcalarinin plazmide ligasyonu

PGAPZoA plazmidi ve deveprokimozin genini kodlayan DNA fragmenti ligasyon
isleminden once EcoRIl ve Xball restriksiyon enzimleriyle kesilmistir. Reaksiyon
karigimi Cizelge 3.1 ° de gosterildigi gibi hazirlanmistir. Ligasyon icin toplam 10 pl
icerisinde 50 ng vektdr DNA, 150 ng insert DNA karistirilmis, 1X T4 DNA ligasyon
tamponu varliinda 5 U T4 DNA ligaz eklenmistir. Oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyon sonrasi ligasyon karistminin 1/10°u ile yetenekli E. coli XL1-Blue
hiicrelerine transformasyon islemine devam edilmis, karisimin kalan miktar1 -20°C’de
saklanmistir.
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Cizelge 3.1. DNA parcalariin restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu

10X reaksiyon tamponu 10 ul

Restriksiyon enzimleri (EcolR/Xball) 4 ul/4 ul

DNA (Plazmid DNA) 10 wl

Steril su (NFW) 100 pl’ye kadar tamamlanmistir

3.2.4.2. Yetenekli E. coli hiicrelerine transformasyon

Buz iizerinde cozdiiriilen 100 pl yetenekli E. coli (XL1-Blue) hiicrelerine 5 ul
ligasyon karigimi eklenmis ve 30 dakika buz {izerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra
42°C’de 60 saniye boyunca 1s1 sokuna maruz birakilan hiicreler 5 dakika buz {izerinde
bekletilerek sogutulmus, siire sonunda 200 pl LB lenox sivi besiyeri eklenerek 37°C
calkalamal1 inkiibatorde 60 dakika inkiibe edilmistir. Transfer edilen plazmide uygun
antibiyotik iceren (25ug/ml zeosin) LB lenox plakalara ekimi yapilan transformant
hiicreler 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi plakalarda
olusan kolonilerden segilerek 3 ml sivi LB lenox (25pug/ml zeosin) besiyerinde 37°C’ de
bir gece ¢alkalamali inkiibatorde gelistirilmistir.

Cizelge 3.2. Ligasyonda kullanilan reaksiyon igerigi

Malzeme Miktar-Reaksiyon Miktar-Kontrol

10X T4 ligasyon Tamponu 1 ul 1 ul

Insert DNA 52ng (7 pl) -

Vektor DNA 50ng (0.5 pl) 50ng (0.5 pl)

T4 DNA ligaz 1wl I

Steril Su (NFW) 10 mMI’ye tamamlanmistir 20 mI’ye tamamlanmigtir
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EcoRl Xbal

pGAPZaA

Dev e prokimozini

Klonlama vektori

Sekil 3.1. Ligasyon asamasi

3.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Ligasyon sonrast petri kutularindaki koloniler i¢in sayim yapilmistir. Plakalar
incelendiginde 500’ liikk zeosinli plakada hi¢ koloni gelismedigi goriilmiistiir. Bu yiizden
100 ’lik zeosinli petri kutusunda gelisen kolonilerden 10 koloni se¢ilmistir. Se¢ilen bu
kolonilerden koloni PZR yapilmistir. PZR analizi i¢in; ileri primeri olarak 5'GAP ve
geri primeri 3°’AOX kullanilarak istenilen bolge ¢ogaltilmistir
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Cizelge 3.3. PZR 1s1 dongiisii programu i¢in siire ve sicaklik kosullari

Basamak Sicakhik Siire (sn)
1.Denatiirasyon 95 C 120

2.Baglanma 95C 20

3. Baglanma 55C 10

4. Baglanma 70 C 20 35 kez 2.'ye git
5. Uzama 72C 120

6.Bekleme 4C 0

Cizelge 3.4. PZR’de kullanilacak olan primerler

Primer Sekans Kaynak

R-3’'AOX | GCAAATGGCATTCTGACATCC
Sentegen

F-5"GAP GACTGGTTCCAATTGACAAGC
Sentegen

Reaksiyonun kontrolii, ornegin 5 pl’sinin 1 ul 6X jel yiikleme boyas: ile
karistirllarak  etidiyum bromiir iceren %]l agaroz jelde yiiriitilmesi ve UV jel
goriintliileme kutusunda hedef parcanin goriintiilenmesi ile yapilmistir. PZR sonrasi elde
edilen tiriinler jelden kesilmis ve jel piirifikasyonu yapilmstir.

3.2.6. Plazmid izolasyonu

E. coli’den plazmid izolasyonu Qiaprep Spin Miniprep Kiti (MN, Germany)
kullanilarak yapilmistir. LB Lennox sivi besiyerinde 37°C’de ¢alkalamali inkiibatdrde
18 saat gelistirilen hiicrelerden 2 ml 6rnek alimmis ve 11000xg’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatant1i dokiiliip pelete kitte verilen talimatlar
dogrultusunda islemler uygulanmustir. Islem sirasinda plazmid DNA’nin miniprep
kolonundan gecirilmesi ve kolona tutunmasi saglanmistir. Etanollii yikama ¢ozeltisinin
kolondan gecirilmesi ile tuzlar uzaklagtirllmigtir. Eliisyon islemleri pH 8.0’de 10 mM,
50 pl Tris ile yapilmis ve plazmid kolondan alinmistir. Elde edilen DNA’nin
konsantrasyonu ol¢iilmiistiir.

3.2.7. DNA ve plazmit konsantrasyonunun ol¢iilmesi

Elde edilen genomik DNA, PZR fiiriinii ve plazmit izolatlarindaki DNA
konsantrasyonu Qubit dsDNA BR Assay Kiti (Invitrogen, CA, ABD) ile
gerceklestirilmistir. Hazirlanan Qubit tamponu, 6rnek ve boya karigimi ile hazirlanan
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toplam 200 pl’lik karisim, 2 tane standarda karsi Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen,
CA, ABD) cihazinda okutularak 6rnegin konsantrasyonu ol¢iilmiistiir.

3.2.8. P. pastoris X33’e transformasyon

pGAPZoACM vektorii Xmall restiriksiyon enzimi ile lineer hale getirildikten ve
saflagtirildiktan sonra, Lityum Asetat transformasyon metodu (Wu and Letchwoth
2004) ile kompetent hale getirilen P. pastoris X33 susuna aktarilmistir. Elektroporasyon
islemini gerceklestirmek icin 80 pl’lik elektrokompetent maya hiicrelerine 3-5 pg lineer
DNA eklenerek pipetlenip karigtirilmistir.  Sonra buz soguklugundaki 2mm
elektroporasyon kiivetine aktarilmis ve 5 dakika buzda bekletilmistir. Cihazda 1500 V
akima 5 ms siire ile maruz birakilmistir. Hemen sonra 1 ml 1 M’lik soguk sorbitol
eklenerek 1.5 ml’lik santrifiij tiipiine aktarilmistir. 28 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Son olarak farkli zeosin miktari iceren (100 pg/ml ve 500 pg/ml) YPD plakalar {izerine
hiicreler 200 pl ve 300 pl olacak sekilde yayilmistir. 28°C’de etiivde 3 giinliik
inkiibasyon siiresinden sonra plakalarda olugan koloniler YPD s1v1 besiyerine ekilmistir.
Yeteri kadar gelisme saglandiktan sonra hiicrelerden gliserol stoklar1 yapilmis ve
pelletleri genomik DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.

3.2.9. Genomik DNA izolasyonu

Southern Blot analizinde kullanilacak olan P. pastoris suslarindan genomik
DNA izolasyonu i¢in MasterPure Yeast DNA Purification Kiti (Epicentre
Biotechnologies, WI, ABD) kullanilmigtir. Genomik DNA izolasyonunda, YPD agar
(%2 pepton, %1 maya ekstrakti, %2 glukoz, %1,5 agar) lizerinde gelistirilen saf
kiiltiirdeki tek koloniden alinarak ekim yapilan ve 24 saat calkalamali inkiibatdrde
28°C’de 3 ml YPD sivi besiyerinde gelistirilen kiiltiirler kullanilmigtir. Geligsen
kiiltiirlerden tiiplere 2 ml o6rnek alinmig, 20000xg’de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Stipernatant1 dokiiliip pelet iizerine 200 pl liziz soliisyonu eklenerek resiispanse edilmis
ve maya hiicre duvarmmin parcalanmasi saglanmistir. Hiicreler -80°C’de 20 dakika
bekletilip 95°C’de 2 dakika tutulmus ve bu islem ard arda 5 kez tekrarlanmistir. Daha
sonra 30 sn giiclii karigtirllmig ve iizerine 200 pl kloroform eklenmistir. 2 dakika daha
karistirilmis ve dis macunu rengini aldiginda 3 dakika santrifiijlenmistir. Ustteki sivi
tabakadan alinarak i¢cinde 400 ul %100 etanol bulunan yeni tiiplere aktarilmig ve 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 5 dakika santifiij edilmis,
peletin iizerine 500 pl %70 etanol eklenmis ve 2 dakika daha sanrifiij edilmistir. Pelet
alinarak 60°C’de 10 dakika vakumlu kurutucuda bekletilmis ve sonra tizerine 20 pl TE
tamponu eklenerek ¢oziilmiistiir. Uzerine 1 pl RNase enzimi ilavesi ile 37°C’de en az 1
saat inkiibe edilerek RNA’larin parcalanmasi saglanmistir. Elde edilen genomik
DNA’lar -20°C’de saklanmustir.

3.2.10. Gen kopya sayisinin belirlenmesi (Southern Blot)

Southern blot analizi rekombinant P. pastoris suslarinin kontrolii ve plazmid
DNA kopya sayisinin belirlenmesi igin gergeklestirilmistir. DNA parcalarinin tayini ig¢in
ilk olarak uygun prob tasarlanmistir. Prob olarak belirlenen DNA par¢asinin uygun
primer dizaynt ve kalip DNA segilerek gergeklestirilmistir. PZR teknigi ile prob
bolgesinin ¢ogaltilmast yapilmigtir. PZR {irtinii olan DNA parcalar1 agaroz jele
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yiiklenerek elektroforez jel yontemi ile kontrol edilmis ve PZR npiirifikasyon ile
saflagtirilmistir.

DNA Labelling and Detection Starter Kit II (Roche, Almanya) ile iiretici
talimatlarina uygun olacak sekilde DNA etiketleme islemi yapilmistir. Kaynayan suda
denatiire edilen DNA pargalari, buza alinan reaksiyon karigtmi, DIG High prime
tiipiinden 4 1 eklenerek, 37 C’de gece boyu inkiibe edilmistir.

Genomik DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin konsantrasyonlart dlgtilerek 1ug
DNA uygun restriksiyon enzimi (CI4) ile gece boyu kesim reaksiyonuna birakilmistir.
Restriksiyon karisima 1 1 RNase enzimi eklenerek 2-3 saat inkiibe edilmis ve %0,8
agaroz jelde 100V akim degerinde 5 saat siire boyunca yiiriitilmistiir. Jel elektoforez ve
x-ray gorintiisii i¢in kullanilan markirlar GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, MA, ABD) ve DNA Molecular Weight Marker II DIG-labeled
(Roche, Almanya) kullanilmstir.

Jel lizerinde ayrilan DNA bantlarina membrana aktarmadan once denatiirasyon
ve noétralizasyon islemleri yapilmistir. 1,5M NaCl ve 0,5M NaOH’ dan olusan
denatiirasyon ¢ozeltisinde 30 dakika boyunca calkalamali cihaz tizerinde yikandiktan
sonra, 1,5 M NaCl, I mM EDTA ve 0,5 M Tris-CI (pH 7,5)” den olusan nétralizasyon
cozeltisinde yikanmaya devam edilmistir.

Jelden membrana aktarim pozitif yiiklii naylon membran (Nylon Membranes,
positively charged, Roche, Almanya) kullanarak gergeklestirilmistir. Ayni1 boyutlarda
kesilen membran nétralize edilmis jel ile ayn1 boyutlarda kesilerek hazirlanan 10xSSC
blotlama tamponunda (3 M NaCl, 0,3 M sodyum sitrat, | mM EDTA) yikanmaistir.

DNA bantlarin jelden membrana gegisini saglamak i¢in emilim diizenegi
kurulmustur. Ters ¢evrilen jel lizerine sirayla membran, vatman kagidi, ve kagit havlular
yerlestirilmistir. 10XSSC tamponu (3 M NaCl, ImM EDTA, 0,3 M sodyum sitrat) bu
diizenekte DNA bantlarinin 5-6 saat iginde jelden membrana aktarilmasinda
kullanilmistir.

Diizenekten alinan membran crosslinker (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker,
UVP, CA, ABD) cihazinda, 3 defa 120mJ enerji seviyesi kullanarak DNA’larin
membrana baglanmasini saglanmistir.

Hibridizasyon soliisyonu (DIG Highprime DNA Labeling and Detection Starter
Kit, Roche, Almanya) hazirlanarak hibridizasyon tiiplindeki membrana 20ml kadar
eklenmis ve 41 C’ de 1 saat 6n hibridizasyonla muamele edilmistir. Hibridizasyon
soliisyonu icine DIG-etiketli prob ilave edilerek, 15 saat boyunca hibridizasyona
birakilmistir.

Yikama soliisyonlari, yikama soliisyonu I (2xSSC + %0,1 SDS) ve yikama
sOliisyonu II (0,5X SSC + %0,1 SDS) seklinde hazirlanarak membran yikamasi i¢in
kullanilmistir. 1xDIG blocking solution i¢inde 1 saat bekletilen membran maleik asit
yikama tamponu (0,1 M Maleik Asit, 0,15 M NaCl, %0,3 Tween20, pH 7,5) ile 2 kez 5
dakika yikanmistir. DIG blocking solution igine anti-DIG antikor eklenerek 1 saat
cihazda ¢alkalamaya birakilmistir. Bu agamada maleik asit yikama tamponu ile yikama
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islemleri gerceklestirerek, membrandan DIG blocking solution ve anti-DIG antikor
uzaklagtirllmigtir. Membran 5 dakika dedeksiyon tamponu (0,1 M Tris (pH 9,5), 0,1 M
NaCl) ile yikanmis, seffaf dosyanin arasina alinmis ve lizerine birka¢ damla CSPDR
cozeltisi damlatilarak 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Membran X-151m1 film kasetine yerlestirilerek 20-30 dakika arasinda karanlik
odada bekletilmistir. Bu siire sonrasi, kasetten alman film Kodak film goriintiileme
cozeltileri ile muamele edilerek goriintiileme yapilmigtir.

3.2.11. Protein iiretimi

Southern Blott analizi ile filmleme sonucunda segilen rekombinant P. pastoris
klonu 3 ml YPD besiyerine inokulumu yapilmis, 225 rpm, 28°C’de 20 saat
gelistirilmistir. Gelisen klondan 250 ml’lik erlenlerdeki 50 ml BYED besiyerine
baslangic OD’si 0.1 olacak sekilde inokiile edilmistir. Hiicreler; 20°C ph 3, pH 4.0, pH
5.0, pH 6.0; , 24°C pH 3.0, pH 4.0, pH 5.0, pH 6.0 ve 28°C pH 3.0, pH 4.0, pH 5.0, pH
6.0 olmak tizere, 200 rpm’de 96 saat boyunca gelistirileceklerdir Erlenmayer denemeleri
3 paralelli olarak yiiriitiilmiistiir. Ornek medyasi igerisine her 24 saatte yaklasik %20’lik
2,5ml glikoz eklemesi yapilmis ve medyadaki glikoz miktarinin %1 olmasi
saglanmigtir. Ayrica 24 saatte bir medyadan 1 ml 6rnek alinmig santrifiij edilerek
slipernatant1 ayrilmis ve enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmak {izere +4°C’ye
kaldirilmistir. Hiicreler 96 saat sonunda 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek hasat
edilmisgtir.

3.2.12. Hiicre yogunlugunun belirlenmesi

Hiicre yogunluklar1 uygun besiyeri ile seyreltilen sivi kiiltlir 6rneklerinin 600 nm
dalga boyunda absorbanslarinin Ol¢lilmesiyle spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Tek kullammlik spektrofotometre kiivetleri ile Libra S50 (Biochrom, Ingiltere)
spektrofotometre cihazinda okuma yapilmstir.

3.2.13. SDS-PAGE analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) OWL P8D8 (Thermo
Scientific) cihazi ile %35 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.

Ornekler toplam hacim 50 pL olacak sekilde protein iiretiminden alian
stipernatanlarin 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 karigtirilarak
hazirlanmis ve 70°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edilmistir. Sonra buz iizerine
alinmis ve hazirlanan jele 10 pl'lik kismi yiiklenmistir.

150 V°da 70 dakika yiiriitiilmesi ile elektroforez islemi, 1XTGS (% 0.1 SDS,
0.192 M Glycine, 0.025 M Tris base, pH 8.3) tamponunda gerceklestirilmistir. Daha
sonra jel ayr1 bir kap {lizerine alinarak boyama tamponu (0.1 g Coomassie blue 250, %10
asetik asit, %50 metanol, %40 H>O) ile 1 saat orbital calkalayici iizerinde boyanmis,
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sonra boya igermeyen ayni Ozellikteki tampon (%10 asetik asit, %50 metanol, %40
H>0) ile protein bantlar1 goriinlir hale gelene kadar yaklasik 1 saat orbital galkalayici
tizerinde yikanarak boyanin uzaklasmasi saglanmistir. Daha sonra saf su ile 20 dakika
yikanmis ve jel LiCor (Odyssey) cihazina alinarak goriintiilenmistir. Protein standardi
olarak PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
kullanilmistir.

3.2.14. Kimozin aktivitesinin ol¢iilmesi

Kimozin aktiivtesini belirlemek i¢in; 40Mm CaCI2 (pH 6.5) i¢inde 26% (w/v)
oraninda yeniden yapilandirilan yagsiz siit tozu 25+1 °C’de 30 dk karistirlmis ve
37+1°C’de 20 dk boyunca 6n inkiibasyon uygulanmistir. Iginde 1 mL siit bulunan test
tiiplerine her ornekten 20 pL eklenmistir. Tiipleri c¢alkaladiktan sonra, koplirmesi
engellenecek sekilde 37+1°C’de su banyosuna koyulmus ve ¢okelme siiresi test tiipiiniin
duvarinda olusan ilk ¢okelmeye gore belirlenmistir. Kontrol olarak da i¢inde kimozin
geni bulundurmayan X33 klonu kullanilmistir (Noseda vd. 2014; ISO 11815 IDF 157).

Enzim iinitesi(UNIT):

37 derecede 40 dk igerisinde, 1 ml siit soliisyonunu pihtilagtirabilecek enzim
miktar1 olarak tanimlanmaktadir (Jiang vd. 2013).

Soxhlet UNIT:

Rennet aktivitesi= Yagsiz siit tozunun hacmix 40/ rennet sollisyonun hacmi X zaman
(Luo vd. 2016).

3.2.15. Toplam protein tayini

Stipernatant 6rneklerinde toplam protein miktar1 Bradford yontemi kullanilarak
Coomassie plus Assay kit ile ol¢iilmiistiir. Protein standardinda sigir serum albumini
(BSA) kullanilmistir. Protein konsantrasyonu, drneklerle birlikte okutulan BSA standart
cozeltilerinin (25-2000 pg/ml) absorbans degerleri referans alinarak belirlenmistir. 1.5
ml Bradford ¢ozeltisi i¢cine 50 pl siipernatant 6rnegi koyulmus ve oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edilerek 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslari
okunmugtur. Standart grafiginden elde edilen formiilden 6rnegin toplam protein miktari
hesaplanmuistir.

3.2.16. Optimum pH’nin enzim iiretimine etkisi

En fazla enzimin iretildigi optimum pH’y1 bulmak i¢in, erlenmayerde 20°C,
24°C ve 28°C ve 225 rpm’de farkli pH’larda (pH 3.0; 4.0; 5.0 ve 6.0) iiretim
gerceklestirilmistir. Uretim 3 paralelli ve 2 tekerriirlii olarak yapilmistir. Ornek
medyasina 24 saat arayla glikoz eklenmis ve besiyerdeki glikoz miktarinin %1 olmasi
saglanmigtir. Ayrica 24 saatte bir besiyerden 1 ml O0rnek alinarak santrifiij edilerek
slipernatant1 ayrilmis ve enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmak {izere +4°C’ye
kaldirilmistir. Uretim 96 saat boyunca devam etmistir. Fermantasyon iiretimi igin
sicaklik ve pH degerini bulmak icin SAS programinda faktoriyel analiz yapilmistir.
Boylece fermentor prosesi igin gerekli olan pH ve sicaklik degeri elde edilmistir.
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3.2.17. Deve kimozin enziminin karakterizasyon
3.2.17.1. Enzimin optimum pH’simin tespit edilmesi

Enzimin c¢alistigt optimum pH’nin tespiti i¢cin pH 3-8.0 arasinda 37°C’de
calistlmigtir. Tampon olarak pH 3 ve pH 6.0’da sodyum sitrat buffer kullanilirken; pH
7.0 ve pH 8.0 arasinda potasyum fosfat buffer kullanilmistir. Tamponlar 50 Mm
konsantrasyonda hazirlanmigtir. Siipernatant 6rnekleri her pH’nin kendi tamponunda
hazirlanmis ve daha sonrasinda enzim aktivitesi yapilmistir.

3.2.17.2. Enzimin pH stabilitesinin tespit edilmesi

Enzimin pH stabilitesinin tespiti i¢cin pH 3.0-8.0 arasinda 37°C’de c¢alisilmigtir.
Tampon olarak pH 3.0 ve pH 6.0’de sodyum sitrat kullanilirken; pH 7.0 ve pH 8.0
arasinda potasyum fosfat buffer1 kullanilmis ve tamponlar 50 Mm konsantrasyonda
hazirlanmigstir. Siipernatant 6rnegi her pH’nin kendi tamponunda hazirlanmis ve oda
sicakliginda 2 saat boyunca bekletilmistir. Her bir pH’nin ilk Sl¢iilen aktivitesi %100
olarak belirlenmistir. 22°C sicaklikta iki saat bekletmenin sonrasinda Olgiilen deger
kalan aktivite olmustur ve % seklinde ifade edilmistir.

3.2.17.3. Enzimin optimum cahistig1 sicakhi@in tespit edilmesi

Enzimin c¢alistigi optimum sicakligin tespiti ig¢in 20-80°C arasindaki
sicakliklarda on derecelik araliklarla ¢aligilmistir. Siipernatant drnekleri hazirlanmis ve
ornekler 20-80°C arasinda farkli sicakliklarda bekletilerek belirli kosullarda enzim
aktivitesi yapilmistir.

3.2.17.4. Enzimin sicaklik stabilitesinin tespit edilmesi

Enzimin sicaklik stabilitesinin tespiti i¢in 20-80°C arasindaki sicakliklarda
calisilmistir. Siipernatant 6rnekleri hazirlanmis ve enzim bu sicakliklarda 2 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra laboratuvarda belirli kosullarda enzim aktivitesi yapilmistir. Her
bir sicakligin ilk Olgiilen aktivitesi %100 olarak belirlenmistir. 2 saat bekletmenin
sonrasinda Ol¢iilen deger kalan aktivite olmustur ve % seklinde ifade edilmistir

3.2.17.5. Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisinin tespit edilmesi

Metal iyonlarmin enzim aktivitesine etkisininin tespit edilmesi i¢in CuCly,
FeCl, MgClz> ve ZnCl: kullanilmistir. metal iyonlart1 2 Mm ve 10 Mm olacak bi¢cimde
ortama eklenmistir. Kontrol olarak metal iyonu icermeyen ortam kullanilmis ve belirli
kosullarda enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Kontrol ortaminin enzim aktivitesi %100
seklinde belirlenmigstir. Diger metal iyonlar1 ilave edilen ortamlarinin aktivite
degisimleri kontrol’e gore kiyaslanarak % seklinde ifade edilmistir.

3.2.17.6. Farkh CaCl; konsantrasyonun enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi

Farkli CaCl, e konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisinin tespit edilmesi
icin, 20-100 Mm arasinda; 20 Mm araliklarla ¢alisilmistir. En kisa siirede pitht1 veren
konsantrasyonun enzim aktivitesi %100 seklinde belirlenmistir. Diger konsan-
trasyonlarin aktivite degisimleri kontrol’e gore kiyaslanarak % seklinde ifade edilmistir.
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3.2.18. Deve kimozini geninin biiyiik 6l¢cekde fermentorde ekspresyonu

Fermantasyon ¢aligmalar1 iki hazneli 5 L Biostat B (Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Almanya) biyoreaktdriinde Kesikli ve Yari-kesikli olmak iizere 2 asamada
gergeklestirilecektir. Yaklasik 20 saat siiren kesikli faza 2 L besiyeri ile baslanmis, yar1
kesikli fazda toplam 2.000 gr besleme soliisyonunun (~1.600 ml %50 glukoz soliisyonu)
eklenmesi ile maksimum ¢alisma hacmine ulastiginda fermentasyon bitirilmistir.

1. giin 2. gln 3. gln

[ ]

— W - |2

Hiicre bankasi inokulum Kesikli Faz

-80°C 100 ml YPD 2LBSM -

Yari Kesikli Faz
Fermentor Biyokiitle olusumu
bas'la'ngnq ' %4 gliserol Uriin o lusumu
hacminin %5’i 16-24 saat .
90-150 g yas %50 glukoz
hicre/L 3-5gin

Sekil 3.2. Calismada gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin genel hatlari (Yilmaz
2018)

3.2.18.1. Kesikli faz

Uretimin ilk asamasi olan kesikli fazda, hiicrelerin %4gliserol iceren 2 L temel
tuz besiyeri (BSM, 1 litre besiyerinde 26,7 ml 85% H3POs, 0,93 g CaSOs, 18,2 g
K>S04, 14,9 g MgS04-7H20, 4,13 g KOH, ve 40,0 g gliserol) kullanilmistir. Daha sonra
inokulum yapilmadan 6nce pH degeri 5.0’e ayarlanmigtir. PTM1 tuzu (1 litrede 6.0 g
CuS04-5H,0, 0,08 g Nal, 3,0 g MnSOs-H>0O, 0,2 g NaxM004-2H0, 0,02 g H3;BO3, 0,5
g CoCl,, 20,0 g ZnCl,, 65,0 g FeS04-7H>0, 0,2 g biotin ve 5,0 ml H>SO4) 8,7 ml
eklenmistir (Invitrogen Corporation 2002). BMGY besiyerinde 100 ml igerisinde
gelistirilen klonun, spektrofotometrede OD degeri Olciilmiis ve 10-12  OD olunca,
cihaza inokiiliim verilmistir.

Kesikli faz asamamda sicaklik 28°C’de, hava girisi 1,0 vvm’de sabit
tutulmustur. Kopiiklenmenin engellenmesi igin %35 kopiik kirict ¢ozeltisi kullanilmistir.
Inokiiliim verildikten sonraki ¢dziinmiis okijen degeri (DO) %100’diir. Daha sonra
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hiicrelerin biiyiimesi ile bu deger diismeye baslayacaktir. Ve yaklagik DO degeri %20
civarlarina diisecektir. Bu diisiisle birlikte karistirici(Stirrer) degeri 600 rpm * den 900
rpm ’e yiikseltilmigtir. Sisteme giren havaya, saf oksijen ilave edilrek sistem kaskad
modunda tutulmustur.

3.2.18.2. Yari-kesikli faz

Oksijen degerinin (%DO) pik yaptig1 noktada kesikli faz sonlanmaktadir. Bu
asamada yar1 kesikli fazda klon protein liretmeye baslayacaktir. Bunun i¢in enzime
uygun ve sicaklik degerleri girilecektir. Deve kimozini i¢in sistem 24°C, pH 3.0 de
tutulmustur. Uretim asamasinda besleme profili baslatilmistir. GAP promotoru altinda
hipoksik sartlarda etonol seviyesi 0.5 diizeylerinde tutulmasi i¢in; %50 glikoz
(weight/weight) soliisyonu ile besleme yapilmistir (Yilmaz 2018).

Daha sonra yaklasik 12 saatte bir 6rnek alimi yapilip, yas hiicre agirliklar:
kaydedilmistir. Glikoz soliisyonunun bitimi ile fermantasyon sonlandirilmstir.

3.2.19. Deve kimozini kullanilarak Beyaz Peynir yapimi

» Peynir iiretimine kullanilacak siit Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesine bagh
inek ¢iftliginden temin edilmistir. Peynir iiretiminde 2 paralel 6rnegi ile 1
kontrol 6rnegi (ticari) kullanilmistir.

= Maya Kuvvetinin Belirlenmesi
Stipernatantlar i¢in Oncelikle maya kuvveti belirlenmistir. Maya kuvveti
belirlenirken 30°C sicakliga 1sitilmis olan erlenmayer igerisindeki 20 ml siite 1
ml enzim siipernatantlari ilave edilip ve erlenmayer ylizeyinde goriilen ilk pihti
saniyesi tespit edilmistir. Bir mayanin kuvveti, bir birim (1 mL ya da 1 g) peynir
mayasinin sabit sartlarda (35 °C’ de 40 dakikada) pihtilastirabilecegi rekonstitiie
stitiin hacmine (mL ya da g) oram ile ifade edilir ve birimsizdir (g/g ya da
mL/mL) (TSE 1996).

MK = (2400 x S) / (Z x M) (1)

MK: Maya kuvveti

S: Rekonstitlie siit miktar1 (mL) (20 mL)

Z.: Pihtilagma siiresi (sn)

M:Maya miktar1 (mL) (2 mL i¢indeki maya miktari)
* Maya miktarinin belirlenmesi

Hesaplamalar sonucu maya kuvveti belirlenen kimozin siipernatantlarindan 3 litre
siite peynir yapimi i¢in ne kadar maya koyulmasi gerektigi, asagidaki denklem
kullanilarak hesaplanmistir (Budak ve Afsar 2011).
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Maya Miktar: = 2400*sit miktart maya kuvvetixpthtilasma siiresi
» Peynir Uretim Akis Semast

Aragtirmamda sadece {retilen rekombinant deve kimozin enziminin etkinligi
incelenmek istendigi i¢cin CaCl, ile starter kiiltiir ilavesi yapilmamistir. Ayrica maya
kuvvetinin belirlenmesi i¢in ticari rekombinant fermente sivi kimozin CHYMO-REN
(660 IMCU/ml) kullanilmistir. Ticari rennet 1:9 oranminda seyreltilip, c¢ozeltisi
kullanilmistir. Peynir tiretim prosesi Sekil 3.1” de gdsterilmistir.

* Siitlin 65°C de 30 dk pastdrizasyonu (mikroorganizma yiikiinii azaltma)
* 3000 ml siite gerekli miktarda maya ilavelerinin yapilmasi
* 1 saat 30°C lik inkiibatérde mayalama

* Piht1 kirma islemi ve peynir altt suyunun ytizeye ¢ikarihp, daha sonra
uzaklastirilmasi

N4

* Stizme ve 2 saatlik baskilama isleminden sonra peynir pthtisinin kaliba
2. ASAMA alinmasi

+ 15°C sicaklikta 18 saat boyuncakahpta baskilama

<

+ Kaliptan ¢ikarma ve olusan peynir miktarinin tartiminin yapilmasi
* 1 kg siitten ne kadar peynir olustugunun belirlenmesi (Verim hesaplama
3 ASAMA g pey stugu (Vi plama)

<

Sekil 3.3. Peynir iiretim prosesi (Ers6z 2016)
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4. BULGULAR

4.1. Deve kimozini Geni I¢ceren Plazmid pPICZaCM Vektoriiniin Dogrulanmasi ve
PGAPZoA Vektoriiniin Dogrulanmasi

pPICZaCM plazmidini igeren E. coli XLI-Blue, amfisilinli LB Miller sivi
besiyerine inokule edilerek 37°C’de bir gece c¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona
birakilip ertesi giin plazmid izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen pPICZaCM
plazmidi EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve %1’lik agaroz jelde
ylriitilmiistiir. 1110b¢ ve 3524 b¢ uzunlugunda beklenen parcalar elde edilerek
dogrulanmistir (Sekil 4.1 a). Daha sonra 1110 b¢ uzunlugundaki deve kimozin geni
jel’den kesilerek jel ekstraksiyonu ile elde edilmistir (Sekil 4.1 b).

2 a) b)
Sekil 4.1. a) pPICZaCM plazmidinin EcoRI ve Xbal enzimleri ile kesimi jel goriintiisii

M: 1 kb DNA standardi kontrol; 1: Uncut (4634bg); 2: Cut (1110 bg) b) pPICZaACM
agoraz jel kesimi M: 1 kb DNA standardi kontrol 1: Deve prokimozin geni jel kesimi
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5000

1500

500

a) b)

Sekil 4.2. a) pGAPZoA vektoriinlin dogrulanmas1 M: 1 kb DNA standard: kontrol, 1:
Uncut, 2: Cut b) pGAPZaA agoraz jel kesimi M: 1 kb DNA standard1 kontrol, 1: Uncut,
2: pGAPZoA vektorii jel kesimi

4.2. pGAPZaA vektorii ve prokimozin geninin ligasyonu ve E. coli’ ye
transformasyonu

_ PCR sonrasi jel purifikasyonu ile elde edilen iirlinlerin ligasyonu yapilmistir.
Insert olarak deve prokimozin geni (1110 bg), vektor olarak pGAPZaA (3147 bg)
kullanilmistir.

Ligasyon karisimlar1 E. coli XLblue hiicrelerine transforme edilmistir. 25 pg/ml
zeosin igeren LB lennox-zeosin agar plakalara ekim yapilmistir. Ligasyon sonrasi petri
kutularindaki koloniler i¢in sayim yapilmistir. Plakalar incelendiginde 500pg/ml’lik
zeosinli plakada hi¢ koloni gelismedigi goriilmiistiir. Bu yiizden 100pg/ml’lik zeosinli
petri kutusunda gelisen kolonilerden 10 koloni segilmistir. Secilen bu kolonilerden
koloni PZR yapilmistir. PZR analizi i¢in; Forward primeri olarak 5'GAP ve Reverse
primeri 3’AOX kullanilarak istenilen bdlge ¢ogaltilmistir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Ligasyon analizi sonucu yapilan koloni PZR, M: 1 kb DNA standardi kontrol,
1: Klonl, 2: Klon 2, 3: Klon3, 4: Klon 4, 5: Klon 5, 6: Klon 6, 7: Klon7, 8: Klon 8, 9:
Klon 9, 1o: Klon 10, V: Vektor, K: Kontrol

Koloni PZR sonrast plazmit DNA izolasyonu yapilmistir. Plazmit izolasyonu
sonrasi, agoraz jelde klonlarin DNA biiyiikliiklerine bakilmistir. Bu analiz sonucunda
klon9 secilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Plazmit DNA izolasyonu agoraz jel goriintiisii; M: 1 kb DNA standardi
kontrol, 1: Plazmid 1, 2: Plazmid 2, 3: Plazmid 3, 4: Plazmid 4, 5: Plazmid 5, 6:
Plazmid 6, 7: Plazmid 7, 8: Plazmid 8, 9: Uncut 9, 10: Plazmid 9, 11: Plazmid 10
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4.3. Protein Ekspresyonunda Kullanilan Plazmitlerin Olusturulmasi

Xmall (190)

EcoRI (760)

PGAPZACM
4188 bp

Xbal (1864)

Sekil 4.5. Ligasyon sonrasi elde edilen yapisal GAP promotorlariyla deve kimozin
geninin gdsterimi ve olusturulan pGAPZaCMchy klonlama vektorii

4.4. Plazmitlerinin Lineer Hale Getirilmesi ve P. pastoris’e Transformasyonu

Transformasyon isleminden sonra klon i¢in; EcolR ve Xbal enzimleri
kullanilarak kesim reaksiyonu yapilmis ve %1 ’ lik agoraz jelde yiriitilmiistiir (Sekil
4.6 a). pGAPaACM =9 klonu lineer hale getirilmesi i¢in XmaJI enzimi kullanilmistir.
Bunun sonucunda %! agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Beklenen biiytikliikte 4188 b¢ bant
gozikmiistiir (Sekil 4.6 b).
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5000

500

a) b)

Sekil 4.6. a) EcolR ve Xbal enzimleri ile kesim reaksiyonu; M: 1 kb DNA standardz;
1:Kontrol(Uncut); 2: Pozitif kontrol(Cut) b) pGAPaACM =9 klonunun, XmalJl enzimi
ile lineer hale getirilmesi; M: 1 kb DNA standardi; 1:Kontrol; 2: Pozitif kontrol (4188

bg)

4.5. Gen kopya sayisinin belirlenmesi(Southern Blott)

Transformasyon sonucu zeosinli plakalardan 15°ser koloni segilerek 3 ml YPD
besiyerine inokule edilmis ve 28°C’de, 20 saat gelistirilmistir. Gelistirilen bu klonlara
genomik DNA izolasyonu yapilmis ve Southern Blott analizi i¢in kesim reaksiyonu
kurulmustur. Daha sonra da % 0,8 lik agoraz jelde goriintiilleme yapilmistir (Sekil 4.7).
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M DIG X33 3 § 17 18 DIG
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Sekil 4.7. % 0.8’ lik agoraz jelde goriintiileme; M: 1 kb DNA standardi DIG: DIG
marker; X33: (Negatif kontrol); 3: Klon3, 4: Klon 4, 5: Klon 5, 6: Klon 6, 7: Klon7, 8:
Klon 8, 9: Klon 9, 10: Klon 10, 11: Klon 11, 12: Klon 12, 13: Klon 13, 14: Klon 14, 15:
Klon 15, 16: Klon 16, 17: Klon 17, 18: Klon 18, DIG: DIG Marker

Southern Blot anazli sonucunda tek kopya olduguna karar verilen 18 numaral
pGAPZaACM=18 klonu ile kimozin ekspresyonu ¢alismalarina devam edilmistir.

4.6. Engelli Erlenmayerde Deve Kimozin Uretimi

Southern Blott analizi sonucu tek kopya oldugu belirlen klonl8; 3 ml YPD
besiyerine inokule edilmis ve 28°C’de, 20 saat gelistirilmistir. Gelisen kolonilerin her
biri BYED besiyerine baslangic OD’leri 0.1 olacak sekilde inokiile edilmistir.
Erlenmayerde 20°C, 24°C ve 28°C ve 225 rpm’de farkli pH’larda (pH 3.0; 4.0; 5.0 ve
6.0) iiretim gerceklestirilmistir. Uretim 3 paralelli ve 2 tekerriirli olarak
gergeklestirilmistir.

Orneklerden her birine 24 saatte bir glikoz eklemesi yapilmus, besiyerdeki glikoz
miktarinin %1 olmas1 saglanmustir. Uretim 96 saat boyunca devam etmistir.
Fermantasyon iiretimi i¢in optimum sicaklik ve pH degerini bulmak i¢in SAS
programinda faktdriyel desen deneme analiz yapilmistir. Bu sonuglara gore fermentor
prosesi i¢in gerekli olan pH ve sicaklik degerleri tespit edilmistir.
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4.7. SDS-PAGE Analizi ile Deve Kimozini Uretiminin Belirlenmesi

10 11 12 M

42kDa

Sekil 4.8. Engelli erlendeki 20 °C’ de; pH 3.0; 4.0; 5.0 ve 6.0 iiretimindeki 48.saat, 72.
saat ve 96. Saat drneklerinin SDS-Page goriintiisii; M: Protein Page-Ruler Marker, X33:
Negatif, 1: pH 3 48. Saat, 2: pH 3 72. Saat, 3: pH 3 96. Saat, 4: pH 4 48. Saat, 5: pH 4
72.Saat, 6: pH 4 96. Saat, 7: pH 5 48. Saat, 8: pH 5 72. Saat, 9: pH 5 96. Saat, 10: pH 6
48. Saat, 11: pH 6 72. Saat, 12: pH 6 96. Saat, M: Protein Page-Ruler Marker

20°C 24°C 28°C

Sekil 4.9. Engelli erlendeki 20° C; 24°C ve 28°C; pH 3.0; 4.0; 5.0 ve 6.0; 96. Saat
orneklerinin SDS-Page goriintiisii; M: Protein Page-Ruler Marker, X33: Negatif kontrol,
1: 20 °C pH 3 96. Saat, 2: 20 °C pH 4 96. Saat, 3: 20 °C pH 5 96. Saat, 4: 20 °C pH 6
96. Saat, 5: 24 °C pH 3 96. Saat, 6: 24 °C pH 4 96. Saat, 7: 24 °C pH 5 96. Saat, 8: 24
°C pH 6 96. Saat, 9: 28 °C pH 3 96. Saat, 10: 28 °C pH 4 96. Saat, 11: 24 °C pH 5 96.
Saat, 12: 2 °C pH 6 96. Saat, M: Protein Page-Ruler Marker
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4.8. Deve Kimozini Aktivitesi Sonuclar:

PGAPZoaACM=18 klonunun engelli erlende iiretimi sonucunda deve kimozini
enziminin aktivite testleri yapilmistir. Deve kimozini ortalama 3 dakikada siit
soliisyonunu pihtilastirmaktadir. Fermantasyon sonucunda ise en iyi piht1 veren 56. Saat
ornegi 40.8 mg/mL rekombiant protein iirettigi bulunmustur.

Engelli erlen {iiretimlerinde pH 6.0 buffer1 igeren besiyeri ile gerceklestirilen
iiretim sonucunda silipernatant, enzim aktivite testlerinde kullanilmis ve enzimin bu pH
degerindeki 24, 48, 72 ve 96. saat O6rneklerinde pitht1 olusmadigr goriilmiistiir. Ayrica
diger pH 3.0, ph 4.0 ve pH 5.0 bufferlar1 ile gerceklestirilen iiretimlerdeki 24. Saat
stipernatant orenklerinin de piht1 olusturmadigi tespit edilmistir.

Bu yiizden grafiklerde ve matematiksel modellemede 24. saat zaman dilimi ve
pH 6.0 ’ ya ait zaman dilimleri hesaba katilmamistir. Matematiksel modellemeye gore;
en diigiik aktivite sonuglarinin 28 dereceye ait oldugu goriilmiistiir. Diger bir yandan en
yiiksek aktivite degerlerinin 20 ve 24 derecelere ait oldugu, fakat bu iki sicaklik
arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir. En yiiksek enzim
aktivite sonuglarinin ise pH 3.0.” e ait oldugu bulunmustur. Bu istatiksel analiz
sonuglarina gore biiyilik 6lgekli iiretim igin gerekli olan optimum sicaklik ve pH degeri
elde edilmistir. Matematiksel hesaplamalara gore verilen enzim aktivitesi sonuglarinda
birim olarak dakika se¢ilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Enzim aktivite sonuclarinin istatiksel olarak degerlendirilmesi; Her bir
degerin ortalamasi ve ii¢ paralelin standart sapmasi gosterilmistir. Istatiksel acidan
birbirleri ile anlamli iligkileri olan parametreler; sicaklik ve zaman; pH ve zaman iken;
sicaklik, pH ve zaman iicliisii arasinda interaksiyon olmadig1 goriilmiistiir ( p < 0.05)

ZAMAN
pH 48.saat 72.saat 96.saat
3 6,24 £ 0,215 cd 4,88 +£0,215 ef 397+0,215f
4 940,248 a 6,67+ 0,215 cb 5,49+0,215ed
5 7,65+0,215b 526+0,215ed | 4,87 +£0,215 ef
ZAMAN
Sicakhik 48.saat 72.saat 96.saat
20°C 7,94+£0215a 4,56 +£0,215d 3,46 +0,215¢
24° C 6,72 + 0,248c 4,75+0,215d 4,06 + 0,215ed
28°C 8,23 +£0,215a 7,51 +£0,215ba 6,81+ 0,215bc
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Sekil 4.10. Engelli erlenmayerdeki liretim sonucu enzim aktivitesi tayini; sirasi ile
1;2;3: Pozitif kontrol ( Deve kimozin geni igeren siipernatant drnekleri ); K: Negatif
Kontrol (Deve kimozin geni igermeyen siipernatant drnegi)

Engelli erlenmayerdeki iiretim sonucu 20, 24 ve 28 derecede pH 3.0; pH 4.0; pH
5.0’e ait 24.saat, 72.saat ve 96.saat saat drneklerinin enzim aktivite sonuglari grafiklerde
gosterilmistir. Grafiklerde gosterilen pihti siiresi birimi dakika cinsinden verilmistir
(Sekil 4.11., Sekil 4.12. ve Sekil 4.13).
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2 6
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5 0
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g 4
& 3
2
1
0
20°C 24°C 28°C

m48.saat m72.saat m96. saat

Sekil 4.11. 20°C, 24 °C, 28°C; pH 3.0’ e ait 48. saat, 72. saat ve 96. saat 6rneklerin pihti
grafigi
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Sekil 4.12. 20°C, 24 °C, 28°C; pH 4.0’ e ait 48. saat, 72. saat ve 96. saat 6rneklerin pihti

grafigi
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Sekil 4.13. 20°C, 24 °C, 28°C; pH 5.0’ e ait 48. saat, 72. saat ve 96. saat 6rneklerin pihti
grafigi
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4.9. Deve Kimozini Enziminin Karakterizasyonu
4.9.1. Enzimin optimum pH’sinin tespiti

Deve kimozini enziminin optimum pH’sinin tespit grafigi Sekil 4.14’de
gosterilmigstir. Kimozin aktivitesinin degeri pH 3.0-4.0 aras1 dogrusal azalis gostermis
ve en yliksek aktiivteyi pH 3.0°de gdstermistir.

Daha sonra azalarak pH 8.0’da en diisiik degeri gostermistir. Kimozinin aktivite
gosterdigi en yiiksek deger 100 olarak belirlenmistir. Optimum deger olarak pH 3.0
bulunmus ve burada bagil aktivite %100 iken, pH 3.5’de %83.3, pH 4.0 ’da %57.6; pH
5.0°de %25.9, pH 7°de %20.1 ve pH 8.0°da %14.28 olarak hesaplanmuistir.

120

100

80

60

AKTIIVTE %

40

20 -Nﬂ
0

pH

Sekil 4.14. Enzimin optimum pH’siin tespit grafigi

4.9.2. Enzimin pH stabilitesinin tespiti

Enzimin pH stabilitesinin tespit edilmesi i¢in 22°C’de (ortam sicakliginda) 1
saat inkiibasyonu sonunda aktivite sonuglar1 Sekil 4.15°de gosterilmistir. Maksimum
enzim stabilitesi 100 olarak belirlenmis, pH 6.5’de %100 stabilitesini korumustur.

pH 3.0°de %71.11, pH 4.5’de %78 iken pH 7.0’de %91.04 ve pH 8.0’de %80
stabil kalmistir. Genel olarak; pH 6.0, pH 6.5 ve pH 7.0 degerlerinde %90’1n iizerinde
stabilitesini korudugu saptanmuistir.
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Sekil 4.15. Enzimin pH stabilitesinin tespit grafigi

4.9.3. Enzimin optimum cahstig1 sicakhi@in tespiti

Deve kimozin enziminin optimum c¢alistigt sicakligin tespit sonuglar1 Sekil
4.16’da gosterilmistir. Kimozin 20°C’de en diisiik aktivite gdstermis ve sicakligin 10’ar
derece yiikseltilmesi ile 50 dereceye kadar enzim aktivitesi dogrusal artis gostermistir.
En yiiksek degere ulastigi ve %100 aktivite gosterdigi enziminin optimum c¢aligma
sicakliginin 50°C oldugu bulunmustur. Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak kabul
edildiginde, 20°C’de %27.2 aktivite gosterirken 30°C’de %57.7, 40°C’de %90.9 ve
60°C’de %86.5 ve 65°C’de %47.4 aktivite gostermistir. 60°C’den daha yliksek
sicaklilarda, aktivitenin hizla diistiigii goriilmiistiir. Ozellikle 70 dereceden itibaren siit
sollisyonunun kendiliginden piht1 olusturdugu i¢in 70 derece ve iistii sicakliklarda
enzim aktivitesi belirlenememektedir.
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Sekil 4.16. Enzimin optimum c¢alistig1 sicakligin tespit grafigi

4.9.4. Enzimin sicaklik stabilitesinin tespiti

Kimozinin 120 dakika boyunca inkiibasyonu sonucu sicaklik stabilitesinin tespit
sonuclar1 Sekil 4.17°de gosterilmistir. 30°C’de %96.9, 40°C’de %88.6, 45°C” de %80.9
ve 50°C’de %72.9 aktivitesini korumustur. 60°C de %5.5 iken; 70°C ’de %0 aktiivte
gostermigtir. Enzim aktivitesini 20°C’de %100 korurken sicakligin kademeli olarak
yiikseltilmesiyle bu deger giderek azalmistir.
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Sekil 4.17. Enzimin sicaklik stabilitesinin tespit grafigi
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4.9.5. Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisinin tespiti

Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisininin tespit edilmesi i¢in CuCly,
FeCl, MgClz ve ZnCl; kullanilmistir. Metal iyonlar1 2 Mm ve 10 Mm olacak bi¢cimde
ortama eklenmistir. Kontrol olarak metal iyonu igermeyen ortam kullanilmis ve 37
derecede enzim aktivitesi dl¢iilmiistiir. Sonuglar Sekil 4.18’de gosterilmistir.

Fe*? iyonunun 2 Mm ve 10 Mm konsantrasyon varhiginda enzim aktivitesi
arttirmistir. Fe*? iyonunun ortama 2 Mm ’da %134.57 ve 10 Mm’da ise %229.58 enzim
aktivitesi gostermistir. Ozellikle demir konsantrasyon yogunlugunun artmasi ile 10
Mm’daki aktivitesi 1.7 katina ¢ikmuistir.

Mg*"#’nin 2 Mm konsantrasyonunda ¢ok az bir miktarda azalma varken; 10 Mm
konsantrasyon varliginda enzim aktivitesi oldukca artmistir. 2 Mm ve 10 Mm’ da
strastyla; %96.26 ve %172.5 aktivasyon gézlenmistir.

Zn*? iyonunun 2 Mm ve 10 Mm konsantrasyon varliginda sirasiyla enzim
aktivitesi dlismiistiir. Sirasi ile %92.60 ve %77.43 aktivite gostermislerdir.

Cu™ iyonu ortama eklenen tiim konsantrasyonlarda enzimi inhibe etmistir. 2
Mm i¢in bu deger %75.39 iken 10Mm’ da %60.15"tir.

250
200 -
R
& 150
2
E B2 mM
E 100 -
10 Mm
N '
0 -
Fe2ClI3 CucCl2 ZnClI2 MgCl Kontrol
iYON

Sekil 4.18. Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisinin tespit grafigi (2Mm ve 10Mm)
4.9.6. Farklh CaCl; konsantrasyonun enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi

20Mm-100Mm arasindaki farkli CaCly’e konsantrasyonlarin enzim aktivitesi
sonuclar1 Sekil 4.19. ’da gosterilmistir. 40 Mm CaCl, konsantrasyonu 100% en yiiksek
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aktiviteyi gosterirken; en diisiik aktivite %58.7 ile 100 Mm CaCl,’dir. Enzim aktivitesi
40 Mm ’a kadar dogrusal bir sekilde artarken, bu konsantrasyon degerinin artmasi ile
enzim aktivitesi hizlica diismeye basladig1 goriilmiistir.
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Sekil 4.19. Farkli CaCl, konsantrasyonun enzim aktivitesine etkisinin incelenmesi

4.10. Deve Kimozinin Biiyiik Ol¢ekte Fermentorde Uretimi
4.10.1. Fermantasyon Prosesinin Akis Semasi

Fermantasyon 24 derecede, pH 3.0 ’de 103 saat boyunca siirdiiriilmiistiir.
Fermentor siiresi boyunca GAP yapisal promotoru altinda deve kimozini iiretilmistir.
Fermantasyon prosesi hipoksik sartlar altinda 9%50’lik Glikoz besleme ile etanol
seviyesi 0.5 diizeyinde tutularak gerceklestirilmistir. Etanol seviyesinin kontrolii
metanol probu ile oOlgiilerek kontrol edilmistir. Prosesin akis semasi Sekil 4.20°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.20. pGAPZaACM=18 klonunun hipoksik sartlar altinda gergeklestirilen
fermentdr prosesi akis semasi

Sekil 4.21. 24°C, pH 3’ de Pichia pastoris X33 hostunda gerceklestirilen deve kimozin
iiretimi
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4.10.2. Fermantasyon sonucu deve kimozinin enzim aktivitesi

Biiyiik Slgekli iiretim sonucunda bulunan enzim aktivitesi sonuglari Sekil
4.22°de gosterilmistir. Fermantasyon siirecinde alinan orneklerden en yiiksek enzim
aktivitesi 56. Saat 6rneginde bulunmustur. Enzim aktivitesi 2000 Soxhelet Unit/ mL
olarak bulunmustur. Bu enzimin aktivitesi ticari kimozin ile kiyaslanmistir ve sonug
yaklasik olarak 20 IMCU/ mL bulunmustur. Fermantasyon siirecinde 56. saatten sonra
aktivite hizla diismeye basladigi griilmiistiir. Fermnastayon siireci boyunca alinan
orneklere gore olusturulan WCW (Yas Hiicre Agirligl) grafigi Sekil 4.23’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.22. Biiyiik 6l¢ekte 24°C, pH 3’ de Pichia pastoris X33 hostunda gergeklestirilen
deve kimozin iiretimi, enzim aktivitesi tespit grafigi
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Sekil 4.23. Biiylik 6l¢ekte 24°C, pH 3’ de Pichia pastoris X33 hostunda gergeklestirilen
deve kimozin tiretimi, WCW tespit grafigi
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4.10.3. Deve kimozinin biiyiik 6lcekde iiretiminin SDS-Page analizi

Fermentor ornekleri SDS-PAGE protokoliine hazirlanmis ve sonuglart Sekil
4.24°de gosterilmistir.

M  Btend FBO FB19 FB31 FB44 FBS1 FB56 FB6S FBSO FB92FB103 M

Sekil 4.24. Pichia pastoris mayasinda biiyiik 6lgekte 24°C, pH 3.0’ de gergeklestirilen
deve kimozin protein iliretiminin, SDS-PAGE tespit grafigi; M: Protein- Page Ruller
Protein Marker, Btend: Batch fazin sonu; FBO: Besleme fazinin baslangici; FB19:
Besleme fazinda 19. Saat 6rnegi; FB31: Besleme fazinda 31.Saat ornegi; FB44:
Besleme fazinda 44. Saat; FB51: Besleme fazinda 51. Saat; FB56: Besleme fazinda 56.
Saat; FB68: Besleme fazinda 68. Saat; FB80: Besleme fazinda 80. Saat; FB92:
Besleme fazinda 92. Saat; FB103: Besleme fazinda 103. Saat; M: Protein- Page Ruller
Protein Marker

4.10.4. Rekombinant deve kimozini ile beyaz peynir yapim

Peynir yapimi i¢in enzim igeren 2 paralel ve enzim i¢cermeyen 1 kontrol drnegi
kullanilmistir. Fermentorde en yiiksek aktiviteyi gosteren 56. Saat siipernatanti, peynir
yapiminda kullanilmistir. Peynir iiretim akis semast Sekil 4.25; Sekil 4.26 ve Sekil
4.27°de gosterilmistir.
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Sekil 4.25. a) Siitiin 65°C de 30dk pastorizasyonu b)Termometre ile sicaklik kontroli
¢) Kontrol 6rnegi; 1. ve 2. Paralel 6rneklerinin piht1 siirelerinin tayini

Sekil 4.26. a) Maya miktar1 ve kuvvetinin hesaplanmasi ve enzimin siire ilave edilmesi
b) Mayalama islemi i¢in 1 saat boyunca 30 derecede inkiibasyona birakilmasi ve pihti
kirma isleminin yapilmasi ¢) Peynir alt1 suyunun yiizeye ¢ikarilmasi
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TICARIRENNET

1.PARALEL

2.PARALEL

Sekil 4.27. a) Peyniralti suyunun uzaklastirilmasindan sonra, peynirin kaliba konulmasi
ve kaliba alindiktan sonra 15 derecede, 18 saat boyunca inkiibasyona birakilmasi b)
Kaliptan orneklerin ¢ikarilmas: ve tartim yapilmasi ¢) Sirasi ile soldan saga Kontrol

peynir ornegi; 1. Paralel peynir 6rnegi ve 2. Paralel peynir 6rnegi

Oncellikle ticari rennetin (10 kat seyreltilmis ¢dzeltiden 0.1 mL kullanilarak) ve
2 paralel (ImL siipernatant kullanilarak) Orneginin pihtilagmasi bulunmustur. Bu
sonuclara gore maya kuvvetleri ve gereken maya miktarlari hesaplanmistir. Peynir
yapimindan sonra 1 kg siitten, ne kadar peynir olustuguna dair verim hesab1 yapilmistir.
Bu analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Peynir yapiminda kullanilacak kontrol ve 2 paralel 6rnege ait sonuglar

Pihtilasma | Maya Maya Peynir Peynir
(sm) miktari(mL) | kuvveti verimi(%)
Ornek Ad1 Miktari(gram)
Kontrol (Ticari 13sn 1.083 mL 1: 3692 444,2 gram 14,8
rekombinant sigir
kimozini)
1.paralel 6rnegi 37sn 3.083 mL 1: 1297.3 467,9 gram 15,56
2.paralel 6rnegi 40sn 3.333 mL 1: 1200 460,1 gram 15,33
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S.TARTISMA

Bu calisma deve kimozin geni geninin P. pastoris mayasinda gliseraldehit -
3fosfat dehidrojenaz genini kodlayan yapisal GAP promotoru ile rekombinant olarak
iiretilmesi, enzimin karakterizasyonunun yapilmasi ve GAP promotorunun rekombinant
deve kimozin iiretimine etkisinin karsilastirmas1 amaciyla gerceklestirilmistir.

Engelli erlenmayerde iiretimi sonucu aktivitesi oldugu belirlenen rekombinant
enzimin, biiyiik olcekde 5 litrelik fermentorde liretimi gerceklestirilmistir. Peynircilik
sektoriinde yogun bir sekilde kullanilan kimozin kaynaginin; iirline uygulanabilirliginin
bdylece ticari sigir rekombinant kimozini ile rekombiant deve kimozin kaynagi
kiyaslanabilmistir.

Yapilan bu ¢alismada amacglanan birka¢ parametre bulunmaktadir. P. pastoris’ e
ait belirlenen yapisal GAP promotorunun rekombinant enzim {iretimindeki yetenegi, siit
ve peynir endiistrisindeki rennet kaynaklarin azalmasi ve artan nufiisa gore talebin
artmast dolayisiyla uygun bir rennet kaynaginin saglanmasi amacglanmaktadir.
Rekombinant enzimin engelli erlende {iretimi i¢in optimizasyon calismalar1 yapilarak;
bulunan enzim aktivitesi sonuglarina gore istatistik modelleme ile biiytlik dl¢ekli tiretim
icin optimum pH ve sicakligin belirlenebilmesi saglanmigtir.

P. pastoris X33 hostunun rekombinant deve kimozini {iretimi i¢in uygun bir
host olup olmadig1t kontrol edilmistir. Ayrica 40X] promotorunun kullanilmamasi
dolayistyla engelli erlenmayer ve fermentér {iretimleri sirasinda metanol indiikleme
yapilmamistir. Boylece metanol gibi toksik ve yanici bir maddenin kullaniminin 6niine
gecilmigtir. Ayni1 zamanda bu tilir tehlikeli bir maddenin biiyiik 6l¢ekli proseslerde
kullanim1 dolayisiyla olusabilecek depolama masraflarinin Oniline gegilebilmesi
amaclanmistir. Yapisal promotor olan GAP i kullanimi sayesinde besiyeri degisimin
gerceklestirilmemesi dolayistyla; kiigiik 6l¢ekde laboratuvar ortamindaki ¢aligmalarda
ve bilylik Olcekli peynir iiretimindeki proseslerde zaman kaybinin 6niine gegilebilmesi
saglanmustir.

Deve kimozini geni secilme sebebi ise; daha 6nceden deve kimozin enzimi ile
kullanilarak yapilan peynirlerin tekstiir ve flavorlarinin diger kimozin enzimlerine gore
daha iyi olmasi, yliksek piht1 ve diisiik proteolitik aktivite gostermesi, deve kimozinin
tasidig1 karateristik 6zelliklerin (termostabilite vb.) daha stabil olmasinin peynir liretimi
prosesi i¢in daha uygun bir kimozin kaynag1 olmasin siralayabiliriz.

Literatiirde P. pastoris’de GAP promotoru ile rekombinant kimozin enzimi
iiretimi lizerine dair ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilarinda deve kimozin
enzimi Uretimi gergeklestirilmistir. Fakat kullanilan promotorlar1 ve iiretim hostlarinin
farkli olmasinin yanisira; iretilen rekombinant enzimin kullanilmasi ile yapilan iiriine
dair ¢aligmalar oldukca sinirl sayida bulunmaktadir. Bu yilizden deve kimozin geninin
yapisal GAP promotoru altinda etkili bir liretim sistemine sahip olan P. pastoris mayasi
X33 hostunda {iiretimi bu caligmasinin 6zgiinliigiinii korumaktadir. Ayrica iiretilen
enzimin karakterizasyonu esnasinda yapilan metal iyonlarmin enzim aktivitesine
etkisini belirlemeye yonelik cok az miktarda veri bulunmaktadir. Uretilen rekombinant
kimozin beyaz peynir yapiminda kullanilmistir.
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Peynir {iretimi esnasinda 2 paralel ve 1 kontrol 6rnegi kullanilmistir. Kontrol
orneginde ticari rennet kullanilirken; paralel 6rneklerinde rekombinant deve kimozini
kullanilmistir. Boylece yapilan peynirlerden verim hesab1 yapilarak; ticari ve
rekombinant kimozin kaynaklar1 kiyaslanabilmistir. Ayn1 zamanda peynir endiistrisinde
kullanilan maya miktari, olusturulan peynir miktar1 ekonomik agidan olduk¢a Snemli
parametrelerdir. Kullanilan rekombinant enzim miktar1 ile daha yiiksek oranda ve
verimde peynir iiretilmesi amag¢lanmistir.

Literatiirde kimozin enziminin P. pastoris mayasinda diger promotorlarla
rekombinant {iretimi {izerine bazi ¢caligmalar yapilmistir. Kappeler vd. (2006) tarafindan
yapilan c¢alismada deve (Camelus dromedarius) kimozini Aspergillus niger hostunda
iretimi gergeklestirilmistir. Yapilan SDS- Page analizine gore deve kimozin geninin
molekiiler agirligr yaklasik olarak 40 kDa olarak bulunmustur. Enzim en yliksek
aktiviteyi 55 derecede gosterirken; ph 2-3.8 arasinda daha stabildir. Peynirde pihti
olusumunu arttirmak icin; kalsiyum konsantrasyonun arttirilmas1 deve kimozini
aktivitesini azaltmaktadir. Bu sonuglar; yaptigimiz calisma sonuglari ile paralellik
gostermektedir (Kappeler vd. 2006).

Luo vd. (2016) geng ve yetiskin ii¢ yakin dordiincii midelerinden prekimozini,
prokimozin ve kimozin genleri izole edilerek, pPICZalfaA vektorii kullanilarak Pichia
pastoris X33 hostunda tiretilmistir. Shake flask heterelog protein iiretiminde en yiiksek
aktiviteyi prokimozin (14.55 Soxhlet UNIT/ mL) gostermistir. Bizim yaptigimiz
caligmaya gore; deve prokimozin geni aktivite gostermistir. Biiylik 6l¢ekli heterolog
protein liretim sonucu enzim 2000 Soxhlet UNIT/mL aktivite gostermistir (Luo vd.
2016).

Tyagi vd. (2016) Kegi prokimozini AOXI promotoru altinda; P. pastoris X33
hostunda bagarili bir sekilde {iiretmistir. SDS-PAGE sonuglarmma gore 41 kDa
biiyiikligiinde bant goéziikmistiir. Fermantasyonda en yiiksek prokimozin aktivitesi
96.saatte ortaya ¢ikmistir. Enzimin optimum oldugu pH 5.5’tir. Enzimin aktif oldugu
sicaklik 30-45 derecenin iizerinde; optimum sicaklik ise 35-38 derecedir. Bu
calismadaki rekombiant ke¢i kimozininin optimum ph araligy; {rettigimiz rekombinant
deve kimozini ile olduk¢a benzerdir. Optimum sicaklik olarak rekombinant deve
kimozini 50 derece gibi daha yiiksek bir sicakliga sahiptir. Ayrica SDS-PAGE
sonuglarina gore deve kimozini yaklagik olarak 42 kDa biiyiikliigiinde bant vermistir
(Tyagi vd. 2016).

Bu c¢alismada buffalo, inek, deve ve domuz gibi dort farkli hayvan dokusundan,
kimozin genleri izole edilmistir. Bu farkli kimozin gen kaynaklar1 SDS-PAGE’de
goriintiilenmistir. SDS sonuclara gore ise; buffalonun ve inegin molekiil agirligi: 40
kDa, devenin 43 kDa; domuzun ise 30 kDa bulunmustur. Inek ve bufalo rennetinde iki
one ¢ikan bant goziikiirken; deve ve domuzda sadece bir bant goziikmiistiir. Sig1r, inek
kimozinleri olduk¢a birbirlerine benzerken deve ve domuz kimozininden oldukga
farklidir (Attallah 2007).

Vallejo vd. (2008)’nin su buffalosuna ait (Bubalus arnee bubalis)
preprokimozin, prekimozin ve kimozin genleri GAP promotoru altinda alfa- mating
faktiirti ile P. pastoris GS115 hostunda tiiretilmistir. SDS-PAGE sonucunda ise 36kDa
ve 40 kDa olmak tiizere iki bant goziikkmistiir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise 42kDa
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biiytlikliigiinde bant géziikmiistiir. Buffalonun optimum sicakligi 37 derece iken; bizim
yaptigimiz c¢aligmadaki deve kimozin enzim sicakligi 50 derece bulunmustur.
Rekombinant su buffalosu kimozin enzimi optimum pH’s1 4.5 iken; rekombinant deve
kimozinin pH 3.0 ve pH 4.0 arasinda aktivitesi dogrusal artis gostermektedir (Vallejo
vd. 2008).

Diger bir ¢aligmada ise deve prokimozin geni (1172 bg), AOXI promotoru
altinda, Pichia pastoris GS115 susundaiiretmi gergeklestirilmistir. Uretim sonucunda
yaklagik olarak 37mg/L rekombinant protein iretilmistir. Yapilan SDS analizi
sonucunda 42kDa ve 45kDa biiyiikliigiinde iki bant gdzlenmistir. Kimozin aktivitesi 20
derecenin altinda ve 70 derecenin iistiinde tamamen yok olmaktadir. Aktif kimozin; k-
kazeini 45-50°C sicakliklar1 arasinda optimum siit pihtilagtirma  aktivitesi
gostermektedir. Rekombinant enzimin aktif ve stabil oldugu genis ph aralif1 2.5-6.5
’dir. Maksimum piht1 aktivitesi 20-40 Mm CacCl, arasinda bulunmustur. Bu ¢aligmadaki
sonuclar, GAP promotoru altinda Pichia pastoris X33 hostunda {iretilen deve kimozi
enzim sonuglari ile hemen hemen aynidir. Fakat AOX altindaki fermantasyon sonucu
bulunan enzim aktivitesi; GAP promotoru altindaki liretiminden oldukg¢a fazladir (Wang
vd. 2015).

Perden vd. (1979) yaptig1 calismada sigir prokimozinin B’nin aktivitasyonu
aragtirilmistir. Ozellikle pH 2.5 altinda deney gergeklestirildigi zaman, siit pihtilastirma
aktivitesinin arttigt goézlenmistir. Kimozinin optimum proteolitik aktivitesi pH 3.0
araliginda gergeklesmektedir. GAP promotoru altinda P. pastoris X33 hostunda liretilen
deve kimozinin de optimum pH’s1 3.0 bulunmustur ayrica sigir prokimozini gibi diigiik
pH degerlerinde daha yiiksek aktiviteye sahiptir (Pedersen vd. 1979).

Yapilan bu calismada sigir prokimozini geni; GAP promotoru altinda
pGAPZalfaA vektorii kullanilarak P. pastoris GS115 hostunda lretilmistir. DNA
sekansina gore sigir prokimozinin molekiiler agirhigi 40.777 kDa olarak tahmin
edilmesine ragmen; SDS-PAGE analizi sonucunda yaklasik olarak 36 kDa
biiytikliigiinde tek bir bant géziikmiistiir. Enzimin stabil oldugu sicaklik 25-50°C iken,
optimum sicakligi 37°C’dir. Enzimin stabil oldugu pH araligi 2.2-6 arast iken;
optimum pH 4.0’tiir. Enzimin %24.2°si saflastirildiktan sonraki spesifik aktivitesi
3.705U/mg bulunmustur. Rekombinant kimozin Mn*2, Mg*2, Fe™ ve Na' gibi
katyonlarla aktivite olurken, K*, Co*2, Zn"? ve Ni*? gibi elementler tarafindan inhibe
olmaktadir. Bu ¢aligmada rekombiant sigir kimozinine yonelik yapilan karakterizasyon
sonuglary; laboratuvarimizda yapilan rekombinant deve kimozini karakterizasyon
sonuclar1 ile olduk¢ca benzerlik gostermektedir. Deve kimozini daha yiiksek
sicakliklarda termostabilitesini  korurken, daha diisiik pH degerlerinde aktif
olabilmektedir. Deve kimozini Mg*2, Fe** varliginda aktivitesi artarken; Zn*?, Cu™
varliginda aktivitesi azalmaktadir. Ayrica deve kimozinin GAP altindaki enzim
aktivitesi; AOX altinda iiretilen sigir kimozininden olduke¢a diisiik oldugu goriilmiistiir
(Jiang vd. 2013).

Bu ¢alismada Cheddar tipi peynir iiretiminde koagiilant olarak deve kimozini
kullanilmistir. Deve kimozini ile yapilan peynirlerde de bazi karakteristik 6zellikler
tespit edilmistir. Bu kimozinle iiretilen peynirlerde siilfiir yogunlugu olduk¢a diisiik
oldugu icin; daha az ac1 bir tat olusmaktadir. Bu ¢aligmanin sonuglar1 gdsteriyor ki deve
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kimozini Cheddar peyniri yapiminda etkili ve basarili bir koagiilanttir (Bansal vd.
2009).

Bu calismada sigir prokimozin B geni, AOXI promotoru altinda P. pastoris
GS115 susunda fretilmistir. Rekombinant siir kimozini i¢in optimum pH 5.5 iken,
sicaklik 37°C olarak belirlenmistir Metanol indiiklenemsi yani fermanastyon 96 saat
boyunca slirmiis ve sabit spesifik biliylime hizinda heterolog rekombinant protein
eskpresyonun oldukea artig gosterdigi gozlenmistir. Fermantasyon sonucu saflastirilan
kimozinin spesifik siit pihtilastirma aktivitesi 6400 IMCU/mg olarak bulunmus ve 120
mg/l rekombinant kimozin elde edilmistir. Fakat bu tezde iiretilen rekombiant deve
kimozinin daha yiiksek optimum sicakligina (50°C) ve daha diisiik optimum pH’ ya
(3.0) sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica fermentor iiretiminde; 40X e gore enzim
iiretmin diisiik oldugu bulunmustur. Uretilen rekombinant deve kimozinine saflastirma
islemi yapilmamistir ve iretilen protein miktar1 ise 500 pgram/mL’dir (Noseda vd.
2014).

Yapilan diger bir ¢calismada Aspergillus niger ksilanaz geni (Xy/B) rekombinant
olarak iiretimi; PADH3 promotoru altinda P. pastoris mayasinda yapilmistir. P. pastoris
PAOXI ve PGAP promotorlart ile bu firetim kiyaslanmistir. 4. niger ksilanaz
geni(XylB) bu iic promotoraltinda shakeflask ve 5 litrelik fermentdrde iiretimi
yapilmistir. Fermantasyon sonucunda en yiiksek rekombinant protein miktart PADH3
promotoru ile gergeklestirilirken, en diisiik GAP promotoru olmustur. ADH3 ’iin WCW(
yas hiicre agirlig1) degerleri; GAP promotoru ile benzer olmasina ragmen protein
GAP’da daha diisiik oranda firetilmistir. Bu calisma sonucuna gore her enzimin
uretilebilmesi i¢in yapisal promotorun uygun bir secenek olmadigi gorilmiistiir
(Karaoglan vd. 2016).

Proteoliz peynir olgunlagsmasinda rol oynayan bir asamadir. Olgun peynir
cesitlerinde tekstiir, tat ve aromanin olusumunda 6nemli bir yeri vardir (Fox vd. 1996).
Kullanilan koagiilantlarin; proteoliz prosesinin seviyesi ve ¢esidini etkiledigi
bulunmustur (Celik ve Uysal 2009).

Saldamli vd. (1998)’nin yaptig1 bir ¢alismada; peynir iiretiminde farkl
pihtilagtirict kaynaklarinin kullaniminin, proteolize olan etkisini incelemek igin bir
aragtirma yapilmistir. Arastirmada beyaz peynirler 90 giin boyunca olgunlastirildiktan
sonra proteoliz seviyeleri kontrol edilmistir. En yiiksek proteoliz seviyesine Fromase
46T(Rhizomucor mihei ’ nin fermantasyon sonucu olusturdugu kimozin ) gosterdigi
goriilmiistiir. En diisiik proteoliz seviyesini ise; Maxiren 50’nin (Kluyveromyces
marxianus var. lactic’ ten rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen kimozin)
gosterdigi bulunmustur (Saldamli vd. 1998).

Yapilan diger bir ¢aligmada rekombinant koyun kimozinin; siit pihtilagtirma ve
proteolitik aktiviteleri ¢esitli kimozin kaynaklar ile karsilastirilmistir. Bu kimozin
kaynaklar1 ise; rekombinant buzagi kimozini, inek renneti ve mikrobiyal rennettir.
Yapilan analizler sonucunda; bu ii¢ rennetin pH’nin yiikselmesi ile koagiilasyon
zamaninin arttigir goriilmistiir. Bizim calismamaizda rekombiant deve kimozinin diisiik
pH’larda daha yiiksek aktivite gostermesiyle paralel sonuglar gostermistir. Rekombinant
koyun kimozinin 45 derece iizeri sicakliklarda stabilitesini koruyamadigi goriilmiistiir.
bulunmustur. Boylece deve kimozini ve koyun kimozininin gore yiiksek sicakliklarda
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stabil kalabildigini gostermektedir. Koyun kimozinin proteolitik aktivitesinin, inek
rennetinden oldukea diisiik oldugu bulunmustur. Ayrica deve kimozinin de oldugu gibi
koyun kimozinini de CaCl, konsantrasyonu ile artmasi ile aktivitesi artmaktadir (Rogelj
vd. 2001).

Inan ve Ersdz (2016) yaptigi bir ¢aligmada glikolize olan ve olmayan yak
kimozin geni Pichia pastoris mayasinda AOXI altinda, GS115 hostunda iiretilmistir.
Biiyiik 0Olgekli fermentor iiretimi sonucunda enzim aktivitesi 214 IMCU/mL
bulunmustur. Ayrica enziminin optimum ph’ s1 6-7 arasiyken, optimum sicakligr 40
derece bulunmustur. Uretilen rekombinant yak kimozini ile beyaz peynir iiretime
yapilmistir. Bunun sonucunda ticari rennet ile yapilan peynirin verimi % 12,5
bulunmusken; rekombinant yak kimozinin ise % 12 bulunmustur. Bu tezde yapilan
caligmaya gore ise rekombinant enzim aktivitesi 20 IMCU/mL bulunurken; enzimle
yapilan beyaz peynir verim sonuclari; ticari rennet ic¢in; %14.8 iken; 1. Paralelin
%15.56, 2. Paralelin ise %15.33 oldugu hesaplanmistir. rekombinant yak kimozini ve
deve kimozini verim sonuglarina gore; ticari rennet ile olduk¢a yakin oldugu
goriilmiistiir. Bu da peynir {iretiminde ticari rennet yerine bu koagiilantlarin
kullanilabilecegini gostermektedir (Inan ve Ersdz 2016).
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6. SONUCLAR

Bu c¢alisma deve prokimozin geninin rekombinant klonlama teknikleri
kullanilarak GAP promotoru (500 bg) altinda P. pastoris mayasinda rekombinant deve
kimozinin tiretimini kapsamaktadir

Calismanin ilk amact deve kimozini enzimini GAP promotoru ile rekombinant
olarak iiretimini gerceklestirebilmektir. Uretilen bu proteinin biiyiik 6lcekli proseslerde
de etkin bir sekilde besiyeri kiiltiiriine salgilabilmesinin yanisira, protein miktarinin
daha yiiksek oranlarda olmasini amaglamaktadir.

Enzimin rekombinant olarak tiretilmesi amaciyla deve kimozin geni, yapisal bir
promotor olan GAP altinda; P. pastoris X33 hostuna entegre edilmistir. Klonlama
sonucunda trasnforme olan klon kopya sayisini bulabilmek i¢cin Southern Blot analizi
yapilmistr ve analiz sonucu klonlarin tek kopya oldugu bulunmustur.

Daha sonraki agama engelli erlenmayerde deve kimozin tiretimi i¢in; pH, sicalik
ve zaman arasindaki iligkinin enzim iiretimine olan etkisini belirleyebilmek igin
optimizasyon calismasit yapilmistir. Bunun i¢in 4 farkli pH degeri (3.0; 4.0; 5.0 ve 6.0);
ii¢c farkli sicaklik( 20°C; 24°C ve 28°C) kullamlmstir. Uretim 3 paralel ve 2 tekerriir
seklinde gergeklestirilmistir. Fermantasyon 96 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Her 24
saatte ornek alinmis ve her 6rnek besiyerine %50’ lik Glikozdan 2.5 mL eklenmistir.
Yapilan enzim aktivitesi sonuglarna gore; en yiiksek aktiviteye sahip siipernatant 3
dakikada piht1 olusturmaktadir. Siipernatanlarin SDS-PAGE analizi sonucu enzimin
molekiil agirliginin yaklasik olarak 42 kDa oldugu bulunmus ve bant kalinlig
ekspresyon siiresi boyunca artmistir. Engelli erlendeki iiretim sonucu toplam protein
miktar1 yaklasik olarak 40.8 mg/L bulunmustur.

Engelli erlenmayerdeki {iretim sonucu, yapilan enzim aktivitesi sonuglari
istatiksel olarak degerlendirilmesi i¢in SAS programi kullanilmistir. Boylece sicaklik,
pH ve zaman arasindaki iliski incelenmistir. Ayn1 zamanda biiyiik 6¢ekli fermentor
dretimi i¢cin hangi sicakligin ve pH degerinin uygun oldugu tespit edilmistir. Bu
istatiksel analiz sonuglarma goére zaman, sicaklik ve pH arasinda anlamli bir iligkinin
oldugu tespit edilmistir. Ayrica iiretim i¢in en uygun pH degerinin 3 oldugu; sicaklik
icin 20°C ve 24°C arasinda anlamli bir farkin olmadigi goriilmustiir. Fakat
fermantasyon siireci boyunca; sogutucu i¢in pH 3 ve 24°C ’de {iretim yapilmasina karar
verilmistir.

Caligmada enzimin karakterizasyonu yapilmis, enzimin optimum pH’smin 3.0
ve sicakliginin 60°C oldugu saptanmistir. Enzimin 2 saatte pH 3.0-6.5 aras1 stabilitesini
korurken, pH 4 iizerine yiikselmesi ile aktivitesi diismeye baglamistir.

Enzim aktivitesini 20-70°C’de iki saat boyunca muhafaza ettigi bulunmustur.
Sicakligin yiikselmesi ile 6zellikle 65 derece ve iizeri sicakliklarda enzim aktivitesinde
keskin bir azalis meydana gelmistir. Bu sicakliklarada stabilitesini koruyabilmesi;
peynir endiistrisi i¢in alternatif, etkin bir rennet kaynagi olabilecegini gostermektedir.

Deve kimozini aktivitesi Mg, Fe** varhginda aktivitesi artarken; Zn*2, Cu®
varliginda aktivitesi azalmaktadir. Enzimin farkli CaCl, konsantrasyonlarin enzim
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aktivitesi lizerine etkisi incelenmis ve en yliksek aktivitenin (%100) 40 Mm’da oldugu
goriilmiistiir. 20 Mm-40 Mm CaCl, degerleri arasinda aktivite dogrusal bir sekilde
artarken, kalsiyum konsantrasyonu artmasi ile aktivitenin azalig gosterdigi goriilmiistiir.

Rekombinant deve kimozinin; GAP promotoru altinda P. pastoris X33 hostunda
bliylik 6lcekte fermentdrde iiretimi gerceklestirilmistir. Biiyiik 6lgekte fermentorde (5-
L) iiretim 103 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Uretim hipoksik sartlar altinda pH 3.0 ve
24°C’de, %50 glikoz beslemesi ile gergeklestirilmistir. Uretim boyunca her &rnek
aliminda OD (Hiicre yogunlugu) ve WCW degerleri Olclilmiistiir. Fermantasyon
stiresini uzatmak amaciyla, liretim esnasinda fermentor vesselinden yaklagik 2 litre
ornek alinmigtir. Bu sekilde amaglanan protein iiretimini arttirmaya ¢alismaktir.

Fermantasyon sonucu enzim aktivitelerine bakilmigtir. 19 - 56. saat 6rneklerinde
enzim aktivesinin dogrusal bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Bunun sonucunda en yiiksek
enzim aktivitesine 56. saatte ulagilmistir. Fakat 56. saatten sonra aktivite hizla diigmeye
baslamistir. Ornegin 19. saat drnegi 6.29 IMCU/ mL (685.7 Soxhlet Unit/mL) aktivite
gosterirken; 56. saat 6rnegi 20 IMCU/mL (2000 Soxhlet Unit/mL) ve 80. Saat 6rnegi
10.83 IMCU/mL (1181.1 Soxhlet Unit/mL) aktivite gdsterdigi bulunmustur. WCW
degerlerine bakilacak olursa en yiiksek deger olan 540.7g/’ ye; 80. saatte ulasildig:
gorilmiistiir.

Stipernatanlarin SDS-PAGE analizi sonucu enzimin molekiil agirlig1 yaklagik 42
kDa oldugu bulunmus ve bant kalinlig1 ekspresyonun 56. saatinden sonra azalmaya
baglamigtir. Fermentordeki {iretim sonucu {retim sonucu toplam protein tayini
yapilmistir. Bunun analize gore iiretilen rekombinant protein miktar1 yaklais olarak
214.7 mg/L’ dir. GAP yapisal promotoru ¢ok basarili bir promotor olmasina ragmen,
deve kimozinin P. pastoris X33 hostunda iiretilmesinde yiiksek bir basar1 gosteremedigi
gorilmiistiir.

Uretilen rekombinant enzim ile beyaz peynir iiretim ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu
iiretim agamasinda ticari rennet iceren kontrol 6rnegi ve rekombinant deve kimozini
iceren 2 paralel 6rnek kullanilmistir. Uretim igin 56. saat enzim drnegi ve herbir paralel
icin 3kg siit kullamlmistir. Oncellikle ticari rennete gore orneklerin pihti siireleri
belirlenmistir. Ticari rennet 1:9 oraninda seyreltilerek, sivi ¢ozeltisinden 0.1mL
kullanilmigtir. Daha sonra maya kuvveti ve maya miktarlar1 hesaplanmistir. Bu
hesaplamalara gore kontroliin piht1 siiresi 13 saniye iken; 1. Paralelin 37 saniye, 2.
Paralelin 40 saniye bulunmustur. Kontrole kullanilan maya miktar1 1.083 mL iken; 1.
ve 2. Paralel i¢in sirastyla 3.083mL, 3.333 mL maya kullanilmistir. Kontroliin maya
kuvveti 1:3692; 1. ve 2. Paralelin ise sirasiyla; 1:1297.3 ve 1:1200°diir. Peynir akis
semasina gore peynir Uretimi yapilmistir.  Ticari rennetin kullanildigi Kontrol
orneginden 444.2 gram; 1. paralelden 467.9 gram ve 2. paralelden 460.1 gram peynir
elde edilmistir.

En son olarak peynirler i¢in verim hesab1 yapilmistir. Boylece 1 kg siitten ne
kadar peynir olustugu hesaplanmistir. Kontroliin verimi %14.8 iken; 1. paralelin
%15.56, 2. paralelin ise %15.33 oldugu hesaplanmastir.

61



KAYNAKLAR 0. GUZEL

7. KAYNAKLAR

Ahmad, M., Hirz, M., Pichler, H. and Schwab, H. 2014. Protein expression in Pichia
pastoris: recent achievements and perspectives for heterologous protein
production. App! Microbiol Biotechnol, (98): 5301-5317.

Attallah, A.G. 2007. Characters of Chymosin Gene Isolated from Different Animal
Sources at Molecular Level. Journal of Applied Sciences Research, 3(9): 904-
907.

Bansal, N., Drake, M. A., Piraino, P., Broe, M. L., Harboe, M., Fox, P. F. 2009.
Suitability of recombinant camel (Camelus dromedarius) chymosin as a
coagulant for cheddar cheese. International Dairy Journal, (19): 510-517.

Budak, T., Afsar, H. 2011. Development of a New Method for The Determination of
Rennin Activity Journal of Engineering and Natural Sciences Sigma,(29):35-42.

Cregg, J.M. 2007. Pichia Protocols Methods in Molecular Biology Series, (389): 1-10.

Cakmakeil, S., Cantiirk, A., Cakir, Y. 2017. Peynir Uretimi I¢in Siitii Pihtilagtiran
Enzimlere Genel Bir Bakis ve Giincel Gelismeler. Akademik Gida, 15(4): 396-
408.

Celik S., Uysal S. 2009. Beyaz Peynirin Bilesim, Kalite, Mikroflora ve
Olgunlasmasi.Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 40 (1): 141-151.

Demain, A.L., Vaishnav, P. 2009. Production of recombinant proteins by microbes and
higher organisms. Biotechnology Advances, (27): 297-306.

Ersdz, F. 2016. Rekombinant Tibet Okiizii (Bos Grunnies) Kimozin Enzim Uretimine
Glikolizasyonun Etkisinin Incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Akdeniz
Universitesi, Antalya, 66 s.

Erséz, F., Inan, M. 2019. Large scale production of yak chymosin A in Pichia
pastoris.Protein Expression and prufication, (154): 126-133.

Fox, P. F., Mcsweeney, P. L. H. 1996. Proteolysis in cheese during ripening. Food
Rev.Int., (12); 457-509.Teuber, M,, Int. Dairy Fed. Bull., 1990, 251.

Fox, P.F., Guinee, T.P., Cogan, T.M., McSweeney, P.L.H. (2000). Fundamentals of
Cheese Sciences. Gaithershurg, Maryland: Aspen Publication.

Goodrick, Je., Xu, M., Finnegan, R., Schilling, BM., Schiavi, S., Hoppe, H., Wan, NC.
2001. High-Level Expression and Stabilization of Recombinant Human

Chitinase Produced in a Continuous Constitutive Pichia pastoris Expression
System. Biotechnol Bioeng, (74):492—497.

Giimiig, P. 2015. Deve Kimozini ve Sirden Mayasi Karigiminin Beyaz Peynirin Bazi
Kalite Ozelliklerine Etkilerinin Arastirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi, Inonii
Universitesi, Malatya, 77 s.

Hayaloglu, A. A., Giiven M., Fox, P. F. 2002. Microbiological, biochemical and
technological properties of Turkish White Cheese ‘Beyaz Peynir’. Int. Dairy J.,
(12); 635-648.

62



KAYNAKLAR 0. GUZEL

Inan M, Fanders SA, Zhang W, Hotez PJ, Zhan B, Meagher MM.2007. Saturation of the
secretory pathway by overexpression of a hookworm (Necator americanus)
protein (Na-ASP1). Methods Mol Biol (389):65-76.

Inan M., Meagher M.M., Zhang W.2000. Fermentation Strategies for recombinant
proein expression in the methyophic yeast Pichia pastoris. Biotechnol.
Bioprocess Eng., (5):275-287.

Jensen J. L., Molgaard A., Poulsen J. C. N., Harboe M. K., Simonsen J. B., Lorentzen
A. M. 2013. “Camel and bovine chymosin: the relationship between their
structures and cheese-making properties” Acta Crystallographica Section D-
Biological Crystallography,( 69): 901-913.

Jensen, L.J., Molgaard, A., Christian, J., Poulsen, N., Harboe, M., Simonsen, J.,
Lorentzen, A., Hjerno, K., Brink, J., Qvist, K., Larsen, S. 2013. Camel and
Bovine Chymosin; The Reationship Between Their Structures and Cheese-
Making Properties. Acta Crystallographica, (69): 901-913.

Jiang X.P., Yin M.L., Chen P., Yang Q.2012. Constitutive expression, purification and
characterization of bovine prochymosin in Pichia pastoris GS115. World J.
Microbiol. Biotechnology, (28): 2087-2093.

Kappeler S. R., van den Brink H. J., Rahbek-Nielsen H., Farah Z., Puhan Z., Hansen
E.B. & ohansen, E. 2006. Biochem. Biophys. Res. Commun, (342): 647—-654.

Karaoglan, M., Karaoglan, F.E. and Inan, M. 2016. Comprasion of ADH3 promotor
with commonly used promoters for recombinant protein production in Pichia
pastoris. Protein Expression and Purification, (121): 112-117.

Li, P., Anumanthan, A., Gao, Xiu., Ilangovan, K., Suzara, V., Diizgiines, N.,
Renegopalakrishnan. 2007. Ekspression of Recombinant Proteins in Pichia
Pastoris. App Bichem Bitechnol, (142): 105-124.

Luo F., Jiang W.H., Yang Y.X., Li J., Jiang M.F.2016. Cloning and Expression Yak
Active Chymosin in Pichia pastoris. The Asian- Australasian, 29(10):1363-
1370.

Mohanty, A.K., Mukhopadhyay, U.K., Grover, S., Batish, V.K. 1999.Bovine chymosin:
Production by rDNA technology and application in cheese manufacture.
Biotechnology Advances (17): 205-217.

Neelakantan, S., Mohanty, A.K., Kaushik, K. 1999. Production and use of microbial
enzymes for dairy processing. Current Science, (77): 143-148.

Noseda, D.G., Recupero, M.N., Blasco, M., Galvagno, M.A. 2014. Bioprocess and
downstream optimization of recombinant bovine chymosin B in Pichia
(Komagataella) pastoris under metanol- inducible AOX1 promoter” Protein.
Expression and Purifiction, (104): 85-91.

Noseda, D.G., Recupero, M.N., Blasco, M., Ortiz, G.E.,Gavagno, M.A. 2013. Cloning,
expression and optimized production in a bioreactor of bovine chymosin B in
Pichia (Komagataella) pastoris under AOX1 promoter. Protein Expression and
Purification,( 92) : 235-244.

63



KAYNAKLAR 0. GUZEL

Ozcelik, A.T., Yilmaz, S. and Inan, M. 2019. Pichia pastoris promoters. Brigitte Gasser
and Diethard Mattanovich (Eds.), Recombinant Protein Production in Yeast,
Methods in Molecular Biology, 97-112.

Parashar, D. and Satyanarayana, T. 2016. Enhancing the production of recombinant
acidic oa-amylase andphytase in Pichia pastoris under dual promoters
[constitutive (GAP)and inducible (AOX)] in mixed fed batch high cell density
cultivation. Process Biochemistry, (51): 1315-1322.

Petsch D, Anspach FB. 2000. Endotoxin removal from protein solutions. J Biotechnol,
(76):97-119.

Rogelj,B.Perko., Francky, A., Penca, V., Pungerc, J. 2001. Recombinant Lamb
Chymosin as an Alternative Coagulating Enzyme in Cheese Production.
American Dairy Science Association J. Dairy Science, (84):1020-1026.

Saldamli, 1., Kaytanli, M. 1998. Utilisation of Fromase, Maxiren and Rennilase as
alternative coagulating enzymes to rennet in Turkish White cheese.
Milchwissenschaft, (53); 22-25.

Schutter, K., Cheng-Lin, Y., Tiels, P., Hecke, A., Glinka, S., Lehman, J., Rouze, P.,
Peer, Y., Callewaert, N. 2009. Genome Sequence of The Recombinant Protein
Production Host Pichia pastoris. Nature Biotechnology,( 27) : 6-14.

Tiirk Standartlart Enstitiisti (TSE). 1996. “Peynir Mayas1”. TS:3844, Nisan.

Vallejo J.A., Ageitos J.M., Poza M., Villa T.G. 2008. Cloning and expression of buffalo
active chymosin in Pichia pastoris. J Agric Food Chem., (56):10606—10610.

Vogl, T. and Glieder, A. 2013. Regulation of Pichia pastoris promoters and its
consequences for protein production. New Biotechnol., 30(4): 386-404.

Wang N., Wang K.Y., Li G.Q.,, Guo W.F., Liu D.H. 2015. Expression and
characterization of camel chymosin in Pichia pastoris. Protein Expression and
Purification 111: 75-81.

Waterham HR, Digan ME, Koutz PJ, Lair SV, Cregg JM. 1997.Isolation of the Pichia
pastoris glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene and regulation and use
of its promoter. Gene (186):37—44.

Yilmaz, S. 2018. Pichia pastoris GAP Promotoru Altinda Hiicre Dist Uretilen
Rekombinant Proteinler I¢in Yari-Kesikli Proses Gelistirilmesi. Doktora tezi,
Akdeniz Universitesi, Antalya, 114 s.

Yu, ZL., Wu, XJ., Li, DY, Yang, S., Zhou, Z., Cai, J., Yuan, ZY. 2003. Enhancement
of the production of Sam by Overexpression of SAM synthetase in Pichia
pastoris. Sheng Wu Hua Xue YuSheng Wu Wu Li Xue Bao (shanghai),
(35):127-132.

Zepeda, A.B., Pessoa Jr, A. and Farias, J.G. 2018. Carbon metabolism influenced for
promoters and temperature used in the heterologous protein production using
Pichia pastoris yeast. Brazilian Journal of microbiology, (49): 119-127.

Zhang AL, Luo JX, Zhang TY, Chen SC, Guan WJ. 2004.Constitutive expression of
human angiostatin in Pichia pastoris using the GAP promoter. Acta Genetica Sin
31(6):552-557.

64



KAYNAKLAR 0. GUZEL

Zhang, A., Luo, J.,Zhang, T., Pan, Y., Fu, C., Tu, F. 2009. Recent Advances on The
GAP Promoter Derived Expression System of Pichia pastoris. Mol Biol Rep,
(36):1611-1619.

Zhang, AL., Luo, JX., Zhang, TY., Chen, SC., Guan, WJ. 2004.Constitutive expression
of human angiostatin in Pichia pastoris using the GAP promoter. Acta Genetica
Sin,31(6):552-55.

65



EKLER 0. GUZEL

8. EKLER

EK-1. Calismada kullanilan DNA ve protein standartlari

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 19 %

20000 200
~ 10000 200

1% Top\Visior™ LE GO A

0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Vem, 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-2. Toplam protein tayini standart grafigi

Protein tayini

1,2

1 y =0,0013x+0,0074
R? =0,999 ’

800

Toplam protein tayini i¢in farkli konsantrasyonlardaki BSA standardinin 595 nm
absorbans degerleri ile ¢izilmis standart grafigi
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EK-3.Biiyiik Olgekte Uretim Sonucu Gergeklestirilen Toplam protein Tayini
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EK-4. Kullanilan ticari rennet 6zellikleri

Product Form Strength

CHYMO-RENGGD  Liqui 1150.000 meuimi - 660 IMCUmi

https://www.maysagida.com.tr/en/urunler/fermented-chymosin-10
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EK - 5. Deve prokimozin DNA sekansi

GAATTCTCAGGTATCACCAGAATCCCATTGCATAAAGGAAAGACACTTAGA
AAGGCATTGAAGGAGAGAGGTTTGCTTGAGGACTTTTTGCAGAGACAACAG
TATGCTGTTTCTTCCAAGTACTCAAGTTTGGGTAAAGTTGCCAGAGAACCAT
TGACAAGTTACCTTGATTCTCAATACTTCGGTAAAATCTACATCGGAACCCC
ACCTCAGGAGTTTACAGTTGTCTTCGATACCGGATCTTCCGACTTGTGGGTT
CCTTCCATCTACTGTAAGTCAAACGTCTGCAAAAATCATCACAGATTTGACC
CAAGAAAGTCAAGTACCTTCAGAAACTTGGGTAAACCTCTTTCCATTCATTA
TGGTACTGGATCAATGGAAGGTTTCTTGGGATACGATACTGTTACAGTCTCT
AACATCGTTGACCCAAATCAAACTGTCGGTTTGTCCACAGAACAGCCTGGA
GAGGTTTTTACTTACTCAGAATTTGATGGTATTTTGGGACTTGCCTATCCATC
TTTGGCATCCGAGTACTCAGTTCCTGTCTTTGATAACATGATGGACAGACAT
TTGGTTGCAAGAGATCTTTTCTCAGTCTATATGGACAGAAATGGTCAAGGAA
GTATGTTGACTCTTGGAGCTATTGATCCAAGTTACTATACTGGTTCTTTGCAC
TGGGTTCCTGTCACACTTCAACAGTACTGGCAATTCACTGTTGACTCTGTCA
CTATTAATGGTGTTGCTGTCGCCTGTGTTGGTGGATGCCAGGCCATCTTGGA
TACCGGTACTTCCGTTCTTTTCGGACCATCTTCCGACATTTTGAAGATCCAA
ATGGCAATTGGTGCTACTGAAAACAGATATGGAGAGTTTGATGTTAACTGT
GGTAATTTGAGATCTATGCCTACAGTTGTCTTTGAAATTAACGGAAGAGATT
ATCCACTTTCACCTAGTGCTTACACAAGTAAAGACCAAGGTTTTTGCACCTC
TGGTTTCCAGGGAGATAACAATTCCGAGTTGTGGATTCTTGGTGACGTTTTT
ATCAGAGAATACTACTCCGTTTTTGACAGAGCCAACAACAGAGTCGGTCTT
GCTAAAGCCATTTAATCTAGA
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