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OZET

Pichia pastoris MAYASINDA ALKOL DEHIDROGENAZ (4DH3)
PROMOTORU iLE REKOMBINANT FIiTAZ ENZiMi URETIiMi

Merve HADIMIOGLU
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisli3i Anabilim Dal
Damsman: Prof. Dr. Mehmet INAN
Temmuz 2019; 64 sayfa

Fitaz enzimi kagit endiistrisinde, gida sanayide, myo-inositol fosfatlarin
hazirlanmasinda ve 6zellikle yem sanayide kullamilan 6nemli bir enzimdir. Fitazlar
genellikle hayvan beslenmesinde kullanilir. Fitazlar, fitattan fosfati ayirarak fosforun
yeme takviye ihtiyacini azaltir, yemin besleyici degerini arttirir ve atilan fosfor
seviyesini diislirliriir. BSylece biyoyararlilik artar ve gevresel kontaminasyon azalir.
Gida ve yem endiistrisinde kullamilan fitazlar genellikle bakteriler ve funguslardan elde
edilmektedir. Mikrobiyal fitazlar genis pH araliklarinda termostabil olarak bilinir. Son
zamanlarda dogal kaynakli enzimlerin yetersiz olmasindan dolay1 rekombinant
tiretimlerine olan ilgi artmistir. Pichia pastoris rekombinant protein {iretiminde siklikla-
kullanilan bir mayadir. Metanol, glikoz, sorbitol, gliserol, mannitol gibi karbon
kaynaklarinin yani sira etanolii de karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir.

Bu ¢alismada Escherichia coli fitaz geni metilotrofik bir maya olan P.
pastoris’te alkol dehidrogenaz (4DH3) promotoru kontrolii altinda tiretilmistir. Sentetik
SNTS5 ve dogal ADH3 promotoru (900 bg) kullanilarak rekombinant fitaz tiretilmis ve
iki promotor ile tiretilen fitaz verimleri kargilagtiriimigtir. Elde edilen firetim suglarinin
kopya numaralari Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GT-PZR) analizi ile
belirlenerek tek kopya klonlar segilmis ve erlenmayerde 96 saat boyunca etanol ile
beslenerek Uretimi gerceklestirilmistir. Sentetik 4ADH3 promotoru ve dogal ADH3
promotoru i¢in enzim aktiviteleri sirasiyla 12203 U/ml ve 7613 U/ml olarak
hesaplanmugtir. Sentetik promotorun dogal promotora gire 96. saat sonunda yaklasik %
60 daha fazla aktivite gésterdigi belirlenmistir. SDS-PAGE analizi sonucu fitazin
molekiiler agirliginin yaklagik 55 kDa oldugu saptanmistir. Enzimin optimum ¢alisma
sartlart pH 4.0 ve 60°C olarak tespit edilmistir. Enzim 2 saatte pH 2.5-6.0 arasi %90’1n
lizerinde stabilitesini korumustur. Fitaz 30 dakikada 60°C ve 75°C’de sirasiyla %87 ve
%49 aktivitesini korumustur. Fitaz aktivitesi Ca*? ve Mg iyonlari tarafindan
artirihrken Cu™, Zn'? ve Fe'? iyonlari tarafindan azaltlmigtir. Bu calisma sonunda
ADH3 promotoru altinda rekombinant olarak yiiksek miktarda fitaz enzimi iiretiminde
P. pastoris ekspresyon sisteminin uygun oldugu sonucuna varilmistir. Calismada
kullanilan y&ntem, farkli promotor ¢alismalari i¢in drnek niteliginde olmustur.

ANAHTAR KELIMELER: ADH3 promotoru, Fitaz enzimi, Pichia pastoris,
Rekombinant protein tiretimi, Sentetik promotor
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ABSTRACT

PRODUCTION OF RECOMBINANT PHYTASE ENZYME WITH ALCOHOL
DEHYDROGENASE (4DH3) PROMOTER IN Pichia pastoris

Merve HADIMIOGLU
MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN
July 2019; 64 pages

Phyase which is used in paper industry, food industry, preparation of myo-
inositol phosphates and especially in feed industry, is an important enzyme. Phytases
are generally used in nutrition feed. Phytase separates phosphate from phytate,
decreases the need of feed supplementation by phosphorus, increases the nutritional
value of the feed and decreases the level of discarded phosphorus. This situation, causes
to increase bioavailability and decrease environmental contamination. Phytases which
are used in food and feed industry, are usually derived from bacteria and fungi.
Microbial phytases are known thermostable in wide pH ranges. Recently, because of
insufficient natural sources of enzymes, interest of recombinant production has
increased. Pichia pastoris is a yeast which is used in commonly recombinant protein
production. P. pastoris can use carbon source such as methanol, glucose, sorbitol,
glycerol, mannitol, as well as ethanol.

In this study, Escherichia coli phytase gene was produced under the control of
alcohol dehydrogenase (4DH3) promoter in P. pastoris, which is a methylotrophic
yeast. Recombinant phytase was produced to use by synthetic SNT5 and native ADH3
promoter (900 bp) and phytase yields which are produced by two promoters, were
compared. The copy numbers of the obtained production strains were determined by
Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) analysis, were selected single copy
clones and this clones were produced by feeding ethanol during 96 hours in shake
flasks.Enzyme activities of synthetic ADH3 promoter and native ADH3 promoter are
12203 U/ml and 7613 U/ml, respectively. It is determined that the synthetic promoter
shows activity approximately 60% higher than the natural promoter at the end of 96th
hour. According to SDS-PAGE analysis, the molecular weight of the phytase was found
approximately 55 kDa. The optimum conditions of the enzyme were determined pH of
4.0 and temperature of 60°C. The enzyme was stable above 90% at pH 2.5-6.0 during 2
hours. The phytase retained 87% and 49% activities at 60 and 70°C’de for 30 min,
respectively. The phytase was activated by Ca** and Mg?*, but inhibited by Cu?*, Zn2*
and Fe**. As a result of this study, P. pastoris is suitable expression system for
recombinant high amount phytase production under the control of alcohol
dehydrogenase (4DH3) promoter. The method used in the study has been exemplary for
different promoter studies.

KEYWORDS: ADH3 promoter, Phytase enzyme, Pichia pastoris, Recombinant
protein production, Synthetic promoter
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Eroll BYTYQI’e ve Seda ICEN’e gok tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

bg : Baz ¢ifti

dk : Dakika

g : Gram

xg  :Goreceli santrifiij kuvveti
1 : Mikro (10°%)

kDa :Kilo Dalton
] : Litre

m : Mili

ml : Mililitre

M : Molar

n : Nano (10°%)

OD  : Optik yogunluk

s : Saniye

Tm : Coziilme sicakhigt
U : Unite

\% : Volt

Tezde ondalik yazim ayiric1 olarak nokta kullanilmigtir (6r: 21.02).

Kisaltmalar
ABD : Amerika Birlesik Devletleri
BSA  : Bovine serum albiimin

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

BMEY : Tamponlanmis kompleks etanol besiyeri (buffered ethanol complex
medium)



DNA
LB
LiAc
PAGE
PZR
SDS
TGS

TAE

YPD

: Deoksiriboniikleik asit

: 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

Fitazlar (miyo-inositol hekzakifosfat 3- veya 6-fosfohidrolazlar; EC 3.1.3.8 veya
EC 3.1.3.26) fitik asidin ve onun tuzlanmn (fitatlar) hidrolitik bozulmasini katalize
eder. 3-Fitazlar mikroorganizmalardan, 6-fitazlar bitkilerden elde edilir (Mullaney vd.
2000). Mikrobiyal kaynakli fitazlar genellikle funguslardan izole edilmektedir (Kaur vd.
2010). Mikrobiyal fitazlar pH ve 1siya duyarlidir, genis pH araliklarinda termostabil
olarak bilinir (Pasamontes vd. 1997).

Fitaz enzimi gida sanayide, kagit endiistrisinde, myo-inositol fosfatlarin
hazirlanmasinda ve 6zellikle yem sanayide kullanilan Snemli bir enzimdir (Kerovuo
2000). Fitazlar yem sanayide kullanilarak yemin besleyici degerini arttirir, atilan fosfor
seviyesini dislirliriir ¢evresel kontaminasyonu azaltir. Bu nedenle fitazlarin ticari
iiretimi &nem tagimaktadir (Johnson vd. 2010). Son yillarda, &zellikle endiistriyel
Olgekte enzim iiretiminde daha yiiksek verim elde etmek amaciyla rekombinant protein
tiretimi olduk¢a dnem kazanmustir.

Glinlimiizde biiylik 6lgekli rekombinant protein iiretiminde &zellikle birkag
mikroorganizmanin &nemi artmistir. Bu mikroorganizmalardan biri olan metilotrofik
mayalar metanolii karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilmektedir. Pichia pastoris
(Komagataella phaffii), rekombinant protein tiretiminde kullanilan sistemlerin basinda
gelmektedir. P. pastoris ile rekombinant protein iiretiminde kullanilan besi ortaminda
birgok faktdr enzim tiretimini etkilemektedir. Bunlar arasinda metanol konsantrasyonu,
karbon kaynagi, oksijen konsantrasyonu, sicaklik, yiiksek proteaz ekspresyon seviyeleri,
besin eksikligi, Giriin spesifikligi, metanoliin saglik ve giivenlik agisindan negatif etkileri
yer almaktadir. Proteinin stabilitesi ve aktivitesi biyoteknolojik, farmakolojik ve gida
endiistrisinde bilyiik 6nem arz etmektedir. Proteinin stabilitesi; iiretimin optimizasyonu,
proteinin saflagtiriimasi, formiilasyonu, depolanmasi, proteinin ii¢ boyutlu yapisi igin
gereklidir (Zepeda vd. 2018).

Son yillarda, heterelog proteinlerin iiretiminde P. pastoris metilotrofik
mayasinda ¢aligmalar devam etmektedir. Protein ekspresyon sisteminde P. pastoris
mayasinin popiiler olarak kullanilmasinin sebepleri sunlardir: (1) Saccharomyces
cerevisiae ile benzerligi ve P. pastoris’te genetik manipiilasyonlarin kolayligi, (2) P.
pastoris’in yiliksek seviyelerde hiicre i¢i ve hiicre digi protein {iretimi, (3) birgok
karyotik post translasyonal modifikasyonda yetenegi: glikozilasyon, disiilfid baglan ve
proteolitik siiregler, (4) mevcut ticari kitlerde uygun ekspresyon sistemine sahip
olmasidir (Cereghino ve Cregg 2000).

P. pastoris, genellikle biyofarmasotik ve endiistriyel enzimlerin {iretimi igin
kullanilan bir protein ekspresyon hostudur. P. pastoris, mevcut ve giiglii promotorlar
varliginda, hiicre i¢inde ve disinda yiiksek miktarda g/l rekombinant protein {iretimi
yapabilir (Ahmad vd. 2014). P. pastoris ile rekombinant protein iiretiminde 40X1,
DAS, FLDI, ICL1, PEXS gibi birgok indiiklenebilir promotorlar kullanilmaktadir (Vogl
ve Glieder 2013). Bu promotorlara alternatif olarak alkol dehidrogenaz (4DH3)
promotoru da kullamlabilir. 4DH3 promotoru etanolle indiiklenebilen giiglii bir
promotordur. Bu promotor, P. pastoris mayasinda etanol metabolizmasinda etanoliin
katabolize edilmesinde gérev alan ADH3 geninin regiilasyonundan sorumludur
(Karaoglan 2016b).
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ADH3 promotorunun diger promotorlara gore giicii, rekombinant protein
tiretimlerinde  kullanlabilirligi ile ilgili ¢ahsma labaratuvarimizda yapilmustir.
Calismada Aspergillus niger ksilanaz geni kullanilarak ti¢ farkli Papns, Paoxi ve Pgapile
P. pastoris’te rekombinant protein iiretimi karsilagtirilmistir. Papps etanolle, Paoxi
metanolle ve Pgap glikozla beslenmistir. Fermenttrde 72 saat sonunda en fazla iiretim
ADH3 promotoruyla saglanmis ve bu deger AOXI’e gore 1.8 kat, GAP’a gbre 6.4 kat
fazla ¢ikmistir. Sonuglar ADH3 promotorunun diZer promotorlara alternatif
olabilecegini gostermistir (Karaoglan vd. 2016).

Laboratuvarimizda yapilan diger bir ¢alismada, P. pastoris ADH3 promotorunun
sondan silme analizleri ile promotor aktivitesinden sorumlu en kisa DNA bolgesi
belirlenmis ve dogal (900 bg) ADH3 promotoru olarak adlandirilmistir. ADH3 promotor
bolgesinde icten silme analizleri gergeklestirilmis ve pozitif regiilasyondan sorumiu
bolgeler ile sentetik ADH3 promotorlar olusturulmus, en fazla aktivite sentetik (SNT5)
ADH3 promotorunda gézlenmistir (Karaoglan 2016a).

Bu galismada Escherichia coli fitaz geni sentetik promotor SNT5 ve dogal
ADH3 promotoru (900 bg) kullamilarak P. pastoris mayasinda tiretilmistir. Analizler
yapildiktan sonra aym kopya sayisindaki klonlar belirlenmis ve erlenmayerde 96 saat
boyunca iiretimi gergeklestirilmistir. Uretimler sonucunda klonlarm iirettikleri enzim
miktar: tayin edilmis, 2 promotorun verimleri karsilastinlmistir. Sonrasinda fitazin
karakterizasyonu yapilarak enzimin optimum ¢aligma sartlari belirlenmis ve gesitli
metal iyonlarinin aktiviteye etkisi incelenmigtir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Metilotrofilik Mayalar

Okaryotik metilotroflar, gelisebilmek igin karbon ve enerji kaynag1 olarak
metanolii kullanmaktadir ve bu kapsamda sinirli sayida maya tiirii mevcuttur. Metanol
metabolizmasinda membranli organeller, peroksizomlar anahtar 6neme sahiptir.
Metanolde geligebilen hiicreler glikoz ve gliserol gibi farkli karbon kaynagina sahip
kiiltiir ortamina transfer edildiginde; peroksizomlar proteolitik degredasyona ugrayarak
aktivitesini kaybeder. Diger mayalarin aksine metilotrofik mayalar gliserol, etanol ve
asetatt  kullanabilir (Zepeda vd. 2018). Metilotrofik mayalarin, metilotrofik
bakterilerden farkli olmasinin ii¢ sebebi vardir:

1) Mayalar, metanol oksidasyonu igin metanol dehidrogenaza sahip degilken,
alkol oksidaza sahiptir.

2) Bu prosesi boliimlere ayirirsak; mayalarda metanol oksidasyonunun
gergeklestigi kisim peroksizom organalidir. Bu membranh yapilar, alkol oksidaz ve
katalaz gibi metanol oksidasyonu siirecindeki bazi enzim ve metabolitleri icerir. Mevcut
metanol varhginda, peroksizomlar hiicre hacminin %90’ olustururken glikoz, gliserol
gibi karbon kaynaklarmin varliginda bu oran belirlenemez.

3) Enerji tiretim metabolik yollar1 metilotrofilik bakterilerde elektron transferi
zinciri, metanol oksidasyonuyla baglantilidir. Fakat metilotrofilik mayalarda metanol,
formaldehite doniistiiriildiiglinde, reaksiyonlarda NADH formu iiretilerek enerji kaybi
meydana gelir (Zepeda vd. 2018).

Metilotrofilik mayalar biyoteknolojik alanda ¢ok 6nem tasimaktadir. Pichia ve
Hansenula yabanci proteinlerin ekspresyon sistemlerinde E.coli ve S.cerevisia’ya
alternatif olark kullanilmaktadir.

2.2. Pichia pastoris (Komagataella phafffii)

Bu maya ilk kez 1919°da Guilliermond tarafindan tanimlanmistir. O’nun
tammina gbre morfolojik olarak oval, kiiresel, tek ya da ciftler halindedir. Pichia
pastoris fakiiltatif ve metilotrofilik bir maya olup metanolii karbon ve enerji kaynag:
olarak kullanabilen bir mayadir (Zepeda vd. 2018).

Gegmiste rekombinant protein iiretiminde yaygin olarak kullanilan ilk karyotik
ekspresyon sistemi Saccharomyces cerevisiae 'dir. Bunun baglica sebebi ise genetik
¢aligmalarin bu maya ile baslamasidir. Fakat S. cerevisiae ekspresyon sistemi biiyiik
olgekli tiretimler i¢in her zaman uygun degildir. Bunun sebepleri ise; iiretim esnasinda
plazmid kayiplari, agir1 glikolizasyon ve diisiik protein verimidir (Zhang vd. 2000). Bu
sebeplerden dolay1 Pichia ekspresyon sistemine ySnelim artmustir. P. pastoris’in birgok
avantajlarinin yam1 swra modern biyolojide iyi karakterize edilmis ekspreyon
sitemlerinden biri olan S. cerevisiae ile benzerligi de host sisteminin basarisin
arttirmistir (Cregg vd. 2007).
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P. pastoris, genellikle biyofarmasétik protein ve endiistriyel enzimlerin iiretimi
icin kullamilan bir protein ekspresyon konukgusudur. P. pastoris, mevcut ve giiclii
promotorlar varliginda, hiicre i¢inde ve disinda yiiksek miktarda (gram/litre)
rekombinant protein {iretimi yapabilen metilotrofik bir mayadir. P. pastoris yiiksek
hiicre yogunluguna ulagabilmekte ve birgok kompleks proteinin ekspresyonu igin
kullanilmaktadir. Bu kompleks proteinlerde heterooligomerler membrana baglidir,
proteolitik bozulmaya egilimlidir. Uretim verimleri diisiiktiir ve iiretimi tam olarak
¢oziilememistir. Bunu artirmaya yonelik vektdr ve host dizaym gibi calismalar
yapilmaktadir. P. pastoris ile ticari olarak uygulamalar yapilmakta, membran protein
ekspresyonu i¢in galigmalar siirmektedir (Ahmad vd. 2014).

P. pastoris 6zellikle endiistriyel alanda rekombinant protein iiretimi igin
miikemmel 6zelliklere sahip bir mayadir. P. pastoris’in segilmesinin nedenleri arasinda
ekonomik, hizli ve etkili bir protein ekspresyon sistemine sahip olmasi 6zellikleri yer
almaktadir. Promotor, karbon kaynag, iiretim hacmi, pH, sicaklik gibi bircok faktdr
protein iiretimini etkilemektedir (Zepeda vd. 2018).

P. pastoris ekspreyon sisteminin diger Skaryotik ve prokaryotik sistemlere gore
birgok avantaji bulunmaktadir. Bunlarin baghcalari; kompleks olmayan besiyeri sartlart
istememesi, hizh biiylimesi sayesinde yiiksek hiicre agirligina (130 g/kuru agirhk)
ulagmasi, firettigi proteinin ¢ogunun rekombinant protein olmasidir. Endotoksin ve
bakteriyofaj kontaminasyonlarim elemine etmektedir. lyi tasarlannis maya vektorleri
sayesinde genetik maniipiilasyonlar1 kolaydir. Ekspresyon sistemi icin ticari kiti
bulunmaktadir. Cesitli postranlasyonel modifikasyonlara sahiptir. Bunlar; polipeptid
katlanmas, disiilfiit baglarimin olusmasi, glikolizasyon, metilasyon, agilleme (asilasyon)
ve hiicre i¢i bolgeleri hedefleyerek hiicre disina protein salgilanmasidir. Bu salgilan
proteini maya hiicresini hasat etmeden, besiyerinden saflastirilabilmektedir (Cregg vd.
2007).

P. pastoris mayasinda yabanci bir genin ekspresyonu {i¢ asamadan olusmaktadir.
[lk agama; istenilen genin ekspreyon vektoriine konulmasi, ikincisi ekspreyon
vektdriiniin P. pastoris genomu ile biitlinlesmesi ve son agamasi liretilen yabanci genin
segimidir (Cregg vd. 2007). Yabanci proteinlerin ekspresyonunda verimi etkileyen
birgok faktdr vardir. Bunlar; promotor, gen kopya sayisi, transkripsiyonel ve
translasyonel verimlilik, proteinlerin katlanmasi gibi. P. pastoris’te ekspresyonda gen
kopya sayis1 ve gen dizisi optimizasyonu iki nemli faktordiir. Gen kopya sayisi
ekspresyon seviyesini artirabilir (Yang vd. 2012).

P. pastoris’in fermentasyonunda glikoz karbon kaynagi olarak kullanilabilir.
Glikoz; gliserol, sorbitol ve diger birgok karbon kaynagina gore daha diisiik maliyete
sahiptir. Fitaz enziminin endiistriyel {iretimlerinde de gliserol toplam maliyetin
yarisindan fazlasmi tutmaktadir. Bu nedenle glikoz, gliserole alternatif olarak
kullanilabilir (Hang vd. 2009).

Heterelog proteinlerin fermentorde, yitksek hacimde fiiretilmesi ii¢ asamada
gerceklesir. Ilk asama, gliserol gibi fermente olmayan karbon kaynaklariyla tuz iceren
ortamda gelistirilmesidir. Gliserol tiikendiginde ikinci faz gliseroliin eklenmesiyle
baslar. Ikinci agamada yan triinler (etanol vb.) olustugu icin onemlidir, kesikli fazda
yan driinler tiiketilir ve hiicreler indikksiyona hazirlamr. Ugiincti faz, sinirh
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konsantrasyonda metanol eklenmesiyle baslayarak rekombinant protein {iretimi
gergeklestirilir. Sonra ortama metanol eklenmesiyle, peroksizomlarin kiitlesinde artis
meydana gelir.. AOX enzimi gibi 10°dan fazla enzim metanol metabolizmasinda
kullanilir (Zepeda vd. 2018).

P. pastoris’de protein sentezinde metanoliin indiiklenmesi farkli heterelog gen
ekspresyonunda kullamlabilir. Bu mayanmn hiicre igi ve hiicre dis1 protein ekspresyonu
gergeklegtirmesi nedeniyle en 6nemli mikroorganizmalarin baginda gelir. Bu ekspresyon
modeli mg’dan g bagina aktif tiretimi miimkiin kilar. Bu sistem iiretimde yiiksek hiicre
yogunluklar1 ve verimlilikte olmakla birlikte sistemin bazi karakteristik dzellikleri s6yle
siralanabilir; (1) besi ortami, ekipman ve malzeme maliyeti diger memeli ve bocek
hiicrelerinden daha ekonomiktir, (2) P. pastiris’te rekombinant protein {iretimi igin
metanol eklenmesi yapilabilir ve genetik yapidaki stabilitenin saglanmasi i¢in genellikle
kromozom igerisine entegre edilir, (3) bu mikroorganizmalar glikolizasyon gibi post
translasyonel ~modifikasyonlar1  gergeklestirmesi ile okaryotik hiicre yapisi
gostermektedir, (4) klonlanan proteinin sekresyonu sayesinde 6n saflastirma islemleri
pratik bir sekilde iretilebilir, (5) bu maya endotoksin iiretmedigi igin gilivenli bir
mikroorganizma olarak degerlendirilebilir (Zepeda vd. 2018).

2.3. Promotorlar

Metilotrofik bir maya olan P. pasforis, son zamanlarda heterolog protein
tiretiminde 6nemli bir ¢aligma kaynag: haline gelmistir. Tek hiicre proteini (SCP) ile
cahgmalar yaklagik 40 yildir devam etmektedir. 1980°lerde P. pastoris ile heterolog
protein ekspresyon sisteminde giiclii ve diizenleyici alkol oksidaz (40X1) promotoru
kullanilmustir (Cregg vd. 1985). P. pastoris'te glikoz, gliserol veya etanol varliginda
PAOX1 kuvvetle baskilanir. Bu karbon kaynaklarinin tilkenmesi {izerine bask: kalkar,
ve sadece metanol eklenmesi {izerine tamamen indiiklenir (Inan ve Meagher 2001).

P. pastoris ile rekombinant protein iiretiminde yaygin olarak kullanilan
indiiklenebilir bir promotor olan 40X1 ile yiiksek miktarda heterelog protein iiretimi
yapimgtir. Bilylik capli iiretime 1990’larda gegilmis ve 20 g/l hidroksinitril liyaz
enzimi iretilmigtir (Hasslacher vd. 1997). P. pastoris’te AOXI promotoru altinda
protein ekspresyonu li¢ asamadan olugmaktadir. Bunlarin ilki gliserol kesikli faz,
ikincisi gliserol yar kesikli faz ve sonuncusu metanol indiikleme fazidir. Metanol
indiiklemesi AOX] promotoru altinda olur ve rekombinant protein sentezi yapilir
(Parashar ve Satyanarayana 2016).

AOXI promotoru kullamimi, proteinlerin ekspresyonu i¢in bircok avantaja
sahiptir. Toksik proteinlerin ekspresyonunda indiiklenebilir promotorlar tercih edilir.
Indiiklenebilir promotorlarla rekombinant protein iiretiminde, protein ekspresyonu ve
protein iiretim fazi1 biiytime fazini etkilemez. Protein ekspresyonundan &énce biriken
biyokiitle iiretim fazindan ayrilir. Bu nedenle hiicreler, bilyiime fazinda rekombinant
proteinin birikmesi ile strese girmez. Hedef protein olugsmadan &nce proteinlerin birlikte
ekspresyonunu saglayabilir. Ayrica bu kurucu promotor, prosesin ynetimini
kolaylastirabilir. Bu promotor selection marker’in1 ekspres etmek igin ve metabolit
akigint kontrol etmek igin kullamlabilir (Ahmad vd. 2014). Metanol son derece yanici
ve tehlikeli bir maddedir, bunun i¢in biiyiik 8lgekli fermentasyonlar icin arzu edilmez.
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Bu nedenle Paoxi’e alternatif, metanol olmadan uyarilabilecek yilksek ekspresyon
seviyelerine ulasilabilecek baska promotorlar arzu edilmektedir (Ahmad vd. 2014).

Cizelge 2.1. P. pastoris promotorlart (Vogl ve Glieder 2013; Ozgelik vd. 201 9

Gen ad1 Gen iiriinii Regiilasyonu | Ekspresyon seviyesi
AOX1 Alkol oksidaz 1 Metanol Giiclii
indiiksiyonu
ADH3 Alkol dehidrogenaz | Etanol Giiclii
Indiiksiyonu
GAP Gliseraldehit 3-fosfat | Yapisal Giglii
dehidrogenaz
DAS Dihidroksiaseton Metanol Giigli
sentaz indiiksiyonu
FLDI Formaldehit Metanol ve Giiglii
dehidrogenaz metilamin
indiiksiyonu
ICLI Isositrat liyaz Etanol
PET9 I¢ mitokondiyal Yapisal %10-1700 (Par)
membranda
ADP/ATP tasiyici
PEXS8 Peroksizomal Metanol/ oleat | Zayif
matriks proteini indiiksiyonu
TEF] Translasyon uzama | Yapisal Giiglu
faktorii 1
YPT1 GTPaz Yapisal Zayif

Paar, P. pastoris’te rekombinant protein iiretiminde yaygm olarak kullanilan
gigli yapisal bir promotordur. Metanol indiiksiyonu gerektirmez, glukoz igeren
ortamda yapisal ekspresyon gosterir. Gelisim igin karbon kaynaginin degisimine ihtiyag
duyulmaz. Ancak toksik proteinlerin ekspresyonunda kullanilmaz (Macauley-Patrick
vd. 2005).

Diger bir gliclii promotor olan ve metanolden yararlanan FLDI promotoru,
formaldehit dehidrogenez enziminin ekspresyonunu kontrol eder ve metanolii karbon
kaynag1, metilamini azot kaynag olarak kullanir. Diger bir indiiklenebilir promotor olan
peroksizomal matriks proteini (PEXS), metanol ya da oleik asit ile indiiklenir. Isositrat
liyaz (ICL1I) promotoru, etanolle indiiklenebilir (Shen vd. 1998).

Dihidroksiaseton sentaz (DAS), metanolle indiiklenebilen 40OX7 promotoruna
alternatif kullanilabilen gii¢lii bir promotordur. Translasyon uzama faktorii 1 (TEFI),
diger bir giiclii yapisal promotordur. YPTI geni, salgilamada rol alan GTPaz enzimini
kodlamaktadir. YPT! promotoru, diisiik seviyede yapisal ekspresyon saglamaktadir,
PETY; i¢ mitokondiyal membranda ADP/ATP tastyici, yapisal bir promotordur (Vogl
ve Glieder 2013).
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P. pastoris mayasi; glukoz, gliserol, metanol, sorbitol, mannitol gibi karbon
kaynaklarinin yani sira etanolii de karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. P.
pastoris’in crabtree-negatif bir maya olmasina ragmen aerobik ortaminda az da olsa
etanol iiretiminin gergeklestigi ortaya konulmustur (Inan ve Meagher 2001).

Alkol dehidrogenaz (4DH3) promotoru ile rekombinant protein iiretimi {izerine
patent (US 8,222,386) oOnceden almmustir. Ancak ADH3 promotorunun diger
promotorlara gore giicli, rekombinant protein {iretimlerinde kullamlabilirligi ile ilgili
¢aligma labaratuvanimizda yapilmistir. Calismada Aspergillus niger ksilanaz geni
kullanlarak ti¢ farkli Papns, Paox1 ve Pcarile P. pastoris te rekombinant protein iiretimi
karsilagtirlmistir. Papus etanolle, Paoxi metanolle ve Pgap glikozla beslenmistir.
Fermentdrde 72 saat, 30°C, pH 5.0 ve %30 ¢dziinmiis Oz ile iiretim saglanmistir. Papus
ile 3725 U/ml, Paox ile 2095 U/ml ve Pgap ile 580 U/ml ksilanaz {iretilmistir. En fazla
tiretim ADH3 promotoruyla saglanmis ve AOX e gére 1.8 kat, GAP’a gbre 6.4 Kat fazla
olmugtur. Sonuglar ADH3 promotorunun diger promotorlara alternatif olabilecegini
gostermistir (Karaoglan vd. 2016).

ADH3 geni, P. pastoris etanol metabolizmasinda etanoliin katabolize
edilmesinde goérev alan tek gendir ve bu genin regiilasyonundan ADH3 promotoru
sorumludur, ADH3 promotoru etanolle indiiklenebilen giigli bir promotordur
(Karaoglan 2016b).

Laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismada, P. pastoris ADH3 promotorunun
sondan silme analizleri ile promotor aktivitesinden sorumlu en kisa DNA bélgesi 900 bg
olarak belirlenmis ve bu dogal (900 b¢) ADH3 promotoru olarak isimlendirilmistir.
Belirlenen ADH3 promotor bolgesinde igten silme analizleri gergeklestirilmis ve
promotorun pozitif ve negatif regiilasyonundan sorumlu DNA bélgeleri tespit edilmistir.
Saptanan pozitif regiilasyondan sorumlu bolgeler (UAS) ile bes farkli sentetik ADH3
promotoru olusturulmus, en fazla aktivite sentetik 5 (SNT5) ADH3 promotorunda
gozlenmistir. SNT5 ve dogal (900 bg) ADH3 promotorlar: kullanilarak ksilenaz enzimi
tiretilmis ve verimleri karsilagtirilmistir. SNTS ile dogal (900 bg) ADH3 promotoruna
gore yaklasik iki kati aktivite kaydedilmistir (Karaoglan 2016a).

2.4. Etanol Metabolizmasi

Etanol metabolizmasi. tizerine g¢alismalar ¢ogunlukla S. cerevisiae iizerinde
yapilmig ve metanoliin yaninda etanolii de karbon kaynagi olarak kullanabilen P.
pastoris mayasinda bu bilgilerden faydalanilarak etanol metabolizmas: iizerine
¢alismalar mevcuttur. Mayalarda ortaya ¢ikarilmig glukozdan etanol tiretimi Sekil 1°de
sematik olarak gosterilmistir.

Alkol fermantasyonu, piruvatin parcalanmasiyla baslar, glikolizin metabolik
hzina ve solunum kapasitesine baghdir. Bu proseste alkol dehidrognaz enziminin
reaksiyonu katalizlemesiyle piruvat, asetaldehit ve son agamada etanole déniistir. Ayrica
mayanin solunumu i¢in etanol, karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilir. Bu olayda
etanol, alkol dehidrogenaz tarafindan asetaldehite, asetaldehit dehidrogenaz tarafindan
asetata ve son olarak asetil-coA dongiisiiyle asetil-coA’ya doniistiiriiliir (Zepeda vd.
2018).
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TCA cycle

Sekil 2.1. Mayalarda etanol metabolizmas: (Karaoglan 2016b)

Metilotrofilik organizmalardaki metanol metabolizmasinin diizenlenmesi,
enzimlerin sentezlenmesi, aktivasyonu ve degredasyonu gibi karmagsik prosesleri
icermektedir. Bu enzimler, metanol, formaldehit ve format (pozitif etki) tarafindan
indiiklenir. Fakat alkol oksidaz enziminin glikoz ve etanol yoluyla (negatif etki) iki
diizenleme mekanizmasi vardir: katabolit baskilanma ve inaktivasyon. Bu
mekanizmalarin  ilki, RNA sentezini Kkontoliinii diizenler; ikincisi, enzimlerin
inaktivasyonundan ya da degredasyonundan sorumludur. Asetat olusumu sonug olarak,
alkol oksidazin ekspresyonunda etanol kullanimini baskilamaktadir (Zepeda vd. 2018).

P. pastoris’in aerobik ortamda az miktarda etanol iirettii ve yan {iriin olarak
ortaya ¢ikan etanoliin 4OX7 promotorunu baskilayarak rekombinant protein iiretimini
olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Inan ve Meagher 2001). ADH3 geninin etanol ile
inditklenen, P. pastoris etanol metabolizmasinda etanoliin katabolize edilmesinde gérev
alan tek gen oldugu ortaya konmugtur (Karaoglan 2016b).

2.5. Fitazin Tarihcesi

Fitik asit ilk kez 1872 yilinda Pfeffer tarafindan kesfedilmis olsa da fitaz, 1907
yilinda Suzuki ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma sirasinda piring kepeginde kayitlara
geemistir (Dvorakova 1998). Bu ¢aligmada piring kepegindeki fitik asitin ortofosforik
asit ve inositole hidrolizini katalizleyen enzimi bulmuslar ve fitaz olarak
adlandirmiglardir (Liu vd.1998). ilk olarak 1908 yilinda McCollum ve Hart tarafindan
buzaginin karacigeri ve kaminda bulunan fitaz, hayvansal kaynakli fitaz ile ilgili ilk
rapordur.
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2.6. Fitaz Enzimi

Fitazlar (myo-inositol heksakifosfat fosfohidrolaz) fosforik monoester hidrolaz
grubuna aittir; myo-inositol heksakifosfati (myo-inositol-Ps, fitik asit) myo-inositoliin
alt fosforik esterine, inorganik monofosfata ve bazi durumda serbest myo-inositole
hidrolizini kataliz eden enzimdir (Dvorakova 1998).

Fitazlar (myo-inositol hekzakifosfat 3- veya 6-fosfohidrolazlar; EC 3.1.3.8 veya
EC 3.1.3.26) fitik asidin ve onun tuzlarinin (fitatlar) hidrolitik bozulmasimi katalize

eder. 3-Fitazlar mikroorganizmalardan, 6-fitazlar bitkilerden elde edilir (Mullaney vd.
2000).

P-0

EC 3.1.3.8 P-0
I (/)' o-f
- +H0
P-0., e r -P t-o-myo-inasitol 1,2,4,6,6-pentakisphosphate

b (EC 3.1.3.26)
13
WW ' 0-p
+He0 0-p
-F P-0
0OH
=0 0-p
1-L-myo-inositol 1,2,3,4,5-pentakisphosphate

{1-0-myo-inosital 1,2,3,5,6-pentakisphasphate)

Sekil 2.2. Myo-inositol heksakifosfatin (fitik asit) myo-inositol hekzakifosfat 3- ve 6-
fosfohidrolaz ile hidrolizi (Dvorakova 1998)

2.7. Fitat

Fitatlar (myo-inositol heksakifosfat) fitik asitin tuzu olarak bilinir. Fitatlar;
baklagillerde, tahillarda, tohumlarda ve polenlerde fosforun temel depolanma sekli
olarak bilinir (Pandey vd. 2001). Fitatlar, hayvan yemlerinde fosforun temel kaynagidir.
Monogastrik  hayvanlarin  sindirim  sistemlerinde = hazmedilmeden  gegerler.
Monogastriklerin beslenmesinde inorganik fosfatlar kullamlir (Wodzinski ve Ullah,
1996). Fitatlar; Ca™, Mg*%, Fe*? ve Zn*? gibi metal iyonlariyla selat olusturur. Mide ve
bagirsak pH kosullarinda ¢dziinmez metal-fitat kompleksi, minerallerin absorpsiyonunu
ve sindirimini olumsuz etkiler. Bu nedenle anti besinsel faktdr olarak nitelendirilir
(Casey ve Walsh 2004).
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2.8. Fitik Asit

Fitik asit (myo-inositol hekzakifosfat) bitki tohumunda fosforun ana depo
formudur. Fitik asit; kalsiyum, ¢inko, magnezyum ve demir gibi gesitli metal iyonlart ile
¢oziinmeyen kompleksler olusturduundan ve bu minerallerin biyoyararliligini
azalttigindan anti besinsel bir faktdr olarak kabul edilir (Chen vd. 2004). Fitik asit
bitkilerde; enerji deposu, ¢ok degerlikli katyonlarla ¢6ziinmez bilesik olusturmas: ve
inorganik fosfat seviyesinin diizenlenmesi gibi pek ¢ok rol oynamaktadir. Bu nedenle
bitki tohumlarindaki fitik asit, insan ve hayvan diyetlerinin bir pargasidir (Dvorakova
1998).

Fitik asitin yararlar1 sunlardir: Bazi ¢ok degerlikli metal iyonlarryla kompleksler
olusturur ve bu nedenle 6nemli eser metallerin asimilasyonuna miidahale eder. Demiri
selatlamasi nedeniyle giiglii bir antioksidandir ve insanlari gesitli kanserlere karsi korur.
Proteinlere baglanir ve proteolitik sindirime karst daha dayanikli olmasim saglar.
Hayvan yemlerine ilave edilen fitaz, fosforun biyoyararliligini artirmaktadir (Dvorakova
1998).

2.9. Fitaz Kaynaklar:

Fitazlar dogada yaygin olarak bitkilerde, mikroorganizmalarda ve baz
hayvanlarda bulunmaktadir. Uluslararast Biyokimya Birligi Enzim Adlandirma
Komitesi tarafindan fitazlara 3-fitaz (EC 3.1.3.8) ve 6-fitaz (EC 3.1.3.26) olarak ilk
fosfat grubuna gére 2 tiir siniflandirma yapilmigtir. 3-Fitazlar mikroorganizmalardan, 6-
fitazlar bitkilerden elde edilir (Tai vd. 2013).

2.9.1. Bitkisel kaynakh fitazlar

Fitaz bitkilerde siklikla goriilmektedir. Baglica kaynaklari: bugday, cavdar, arpa,
bezelye, fasulye, soya fasulyesi, musir, piring, beyaz hardal, patates, turp, marul gibi
tiirler, 1spanak, ¢imen ve lilly polen’dir. Cimlenme déneminde bitki tohumlarinda hizli
bir fitaz aktivitesi artigi goriilmektedir. Genel olarak, tohum g¢imlenmesi sirasinda
fitatin, fitaz ile ayrismasindan sonra, fosfat ve inositol geklinde kullanildigi varsayilir
(Dvorakova 1998).

2.9.2. Hayvansal kaynakh fitazlar

Hayvansal kaynakl fitaz ilk kez buzaginin karacigeri ve kaninda bulunmustur.
Fitazlar, memeli kani diginda kuslar, stirlingenler, baliklar ve deniz kaplumbagalan gibi
omurgalilarin kaninda da tespit edilmistir (Dvorakova 1998).

Tahillardan gelen ham fitat, insan gibi hayvanlar igin de olumsuz sonuglara
sahip oldugundan cesitli hayvanlarin gastrointestinal kanalinda fitazin varlig
aragtinlmistir. Sigan bagirsaklarindaki fitat hidrolizi ilk Patwardhan (1937) tarafindan
not edilmis ve fitaz ile iliskilendirilmistir. Daha sonra, diger yazarlar domuz ve inegin
bagirsaklarinda fitaz aktivitesi gozlemlenmistir. Bununla birlikte, Bitar ve Reinhold
(1972) sigan, tavuk, baldir ve insan bagirsaklarindan fitazi kismen saflastirmstir.
Insanin ince bagirsag bozulmamus fitatlar1 sindirme konusunda sinirh bir yetenege
sahiptir, Fitatlarin sindiriminde fitazlar nemli rol oynamaktadir (Frolich 1990).
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2.9.3. Mikrobiyal fitazlar

Fitazlar genellikle funguslardan izole edilmektedir. Fitazlar rekombinant olarak
Pichia pastoris ve Pichia anomala’da tretilebilecegi gibi Saccharomyces cerevisiae,
Hansenula polymorpha gibi birgok mikroorganizmada da iiretilebilir (Kaur vd. 2010).
Mikrobiyal fitazlar pH ve 1stya duyarlidir. Pichia anomala’dan elde edilen hiicreye
bagh fitaz, termostabil ve asit stabildir (Kaur vd. 2010).

Yiksek bir aktiviteye veya termostabiliteye sahip fitazlari elde etmek igin
Escherichia coli ve Aspergillus niger disinda Aspergillus terreus, Emericella nidulans
ve Myceliophthora thermophila gibi birgok mikroorganizma fitaz geninin
klonlanmasinda ve ekspresyonunda kullamlir (Chen vd. 2004). Ozellikle E. coli fitaz
geni (appA) diger mikroorganizmalara gore daha yilksek spesifik aktivite
gostermektedir. AppA geni E. coli, Pichia pastoris ve Streptomyces lividans ile
basariyla ekspres edilmistir (Chen vd. 2004).

Cizelge 2.2. Mikrobiyal fitazlarin 6zellikleri (Kerovuo 2000; Pandey vd. 2001)

Fitaz kaynag Optimum | Optimum Kaynak

pH Sicaklik (°C)
Aspergillus carbonarius | 4.7 53 (Asheh ve Duvnjak 1994)
Aspergillus niger 2.25.0-55 |58 (Ullah ve Gibson 1987)
Aspergillus oryzae 5.5 50 (Shimizu 1993)
Aspergillus terreus 4.5 70 (Yamada vd.1968)
Rhizopus oligosporus 4.5 55 (Sutardi ve Buckle 1988)
Klebsiella aerogenes 4.5,5.2 - (Tambe vd. 1994)
Klebsiella terrigena 5.0 58 (Greiner vd. 1997)
S. cerevisiae 2.0,2.5 55-60 (Han vd. 1999)
Citrobacter freundii 2.7,5.0 52 (Delucca vd. 1992)
Aerobacter aerogenes 4.0-5.0 45-50 (Greaves vd. 1967)
Escherichia coli 4.5 55 (Greiner vd. 1993)
Bacillus subtilis 6.0-6.5 60 (Shimizu 1992)
Schwanniomyces castelii | 4.4 77 (Segueilha vd. 1992)
Pichia anomala 4.0 60 (Kaur vd. 2010)

2.10. Fitazlarmn ézellikleri
2.10.1. Fitazlarm saflagtirilmasi

Fitazlarm saflagtinlmasinda hiicre pargalama, berraklagtirma, santrifiijleme,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz asamalari birincil ayirma ydntemleridir. Ancak
daha saf enzim gerekli olursa jel kromotografisi, iyon degistirici, HPLC gibi daha ileri
saflastirma yontemleri de kullanilmaktadir (Ekren 2013).
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2.10.2. Sicakhk ve pH

Fitazlar yiiksek termal stabiliteye sahiptir. Fitaz aktivitesi, termal stabilitesi, pH
stabilitesi, farkh fitat formlarimin degredasyonu ve iretim verimleri endiistriyel
uygulamalarda 6nemlidir ve geligtirilebilir (Tai vd. 2013).

Fitazlar genellikle genis pH araliklarinda termostabil olarak bilinir. Aspergillus
Sfumigatus ve E. coli fitazi yiiksek termal stabiliteye; A. niger fitaz1 ise genis pH
profiline sahiptir (Pasamontes vd. 1997).

Cogu mikrobiyal fitazlar, funguslardan elde edilir ve fungal fitazlarin optimum
pH’st  4.5-5.5°dir. Bakteriyel fitazlarin optimum pH’s1 ise 6.5-7.5 arasinda
degismektedir. Bitkilerden izole edilen fitazlar ise genellikle 4.0-5.6 arasinda optimum
pH’ya sahiptir (Dvorakova 1998). Baklagil tohumlarindan, lily poleninden izole edilen
baz1 alkali fitazlarin ise optimum pH’s1 8.0°dir (Scott 1991).

2.10.3. Molekiiler genetik

Yem uygulamalarinda fungal fitaz kullanimina duyulan ilgi nedeniyle, maliyeti
azaltici endiistriyel iiretimi gelistirme amagh ¢aligmalar yapilmaktadir. Genetik
¢alismalarda fitaz geni genellikle Aspergillus niger, A ficuum, A.terreus, A.fumigatus
tirlerinden elde edilmekte ve termostabil enzimler iiretiimektedir. Bunlar yemlerin
sindirilebilirligini artirmak amaciyla ilave edilmektedir (Dvorakova 1998).

2.10.4. Substrat spesifitesi

Fitazlar ¢ogunlukla genis substrat spesifitesi sahiptir. Fitazlar; ATP, ADP,
fruktoz 1,6-bifosfat, glikoz 6-fosfat a- ve B-gliserofosfat gibi bircok molekiilii hidroliz
ederler. Fitik asit i¢in oldukga spesifik olarak Bacillus fitazi ve zambak poleninden izole
edilen alkali fitaz1 belirtilmistir (Kerovuo, 2000).

2.11. Fitazin Kullamim Alanlan
2.11.1. Hayvan yemlerinde kullanimi

Fitazlar hayvan beslenmesinde yiiksek konsantrasyonda kullanilabilir. Fitaz,
fitattan fosfati aywrarak fosforun yeme takviye ihtiyacii azalur. Sindirilebilirligi
dolayistyla yemin besleyici degerini arttirir ve atilan fosfor seviyesini diigiiriiriir.
Boylece biyoyararlilik artar ve gevresel kontaminasyon azalir. Bu nedenle fitazlarin
ticari tiretimi 6nem tagimaktadir (Johnson vd. 2010).

Yaygin olarak Aspergillus niger fitazi ticari olarak hayvan yemlerinde
kullanilmaktadir.  Yemlerin peletleme sicakligi 70-90°C arasinda en az 30 saniye
yapilmaktadir ve fitazlarin termostabil olup bu sicaklikta inaktive olmamasi
gerekmektedir (Maurya vd. 2017).
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2.11.2. Gidalarda kullanimi

Tahil lifleri, baklagiller ve soya proteininin diyetle tiiketimi, fitat alimmin
artmasina neden olur. Fitat proteinlere baglandigindan, soya fasulyesinden gelen protein
izolatlan fitat bakimindan zengindir.

Cig talillardan elde edilen tahil fitati, diyet fitazt sayesinde insanlar tarafindan
biiyiik ol¢iide sindirilir. Diyet fitaz1 ekstriizyonla pisirme sirasinda etkisiz hale
getirildiginde, fitatin sindirimini ¢ok zayiflatir. Ince bagirsakta sindirilmemis fitat,
¢inko, magnezyum ve demirin emilimini olumsuz yénde etkiler. Kolonda sindirilmemis
fitat varhgi ise kolonik karsinom geligimine kargi koruyabilir (Igbal vd. 1994).

2.11.3. Myo-inositol fosfatlarin hazirlanmasi

Hiicre ici rezervlerde Kkalsiyumun hareketini saglamasi ve transmembran
sinyalizasyonunda onemli bir rol oynamasi nedeniyle cesitli inositol fosfat
preparatlarina ihtiyag duyulmaktadir. Inositol fosfatlarin kimyasal sentezi asir sicaklik
ve basingta gergeklestirilir. Fitazlar, fitik asitten serbest myo-inositol, myo-inositol
bilesikleri, inorganik fosfat eldesinde kullanilabilir. Ayrica inositol, inositol fosfatlarin
endiistriyel iiretimi igin de onerilmistir (Billington 1993). Immobilize fitazlar cesitli
myo-inositol fosfatlar1 tiretmek i¢in kullamilabilir. Miyo-inositol fosfatlar ilag olarak
kullamlabilecegi gibi miyo-inositol fosfat tiirevleri, biyokimyasal ve metabolik
¢aligmalar i¢in enzim substratlar olarak da kullamlabilir (Kerovuo 2000).

2.11.4. Kagit endiistrisinde kullanim

Kagit endiistrisinde Snemli bir asama olan bitki fitik asidinin uzaklastirilmasinda
termostabil fitazlar kullanilmaktadir. Burada kullanilacak fitaz, kagidin islenmesi
sirasinda fitik asidi pargalamak i¢in yeni bir biyolojik ajan olabilecek potansiyele sahip
olmalidir. Fitik asidin enzimatik bozunmasi sonucu tehlikeli ve toksik yan iiriinler
olusmadig i¢in kagit endiistrisinde fitazlarin kullanilmasinin g¢evreye olumlu etkisi s6z
konusudur (Kerovuo 2000).

2.12. Fitaz Enzimi Uretimi ile flgili Yapilan Cahsmalar

E. coli fitaz geni appA, AOXI promotoriiniin kontrolii altinda P. pastoris’te
yliksek oranda rekombinant tiretilmistir. Metanol indiiksiyonundan 6nce gliserol ve
metabolik atiklarin baskisini kaldirmak igin kiiltiir ortaminin taze ortamla degistirilmesi
fitaz ekspresyonunu o6nemli olgiide artirmigtir. Fitaz aktivitesi, gerekli kosullar
degistirilerek erlende 118-204 U/ml, fermentSrde 1180-4946 U/ml enzim aktivitesi
lguilmiigtiir. Rekombinant fitazin karakteristik ozellikleri dogal E. coli fitaziyla
benzerlik gostermistir (Chen vd. 2004).

Afrikaya &zgii Salyangoz (Achatina fulica)dan izole edilen Aspergillus
Jumigatus’da fitaz elde edilmis, saflagtirilmis ve fitazin karakterizasyonu yapilmustir. 23
U/ml fitaz aktivitesi goriilmiistiir. Fitazin optimum sicakhigi 40°C, optimum pH’s1 6.0
olarak bulunmustur. pH 8.0°de aktivitesinin %83’iinii korurken, pH 9.0’da aktivitesinin
%78’ini korumustur. pH stabilitesi i¢in 6 saat oda sicakhiginda tutulmus ve pH’s1 6.0°da
%100, pH 4.0-6.0 aras1 %70-75; pH 8.0’de %19, pH 9.0°da %11 stabil kalmistir. 30°C
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ve 80°C arasinda 1 saat bekletilerek stabilitesine bakilmistir. 50°C’de %48 stabil iken
80°C’de %14 stabil oldugu goriilmiigtiir. Farkli metal iyonlarimin 5 mM, 10 mM ve 20
mM konsantrasyonda etkisi incelenmistir. Ca*? ve Fe*? *nin aktive ettigi, Cu*?, Zn*? ve
Mg*?'nin de inhibe ettigi saptanmistir (Sanni vd. 2019).

E. coli fitaz geni P. pastoris 'te GAP promotoru altinda rekombinant iiretilmistir.
Erlende 72 saatte liretim yapilmig ve fitaz aktivitesi 112.5 U/ml olarak bulunmustur.
Optimum pH 4.0 ve 6.0, optimum stcaklik ise 50 °C bulunmustur. Fitaz enziminin pH
3.0-8.0 ve 25-40°C’de %80 stabil oldugu saptanmigtir. Cesitli metal iyonlariyla 5 mM
ve 10 mM konsantrasyonlarda denemeler yapilmis ve Cu*?, Fe'?, Fe*® ve Zn™
iyonlarinin enzim aktivitesini en ¢ok etkileyen inhibitdrler oldugu bulunmustur (Tai vd.
2013).

Lactobacillus plantarum ile fitaz tretilmis ve karakterize edilmistir. Uretim
ortami olarak MRS besiyeri kullamlmis ve ortama %1, %10, %20 ve %30 oranlarinda
musir likorii ilave edilmigtir. Misir likriiniin fitaz aktivitesine etkisine bakilmistir. %30
oraninda ilave edilen misir likorii enzim aktivitesini en fazla artirmistir ve 415 U/ml
fitaz aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Aktivitede optimum sicaklik 50°C, optimum pH 5.0
bulunmustur. 100°C°de 30 dakika %92 stabilitesini korumustur. 1 mM ve 5 mM
konsantrasyonlarda metal iyonlari eklenmis ve Ca*? ve Mg*? iyonlarmin aktiviteyi
artird1g1 goriilmistiir (Uslu vd. 2016).

Rhizopus oligosporus fungusundan liretilen fitaz enzimi ve enzimin
fizikokimyasal ~ &zellikleri incelenmistir. 124 kDa’luk enzim saflagtiriimus,
kromotografik analizler yapilmistir. Enzim aktivitesi i¢in optimum sicakhik 65°C,
optimum pH 5.0 bulunmustur. pH 2.0°de aktivitesini 6 saat boyunca korumustur.
Enzimin 80°C’de 5 dakikada %20 stabil oldugu goriilmiigtiir. Metal iyonlarinmn
aktiviteye etkisi incelenmis ve sadece Ca**nin inhibitdr etki yaptigi bildirilmistir
(Casey ve Walsh 2004).

Zambak poleninden elde edilen LIALP2 alkali fitazinin P. pastoris’te
rekombinant tiretimi yapilmigtir. Dogal LIALP2 ve rekombinant rLIALP2 arasinda
benzerlikler ve farkhliklar karsilagtirilmigtir. 30-70°C arasinda aktivitesi Slgiilmiistiir ve
optimum sicaklik 55°C, optimum pH 8.0 bulunmustur. pH 6.0°da %90 aktivite
gosterirken pH 9.0°da %40 aktivite gdstermistir. 1 mM Ca™’nin aktiviteyi artirdig, 5
mM EDTA’nin ise aktiviteyi azalttig1 goriilmiistiir (Johnson vd. 2010).

E. coli fitaz geni (appA), Streptomyces lividans ve P. pastoris ile rekombinant
tiretilmigtir. S. lividans'ta (SLEP) iretilen fitaz, glikozile edilmemistir ve 45 kDa
biiyiikliigtindedir. P. pastoris'te tretilen glikozile fitaz (PPEP) ile karsilastinidiginda,
glikolize olmayan fitaz pH 2.0-3.5 ve 45-55°C’de %25-50 oraninda daha az aktivite
gosterirken, 75°C’de %50 daha fazla aktivite gdstermistir. Glikozile olmayan fitazin
termo toleransi 45-55°C’de glikolize fitaz’a gire %26-48 daha yiiksek, ancak 75°C’de
%94 daha diisitk ol¢tilmiistiir. S. lividans’da 950 U/, P. pastoris’te 117 U/ml fitaz
aktivitesi goriilmiigtiir (Stahl vd. 2003).

Aspergillus niger N25’dan ti¢ tane rekombinant phyA mutant fitazi elde edilmis,

enzimin termostabilitesi ve katalitik Ozellikleri gosterilmistir. Modifiye fitazin
ozelliklerinin gelistirilmesi iizerine c¢ahistimigtir. 37-90°C’de enzimin aktivitesi ve
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stabilitesine bakilmistir. Optimum pH 5.5 bulunmus, 3 Mutantin optimum sicakliklari
60-61°C civarinda benzerlik gdstermigtir. 37°C’de %100 stabilken 90°C’de %30
stabilitesini korumustur. Mutasyon sonucunda enzimde yapilan Karakterizasyonlar ve
yapisal analizler, termositabilitede ve katalitik etkinlerde gelisme saglamistir (Tang vd.
2018).

Hansenula fabianii J640 mayasindan (atik su aritiminda kullanilan) Hffitaz’1
saflagtirllmis ve P. pastoris’te rekombinant iiretilmistir. Enzimin karakterizasyonu
yapilmugtir. Optimum sicaklik 50°C, optimum pH 4.5 bulunmustur. Fermentérde 23 g/l
enzim liretimi saglanmigtir. Metal iyonlarinin aktiviteye etkisine bakilmig ve Ca*?, K*,
Na*, Zn*? ve Mg* iyonlarimin higbiri inhibe etmemistir. Zn*2 iyonu ise aktive etmistir.
Hffitazinin Debayomyces castelli fitazi ile %40, A. niger PhyB ile %37, S. cerevisiae
fitazi ile %34 benzerlik gésterdigi bulunmustur (Watanabe vd. 2009)..

Termostabil fitaz geni fphy, 4. fumigatus’tan alinmig ve P. pastoris FPHY34
susunda  rekombinant  retilmistir.  Glikolizasyonun  fitazin  biyokimyasal
karakterizasyonuna etkisini géstermek amaglanmigtir. 30-90°C aras1 30 dakika enzimin
stabilitesine bakilmigtir, 40-50°C’de glikozile fitazin termostabil oldugu saptanmistir.
Glikolize fitaza (phy) gére deglikolize fitazda (dphy) yaklasik %15-20 arasi daha az
enzim aktivitesi gozlenmistir. Glikolize fitazda optimum pH 5.0 iken deglikolize fitazda
optimum pH 2.5°dir. Deglikolize fitaz pH 6.0’da %60 aktivitesini korumustur. Her ikisi
de 30°C’de %100 aktivitesini korumustur. Glikolize fitaz 80°C’de on dakika boyunca
%40, 90°C’de ise %30 aktivitesini korurken deglikolize fitaz 40°C’den sonra
aktivitesini kaybetmistir. Glikolize fitazin termostabilite agisindan énemli rol oynadig
bildirilmistir (Guo vd. 2008).

E. coli fitazinin gelisme performansimi artirmak i¢in ¢aligma yapilmistir. Ayrica
Ca*? ve P sindirilebilirligine ve kemik kiilii konsantrasyonuna domuzlarin misir ve soya
bazli diyetlerinde bakilmistir. Bunun igin 60 domuz test edilmistirr. Domuz
beslenmesine E. coli fitazimn dahil edilmesinin fosfor kullanimim gelistirdigi
goriilmiistiir (She vd. 2017).

Zambak poleninden alkali fitaz elde edilmis ve P. pastoris’te AOXI promotoru
ile rekombinant iretimi saglanmistir. 8-10 mg/l {iretilmistir. Bu enzimin diisiik
potansiyelde {iretimini smirlayan faktorlerin: gen kopya sayisi, kodon etkisi, sekans
optimizasyonu ve enzim iiretim sicakligi oldugu bildirilmistir. Tek kopya klon en
yiiksek aktiviteye (%100) sahipken, 2 kopyanin %70, 4 kopyanin %25, 7 ve daha fazla
kopyanin ise %10 aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. 24.5°C, 29.5°C sicakliklarinda
tretim yapilmis ve 20.5°C’de 29.5°C’e gore 1.2-2 kat fazla enzim aktivitesi
gorilmustiir (Yang vd. 2012).

Bakteriden izole edilen fitaz geni (EASI), E. coli’de rekombinant iiretilmistir.
Rekombinant bakteriden tiretilen hiicre igi fitazin karakterizasyonu yapilmistir. pH 4.0-
7.0 ve 37-55°C arasi sicakhiklarda aktiviteye bakilmistir. Optimum pH’s1 5.0, optimum
sicakhif1 40°C bulunmustur. Optimum enzim inkiibasyon siiresi 60 dakika, optimum
substrat konsantrasyonu %2 bulunmustur. Cesitli metal iyonlarinin enzim aktivitesine
etkisi denenmis; Mg*?, Ca*™, Zn*? ve Pb*? iyonlarinin aktiviteyi artirdig1, Fe*? iyonunun
ise tamamen aktiviteyi inhibe ettigi goriilmiistiir (Nuhriawangsa vd. 2009).
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AOXI promotoru ile P. pastoris mayasinda substrat olarak glikoz kullanilarak
rekombinant fitaz iiretimi saglanmustir. P. pastoris YY113’den gliserol yerine glikoz
substrat olarak kullanmilmig, glikoz beslemesi fermentdrde konrol edilmis ve 2200
FTU/ml yiiksek verimlilikte fitaz enzimi tretilmigtir. Glikozun metanol indiiksiyonu ve
yabanci proteinlerin ekspresyonunda etkili oldugu goriilmiistiir. Diisiik maliyetli ve
mevecut bulunabilir oldugu igin glikozun potansiyel bir karbon kaynag: oldugu
bildirilmistir (Hang vd. 2009).

Ciirlimils keresteden izole edilen Streptomyces luteogriseus R10°den fitaz
enzimi liretilmis ve enzimin karakterizasyonu yapilmistir, Saflastirilan 65 kDa’luk fitaz
enziminin pH 3.0-9.0 arasi enzim aktivitesine bakilmis ve pH 5.0’de optimum
Olglilmiistiir. 20-70°C aras1 enzimin aktivitesi Ol¢ililmils ve optimum sicaklik 45°C
bulunmugtur. Cesitli metal iyonlar1 10 mM eklenerek aktiviteye etkine bakilmistir. Mg*?
ve Ca*? iyonlan aktiviteyi artirmis, Zn*? etkilememis, Fe** ve Cu*? iyonlan aktiviteyi
azaltmigtir. Karbon kaynag: olarak besiyerinde bugday kepegi, saman, piring kabugu,
saman kullanilmis ve en yiiksek aktivite bugday kepeginde goriilmiistiir (Aly vd. 2015).

Aspergillus sp., E. coli, Myceliophthora thermophila ve Emericella nidulans
fungal fitazlarinin karakterizasyonu yapilmis ve enzimin Kkatalitik &zelliklerine
deginilmistir. Fungal fitazlarin spesifik aktiviteleri 23-196 U/mg arasinda ve optimum
pH’lar1 2.5-7.0 arasinda degismistir. A. niger, A. terreus ve M. thermophila fitazinin
optimum pH’s1 5.5, E. coli fitazinin 4.5, E. nidulans ve A. fumigatus fitazimn 6.5
oldugu bildirilmistir. Cesitli metal iyonlarinin enzim aktisine etkine bakilmis ve Fe*?,
Cu*?, EDTA’nin inhibitdr etki gosterdigi saptanmigtir (Wyss vd. 1999).

Aspergillus japonicus C03’dan histidin asit fosfataz fitazi elde edilmis ve P.
pastoris’de rekombinant Uretilmigtir. Fitaz enziminin biyokimyasal 6zellikleri ve
karakterizasyonu fizerine ¢alisilmigtir. 72 saat sonunda 143 mg/1 enzim iiretilmistir. 75
kDa protein liretilmis, deglikozilasyon sonucunda bant 55 kDa’da goriilmiistiir. 30-90°C
arasi sicakhkta ve pH 3.0-9.0 aras1 aktiviteye bakilmisgtir. Enzimin optimum sicaklig
50°C, optimum pH 6.0 bulunmustur. 60°C’de 23 dakikada aktivitesinin yarisini
korurken, 70°C’de bu siire 7 dakikaya diigmiistiir (Maldonado vd. 2014).

Sporotrichum thermophile’den izole edilen fitaz enzimi P. pastoris mayasinda
yapisal GAP promotoru ve indiiklenebilir 40X promotoruyla rekombinant {iretilmigtir.
Fermentdrde yar kesikli iretim yapilmistir. Fitaz oncelikle 40X promotoruyla
Uiretilmis, daha sonra AOX ve GAP promotoruyla birlikte iiretilmis ve karsilastirlmastur.
Fitaz AOX promotoru altinda 480 U/ml iiretilirken, AOX ve GAP promotoru altinda 780
U/ml iiretilmistir. Sonuglar iki promotorun birlikte kullaniminin verimi artirabilecegini
gostermistir (Parasha ve Satyanarayana 2016).

Termofilik Thermomyces lanuginosus SSBP kiiftinden fitaz enzimi iiretilmis,
amonyum siilfat yontemiyle saflagtirilmis ve enzimin karakterizasyonu yapilmistir. 49
kDa protein iretilmistir. pH 2.0-9.0 arasi aktiviteye bakilmig ve pH 5.0°de en yiiksek
aktivite gozlenmis bu deger optimumdur. 40-90°C sicaklik arasi fitaz aktivitesine
bakilmis ve optimum sicakhk degeri 55°C bulunmustur. 30 dakika ile 2 saat arasi
bekletilip enzimin stabilitesi dlgiilmiistiir. 2 saat sonunda pH 4.0’de %90 stabil iken
50°C’de %95, 80°C’de ise %15 stabil oldugu goriilmiigtiir. Cesitli metal iyonlar1 ImM
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ve SmM eklenerek enzim aktivitesine etkisine bakilmistir. Ba*? aktiviteyi artirirken,
Cu*?, Ca*?, Fe*?, Zn™? ve EDTA aktiviteyi azaltmistir (Makolomakwa vd. 2017).

A. niger SK-57°den alinan fitaz geni (appA) P. pastoris mayasinda 40X
promotoru altinda rekombinant {iretilmistir. 64 kDa’luk enzimin karakterizasyonu
yapilmistir. FermentSrde tiretim sonucu 865 U/ml enzim aktivitesi goriilmiistiir. 20-
80°C’de ve pH 1.5-6.5 arasinda enzim aktivitesine bakilmis ve optimum aktivite
gosterdigi sicaklik 60°C, optimum pH’s1 ise 5.5 bulunmustur. Enzim optimum pH’da
%100 aktifken pH’s1 2.5 iken %80 aktivite gostermistir. 80°C’de stabilitesine bakilmus,
10 dakikada %50 stabil iken 18 dakikadan sonra stabilitesini tamamen kaybetmistir
(Xiong vd. 2005).

Termofilik bir kiif olan Sporotrichum thermophile’den fitaz geni almmis ve
recombinant olarak P. pastoris mayasinda iiretilmigtir. Uretim gliseraldehit fosfat
dehidrogenaz (GAP) promotoru altinda fermentdrde gergeklesmistir. 495 U/ml enzim
tiretilmigtir. 40-90°C sicakliklarda pH 4.0-8.0 arasi enzim aktivitesine bakilmistir ve
enzim optimum pH 5.0 ve 60°C’de aktivite gostermistir (Maurya vd. 2017).

Penicillium chrysogenum CCT 1273’den izole edilen fitaz enziminin
rekombinant Uretimi P. griseoroseum T73’de gergeklesmis ve Kkarakterizasyonu
yapilmistir. pH 2.0-8.0 aras1 enzimin aktivitesine bakilmis ve 2 saat sonunda stabilitesi
ol¢tilmistiir. 30-80°C aras1 enzimin aktivitesine bakilmistir. 70°C’de %40 aktivite
gOstermis, optimum aktivite gosterdigi degerler pH 5.0 ve 50°C olarak bulunmustur.
80°C’de 30 dakikada aktivitesinin %30’unu korurken 70°C*de %60’ in1 korumustur. pH
3.0-8.0 aras: stabilitesini korumustur (Corréa vd. 2015).

Selenomonas ruminantium bakterisinden fitaz elde edilmis ve E. coli BL21°de
rekombinant iiretimi bilyikk olgekte gerceklesmistir. T7 promotoru altinda iiretilen
mutant fitazin biiyiikliigli 37 kDa bulunmustur. Farkli karbon kaynaklan (glikoz,
gliserol, laktoz ve maya ekstrakti) iiretim ortamina eklenmis ve enzim aktivitesine
etkisine bakilmistir. Ayrica 20-37°C arasi farkh iretim sicakliklarinin  enzim
aktivitesine etkisine bakilmigtir. Erlende en yiiksek enzim aktivtiesi 30°C sicaklikta ve
%35 maya ekstrakti eklendiginde gergeklesmis ve 107 U/ml fitaz aktivitesi bulunmustur.
20 litrelik fermentérde iiretimde ise 1204 U/ml enzim aktivitesine ulagilmistir (Lan vd.
2014).

A. fumigatus fitaz geni (r-Afp) P. pastoris mayasinda AOXI promotoru altinda
rekombinant tiretilmis, enzimin karakterizasyonu yapilmig ve biyokimyasal 6zellikleri
incelenmistir. 128 U/l enzim dretilmistir. 20-90°C ve pH 1.5-9.0 arasi enzim
aktivitesine bakilmistir. Optimum sicaklik 60°C, pH 5.5-6.0 bulunmustur. 80°C %45
aktivite gostermistir. Farkli konsantrasyonlarda sodyum asetat ve sodyum sitrat
buffer’lar kullanilarak enzimin stabilitesine bakilmigtir. 90°C°de 20 dakikada sodyum
sitrata gore sodyum asetat buffer1 daha stabil olup ve %60 stabilitesini korumustur
(Rodriguez vd. 2000).

Mitsuokella jalaludinii bakterisinden elde edilen yeni fitaz geninin (phy7) E.
coli"de rekombinant iretimi gergeklesmistir. Elde edilen 55 kDa biiyiikliigiindeki
enzimin karakterizasyonu yapilmig ve 25-70°C sicaklikta ve pH 2.0-9.0 arasinda
aktivitesine bakilmistir. Enzim aktivitesi igin optimum sicaklik 55°C, pH 4.5
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bulunmustur. 1 saat bekletilip stabilitesine bakilmis ve pH 3.5-5.5 arasinda enzimin
stabil oldugu goriilmiistiir. Cesitli metal iyonlarindan 1mM ve 5 mM eklenerek enzim
aktivitesine etkisine bakilmistir. Ca*? enzim aktivitesini artirirken Fe*3, Cu*? ve Zn*? ve
EDTA enzim aktivitesini inhibe etmistir. M. jalaludinii’den elde edilen fitaz geni
(PHY?7), Selenomonas ruminatium gibi hicbir bakteriyel fitazla benzerlik géstermedigi
i¢in yeni bir fitaz olarak kabul edilmistir (Wan-qin vd. 2015).

Pichia anomala mayasinda hiicreye bagl fitaz geni (Pphy) alinmis, Arxula
Adeninivorans, S. cerevisiae ve Hansenula polymorpha’de rekombinant {iretilmistir. En
iyi tretim FMD promotoru altinda H. polymorpha’de olmus ve 210 U/l enzim
tiretilmistir. 55 kDa biiyiikliigiindeki enzimin karakterizasyonu yapilmis ve enzim
aktivitesi i¢in optimum sicaklik 60°C, pH 4.0 bulunmugtur. 55-65°C sicakliginda, pH
3.7-4.4 araliginda enzimin stabil oldugu goriilmiistiir (Kaur vd. 2010).

Transgenik misir tohumundan reaktorde fitaz enzimi iiretilmistir. Yao vd (1998)
yaptiklan 6nceki galismada A4. niger’den elde edilen ve P. pastoris’te rekombinant
iiretilen fitazi (PprPhy) ve Zea mays rekombinant fitaz1 (ZmrPhy) karsilastirilmistir. iki
enzimin de optimum aktivite gosterdigi sicakhk 50°C, pH 5.8 bulunmustur. ZmrPhy 60
kDa, PprPhy 85 kDa biiyiikliigiindedir. Transgenik musir fitazinin enzim aktivitesi 127.8
FTU/g’dir. 2 y1l sonunda ise aktivitesinin %20’sini kaybetmistir (Chen vd. 2013).

Tahil purple asit fosfotaz tip fitaz (PAPhy) P. pastoris KM71H mayasinda 40X
promotoru konrolii altinda rekombinant olarak {retilmistir. Yaklasik 57 kDa
biiyiikliigiinde protein iiretilmistir. Fe™ ve Mn*? iyonlarinin aktiviteyi artirdig:
goriilmiistiir. 6300 U/] enzim aktivitesi dl¢iilmiistiir (Dionisio vd. 2012).

Shigella sp. CD2’den appA fitaz geni elde edilmis ve P. pastoris’te rekombinant
tiretilmis, . coli’de rekombinant iiretim ile kargilagtinlmigtir. P. pastoris’te iretilen ve
glikozile edilen rAppAp fitazi 967 U/mg, E. coli'de iiretilen ve glikozile edilmeyen
rAppAe fitaz1 967 U/mg spesifik aktivite gostermistir. Her ikisinde de optimum pH 5.5
ve sicakhgr 60°C bulunmustur. rAppAp fitazimin termotoleransinin  rAppAg’e gére
60°C’de %30, 70°C’de %24 daha fazla oldugu bildirilmistir (Roy vd. 2016).

A. niger BCC18081 ve Aspergillus japonicus BCC18313°den fitaz elde edilmis
ve P. pastoris’te rekombinant iiretimi gergeklestirilmistir. 66 kDa’luk enzimlerin
karakterizasyonu yapilmistir. A. niger fitazinda 100 U/ml, A. japonicus fitazinda ise
140 U/ml enzim aktivitesi goriilmiistiir. 1ki enzimin de optimum aktivite gosterdigi
sicaklik 50°C, pH 5.5 olmustur. Enzimlerin 50-100°C aras1 5 ile 60 dakika
stabilitelerine bakilmistir. 90°C 15 dakikada %50, 100°C’de 5 dakikada %60
stabilitesini korudugu saptanmis, bu da enzimin termostabil oldugunu kamitlanmustir.
Ayrica enzimler pH 2.0-10.0 aras1 3 saat oda kogullarinda bekletilerek stabilitesi test
edilmis ve pH 2.0-8.0 arasi %70’in iizerinde stabilitelerini korudugu goriilmiistiir.
Cesitli metal iyonlarmin enzim aktivitesine etkisi incelenmistir. Cu*? ve Zn*? iyonlarmin
inhibitdr etki; Fe*2, Ca*? ve Mg*? ise aktivator etki gostermistir (Promdonkoy vd. 2009).

E. coli’den alman fitaz geni (appA)’nin P. pastoris’te rekombinant iiretimi
saglanmigtir. 6 tane mutant (M1, C2, K24E, K43E, M2 ve M4) elde edilmis, appA ile
verimleri karsilagtiriimisgtir. Enzimin karakterizasyonu yapilmigtir. pH 2.0-8.0 arast
enzim aktivitesine bakilmig ve stabilite igin iki saat 37°C’de tutulmustur. 37-90°C arast
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enzim aktivitesine bakilmig ve 20 dakika boyuncu aym sicakliklarda bekletilerek
stabilitesi dl¢lilmistiir. Optimum sicaklik appA fitazi igin 60°C iken, M2 ve M4 mutant:
65°C optimum sicaklia ulasmustir. 70°C’de appA fitazi 20 dakikada yaklasik %3
stabilken 80°C tamamen stabilitesini kaybetmistir. M4 mutant1 ise 70°C’de %70
stabilken 80°C’de %50 stabilitesini korumugtur. Fitazlarin optimum pH’st 4.5
bulunmustur. pH 2.0-8.0 arasi appA fitaz1 %80’in lizerinde stabilken, K43E and C2
mutantlar: pH 8.0°de %50’ den fazla stabilitesini kaybetmistir (Zhang vd. 2016).

Fitaz geni (phyA2) P. pastoris mayasinda A0XI promotoru altinda rekombinant
uretilmigtir. Klonlamada pPIC9 plazmidi kullanilmig ve erlende yaklagik 108 saat
sonunda {iretilmistir. 64 kDa’luk enzimin aktivitesi 6l¢iilmiistiir. 36 saat ve 108 saatte
aktivitede ©nemli farklilik goriilmemistir. Erlende 15656 U/ml enzim aktivitesi
dlgiilmiistiir. Bu degerin modifiye edilmemis 4. niger 963’in 5 U/mI’lik enzim aktivitesi
ile karsilastirildiginda yaklasik 3000 kat daha fazla oldugu saptanmigstir (Bin vd. 1998).

Peniophora lycii’den alinan fitaz geni, A0XI promotoru altinda P. pastoris
mayasinda rekombinant iiretilmis ve enzimin karakterizasyonu yapilmistir. 20-80°C ve
pH 1.5-7.5 aras1 enzim aktivitesine bakilmistir. Enzim pH 5.5 ve 50°C sicaklikta
optimum aktive gostermigtir. 80°C’de 10 dakikada %25 stabilken 20 dakikadan sonra
stabilitesini kaybettigi goriilmiistiir. Fermentdrde 140 saatte {iretim sonucunda 10.540
U/ml enzim aktivitesi l¢iilmiistiir (Xiong vd. 2006).

Lactobacillus sanfranciscensis CB1’den fitaz geni elde edilmis ve P. pastoris’de
rekombinant Gretilmistir. 50 kDa’luk enzimin karakterizasyonu yapilmistir. Optimum
pH fitaz i¢in 4.0 iken optimum sicaklik 45°C olarak saptanmistir. Enzim 60°C’de 30
dakikada %100 stabil, 70°C’de %70 stabilken 80°C’de 20 dakikada %S5 stabilitesini
korudugu goriilmiistiir. 420 U/m fitaz aktivitesi Sl¢tilmiistiir. Cesitli metal iyonlarindan
2mM eklenerek enzim aktivitesine etkisine bakilmistir. Ca', Cu*?, Zn™ ve Mg™
iyonlar1 inhibitér etki gosterirken Fe'? iyonunun aktiviteyi tamamen yok ettigi
goriilmiistiir (Angelis vd. 2003).

Yersinia intermedia’den almnan fitaz geni (appA)’nin P. pastoris’te rekombinant
liretimi saglanmis ve enzimin karakterizasyonu yapilmigtir. Enzimin pH 1.0-10.0 aras
aktivitesine bakilmis, optimum pH’s1 4.5, sicakligi 55°C bulunmugtur. Enzim pH 1.0-
3.0 aras1 %83, pH 3.5-10.0 aras1 %93 stabilitesini korumustur. 80°C’de 15 dakika
boyunca %54 stabil kalmistir. 3960 U/mg spesifik enzim aktivitesi Slgtilmiistiir. Cesitli
metal iyonlarindan 1mM eklenerek enzim aktivitesine etkisine bakilmistir. Fe*2, Cu*2,
Ca™, Zn*? ve Mg* iyonlan inhibitor etki gosterirken Mn*? iyonu aktivator etki
gostermistir (Huang vd. 2006).

Citrobacter amalonaticus CGMCC 1696’den fitaz geni (appA)’nin P.
pastoris’te rekombinant liretimi saglanmistir. 46.3 kDa’luk enzimin karakterizasyonu
yapiimistir. Enzimin pH 2.0-8.0 aras1 aktivitesine bakilmig, optimum pH’s1 4.5,
sicakhig1 55°C bulunmugtur. Enzimin pH 3.0-10.0 aras1 bir saat sonunda stabilitesini
%85 korudugu goriilmiistiir. Cesitli metal iyonlarindan 1 mM eklenerek enzim
aktivitesine etkisine bakilmugtir. Ca™, Mg*%, Mn*? iyonlan aktivator etki gosterirken
Fe*2, Cu' ve Zn'? iyonlari inhibitdr etki gostermistir. Fermentdrde tiretim sonucu fitaz
aktivitesi 15.000 U/ml, spesifik aktivitesi ise 3548 U/mg 6lgiilmiistiir (Luo vd. 2007).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Konukgu suslar ve tasiyici plazmitler

Laboratuvarimizda mevcut olan Genscript’den temin edilen puc57 klonlama
vektorii igerisinde E. coli fitaz geni enzim iiretiminde kullanilmustir.

Plazmitlerin ¢ogaltilmasi amaciyla kimyasal transformasyona elverisli konukgu
E. coli sugu olan DH5a (Invitrogen, CA, ABD) kullanilmustir,

Ekspresyon calismalar1 igin P. pastoris X33 (Invitrogen, CA, ABD) susu
kullanmilmustir.

Ttim mikroorganizmalar %50 gliserol i¢eren uygun ortamda -80°C’de muhafaza
edilmigtir, -

-80°C stokta bulunan alkol dehidrogenaz (ADH3) promotorlarindan olusan dogal
pADH30A Ksi/HIS4 (900 bg) ve sentetik pSNT5aA Ksi/HIS4 ekspresyon plazmitleri
kullanilmagtir.

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan kimyasallarin tamami Merck (Darmstadt, 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 suglannin gelisiminde YPD (%] maya &ziitii, %2 pepton, %2 glukoz)
besiyeri, P. pastoris lretim susunda fitaz iretiminde BMGY (%10 gliserol, 10 g/l maya
ekstrakti, 20 g/l soyton, 13.4 g/l YNB, 4x107° g/l biotin, ve 0.1 M potasyum fosfat
tamponu, pH 6.0) ve BMEY (%10 saf etanol, 10 g/l maya ekstrakti, 20 g/l soyton, 13.4
g/l YNB, 4x107 g/l biotin ve 0.1 M sodyum fosfat tamponu, pH 4.0) besiyerleri
kullamlirken E. coli suslarin gelistirilmesinde LB Miller (%0.5 maya 6ziitii, %1 pepton
ve %l NaCl) ya da LB Lennox (%0.5 maya oziitli, %l pepton ve %0.5 NaCl)
besiyerleri kullanilmigtir.

3.2. Metot

Caligmalarda kullanilan molekiiler biyoloji teknikleri Sambrook ve Russel
(2001)’a ve kit protokoliine gére gergeklestirilmistir. Ayrica P. pastoris’de klonlama
caligmalarinda inan vd (2007) kaynak olarak kullanilmstir.

3.2.1. Fitaz geni iceren plasmid pUCS7FITOHIS vektériiniin izolasyonu

pUCS7FITOHIS plazmidini igeren E. coli XLI-Blue hiicreleri -80°C’den
almarak plazmidin tasidig1 diren¢ genine uygun antibiyotikli (amfisilin) LB Miller sivi
besiyerine inokule edilmis ve 37°C’de bir gece ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona
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birakilmigtir. Transformant E. coli hiicrelerinden plazmit izolasyonu Qiaprep Spin
Miniprep Kiti (Qiagen, CA, ABD) kullanilarak yapilmigtir.

3.2.2. Agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA izolasyonlarinin kalitesi, PZR iiriinlerinin ve plazmidlerin kesim
analizleri ile dogrulugunun kontroliinde agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Agaroz
jel hazirlanirken, 100 ml 1xTAE 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 ¢oziindiiriilmiistiir. Biraz
soguduktan sonra igerisine 2 ul etidyum bromiir ¢6zeltisi (10 mg/ml, Invitrogen, CA,
ABD) konulmugtur. Uygun ebatta segilen jel kaliplarina dékiilerek jel donuncaya kadar
bekletilmistir. Jel katilastiktan sonra jelin tizeri 1xXTAE tamponu ddkiilmiistiir. Daha
sonra drnekler, 6X yiikleme boyasi ile karistirilip jel kuyucuklarina yaklasik 10-15 pl
yliklenmistir. 100-120V’da  45-60 dakika I1XTAE tamponu igerisinde o6rnekler
yliriitiilmiigtiir. DNA standardi olarak GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, MA, ABD) kullanilmis ve jele 5 pl yiiklenmistir. Etidyum bromiiriin
UV ginlari altinda (312nm) 1s1ma yapmasiyla, agaroz jel iginde molekiiler
bilyiikliklerine goére ayrilan DNA molekiilleri jel goriintileme sisteminde (Vilber
Lourmat EBox-VX2, Fransa) goriintiilenmistir.

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Fitaz geni F-Fito-opt-gibson ve R-Fito-opt-notl primerleri ile polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen iiriin template olarak kullanilarak F-
Fito-opt-gibson ve R-Fito-opt-gibson primerleriyle yeniden PZR kurulmustur. Cizelge
3.1°de dongii programt igin uygulanan sartlar verilmistir.

Cizelge 3.1. PZR 1s1 ddngiisii programu i¢in siire ve sicaklik kosullari

Sira Sicaklik(°®C)  Siire Déngii

(sn) Komutu
1 95 120
2 95 20
3 56 10
4 70 28 38 kez
2.'ye git
5 72 120
6 4 o0

Dogal pADH3aA Ksi/HIS4 template olarak kullanihp PZR kurulmus, F-snt5-2-
gibson ve R-snt5-2-gibson primerleri ile ¢ogaltilmustir. Sonra Sentetik pSNTS5aA
Ksi/HIS4 template olarak kullanilip PZR kurulmus, F-snt5-2-gibson ve R-snt5-2-gibson
primerleri ile gogaltlmistir. Daha sonra HIS4 i¢in pADH30A Ksi/his4 template olarak
kullanilmig, F-snt5-1-gibson ve R-snt5-1-gibson primerleri ile PZR kurulmustur. Ug
PZR i¢in de Cizelge 3.2’de verilen déngii programi igin uygulanmistir.
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Cizelge 3.2. PZR 1s1 donglisti programi igin siire ve sicaklik kosullari

Sira Sicakhik(®’C)  Siire Dongii

(sn) Komutu
1 95 120
2 95 20
3 56 10
4 70 100  8kez

2.'ye git

5 72 120
6 4 o

Yukaridaki tlim reaksiyonlar KOD Hot Start DNA Polymerase (EMD
Biosciences, San Diego, CA, ABD) kit protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir.
Cizelge 3.3’de KOD PZR karnigim hazirlamigi verilmistir. Cizelge 3.4’de PZR’de
kullanilacak olan primerler ve sekanslar verilmistir.

Cizelge 3.3. KOD PZR karigim hazirlanis

Bilesen Final Konsantasyon Hacim

ddH,O - 32 pl

10XKOD Reaction Buffer 1x 5ul

2mM dNTP Mix 0.2 mM 5ul

25 mM MgS04 1.5 mM 3ul

10 uM Forward primer 15 pmol 1,5 pl

10 uM Reverse primer 15 pmol 1,5 pl

Template DNA (5 ng/ul) - 1 ul

KOD polymerase (1 U/pl) 0.02 U/ul 1 ul
TOPLAM 50 pl

Cizelge 3.4. PZR’de kullanilacak olan primerler

Primer Sekans Kaynak

R-Fito-opt-gibson | 5 TTGTTCTAGAGCGGCCGCTTAAAGGGAAC 3’ Sentegen

F-snt5-1-gibson 5’ TAAGCGGCCGCTCTAGAACAAAAACTCATCTCAG 3’ Sentegen

R-snt5-1-gibson 5" TAGATACTCGACGCTCTCCCTTATGCGAC 3’ Sentegen

F-snt5-2-gibson 5" AGGGAGAGCGTCGAGTATCTATGATTGGAAGTATG 3° Sentegen

R-snt5-2-gibson 5" GCTCTGACTGTCTTTTCTCGAGAGATACCCCTTCTTC 3° Sentegen

F-Fito-opt-gibson | 5° CGAGAAAAGACAGTCAGAGCCAGAGTTGAAG 3’ Sentegen

R-Fito-opt-notl 5" GCGGCCGCTTAAAGGGAACAAGCAGGGATTC 3° Sentegen
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Reaksiyonun kontrolli, drmegin 5 ul’sinin 1 pl 6X jel yiikleme boyas: ile
karigtinilarak etidyum bromiir igeren %1 agaroz jelde yiiriitiilmesi ve UV jel
goriintiileme kutusunda hedef parganin goriintiilenmesi ile yapiimistir. PZR sonrasi elde
edilen iiriinler jelden kesilmis ve jel piirifikasyonu yapilmustir.

3.2.4. Jelden DNA par¢alarmin ekstraksiyonu

PZR sonrasi elde edilen iriinler agaroz jelden yiiriitiildilkten sonra jelden
kesilmig ve jel piirifikasyonu MinElute Gel Extraction Kite (Qiagen, Germany) gore
yapilmistir. Kitte verilen talimatlar dogrultusunda jel hacminin 3 kat: kadar buffer
eklenip jelin 55°C’de 10 dakika bekletilerek ¢6ziinmesi saglanmistir. Belirli miktarda
sodyum asetat ve jel hacminde isopropanol eklenmis, jel kolondan gegirilip
santrifiijlenmistir. Diger solisyonlarda eklenip protokole gore isleme devam edilmistir.
Son asamada membrana pH 8.0°de 10 mM Tris-Cl igeren 12 ul eliisyon tamponu
eklenmig ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra 17900xg’de 1
dakika santrifiijlenerek DNA pargasinin eliisyonu yapilmistir.

3.2.5. Ekspresyon plazmidlerinin ligasyonu ve E. coli’ye transformasyonu

PCR sonras: jel purifikasyonu ile elde edilen iiriinlerin ligasyonunda Gibson
Assembly Cloning Kiti (New England Biolabs, USA) kullamlmigtir. Fitaz geni,
pADH3aA-900, his4 ve fitaz geni, pSNT5aA, his4 ile iki aym 3’lii ligasyon
kurulmustur. 2 ligasyon reaksiyonu da 20 pl toplam hacimde gergeklestirilmistir.

Hazirlanan iki ayn ligasyon karisimi 25°C’de 10 dakika bekletilmistir. -
80°C’den gikarilan 100 pl kompotent E. coli DH5a hiicrelerinin iizerine 2 pl ligasyon
karisimi eklenmis ve 30 dakika buz iizerinde tutulmustur. Sonra 42°C’de 1 dakika 1s1
sokuna maruz birakilan hiicreler 5 dakika buz iizerinde bekletilerek sogutulmustur.
Hiicreler buz fizerinden alinmis ve tizerine 1 ml LB lennox sivi besiyeri eklenerek 37°C
¢alkalamal: inkiibatérde 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Transformant
hiicreler 25 pg/ml zeosin iceren LB Lennox agara 120 ul ekilmis ve 37°C’de gece boyu
gelistirilmigtir. Zeosin direngli koloniler segilerek plazmid izolasyonu yontemi ile
kontrolii igin zeosinli LB Lennox sivi besiyerine inokiile edilmig, 37°C’de bir gece
calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.

3.2.6. Plazmid izolasyonu

E. coli’den plazmid izolasyonu Qiaprep Spin Miniprep Kiti (MN, Germany)
kullamlarak yapilmigtir. LB Lennox sivi besiyerinde 37°C’de ¢alkalamali inkiibatérde
18 saat geligtirilen hiicrelerden 2 ml ornek alinmig ve 11000xg’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatanti dokiiliip pelete kitte verilen talimatlar
dogrultusunda islemler uygulanmstir. Islem sirasinda plazmid DNA’nm miniprep
kolonundan gegirilmesi ve kolona tutunmas: saglanmistir. Etanollii yikama ¢zeltisinin
kolondan gegirilmesi ile tuzlar uzaklagtirilmigtir. Eliisyon islemleri pH 8.0°de 10 mM,
50 pl Tris ile yapilmis ve plazmid kolondan alinmistir. Elde edilen DNA’nin
konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir.
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3.2.7. DNA ve plazmid konsantrasyonunun dl¢iilmesi

Elde edilen genomik DNA, PZR iiriinii ve plazmit izolatlarindaki DNA
konsantrasyonu Qubit dsDNA BR Assay Kiti (Invitrogen, CA, ABD) ile
gergeklestirilmistir. Hazirlanan Qubit tamponu, 6rnek ve boya karisimi ile hazirlanan
toplam 200 pl’lik karigim, 2 tane standarda karsi Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen,
CA, ABD) cihazinda okutularak &rnegin konsantrasyonu &lgiilmiistiir.

3.2.8. P. pastoris X33’e transformasyon

pADH3aA-900-Fitohis ve pSNTS5cA-Fitohis vektorleri Apal restiriksiyon
enzimi ile lineer hale getirildikten ve saflagtinildiktan sonra, Lityum Asetat
transformasyon metodu (Wu ve Letchwoth, 2004) ile P. pastoris X33 susuna
aktanilmuigtir.  P. pastoris hiicreleri Lityum Asetat yodntemi ile kompetent hale
getirilmistir. Elektroporasyon iglemini gergeklestirmek igin 80 pl’lik elektrokompetent
maya hiicrelerine 3-5 pg lineer DNA eklenerek pipetlenip karistirilmistir. 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 santrifijj tiipiine aktarilmistir. 28 °C’de 2
saat inkiibe edilmistir. Son olarak farkli zeosin miktari igeren (100 pg/ml ve 500 pg/mi)
YPD plakalar tizerine hiicreler 200 pl ve 300 pul olacak sekilde yayilmistir. 28°C’de
etiivde 3 giinlik inkiibasyon siiresinden sonra plakalarda olusan koloniler YPD sivi
besiyerine ekilmis ve sonrasinda fitaz ekspresyonu i¢in kultanilmistir.

3.2.9. Fitaz iiretimi

Transformasyon sonucu zeosinli plakalarda olusan rekombinant P. pastoris
kolonilerinin 3 ml YPD besiyerine inokulumu yapilmis, 225 rpm, 28°C’de 20 saat
gelistirilmistir. Gelisen kolonilerin her biri 250 ml’lik erlenlerdeki 50 ml BMGY
besiyerine baslangic OD’leri 0.1 olacak sekilde inokiile edilmis ve 16 saat aym
sicaklikta ve rpm’de gelistirilmistir. BMGY besiyerinde ¢ogalan, yaklasik 12 OD olan
hiicreler 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatantlar1 uzaklastirilmistir.
Elde edilen hiicre peleti, 50 ml BMEY besiyeri iginde siispanse edilmis ve 96 saat
boyunca inkiibasyona devam edilmistir. Erlenmayer denemeleri 3 paralelli olarak
yiriitiilmiigtiir. Orneklerden her birine 12 saatte bir yaklasik 500 pl etanol eklemesi
yapilmig, besi ortamindaki etanol miktarinin %1 olmasi saglanmistir. Ayrica 12 saatte
bir besi ortamindan 1 ml 6rnek alinmus santrifiij edilerek siipernatant1 ayrilmis ve enzim
aktivitesi denemelerinde kullanilmak iizere +4°C’ye kaldirilmigtir. Hiicreler 96 saat
sonunda 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek hasat edilmistir.

3.2.10. Hiicre yogunlugunun belirlenmesi

Hiicre yogunluklar1 uygun besiyeri ile seyreltilen sivi kiiltiir drneklerinin 600 nm
dalga boyunda absorbanslarinin Slgiilmesiyle spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Tek kullanimhk spektrofotometre kiivetleri ile Libra S50 (Biochrom, Ingiltere)
spektrofotometre cihazinda okuma yapilmastir,
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3.2.11. Genomik DNA izolasyonu

Gergek zamanli PZR’de kullamlacak olan P. pastoris suglarindan genomik DNA
izolasyonu igin MasterPure Yeast DNA Purification Kiti (Epicentre Biotechnologies,
WI, ABD) kullamlmgtir. Genomik DNA izolasyonunda, YPD agar (%2 pepton, %]
maya ekstrakti, %2 glukoz, %1,5 agar) lizerinde gelistirilen saf kiiltiirdeki tek koloniden
alinarak ekim yapilan ve 24 saat ¢alkalamali inkiibatérde 28°C’de 3 ml YPD sivi
besiyerinde gelistirilen kiiltiirler kullamlmistir. Geligen kiiltiirlerden tiiplere 2 ml 6rnek
alinmug, 20000xg’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant: dokiiliip pelet iizerine 200
ul liziz soliisyonu eklenerek oda sicakliginda yaklagik 10 dakika resiispanse edilmis ve
maya hiicre duvarinin pargalanmasi saglanmistir. Hiicreler -80°C’de 20 dakika
bekletilip 95°C’de 2 dakika tutulmus ve bu iglem ard arda 5 kez tekrarlanmistir. Daha
sonra 30 sn giilii karistirilmig ve tizerine 200 pl kloroform eklenmistir, 2 dakika daha
karistirimis ve dis macunu rengini aldiginda 3 dakika santrifiijlenmistir. Ustteki sivi
tabakadan almarak iginde 400 pl %100 etanol bulunan yeni tiiplere aktarilmis ve 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi 5 dakika santifiij edilmis,
peletin tizerine 500 ul %70 etanol eklenmis ve 2 dakika daha sanrifiij edilmistir. Pelet
alinarak 60°C’de 10 dakika vakumlu kurutucuda bekletilmis ve sonra iizerine 20 ul TE
tamponu eklenerek ¢dziilmiistiir. Uzerine 1 pl RNase enzimi ilavesi ile 37°C’de en az 1
saat inkilbe edilerek RNA’larin pargalanmasi saglanmustir. Elde edilen genomik
DNA’lar -20°C’de saklanmigtir.

3.2.12. Gen kopya sayisinin belirlenmesi

Secilen klonlarin kopya sayilarinin belirlenmesi i¢in P. pastoris’ten izole edilen
genomik DNA’larina gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile analiz
yontemi uygulanmistir. GZ-PZR, Rotor gene SYBR Green PCR Kit protokolii
uygulanarak gergeklestirilmistir. Referans gen olarak GAP (Gsileraldehit-3fosfat
dehidrogenaz), kopya sayis1 belirlenecek promotor ADH ve kalibratdr sus P. pastoris
X33 susu kullanilmistir. Genomik DNA’lar 5 ng’a seyreltilerek; ADH primerleri R-
ADH3Al, F-ADH3Al ve referans primerleri (GAP), R-GAPrt, F-GAPrt 1:10
seyreltilerek kullamlmustir. Her bir primer ¢ifti i¢in gerekli miktarda karigim Cizelge
3.5°deki gibi hazirlanmistir. Hazirlanan karigim, tiiplere dagitihp kalip DNA’lar
eklenmistir. Tiipler Rotor Gene cihazina yerlestirilip c¢izelge 3.6°daki sartlarda
yiuriitiilmiistiir. AACt degerine gére kopya sayilar1 belirlenmistir,

Cizelge 3.5. PZR i¢in karisimin hazirlanis

Sybr Green 6.25 pl
Forward Primer 0.375 pl
Reverse Primer 0.375 pl
Template DNA 2l
NFW 3.5u
Toplam 12.5 pl
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Cizelge 3.6. Gergek zamanli PZR programi igin siire ve sicaklik kogullar

Sira Sicaklik Stire Déngti
(°C) (sn) Komut
PZR Baslangig Adimi 95 300
Denatiirasyon 95 5 35-40
Uzama 60 10 Dongii

Esik degeri; bir drnekten tiretilen sinyalin, arka plan floresanindan &nemli lgiide
daha biiyiik oldugu nokta olarak tanimlanmaktadir. C; degeri, esik degerini agsmak igin
gerekli PZR dongii sayisidir. Verilerin normalizasyonu, referans olarak standart (GAP
geni) kullanilarak saglanmistir. Bu nedenle sonuglar, hesaplanan hedef gen kopyalarinin
referans genine oram olarak verilmistir.

Ct degerini manuel olarak belirlerken; elde edilen grafikte Threshold (esik)
degeri manuel olarak girilmis, bu degere karar verirken linear scale ekraninda gériinen
grafikte esik degeri logaritmik fazin ortalarinda, log scale ekraninda gériinen grafikte
esik degeri logaritmik fazin baslangicinda olacak sekilde ayarlanmstir.

Hesaplamanin yapilmasi; verilerin sonucuna bakildiginda kalibrattr sus 1 kopya
olarak gosterilmis olup, rneklerden bu deger gikarilarak gen kopya sayisi bulunmustur.

AACt hesaplamasinin manuel olarak yapiligi agagida verilmistir;

Ilgili gen Ct - Referans gen Ct = ACt
A Ct - Kalibrator sus (X33) ACt= AACt
2-88Ct_ kalibratér susun kopya sayisi= gen kopya sayisi

3.2.13. SDS-PAGE analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) OWL P8D8 (Thermo
Scientific) cihazi ile %5 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 yiiriitiilmiigtiir.

Ornekler toplam hacim 50 pL olacak sekilde protein Uretiminden alinan
siipernatanlarin 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 kanstirilarak
hazirlanmis ve 70°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edilmistir. Sonra buz {izerine
alinmis ve hazirlanan jele 10 pl'lik kismi yiiklenmigtir.

150 V’da 70 dakika yiritiilmesi ile elektroforez islemi, 1XTGS (% 0.1 SDS,
0.192 M Glycine, 0.025 M Tris base, pH 8.3) tamponunda gergeklestirilmistir. Daha
sonra jel ayr bir kap lizerine alinarak boyama tamponu (0.1 g Coomassie blue 250, %10
asetik asit, %50 metanol, %40 H20) ile 1 saat orbital calkalayici iizerinde boyanmus,
sonra boya igermeyen aymi ozellikteki tampon (%10 asetik asit, %50 metanol, %40
H20) ile protein bantlar1 goriiniir hale gelene kadar yaklagik 1 saat orbital galkalayic:
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lizerinde yikanarak boyanin uzaklagmasi saglanmigtir. Daha sonra saf su ile 20 dakika
yikanmis ve jel LiCor (Odyssey) cihazina alinarak goriintiilenmistir. Protein standard:
olarak PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
kullanilmistir.

3.2.14. Fitaz aktivitesinin 6lciilmesi

Fitaz aktivitesi tayinde fitaz enziminin substrat olarak kullanilan sodyum fitats
hidrolizlemesi ile olugan organik fosfatin analizi, kolorimetrik bir yéntem olan askorbik
asit metodu kullanilarak yapilmigtir (Kim ve Lei 2005).

Cizelge 3.7. Fitaz aktivitesinde kullanilan bilesen miktarlar1 (Ekren 2013)

Tepkime bileseni miktarlar: Enzim Kor

Sodyum sitrat tamponu 350 pl 350 pl

(0.2 M, 37°C, pH 4.0)

Siipernatant drnegi 20 pl 20 pl
37°C sicaklikta 5-6 dakika tutulmasi

TCA (trikloroasetik asit) ¢6zeltisi -- 400 pl

0.1 M Sodyum fitat 30 pl -
15 dakika 37°C sicaklikta tutulmasi

TCA ¢ozeltisi 400 pl -

0.1 M Sodyum fitat - 30 pl

8 dakika santrifiij (5.000xg)
1.8 ml ddH20 + 2 ml renk bileseni + 0.2 ml siipernatant
15 dakika 50°C su banyosunda tutulmasi

Absorbans Slgiimii (820 nm)

Stipernatant 6rnegi, sodyum sitrat tamponunda (0.2 M, 37°C, pH 4.0) belirli
oranlarda seyreltilerek hazirlanmis ve Cizelge 3.7°de belirtilen kosullar altinda aktivite
tayini yaptlmistir. Sodyum fitat, 0.2 M glisin-HCl tamponunda hazirlanmstir.
Inkiibasyon sonunda reaksiyon 400 ul, % 15 (g/ml) TCA ile durdurulmustur. Karigim 8
dakika santrifiijlenmis ve @ist kisimdan alnan siipernatant ile ddH20 karigtirilmis ve
lizerine renk bileseni eklenmistir. Renk bileseni 1:1:3 oraninda % 2.5 (g/ml) amonyum
molibdat, % 10 (g/ml) askorbik asit ve 1 M siilfirik asit igermektedir. 4 mL’lik karisim
50°C’de 15 dakika su banyosunda bekletilmigtir (Ekren 2013). Ornekler su
banyosundan alinarak oda sicaklidina getirilmis ve 820 nm’de spektrofotometrede kore
kargi (BMEY) absorbanslar: §lgtilmiistiir. Bulunan deger Sekil 3.1°deki inorganik fosfat
standart grafiginde formiilde yerine konularak Srnegin inorganik fosfat konsantrasyonu
hesaplanmistir.
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Enzim iinitesi: 1 pumol sodyum fitattan inorganik fosfatin olugmasini saglayan
dakikadaki enzim miktar1 (U) seklinde belirtilmis ve tiim ¢alisma boyunca kullanilmistir
(Ekren 2013).

Fitaz tayininde kullanilan formiil asagidaki gibidir;

P (uM)x Vt(mD _

T(dk) x Ve (ml) U/mt

Hacimsel Aktivite =
P :Inorganik fosfat miktar1 (uM)
Vt : Reaksiyonun toplam hacmi (ml)

Ve : Reaksyondaki enzim miktar1 (ml)

T :Zaman (dk)

3.2.15. Standart grafiginin olusturulmasi

Standart KH2PO4 ¢ozeltileri 5.625 ile 90 uM arasinda artan konsantrasyonlarda
hazirlanmis, Cizelge 3.8”de belirtildigi gibi standart ¢6zeltiye renk bileseni ilave edilmis
ve kangim 50°C’de 15 dakika su banyosunda bekletilmistir. 820 nm’de
spektrofotometrede absorbanslari okunarak inorganik fosfat miktan Slgiilmiistiir (Ekren
2013).

5.625 pM, 11.25 pM, 22.5 pM, 45 uM ve 90 uM konsantrasyonlara kars:
okunan absorbans degerleri ¢izilerek $ekil 3.1°de standart grafigi olusturulmustur.
Standart grafiginden elde edilen formiilden Srnegin inorganik fosfat konsantrasyonu
hesaplanmaigtir.

Cizelge 3.8. Inorganik fosfat bilesen miktarlari (Ekren 2013)

Tepkime bileseni Kor Standart
miktarlari

Standart fosfat ¢ozeltisi -- 2 ml
ddH;O 2 ml -
Renk bileseni 2 ml 2 ml

15 dakika 50°C su banyosunda tutulmasi

Absorbans Slgiimii (820 nm)
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Sekil 3.1. inorganik fosfat miktan: standart grafigi

3.2.16. Toplam protein tayini

Stipernatant 6rneklerinde toplam protein miktar1 Bradford yéntemi kullanilarak
Coomassie plus Assay (Thermo Scientific, ABD) kit ile &lgiilmiistiir. Protein
standardinda siir serum albumini (BSA) kullanilmigtir. Protein konsantrasyonu,
Orneklerle birlikte okutulan BSA standart ¢ozeltilerinin (25-2000 pg/ml) absorbans
degerleri referans alinarak belirlenmistir. 1.5 ml Bradford ¢ozeltisi igine 50 pl
siipernatant &rnegi koyulmus ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilerek 595 nm
dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslar1 okunmustur. Standart grafiginden elde
edilen formiilden drnegin toplam protein miktar1 hesaplanmigtir.

3.2.17. Optimum pH’nin enzim iiretimine etkisi

Enzimin en yiiksek miktarda firetildigi optimum pH’yr bulmak igin,
erlenmayerde 28°C ve 225 rpm’de farkli pH’larda (pH 3.0, 4.0, 5.0 ve 6.0) iiretim
gergeklestirilmistir. 50 ml BMGY besiyerinin pH’s1 6.0°da sabit tutulurken, 50 ml
BMEY besiyerinin baslangi¢ pH’s1 3.0-6.0 arasinda degistirilerek tiretim yapilmstir.
Erlenmayer denemeleri 3 paralelli olarak yiiriitiilmiistiir. Orneklerden her birine 12
saatte bir etanol eklemesi yapilmig, besi ortamindaki etanol miktarinin %I olmasi
saglanmigtir. Ayrica 12 saatte bir besi ortamindan 1 ml rnek alinmig santrifiij edilerek
stipernatant1 ayrilmig ve enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmak iizere +4°C’ye
kaldirilmigtir. Uretim 96 saat boyunca devam etmistir.

3.2.18. Fitazin karakterizasyonu

3.2.18.1. Enzimin optimum pH’sinin tespit edilmesi

Enzimin ¢alisti1 optimum pH’nin tespiti i¢in pH 2.5-6.0 arasinda 37°C’de
¢ahgilmigtir. Tampon olarak pH 2.5 ve pH 3.0°de glisin-HCI kullanilirken pH 4.0, 5.0
ve 6.0°da sodyum sitrat kullanilmis ve tamponlar 0.2 M konsantrasyonda hazirlanmistir.
0.1 M sodyum fitat ¢ozeltisi glisin-HCl (pH 4.0) tamponunda hazirlanmstir.
Siipernatant drnekleri her pH’nin kendi tamponunda belirli oranlarda seyreltilerek

29



MATERYAL ve METOT M. HADIMIOGLU

hazirlanmis ve labaratuvarda belirli kosullarda spektrofotometrede (820 nm) enzim
aktivitesi 6lgtilmustiir (Ekren 2013).

3.2.18.2. Enzimin pH stabilitesinin tespit edilmesi

Enzimin pH stabilitesinin tespiti i¢in pH 2.5-6.0 arasinda 37°C’de cahisilmistir.
Tampon olarak pH 2.5 ve pH 3.0°de glisin-HC] kullanilirken pH 4.0, 5.0 ve 6.0’da
sodyum sitrat kullanilmis ve tamponlar 0.2 M konsantrasyonda hazirlanmistir. 0.1 M
sodyum fitat ¢ozeltisi glisin-HCI (pH 4.0) tamponunda hazirlanmistir. Siipernatant
Ornegi her pH’nin kendi tamponunda belirli oranlarda seyreltilerek hazirlanmis ve oda
sicakliginda (22°C) 2 saat bekletilmistir. Sonra labaratuvarda belirli kosullarda
spektrofotometrede (820 nm) enzim aktivitesi 6lgiilmiistiir Her bir pH’min ilk lgiilen
aktivitesi %100 olarak belirlenmigtir. 22°C sicaklikta iki saat bekletmenin sonrasinda
dlgtilen deger kalan aktivite olmustur ve % seklinde ifade edilmistir (Ekren 2013).

3.2.18.3. Enzimin optimum c¢alistig1 sicakh@in tespit edilmesi

Enzimin ¢alistigt optimum sicakhi@in tespiti igin 20-80°C arasindaki
sicakliklarda on derecelik araliklarla galisilmigtir. Tampon olarak pH 4.0°de sodyum
sitrat kullamlmigtir. 0.1 M sodyum fitat da ayni tamponda hazirlanmistir. Siipernatant
ornekleri ayni tamponda belirli oranlarda seyreltilerek hazirlanmis ve drnekler 20-80°C
arasinda farklt sicakliklarda bekletilerek belirli kosullarda spektrofotometrede (820 nm)
enzim aktivitesi 6l¢tilmiistiir (Ekren 2013).

3.2.18.4. Enzimin sicaklik stabilitesinin tespit edilmesi

Enzimin sicaklik stabilitesinin tespiti igin 20-80°C arasindaki sicakliklarda
¢aligilmigtir. Tampon olarak pH 4.0’de sodyum sitrat kullanilmigtir. 0.1 M sodyum fitat
da aym tamponda hazirlanmistir. Siipernatant drnekleri aym tamponda belirli oranlarda
seyreltilerek hazirlanmis ve enzim bu sicakliklarda 30 dakika inkiibe edilmistir ve
labaratuvarda belirli kosullarda spektrofotometrede (820 nm) enzim aktivitesi
Olgiilmiistiir. Her bir sicakhigmn ilk olgiilen aktivitesi %100 olarak belirlenmistir. 30
dakika bekletmenin sonrasinda 6lgiilen deger kalan aktivite olmustur ve % seklinde
ifade edilmistir (Ekren 2013).

3.2.18.5. Metal iyonlarimn enzim aktivitesine etkisinin tespit edilmesi

Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisininin tespit edilmesi igin CaCls,
CuCla, FeCla, MgClz ve ZnCl; kullanilmigtir. Tampon ¢ozeltisi olarak optimum pH
4.0°de 0.2 M sodyum sitrat tamponu kullanilmigtir. Cizelge 3.9, 3.10 ve 3.11°de
verildigi gibi metal iyonlar1 1, 10 ve 20 mM olacak bigimde ortama eklenmistir. Kontrol
olarak metal iyonu igermeyen ortam kullamlms ve belirli kosullarda
spektrofotometrede (820 nm) enzim aktivitesi Sl¢iilmiistiir. Kontrol ortaminin enzim
aktivitesi %100 seklinde belirlenmistir. Diger metal iyonlar ilave edilen ortamlarinn
aktivite degisimleri kontrol’e gére kiyaslanarak % seklinde ifade edilmistir (Ekren
2013).
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Cizelge 3.9. 1 mM konsantrasyonda metal iyonlari igeren ortam (Ekren 2013)

Tepkime bileseni miktarlari Enzim Kér
Sodyum sitrat tamponu 346 ul 346 pl
(0.2 M, 37°C, pH 4.0)
I mM metal iyonu 4 pl 4 pl
Siipernatant rnegi 20 pl 20 pl
37°C sicaklikta 5-6 dakika tutulmasi
TCA(trikloroasetik asit) ¢ozeltisi -- 400 pl
0.1 M Sodyum fitat 30 pl --
15 dakika 37°C sicaklikta tutulmas:
TCA(trikloroasetik asit) ¢ozeltisi 400 pl --
0.1 M Sodyum fitat - 30 ul

8 dakika santrifiij (5.000xg)

1.8 ml ddH>0 + 2 ml renk bilegeni + 0.2 ml siipernatant

15 dakika 50°C su banyosunda tutulmasi

Absorbans Slgiimii (820 nm)

Cizelge 3.10. 10 mM konsantrasyonda metal iyonlar: igeren ortam (Ekren 2013)

Tepkime bileseni miktarlar Enzim Kor
Sodyum sitrat tamponu 310 ul 310 pl
(0.2 M, 37°C, pH 4.0)
1 mM metal iyonu 40 pul 40 pl
Stipernatant 6rnegi 20 ul 20 pl
37°C sicaklikta 5-6 dakika tutulmas:
TCA(trikloroasetik asit) ¢6zeltisi - 400 pl
0.1 M Sodyum fitat 30 ul --
15 dakika 37°C sicaklikta tutulmasi
TCA(trikloroasetik asit) ¢6zeltisi 400 pl --
0.1 M Sodyum fitat - 30 ul

8 dakika santrifiij (5.000xg)

1.8 ml ddH>O + 2 ml renk bileseni + 0.2 ml siipernatant

15 dakika 50°C su banyosunda tutulmasi

Absorbans 6lgtimii (820 nm)
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~ Cizelge 3.11. 20 mM konsantrasyonda metal iyonlar igeren ortam (Ekren 2013)

Tepkime bileseni miktarlar Enzim Kér
Sodyum sitrat tamponu 270 ul 270 ul
(0.2 M, 37°C, pH 4.0)
10 mM metal iyonu 80 pl 80 pul
Stipernatant rnegi 20 pl 20 pl
37°C sicaklikta 5-6 dakika tutulmasi
TCA(trikloroasetik asit) ¢6zeltisi -- 400 pl
0.1 M Sodyum fitat 30 pl --
15 dakika 37°C sicaklikta tutulmasi
TCA(trikloroasetik asit) ¢6zeltisi 400 nl --
0.1 M Sodyum fitat - 30 ul

8 dakika santriftij (5.000xg)
1.8 ml ddH20 + 2 ml renk bileseni + 0.2 ml siipernatant
15 dakika 50°C su banyosunda tutulmasi

Absorbans Sl¢timii (820 nm)
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4. BULGULAR

4.1. Fitaz Geni Iceren Plazmid pUC57FITOHIS Vektoriiniin Dogrulanmasi

pUCS7FITOHIS plazmidini igeren E. coli XL1-Blue, amfisilinli LB Miller sivi
besiyerine inokule edilerek 37°C’de bir gece ¢alkalamali inkiibatdrde inkiibasyona
birakilip  ertesi gilin  plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir. [zole edilen
pUCS7FITOHIS plazmidi EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve %]1°lik
agaroz jelde ytiriitiilmiistiir. 1100 bg ve 2700 bg uzunlugunda beklenen pargalar elde
edilerek dogrulanmustir (Sekil 4.1). Daha sonra 1100 bg uzunlugundaki fitaz geni
jel’den kesilerek jel ekstraksiyonu ile elde edilmistir.

2000
1500

1000

Sekil 4.1. pUCS7FITOHIS plazmidinin EcoRI ve Xbal enzimleri ile kesimi jel
gOriintiisil 1 ve 3: negatif kontrol (1100 ve 2700 bg), M: 1 kb DNA standard: kontrol, 2
ve 4: pozitif kontrol

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Genlerin Cogaltilmasi

Jel purifikasyonu sonucunda elde edilen fitaz geni F-Fito-opt-gibson ve R-Fito-
opt-notl primerleri kullamlarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmstir.
PZR reaksiyonu igin 56°C baglanma sicakliginda ¢alisiimigtir. 1250 bg uzunlugundaki
fitaz geni jel piirifikasyonuyla elde edilmigtir. Elde edilen iiriin template olarak
kullamlarak F-Fito-opt-gibson ve R-Fito-opt-gibson primerleriyle yeniden PZR
kurulmus ve 1252 b¢ uzunlugunda fitaz geni elde edilmistir.

Dogal pADH30A Ksi/HIS4 template olarak kullanilip PZR kurulmus, F-snt5-2-
gibson ve R-snt5-2-gibson primerleri ile ¢ogaltilmigtir. Sonucunda 3960 bg
uzunlugundaki PADH30A geni elde edilmistir.

Sentetik pSNT5aA Ksi/HIS4 template olarak kullanilmig PZR kurulmus, F-snt5-
2-gibson ve R-snt5-2-gibson primerleri ile ¢ogaltilmistir. Sonucunda 3960 bg
uzunlugundaki PSNT50A geni elde edilmistir.
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pADH30A-KSI/HIS4 template olarak kullanilmig, F-snt5-1-gibson ve R-snt5-1-
gibson primerleri ile PZR kurulmustur. Sonucunda 3708 bg uzunlugundaki HIS4 geni
elde edilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri %1 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve dogrulanan
bantlar jel piirifikasyonu yapilarak bir sonraki agamaya gegilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. PZR sonrasi jel goriintiisti 1: Fitaz geni (1250 bg), 2: His4 geni (3708 bg), 3:
PADH30A geni (3960 bg), 4: pSNT5aA geni (3960bg) ve M: 1 kb DNA standardi

4.3. Ekspresyon Plazmidlerinin Ligasyonu Ve E. coli’ye Transformasyonu

PCR sonras: jel purifikasyonu ile elde edilen iiriinlerin ligasyonunda Gibson
metodu kullamlmistir. Fitaz geni, pADH3aA-900, his4 arasinda ve fitaz geni,
pSNT50A, his4 ile iki ayr1 3°lii ligasyon kurulmugtur. Ligasyon kanisgimlar1 E. coli
DH5a hiicrelerine transforme edilmistir. 25 pg/ml zeosin igeren LB lennox agar
plakalara ekim yapilmis ve plakada gelisen kolonilerden 5’er tanesi segilerek LB
Lennox sivi1 besiyerinde gelistirilmistir. Gelistirilen hiicrelerden plazmit izolasyonu
yapilmastir.

Olusturulan DHS5a E. coli pADH30A-900-FITO plazmitinin dogrulugu EcorV
enzimi ile kesilerek kontrol edilmistir. 969 bg, 3825 bg ve 4083 bg uzunlugunda
beklenen pargalar elde edilerek dogrulanmigtir (Sekil 4.3). Olusturulan DH5a E. coli
PSNTSaA-FITO plazmitinin dogrulugu ise Xbal enzimi ile kesilerek kontrol edilmistir.
849 be, 1977 b¢ ve 6051 bg uzunlugunda beklenen pargalar elde edilerek dogrulanmigtir
(Sekil 4.3).

DH50. E. coli pADH3aA-900-FITO plazmitinde dogrulanan pargalardan tekrar
kontrol edilmek {izere D2 numara se¢ilmistir DH5a E. coli pSNTS50A-FITO
plazmitinde ise tekrar kontrol edilmek iizere S5 numara segilmistir. Her iki plazmit de
Notl, Xhol enzimleri ile kesilerek tekrar kontrol edilmigtir. 1250 bg ve 7627 bg
uzunlugunda beklenen parcalar elde edilerek dogrulanmigtir (Sekil 4.4).
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M ul D1 w2 D2 u3 D3 u4d D4 uS D5 ul

4000

1000

7000

2000

1000

Sekil 4.3. a) DH50, E. coli pADH30A-900-FITO plazmitinin EcorV enzimi ile kontrolii,
b) DHSa E. coli pSNT5aA-FITO plazmitinin Xbal enzimi ile kontroliiniin jel
goriintiisii, D1-D5: DH5a E. coli pADH3aA-900-FITO plazmitinin farkli klonlari, S1-
S5: DH50 E. coli pSNT50A-FITO plazmitinin farkl: klonlari, ul-u5: negatif kontrol, M:
1 kb DNA standardi

7000

Sekil 4.4. Secilen plazmitlerin Nofl, Xhol enzimleri ile kontroliiniin jel goriintiisii 2:
DH5a E. coli pADH3aA-900-FITO, 4: DHSa E. coli pSNT50A-FITO, 1 ve 3: negatif
kontrol, M: 1 kb DNA standardi
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4.4. Protein Ekspresyonunda Kullamilan Plazmidlerin Olusturulmas:

Fitooptibson  Fitooptsibsen

u smE-dgibson  sntS-Zgibsn

Fltazgeni _., —
PADHBnAgem
\ / snt5-2-slb=m snt5-2.glbson
- R
Hxs4gem
PADH3QA-900-Fito (8877 bp)

’

(8868 .. 21) F-Fito-opt-gibson R-snt5-2-gibson (8851 .. 10)

F-snt5-1-gibson (1231 .. 1264)
| R-FitoOPT-notl (1211 .. 1241)
— R-Fito-opt-gibson (1223 .. 1251)

ADH3aA-FITO
8877 bp

(4910 .. 4938) R-snt5-1-gibson 'I
(4918 .. 4952) F-snt5-2-gibson

Sekil 4.5. Ligasyon sonrasi elde edilen Dogal ADH3 promotorlariyla fitaz enzim {iretim
vektoril, pADH3aA-FITO
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Fito-optgibson Fito-notglhsen

— sutSdgbwn  sniSgiten

Fitaz geni 'E — - ﬁ

PSNT5aA geni
/ sntS-2gibson £nt5-2-gibsan

Fs «— R
/ e ———e
Hisé geni

SNTS0A-Fito (8877 bp)

!

-

(8868 .. 21) F-Fito-opt-gibson R-snt5-2-gibson (ass1 .. 10)
/

F-sntS-1-gibson (1231.. 1264)
|_-R-FitoOPT-notl (1211 .. 1241)
¥  R-Fito-opt-gibson (1223 .. 1251)

(4910 .. 4938) R-snt5-1-gibson |
(4918 .. 4952) F-snt5-2-gibson

Sekil 4.6. Ligasyon sonras1 elde edilen Sentetik ADH3 promotorlaniyla fitaz enzim
tiretim vektorli, pSNT5aA-FITO
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4.5. Plazmitlerinin Lineer Hale Getirilmesi Ve P. pastoris’e Transformasyonu

DH5a E. coli pADH30A-900-FITO ve DH5a E. coli pSNT50A-FITO
plazmitlerinin No#l ve Xhol enzimleri ile kesilerek jelde kontrol edilmesinden sonra
lineer hale getirilmesi i¢in Apal enzimi kullanilmistir, Apal enzimi ile kesimi sonucunda
%] agaroz jelde yiiriitiilmiistiir ve 8877 bg uzunlugunda beklenen parca elde edilmistir
(Sekil 4.7).

PADH30aA-900-FITO ve pSNT50A-FITO plazmitlerinin 3-5 pg’1 Apal enzimi
ile lineer hale getirildikten sonra Pichia pastoris X-33 susuna ayr1 ayr transform
edilmigtir. Transformant hiicreler farkli zeosin miktari igeren (100 pg/ml ve 500 pg/ml)
YPD agar plakalara ekilmistir. Plakalar 3 giin boyunca 28°C’de gelismeye birakilmistir.
Her iki zeosinli plakada da geligim gozlenmis ve 8’er tane klon secilerek YPD sivi
besiyerine inoklum edilmistir (Sekil 4.8).

10000
5000

Sekil 4.7. Plazmitlerin Apal enzimi ile kesimi jel goriintiisii 1: DHS0 E. coli
pADH3aA-900-FITO, 2: DHS5a E. coli pSNT50A-FITO ve M: 1 kb DNA standard:

Sekil 4.8. YPD agar plakada transformant P, pastoris hiicrelerin gelisimi goriintiisii
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4.6. Erlenmayerde Fitaz Uretimi

Transformasyon sonucu zeosinli plakalardan 8’er koloni secilerek 3 ml YPD
besiyerine inokule edilmis ve 28°C’de, 20 saat gelistirilmistir. Gelisen kolonilerin her
biri BMGY besiyerine baglangic OD’leri 0.1 (10° hiicre) olacak sekilde inokiile edilmis
ve 28°C’de, 16 saat gelistirilmisti. BMGY besiyerinde ¢ogalan, yaklasik 12 OD olan
hiicreler BMEY besiyerine aktarilmig ve 28°C’de, 96 saat boyunca inkiibasyona devam
edilmisgtir. Erlenmayer denemeleri 3 paralelli olarak yiiriitiilmiis ve 6rneklere 12 saatte
bir %1 etanol eklemesi yapilmistir. Hiicreler 96 saat sonunda santrifiijlenerek hasat
edilmis ve slipernatantlar fitaz enzim aktivitesinde kullanilmistir.

P. pastoris’in en fazla fitaz lirettigi optimum baglangig pH’sin1 belirlemek igin,
erlenlermayerde 3 paralelli 28°C’de, pH 3.0, 4.0, 5.0 ve 6.0°da 96 saat boyunca iiretim
gerceklestirilmistir.

Sekil 4.9. a) ve b) Fitaz enziminin ¢alkalamali inkiibatorde iiretimi

4.7. Ger¢ek Zamanh PZR Ile Klonlarmmn Gen Kopya Sayilarmin Belirlenmesi

P. pastoris’ten izole edilen genomik DNA’larin gergek zamanh PZR ile analizi
yontemi kullanilarak P. pastoris X33-pADH30A-900-FITO ve P. pastoris X33-
pPSNT5aA-FITO klonlarinin AACt degerine gére gen kopya sayilar belirlenmistir (Sekil
4.10). Ct degeri belirlenirken, log scale ekraninda goriinen grafikte esik degeri
logaritmik fazin baslangicinda olacak sekilde ayarlanmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Kopya sayisi belirlenecek ADH promotoru igin C; degerlerinin belirlenmesi

Cizelge 4.1. Gergek zamanl: pzr ile klonlarin gen kopya sayisinin belirlenmesi

ADH GAP Relative

Name | GOICT Norm. CT Conc.
D2 14,31 14,64 1,62
D3 14,26 14,58 1,62
D4 14,19 14,26 1,18
D6 13,34 14,12 2,58
D8 14,78 15,31 2,01
52 14,54 14,77 1,45
S4 14,5 14,87 1,68
S6 15,08 15,22 2,29
57 14,76 14,92 1,32
S8 14,69 14,9 1,41
X33 15,77 14,71
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Gergek zamanli PZR analizi sonucunda P. pastoris X33- pADH30A-900-FITO
klonlarindan D2, D3 ve D8 2 kopya, D6 3 kopya, D4 ise tek kopya iken; P. pastoris
X33-pSNT50A-FITO klonlarindan S2, S7 ve S8 tek kopya S4 ve S6’nin 2 kopya
oldugu goriilmiistiir.

4.8. SDS-PAGE Analizi Ile Fitaz Uretiminin Belirlenmesi

SDS-PAGE analizi ile P. pastoris X33-pADH30A-900-FITO ve P. pastoris
X33- pSNTS5aA-FITO klonlar1 ile fitaz dretimlerinin 72, saat Ornekleri
kargilagtirilmigtir. Karsilagtirmanin en dogru sekilde yapilabilmesi igin her bir 6rnekten
esit hacimde (10 pl) yiiklenmisgtir (Sekil 4.12).

55kDa

Sekil 4.12. P. pastoris X33-pADH30A-900-FITO ve P. pastoris X33- pSNT5aA-FITO
klonlarmin fitaz iiretimlerinin 72. saat drneklerinin SDS g&riintiisii M: protein marker,
X33: Negatif kontrol P. pastoris X-33 susu, D2-D8: P. pastoris X33- pADH3aA-900-
FITO farkl klonlar, S2-S7: P. pastoris X33- pSNT50A-FITO farkli klonlar
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Sekil 4.13. P. pastoris X33- pSNT50A-FITO S7 klonunun farkli pH’larda (pH 3.0, 4.0,
5.0, 6.0) fitaz iiretiminin 72. saat Orneklerinin SDS-PAGE goriintiisii  M: protein

marker, X33: Negatif kontrol P. pastoris X-33 susu

Tek kopya oldugu kesinlesen P. pastoris X33-pSNTS5aA-FITO S7 klonu
secilmis ve farkli pH’larda (pH 3.0, 4.0, 5.0 ve 6.0) iiretiminin 72. saat rnekleri SDS-
PAGE analizi ile kargilagtirilmustir. En iyi tiretim pH 4.0’de goriilmiistiir (Sekil 4.13).

Tek kopya oldugu dogrulanan P. pastoris X33-pSNT50A-FITO S7 klonu ve P.
pastoris X33-pADH3aA-900-FITO D4 klonu karsilastirilmak iizere optimum pH 4.0’de
96 saat boyunca liretilmis ve SDS-PAGE analizi ile goriintiilenmistir (Sekil 4.14).
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55kDa

Sekil 4.14. P. pastoris X33-pADH30A-900-FITO D4 klonunu ve P. pastoris X33-
PSNT50A-FITO S7 klonunun zamana karst kargilastirmasmin SDS PAGE gériintiisii
M: protein marker, X33: Negatif kontrol P. pastoris X-33 susu, Dogal: P. pastoris X33-
pADH3aA-900-FITO D4 klonu, Sentetik: P. pastoris X33- pSNT5aA-FITO S7 klonu,
24h-96h: siire (saat)

SDS PAGE analizi sonucunda 55 kDa’luk fitaz iiretilmig, bu ¢alisma ile elde
edilen P. pastoris X33- pSNT5aA-FITO S7 klonunun P. pastoris X33- pADH30A-900-
FITO D4 klonundan daha yiiksek spesifik verimlilik ile protein iiretme yetenegine sahip
oldugu gériilmiistiir.

4.9. Fitaz Aktivitesi Sonuclar

P. pastoris X33- pADH3aA-900-FITO D4 klonu ve P. pastoris X33-
pSNT50A-FITO S7 klonunun zamana kars: fitaz aktivitesi kargilagtirmasmin sonuglari
Sekil 4.16°da verilmistir. Sentetik promotorla P. pastoris X33- pSNT5aA-FITO S7
klonunda 96. saat sonunda 12203 U/ml, dogal promotorla P. pastoris X33-pADH30A-
900-FITO D4 klonunda. 7613 U/ml enzim aktivitesi hesaplanmistir. Enzim aktivite
sonuglarinda her bir degerin ortalamasi ve ii¢ paralelin standart sapmas1 gdsterilmistir
(Sekil 4.16). Sentetik ADH3 promotorun dogal promotora gbre 96. saat sonunda
yaklagik %60 daha fazla aktivite g&sterdigi goriilmektedir.
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(b)
Sekil 4.15. a) ve b) Fitaz aktivitesi tayini analizi
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Sekil 4.16. P. pastoris X33-pADH30A-900-FITO D4 klonu ve P. pastoris X33-
pSNTS5aA-FITO S7 klonunun zamana kars: fitaz aktivitesi kargilagtirmasinin sonuglari
Dogal: P. pastoris X33- pADH3aA-900-FITO D4 klonu, Sentetik: P. pastoris X33-
pSNT5aA-FITO S7 klonu, 24h-96h: siire (saat)

Bradford yontemi kullanilarak Coomassie plus Assay kit protokoliine gére
hazirlanan farkl konsantrasyonlarda Bovine Serum Albumin (BSA) standardina gore
yapilan toplam protein hesaplamalarinda 96 saatlik erlenmayer iiretimi sonucunda
toplam protein miktarlar1 dogal ADH3 promotoruyla iiretilen fitaz igin 315 mg/l iken
sentetik ADH3 promotoruyla iiretilen fitaz igin 373 mg/l olarak bulunmustur.

4.10. Fitaz Enziminin Karakterizasyonu
4.10.1. Enzimin optimum pH’sin tespiti

Fitaz enziminin optimum pH’sinin tespit grafigi Sekil 4.17°de gosterilmistir.
Fitaz aktivitesinin degeri pH 2.5-4.0 aras1 dogrusal artis gbstermis ve en yiiksek degere

pH 4.0’de ulagmustir. Daha sonra azalarak pH 6.0°da en diisiik defere gdstermistir.
Fitazin aktivite gosterdigi en yiiksek deger 100 olarak belirlenmistir. Optimum deger
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olarak pH 4.0 bulunmusg ve burada bagl aktivite %100 iken, pH 3.0°de %88, pH 5.0°de
%80, pH 2.5°de %61 ve pH 6.0°da %31 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.17. Enzimin optimum pH’sinin tespit gragi
4.10.2. Enzimin pH stabilitesinin tespiti

Enzimin pH stabilitesinin tespit edilmesi igin 22°C’de 2 saat inkiibasyonu
sonunda aktivite sonuglar1 Sekil 4.18°de gdsterilmistir. Maksimum enzim stabilitesi 100
olarak belirlenmis, pH 4.0’de %100 stabilitesini korumustur. pH 3.0’de %96, pH 5.0°de
%94 iken pH 6.0°da %93 ve pH 2.5°de %91 stabil kalmigtir. Genel olarak bu bes pH
degerinde %90°1n iizerinde stabilitesini korudugu saptanmistir.
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Sekil 4.18. Enzimin pH stabilitesinin tespit grafigi
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4.10.3. Enzimin optimum ¢ahstigi sicakh@in tespiti

Fitaz enziminin optimum ¢alistig1 sicakligin belirlendigi sonuglar Sekil 4.19°da
gosterilmistir. Fitaz 20°C’de en diisiik aktivite g&stermis ve sicaklign 10’ar derece
yiikseltilmesi ile enzim aktivitesi dogrusal artig gostermistir. En yiiksek degere ulastig:
ve %100 aktivite gosterdigi enziminin optimum g¢alisma sicakhiginin 60°C oldugu
bulunmugstur. Sicakligin 60°C’den daha yiiksek dereceye gikarilmasiyla aktivitenin hizla
diigtiigli goriilmiistiir. Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde,
20°C’de %11 aktivite gosterirken 30°C’de %17, 40°C’de %38 ve 50°C’de %65 aktivite
gostermigtir. 70°C°de %84, 75°C’de %64 aktivite gosterirken 80°C’de bu deger %16’ya
diismiigtiir.
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Sekil 4.19. Enzimin optimum calistig1 sicaklifin tespit grafigi

4.10.4. Enzimin sicaklik stabilitesinin tespiti

Fitazin 30 dakika boyunca inkiibasyonu sonucu sicaklik stabilitesinin tespit
sonuglar1 Sekil 4.20°de gosterilmistir. Enzim aktivitesini 20°C’de %99 korurken
sicakligin kademeli olarak yiikseltilmesiyle bu deger giderek azalmistir. 30°C’de %98,
40°C’de %97,5 ve 50°C’de %96 aktivitesini korurken enzimin maksimum aktivite
gosterdigi 60°C’de ise %87 aktivitesini korudugu saptanmigtir. 70°C°de %78, 75°C’de
%49 aktivitesini korumus ve 80°C’de aniden bu deger %2’ye diismiistiir.
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Sekil 4.20. Enzimin sicaklik stabilitesinin tespit grafigi

4.10.5. Metal iyonlarimin enzim aktivitesine etkisinin tespiti

Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisinin tespiti i¢in 1 mM, 10 mM ve 20
mM konsantrasyonlarda CaClz, MgCla, ZnCla, CuCls ve FeClz metal iyonlarmin ortama
eklenmesi ile ilgili sonuglar Sekil 4.21°de gosterilmistir.

Ca*? iyonunun 1 ve 10 mM konsantrasyon varliinda enzim aktivitesi artmis,
sirastyla %102 ve %113 aktivasyon gézlenmistir. 20 mM’de ise aktivite azalmis ve
%75’¢ diigmiistiir.

Mg*#’nin 1 ve 10 mM konsantrasyon varliginda enzim aktivitesi artmig, sirasiyla
%103 ve %111 aktivasyon gdzlenmistir. 20 mM’de ise aktivite azalmis ve %78
inhibisyon goriilmiistiir.

Zn*? jyonunun 1 ve 10 mM konsantrasyon varhiginda sirastyla %95 ve %92
inhibisyon gozlenirken 20 mM’de %75 inhibe etmistir.

Cu*? iyonu ortama eklenen tiim konsantrasyonlarda enzimi inhibe etmigtir. 1
mM i¢in bu deger % 53, 10 mM’de % 19 iken 20 mM’de tamamen inhibe olarak sifira
diigmiigtiir.

Fe*? iyonunun 1 mM konsantrasyon varhgmda enzim aktivitesi nerdeyse hig
degismezken, 10 mM igin %78 inhibe olmus, 20 mM’de ise tamamen inhibe olarak hig
aktivite gézlenmemistir.
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Sekil. 4.21. Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisinin tespit grafigi
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5. TARTISMA

Bu ¢aligsma E. coli fitaz geninin P. pastoris mayasinda sentetik SNT5 ve dogal
(900 bg) alkol dehidrogenaz (ADH3) promotorlar1 ile rekombinant {iretilmesi, enzimin
karakterizasyonunun yapilmasi ve iki promotorun rekombinant fitaz iiretimine etkisinin
karsilagtirmasi amaciyla gergeklestirimisgtir.

Literatiirde P. pastoris’de ADH3 promotoru ile fitaz enziminin rekombinant
tiretimi iizerine ¢aligma bulunmamaktadir. P. pastoris mayasinda diger promotorlarla
fitaz enziminin rekombinant firetimi iizerine ¢aligmalar yapilmigtir. P. pastoris’de
rekombinant fitaz iiretiminde ADH3 promotorunun kullanilmasi, sentetik SNTS ve
dogal (900 b¢) ADH3 promotorlarin enzim {iretimi ve aktivitesine etkisinin arastirilmasi
ile fitaz enziminin daha ekonomik iiretimi gergeklestirilmesi amaglanmustir.

Calismada E. coli fitaz enzimini kodlayan genler sentetik SNT5 ve dogal ADH3
promototlari ile P. pastoris mayasinda klonlanmis ve tek kopya klonlar1 segebilmek
amaciyla gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu analizi kullamilmistir. Sentetik
SNTS5 ve dogal ADH3 promotorlar ile iiretilen klonlardan tek kopya olarak segilenler
erlenmayerde 96 saat boyunca BMEY besiyerinde %1 etanol beslenerek iiretilmistir.
Sentetik ADH3 promotoru igin enzim aktivitesi 12203 U/ml iken dogal ADH3
promotoru igin 7613 U/ml olarak hesaplanmugtir. Sentetik promotorun dogal’a gore 96.
saat sonunda yaklagik % 60 daha fazla enzim iiretimi gerceklestirdigi sonucuna
varilmistir.

P. pastoris fitaz enzimini dogal olarak iiretmemektedir. Literatiirde fitaz
enziminin P. pastoris’te rekombinant iiretimi iizerine diger promotorlarla calismalar
yapilmgtir. Chen vd. (2004) tarafindan, E. coli fitaz geni appA AOXI promotdriiniin
kontrolii altinda P. pastoris’te erlende 118-204 U/ml, fermentérde 1180-4946 U/ml
tiretilmigtir. Tai vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada E. coli fitaz geni P. pastoris te
GAP promotoruyla erlende 72 saatte iiretim yapilmis ve fitaz aktivitesi 112.5 U/ml
olarak bulunmustur. Xiong vd. (2005) tarafindan, Aspergillus niger SK-57’den alinan
fitaz geninin (appA) P. pastoris mayasinda AOX promotoru altinda fermentdrde iiretimi
sonucu 865 U/ml enzim aktivitesi goriilmiistiir. Peniophora lycii’den alinan fitaz geni,
AOXI promotoru altmda P. pastoris mayasinda rekombinant tiretilmis ve fermentdrde
140 saat iiretim sonucunda 10.540 U/ml enzim aktivitesi 6l¢iilmiistiir (Xiong vd. 2006).
Citrobacter amalonaticus CGMCC 1696°den fitaz geni (appA)’nin P. pastoris’te
ferment6rde iiretim sonucu fitaz aktivitesi 15.000 U/ml 6lgiilmiistiir (Luo vd. 2007).
Literatiirdeki ¢alismalarda iiretilen yiiksek fitaz aktivite degerleri fermentor ile elde
edilmistir. Oysa bu galigmada erlenmayerde yiiksek degerlere ulasiimistir.

Erlenmayerde ¢ok yiiksek iiretimin saglandig: literatiirdeki ¢aligmada Bin vd.
(1998) tarafindan fitaz geni (phyA2) P. pastoris mayasinda AOXI promotoru altinda
rekombinant iiretilmis, klonlamada pPIC9 plazmidi kullanilmig ve erlenmayerde
yaklagik 108 saat sonunda 15656 U/ml enzim aktivitesi Slglilmistir. Bu deger
calismadaki SNT5 4DH3 promotoru ile fitaz liretiminden fazladir. Ancak ¢ok eskilere
dayanan bir ¢aligma oldugu i¢in ve AOXI promotoru ile gergeklestirildiginden tam bir
kiyaslama yapilamamaktadir. Laboratuvarimizda yapilan bir cahigmada, 4. niger
ksilanaz geni kullanilarak ti¢ farkli Papus, Paoxi ve Paar ile P. pastoris 'te rekombinant
protein iiretimi karsilagtirilmigtir. FermentSrde 72 saat {iretim sonucu; Papnus ile 3725
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U/ml, Paox1 ile 2095 U/ml ve Pgar ile 580 U/ml ksilanaz tiretilmistir. En fazla tiretim
ADH3 promotoruyla saglanmis ve AOXe gére 1.8 kat fazla olmugtur. Sonuglar ADH3
promotorlarin diger promotorlara alternatif olabilecegini gdstermistir (Karaoglan vd.
2016). Labaratuvarimizda yapilan diger ¢alismada ise ADH3 promotoruyla ksilanaz
liretilmis ve SNTS promotorunda dogal 900 bg promotoruna gére yaklasik iki kati
aktivite kaydedilmistir (Karaoglan 2016a). Bu sonuglar, sentetik ADH3 promotorunun
fitaz Giretiminde dogal’a gore yaklasik % 60 daha fazla aktivite gdsterdigi calismamizi
destekler niteliktedir. SNT5 ADH3 promotorunda EK-3’de goriildiigii gibi dogal 900 bg
ADH3 promotorundaki URS (Upstream Repressor Site) bolgesi, UAS2 (Upstream
Activator Site) bolgesi ile degistirilmistir. UAS2 bolgesi pozitif regiilasyondan sorumlu
bir aktivatdr bolge oldugu igin enzim aktivitesinin SNT5 ADH3 promotorunda daha
yiiksek ¢itkmasinda etkili olmustur.

Erlenmayer iretimleri sonucunda SDS-PAGE analizinde yaklasik 55 kDa
buiyiikliigiinde fitaz bantlar goriilmiistiir. Angelis vd. (2003) tarafindan yapilan
calismada Lactobacillus sanfranciscensis CB1’den fitaz geni elde edilmis ve P.
pastoris’de rekombinant liretimi sonucu 50 kDa’luk bant gézlenmistir. Tahil purple asit
fosfotaz tip fitaz (PAPhy) P. pastoris mayasinda yaklagik 57 kDa biiyiikliigiinde protein
tiretilmigtir (Dionisio vd. 2012). Pichia anomala mayasinda hiicreye bagh fitaz geni
(Pphy) almmus, S. cerevisiae’da rekombinant iiretimi sonucu 55 kDa biiyiikliigiinde
fitaz band1 gézlenmistir (Kaur vd. 2010). Wan-qin vd. (2015) tarafindan, Mitsuokella
Jalaludinii bakterisinden elde edilen fitaz geninin (phy7) E. coli’de rekombinant {iretimi
sonucu 55 kDa biiyiikliiglinde fitaz bandi1 elde edilmistir. Yapilan ¢alismalar
incelendiginde fitazin molekiiler biiyiikliigiiniin genellikle 45-65 kDa arasinda
degismekte oldugu sonucuna varilmustir. Biiyiikliiklerin farkli olma sebebi fitazin
kaynaklarinin birbirine 6zgii karakteristik 6zelliklerinden kaynaklanmustir.

Caligmada enzimin karakterizasyonu yapilmis, enzimin optimum pH’sinin 4.0
ve sicakhiginin 60°C oldugu saptanmustir. Fitaz i¢in optimum pH ve sicaklik sartlarin
belirlemeye yonelik ¢alismalar incelendiginde, Tai vd. (2013) tarafindan, E. coli fitazi
i¢in optimum pH 4.0 ve 6.0, optimum sicaklik ise 50°C bulunmustur. 4. niger N25°den
elde edilen rekombinant phyA mutant fitaz1 i¢in optimum pH 5.0, optimum sicaklik
60°C belirlenmistir (Tang vd. 2018). Hansenula fabianii J640 mayasindan elde edilen
Hffitaz’1 igin optimum sicaklik 50°C, optimum pH 4.5 bulunmustur (Watanabe vd.
2009). Nuhriawangsa vd. (2009) yaptiklar1 ¢galigmada E. coli fitazi i¢in optimum pH 5.0
ve optimum sicaklik 40°C olarak bulunurken, Wyss vd. (1999) c¢alismasinda E. coli
fitazimin optimum pH’s1 4.5 bulunmustur. 4. niger SK-57°den alinan fitazin optimum
aktivite gosterdigi sicaklik 60°C, pH 5.5 bulunmustur (Xiong vd. 2005). Termofilik bir
kiif olan Sporotrichum thermophile’den iiretilen fitaz enziminin optimum pH’s1 5.0 ve
sicakhg 60°C bulunmustur (Maurya vd. 2017). Rodriguez vd. (2000), yaptiklari
calismada Aspergillus fumigatus fitaz1 ig¢in optimum sicaklik 60°C, pH 5.5
vebulunmustur. Mitsuokella jalaludinii bakterisinden elde edilen fitaz geninin (phy7)
E. coli’de iiretiminde enzimin optimum sicakhig1 55°C, pH’s1 4.5 bulunmugtur (Wan-qin
vd. 2015). Kaur vd. (2010) tarafindan, Pichia anomala mayasindan iiretilen fitaz icin
optimum sicaklik 60°C, pH 4.0 bulunmustur ve bu deger ¢alisma ile birebir
ortiismektedir. Lactobacillus sanfranciscensis CB1°de optimum pH fitaz icin 4.0 iken
optimum sicaklik 45°C olarak saptanmistir (Angelis vd. 2003). Yersinia intermedia’den
alman fitaz geni (appA)’nin iiretimi sonucu enzimin optimum pH’s1 4.5, sicakligi 55°C
bulunmustur (Huang vd. 2006). Citrobacter amalonaticus CGMCC 1696°den fitaz geni
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(appA) ’nin iiretimi sonucu fitazin optimum pH’s1 4.5, sicakligi 55°C bulunmustur
(Luo vd. 2007). Fitaz i¢in bu kadar degisen optimum sicaklik ve pH degerleri enzim
kaynaginin farkli olmasindan kaynaklanmugtir. Cogu mikrobiyal fitazlar, funguslardan
elde edilir ve fungal fitazlarin optimum pH’s1 4.5-5.5"dur, 50-60°C optimum sicakliga
sahiptir.

Fitaz enzimi iki saat boyunca pH 4.0’de %100 stabil iken, pH 3.0’de %96, pH
5.0’de %94, pH 6.0°da %93 ve pH 2.5°de %91 stabil kalmigtir. Enzimin pH 2.5-6.0
aras1 %90’1n lizerinde stabilitesini korudugu saptanmustir. 4. fumigatus fitazi 6 saat
boyunca pH 4.0-6.0 arasi aktivitesinin %70-75’ini korumugtur (Sanni vd. 2019).
Citrobacter amalonaticus CGMCC 1696 fitazinin pH 3.0-10.0 aras1 bir saat sonunda
aktivitesinin %85’ini korudugu goriilmistiir (Luo vd. 2007). E. coli fitaz1 iki saatte pH
2.0-8.0 arast %80’in iizerinde stabil kalmigtir (Zhang vd. 2016). Termofilik
Thermomyces lanuginosus SSBP fitazi 2 saat sonunda pH 4.0’de aktivitesinin %9011
korumugtur (Makolomakwa vd. 2017). Sonuglara bakildi1 zaman enzimin genis pH
aralifinda olduk¢a stabil oldugu goriilmiigtir. Ayrica enzimin asidik kosullarda
kullanilabilecek oldugu saptanmistir.

Enzimin 30 dakika boyunca maksimum aktivite gosterdigi 60°C’de %87,
70°C’de %78, 75°C’de %49 aktivitesini korumus ve 80°C’de aniden bu deger %2’ye
diigmiistiir. Angelis vd. (2003) ¢alismalarinda Lactobacillus sanfranciscensis CB1 fitazi
60°C’de 30 dakikada %100 stabil, 70°C’de %70 stabilken 80°C’de 20 dakikada %S5
stabilitesini korudugu goriilmiistiir. A. niger SK-57 fitaz1 80°C’de 10 dakikada %50
stabilken 18 dakikadan sonra stabilitesini tamamen kaybetmistir (Xiong vd. 2005). E.
coli fitaz1 20 dakika boyunca 70°C’de %70 stabilken 80°C’de %50 stabilitesini
korumustur (Zhang vd. 2016). Peniophora Ilycii fitaza 80°C’de 10 dakikada %25
stabilken 20 dakikadan sonra stabilitesini kaybetmistir (Xiong vd. 2006). Sonugta,
yemlere ilave edilecek fitaz enzimi pelletleme islemleri sirasinda yaklagik otuz saniye
boyunca yiiksek sicakliga (70-90°C) dayanikli olmasi gerekir. Bu nedenle 6zellikle ilk 5
dakika enzimin stabilitesini korumasi ©nem tasir. Enzimin 20-70°C’de 30 dakika
boyunca aktivitesinin ¢ogunlugunu muhafaza etmesi fitazin iyi bir sicaklik stabilitesinin
oldugunu gostermistir.

Caligmada enzim aktivitesi lizerine 1 mM, 10 mM ve 20 mM metal iyonlarmnin
etkisi incelenmigtir. 1 ve 10 mM Ca*? ve Mg'? iyonlari aktivator etki gosterirken, 20
mM inhibitdr etki gdstermistir. 1 ve 10 mM Zn*? ve Cu*? iyonlar1 inhibitdr etki
gosterirken 20 mM Cu?* tamamen inhibe ederek sifira diigmiistiir. 1 mM Fe?* iyonunun
enzim aktivitesinde fazla etkisi olmamig, 10 mM inhibe etmis, 20 mM’de ise tamamen
inhibe ederek sifira dilsmiistiir. Luo vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada ImM Ca*?,
Mg*?, Mn*? iyonlar1 aktivator etki gosterirken Fe*2, Cu*? ve Zn*? iyonlari inhibitdr etki
gostermigtir. Calisgmamizda elde edilen sonuglar ile benzerlik gdstermistir. 4. niger
BCC18081 fitaz1 i¢in Cu*?* ve Zn'? iyonlan inhibitdr etki; Ca™2 Fe*? ve Mg* ise
aktivator etki gostermistir (Promdonkoy vd. 2009). Mitsuokella jalaludinii fitaz) igin
ImM ve 5 mM Ca*? iyonu enzim aktivitesini artirirken Fe™, Cu*? ve Zn*? iyonlan
enzim aktivitesini inhibe etmigtir (Wan-qin vd. 2015). Aly vd. (2015) tarafindan yapilan
cahsmada Streptomyces luteogriseus R10 fitazinda 10 mM Ca*? ve Mg*? varhginda
aktivite artmig, Zn*? varliginda degismemis, Cu*? ve Fe*> varliginda aktivite azalmgtir.
E. coli BL2] fitazinda Mg*%, Ca*?, Zn'? ve Pb*? iyonlarmin aktiviteyi artirdigi, Fe*?
iyonunun ise tamamen aktiviteyi inhibe ettigi goriilmiistiir (Nuhriawangsa vd. 2009).
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Tai vd. (2013) tarafindan, E. coli fitazinda 5 mM ve 10 mM Cu*, Fe*? ve Zn™
iyonlarinin enzim aktivitesini en ¢ok etkileyen inhibitdrler oldugu bulunmustur.
Lactobacillus plantarum fitazinda 1 mM ve 5 mM Ca™? ve Mg*? iyonlarimin aktiviteyi
artird1fy gériilmiistiic (Uslu vd. 2016). 4. fumigatus fitazinda 5,10 ve 20 mM Ca™ ve
Fe"?’nin enzimi aktive ettigi, Cu*2, Zn*? ve Mg**'nin da inhibe ettigi saptanmistir (Sanni
vd. 2019).

Enzimin aktivitesi {izerine metal iyonlarinin etkisinin tespiti ile ilgili yapilan
cahismalarda benzer sonuglar goriilmiistiir. Genellikle Ca*™ ve Mg* iyonlan aktivator,
Zn** ve Cu™ iyonlan inhibitor etki gosterirmis Fe? iyonu ise hem aktivatér hem
inhibitdr etki gostermistir. Calismada 10 mM Fe™ enzim aktivitesini inhibe etmis, 20
mM’de ise tamamen inhibe ederek sifira diismiistiir. Bunun sebebi Fe-fitat kompleksi
olugmasi sonucu enzimin kullanacag: fitatin azalmasi enzimin inhibisyona ugramasma
neden olmustur seklinde yorumlanabilir. Cu*? iyonu ise tiim konsanrasyonlarda inhibitor
etki gostermistir. Cu*? ve Zn*? iyonlari diger metal iyonlarina gore fitata daha kuvetli
baglanma egiliminde oldugu i¢in fitatla ¢6ziinmez kompleks olusturmus, bu nedenle
yiksek inhibisyona neden olmustur diyebilirz. 1 ve 10 mM Ca*? ve Mg*? iyonlari
aktivator etki gOsterirmis yani enzimi stimiile etmistir, 20 mM ise inhibitor etki
gostermistir. Bu inhibisyonun, Ca*? ve Mg"? iyonlarimin enzimin substrata baglanma
bolgesinde ve katalitik merkezinde yer alan amino asitlerle etkilesmesinden
kaynaklamis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Aragtirma sonucunda yiiksek aktiviteye sahip, rekombinant iiretilen, endiistriyel
potansiyeli yiiksek bir fitaz enzimi elde edilmistir. Elde edilen fitaz enzimi gida
sanayide, kagit endiistrisinde, myo-inositol fosfatlarin hazirlanmasinda ve 6zellikle yem
sanayide kullanilabilecektir. Sonuglar, enzimin endiistriye uygulanmasina yonelik cesitli
aragtirmalarin yapilmasina olanak saglamgtir.

Calisma, SNT5 ADH3 promotorunun dogal promotora gore daha yiiksek
miktarda protein {iretme yetenegine sahip oldugunu elde edilen verilerle sunmustur. P.
pastoris ile rekombinant protein iiretiminde ADH3 promotorunun basarili bir promotor
oldugunu gostermistir. Bu aragtirmada, farkli birgok enzim ile yapilacak galismalar igin
ornek niteliginde olacak, daha istiin 6zelliklere sahip promotorlar gelistirmeye yonelik
ileride yapilacak ¢aligmalara da 11k tutacak sonuglar elde edilmistir.
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6. SONUCLAR

Bu galisma E. coli fitaz geninin rekombinant klonlama teknikleri kullanmilarak
sentetik SNT5 ve dogal alkol dehidrogenaz (4DH3) promotorlar1 (900 bg) ile P.
pastoris mayasinda rekombinant fitaz Uretiminin yapilmasi1 ve iki promotorun
verimlerinin kargtlagtirmasmi kapsamaktadir.

Calismanin ilk amaci fitaz enzimini ADH3 promotoru ile rekombinant olarak
tiretmek, ikincisi enzim {retimine, aktivitesine sentetik SNT5 ve dogal ADH3
promotorlarin etkisini incelemektir. Enzimin rekombinant olarak iiretilmesi amaciyla E.
coli fitaz enzimini kodlayan genler sentetik SNT5 ve dogal ADH3 promotorlar ile P.
pastoris mayasina klonlanmistir. Klonlama sonucunda tek kopya klonlar1 bulabilmek
amaciyla gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analizi kullanilmig ve tek kopya
olarak segilen klonlar erlenmayerde 96 saat boyunca etanol beslenerek liretilmistir.

Stipernatanlarin SDS-PAGE analizi sonucu enzimin molekiil agirhigimin yaklagsik
olarak 55 kDa oldugu bulunmug ve bant kalinlig1 ekspresyon siiresi boyunca artmustir.
Sentetik ADH3 promotoru igin enzim aktivitesi 12203 U/ml iken dogal ADH3
promotoru igin 7613 U/ml olarak hesaplanmistir. Sentetik promotorun dogal’a gore 96.
saat sonunda yaklagik %60 daha fazla aktivite gosterdigi sonucuna varilmigstir. Toplam
protein miktarlar1 dogal ADH3 promotoru ile iiretilen fitaz igin 315 mg/l iken sentetik
ADH3 promotoru ile liretilen fitaz i¢in 373 mg/] olarak bulunmustur.

Calismada enzimin karakterizasyonu yapilmis, enzimin optimum pH’sinin 4.0
ve sicakhiginin 60°C oldugu saptanmistir. Enzimin 2 saatte pH 2.5-6.0 aras1 %90°1n
lizerinde stabilitesini korumas: genis pH arahginda olduk¢a stabil oldugunu
gostermistir. Fitaz 30 dakikada 60°C ve 75°C’de sirasiyla %87 ve %49 aktivitesini
korumugtur. Enzimin 20-70°C’de 30 dakika boyunca aktivitesinin ¢ogunlugunu
muhafaza etmesi fitazm iyi blr sicaklik stabilitesinin oldugu sonucunu dogurmustur.
Fitaz aktivitesi Ca*? ve Mg iyonlar1 varhiginda artarken Fe'?, Zn'2 ve Cu*? iyonlar
varhginda inhibe olmustur.

Bu ¢alisgma sonunda 4DH3 promotoru altinda rekombinant olarak yiiksek
miktarda fitaz enzimi Uiretiminde P. pastoris ekspresyon sisteminin uygun oldugu
belirlenmigtir. Sentetik 4DH3 promotorunun dogal’a gére daha yiiksek spesifik
verimlilik ile protein iiretme yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuglar, 4ADH3 promotorunun P. pastoris ile rekombinant protein
tiretimlerinde bagka enzimlerde de kullamilabilecek bagarili bir promotor oldugunu
gostermigtir. Calismada kullanilan y&ntem, farkli promotor ¢aligmalari igin 6rnek
niteliginde olmugtur.
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8. EKLER

EK-1. Sentetik Promotor ADH3-SNT5’in DNA Dizisi

atgccecggagg agacttgecce ctaatttcegeg gegtegteccg

gatcgcagggt
tatgtaagaag
caactaggggg
gacaaatcagt
cggtecctcat
cattggtgcac
tagaaggggcc
tcggagatgta
tcagatagcga
ccattcgattg
tgcccatgaat
aactccacaaa

gctgtttgaaa

gagactgtaga
aggggggtgat
gtgaacaatgc
atcaccgatta
ccttgeaccee
tgactgactgce
catctagttag
ttgaccgtaag
gacttttttga
caattctcacc
ctgctaatttc
tctagatagtt

acgggggtgag

gaccccacata
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ccagcagtect
acaccccaaat
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tttcgcaacgg
ccttetgecca
gttgattccca

ttcaacatttt

gtgacaatgat
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—
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tatagcacacc

cccaataatca

caccaacaatt

ggtccacccect

ccccaaaaget

ttagttttcaa

cattttgtget_

cccecceegetgt
aattcgtgcecce
ccecgcecatcectgg
acaattggtcce
ctcactataaa

tectteccatcag

ttgaaaacggg
aattcctttca
tgcgaatatag
acccctecceca
tacccctgtcc

ctactagcttt

ggtgagcgctc
ccectgectatt
cgcacccccaa
atctctaatat
tgctcccaaat

tatcttattta

tecggggtgeg
gtagacgtcaa
tgatcacacca
tcacaattcac
tecttttttect

ctttacgaaa
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EK-2. Dogal Promotor ADH3-900’iin DNA Dizisi

atgcceggagg agacttgccece ctaatttcgeg gegtegteccg

gatcgcagggt
tatgtaagaag
caactaggggg
gacaaatcagt
cggtcccteat
cattggtgcac
tagaaggggcc
tcggagatgta
tcagatagcga
ccattcgattyg
tgccecatgaat
aactccacaaa

gcatgtcgact

gagactgtaga
aggggggtgat
gtgaacaatgc
atcaccgatta
ccttgecacece
tgactgactgc
catctagttag
ttgaccgtaag
gacttttttga
caattctcacc
ctgctaatttc

ttgtccaatet

gaccccacata
tcggcecggceta
ccagcagtcecct
acaccccaaat
tctttggacaa
ccaaccttaaa
cgaggggtgaa
ttgctgcttaa
tttegecaacgg
ccttetgecceca
gttgattccca

cagttttccatt

gtgacaatgat
tcgaactctaa
cccecactettt
cttattctcaa
atggcagttag
cccaaatttet
aaattcctccea
aaaaaatcagt
gagtgcctgtt
gtcctgccaat
cececcectttece

tgggagaatct

acataaagcga

ccggtgteccga

aaagatctgtg

tagttttcaa cattttgtgct ccccececgetgt ttgaaaacggg

ggtgagcgcte
ccctgcectatt
cgcacccccaa
atctctaatat
tgctcccaaat

tatcttattta

tecggggtgeg
gtagacgtcaa
tgatcacacca
tcacaattcac
tcttttttect

ctttacgaaa

aattcgtgcece
ccecgecatctgg
acaattggtcc
ctcactataaa

tcttccatcag

aattcctttea
tgcgaatatag
acccctececca
taccccectgtee

ctactagcttt
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EK-3. Sentetik ADH3-SNTS5 ve Dogal ADH3-900 promotorlarmin sematik gésterimi

TATA box__Raportér Sus

(] A PADH3-900p

PADH3-SNTSp

Promotorlar iizerinde niikleotit 0 ila 99 (-900 ila -801) UASI, niikleotit 616 ila 792 (-
284 ila -108) UAS2, niikleotit 539 ila 638 (-361 ila -262) URSI olarak tanimlanan
sematik gdsterim
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EK-4. Calismada kullanilan DNA ve protein standartlar

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

na/S %
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0.5 pigflane, B.om length gef,
1XTAE, 7 Viem, 45 min

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA standardi: O’GeneRuler™ 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
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~ 200
- 150
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~ 85

- 70

- 40

- 30
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— 20

- 15

- 10
Gel

SDS-PAGE analizinde kullamilan protein standardi: PageRuler Unstained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
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EK-5. Toplam protein tayini standart grafigi

BSA standart grafigi
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Toplam protein tayini igin farkli konsantrasyonlardaki BSA standardinin 595 nm
absorbans degerleri ile ¢izilmis standart grafigi
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