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OZET

Aspergillus niger a-AMILAZ ENZIMININ Pichia pastoris’te REKOMBINANT
URETIMI

Fatmanur Mavi
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Aysun OZCELIK
Agustos 2024; 45 sayfa

Amilaz enzimi nisastanin par¢alanmasini kataliz eder. a-amilaz enzimleri a-1,4
glikozidik bag: lizerine etki ederler. Gida endiistrisinde firincilik ve meyve suyu iiretimi
basta olmak tizere, deterjan, tekstil ve kagit endiistrisi gibi alanlarda amilazlarin kullanimi1
olduk¢a yaygindir. Endiistriyel alanda bu kadar ¢ok kullanimi olan enzimlerin
rekombinant tiretimi son yillarda ¢ok c¢alisilan bir konu olmustur. Pichia pastoris (P.
pastoris) metilotrofik bir maya olup, rekombinant protein iiretiminde basarili bir sekilde
kullanilan bir ekspresyon sistemidir. Indiiklenebilen promotorlarinin olmasi, dkaryotik
proteinler i¢in gerekli olan post-translasyonel modifikasyonlar1 yapabilmesi, ¢cok ucuz
tireme ortamlarinda gelisebilmesi ve ¢ok yiiksek hiicre yogunluklarina g¢ikabilmesi P.
pastoris’in avantajlari olarak sayilabilir.

Bu calismada, Aspergillus niger (A. niger) a.-amilaz enziminin liretimi ilk kez P.
pastoris’te etanol ile indiiklenebilen SNTS promotoru kontrolii altinda yapilmistir. Bu
amagla kodon optimize sekilde temin edilen 4. niger a-amilaz geni P. pastoris MK115-
PDI susuna transforme edilmistir. Zeosin antibiyotigi iceren plakalardan secilen
tranformant Pichia hiicreleriyle engelli erlenlerde 28 °C sicaklik, pH 6.0 ve 225 rpm
karistirma hizinda protein ekspresyonu yapilmistir. Yapilan SDS-PAGE analizi
sonucunda 58kDa biiyiikliigiinde o-amilaz enzimini Urettigi tespit edilen klon ile
optimum protein iiretim kosullar1 belirlenmistir. Bu amacla engelli erlenlerde farkli
sicaklik (20, 24 ve 28 °C) ve farkli pH (3, 4, 5, 6 ve 7) kosullarinda protein iiretimi
yapilmis ve alinan Ornekler analiz edilmistir. 24 °C sicaklik pH 6 ve pH 7’de yapilan
tiretimlerde sirasiyla 3349 U/mL ve 4519 U/mL enzim aktivitesi elde edilmistir.

a-amilaz enzimi iiretimi SL biyoreaktdrde iki asamali fermantasyon stratejisi ile
gergeklestirilmistir. Fermantasyon 24 °C sicaklik, pH 6 ve ¢oziinmiis oksijen seviyesi
%20’de sabit tutularak 107 saat siirdiiriilmiistiir. Fermantasyon sonunda en ytiiksek 65.
saatte 2223 mg/L protein iiretilmis ve 44062 U/mL enzim aktivitesi hesaplanmustir.
Uretilen enzim karakterize edilmis ve optimum calisma sicaklig1 60 °C ve pH’s1 7 olarak
belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda, A. niger a-amilaz enziminin P. pastoris MK115-PDI
susunda etanol ile indiiklenebilen SNT5 promotoru kontroliinde iiretimi yapilmis ve
endiistriyel boyutta liretimi i¢in veriler elde edilmistir.
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ABSTRACT

RECOMBINANT PRODUCTION of Aspergillus niger oc-AMYLASE ENYZME IN
Pichia pastoris

Fatmanur Mavi
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Do¢. Dr. Aysun OZCELIK
August 2024; 45 pages

Amylase enzyme catalyzes the breakdown of starch. a-amylase enzymes act on
the a-1,4 glycosidic bond. The use of amylases is quite common in areas such as baking
and fruit juice production in the food industry, detergent, textile and paper industries.
Recombinant production of enzymes, which have so many uses in the industrial field, has
been a subject of much study in recent years. Pichia pastoris (P. pastoris) is a
methylotrophic yeast and has been successfully used in recombinant protein production
as an expression system. The advantages of P. pastoris include having inducible
promoters, to make post-translational modifications required for eukaryotic proteins, to
grow in very cheap growth media, and to reach very high cell densities.

In this study, the production of Aspergillus niger (A. niger) a-amylase enzyme
was carried out for the first time in P. pastoris under the control of the ethanol-inducible
SNTS5 promoter. For this purpose, the 4. niger ai-amylase gene, which was provided in a
codon-optimized form, was transformed into the P. pastoris MK 115-PDI strain. Protein
expression was performed with transformant Pichia cells selected from plates containing
the antibiotic zeocin in shake flasks at 28 °C temperature, pH 6.0 and 225 rpm. As a result
of the SDS-PAGE analysis, optimum protein production conditions were determined with
the clone that was found to produce the 58kDa a-amylase enzyme. For this purpose,
protein was produced in shake flasks under different temperature (20, 24 and 28 “C) and
different pH (3, 4, 5, 6 and 7) conditions and the samples taken were analyzed. In the
productions carried out at 24 °C temperature, pH 6 and pH 7, enzyme activity of 3349
U/mL and 4519 U/mL was obtained, respectively.

o-amylase enzyme production was carried out with a two-stage fermentation
strategy in a SL bioreactor. Fermentation was continued for 107 hours by keeping the
temperature at 24 °C, pH 6 and dissolved oxygen level at 20%. At the end of fermentation,
2223 mg/L protein was produced and 44062 U/mL enzyme activity was calculated. The
produced enzyme was characterized and the optimum working temperature was
determined as 60 °C and pH 7.

As a result of this thesis study, 4. niger a-amylase enzyme was produced in P,
pastoris MK115-PDI strain under the control of the ethanol-inducible SNT5 promoter
and data was obtained for its industrial production.

KEYWORDS: a-Amylase, Pichia pastoris, Recombinant enzyme, SNTS
COMMITTEE: Assoc.Prof. Dr. Aysun OZCELIK

Assoc. Prof. Dr. Miinevver AKSOY

Assoc. Prof. Dr. Aslihan KURT KIZILDOGAN
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ONSOZ

Lisans egitimimi Tarimsal Biyoteknoloji alaninda yapmis olmama ragmen
Molekiiler Biyoloji ve Genetik her zaman ilgimi ¢eken, iizerine ¢alismalar yapmak
istedigim bir alan olmustur. Bu nedenle bu alanin bir parcasi olmak istedigime karar
verdim. Calismalarimi gerceklestirirken, degerli bilgilerini benimle paylasan, kendisine
ne zaman danigsam bana kiymetli zamanini ayirip sabirla ve biiyiik bir ilgiyle bana faydali
olabilmek i¢in elinden gelenden fazlasini sunan, her sorun yasadifimda yanina
cekinmeden gidebildigim, giiler yiiziinii ve samimiyetini benden esirgemeyen kiymetli
danismanim Dog. Dr. Aysun OZCELIK hocama sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Her aradigim da kiymetli zamanimi ayirip bikmadan sorularimi cevaplayan,
yonlendirmeleriyle bana rehberlik eden, degerli hocam Dr. Fatma ERSOZ’e ve yine
calismamda bana siirekli yardimda bulunarak yol gosteren ve gelecekteki hayatinda ¢ok
daha basarili olacagina inandigim kiymetli arkadasim Ayca URAS’a tesekkiir ederim.

~ Lisans hayatimdan beri destegiyle bana gii¢ veren camm dostum Ekin Ezgi
SAHIN’e, hayatimin her aninda benimle birlikte olan, destegini hep tlizerimde hissettigim
canim kuzenim Ayse Arzu AKKAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatimdaki sanslarim canim annem SARIYE MAVI, canim babam Hasan
MAVI ve biricik abim Mehmet Tahir Mavi’ye her zaman yanimda olduklari igin
tesekkiirii borg bilirim.

Projeye verdigi destekten dolay1r Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma
Kurumu’na tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

a s Agirhik

be : Baz ¢ifti

dk : Dakika

g : Gram

Xg : Goreceli santrifiij kuvveti

h : Hacim

kDa  :Kilo dalton

1 : Litre

m : Mili, Metre

M : Molar

n : Nano (10-9)

OD : Optik yogunluk

rpm  : Devir/dakika

sa : Saat

S : Saniye

Tm : Coziilme sicakligy

U : Unite

A% : Volt

v : Mikro

Kisaltmalar

BSA : Bovine serum alblimin
BMGY : Tamponlanmis kompleks gliserol besiyeri
BMEY : Tamponlanmig kompleks etanol besiyeri
(6[0) : Cozlinmiis oksijen

DNA : Deoksiriboniikleik asit
DNSA : Dinitro salisilik Asit
DTT : Dithiothreitol

LB : Luria-Bertani besiyeri
LiAc : Lityum asetat

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi
PDI : Protein disiilfid izomeraz

1X



SDS : Sodyum dodesil siilfat

TAE : Tris-asetat-EDTA

TGS : Tris-Glisin-EDTA

Yha : Yas hiicre agirlhigi

YNB : Maya azot kaynag1

YPD : Maya 0ziitii pepton dekstroz
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GIRIS F. MAVI

1. GIRIS

Enzimlerin ge¢misine bakildiginda ilk olarak antik dénemlerde kullanilmaya
baslandig1 tahmin edilmektedir. Enzimler yiizyillardir mayali ekmek, peynir, alkollii
icecek ve sirke gibi gida iirlinlerinin iiretiminin yan1 sira tekstil iirlinlerinde ve derinin
islenmesinde kullanilmaktadir. Ancak son yiizyilda biyoteknolojik yontemlerin gelismesi
ve modern iiretim tekniklerinin kullanilmaya baslanmasiyla birlikte enzim endiistrisi
onemli dl¢iide gelismistir. Bu nedenle endiistriyel 6neme sahip enzimlerin daha saf, daha
¢ok miktarda ve daha ucuza iiretilmesine yonelik calismalar her gegen gilin artmaktadr.
Su anda tanimlanan 2.500'den fazla enzimin yaklasik %10'a ¢esitli endiistriyel sektorlerde
ticari olarak kullanilmaktadir. Bu enzimlerin %29'u gida endiistrisinde, %15'1 hayvan
yemlerinde, %56's1 deterjan, farmakoloji, alkol iiretimi ve tekstil gibi diger endiistri
alanlarinda kullanilmaktadir (Kirk ve ark., 2002; Ozcan, 2005).

Enzimler bitkiler, hayvanlar, bakteriler ve mantarlar da dahil olmak iizere birgok
canli organizma tarafindan tretilir (Fidanci; Demirkan, 2009; Lee, 1996). Bitki ve
hayvanlar tarafindan firetilen enzimlerin pahali ve az miktarlarda olmasi, iiretilen
enzimlerin endiistriyel kullanima uygun olmamasi nedeniyle mikrobiyal enzimlere olan
ilgi artmaktadir. Mikroorganizmalar, biyokimyasal ¢esitlilikleri ve genetik degisikliklere
yatkinliklar1 nedeniyle biiyiik enzim deposu olarak kabul edilir. Bu nedenle son yillarda
sanayide kullanilan enzimlerin yaklasitk %901 mikroorganizmalar tarafindan
tretilmektedir (Rao ve ark., 1998; Wolfgang, 2004). Ayrica, mikrobiyal kaynakli
enzimler, bitki ve hayvanlardan elde edilen enzimlerle kiyaslandiginda ¢ok daha giiclii
katalitik aktiviteye sahiptir, daha stabildir, daha ucuz yollarla ve yliksek miktarlarda elde
edilebilirler (Zeman ve Mccrea, 1985). Enzim iretiminin ¢ogunlugunu
mikroorganizmalarin  olusturmasi, iiretimi arttirmak icin modifiye edilmis
mikroorganizmalarin kullanimini giindeme getirmistir.

Gilinlimiizde genetik miithendisligi teknikleri kullanilarak rekombinant protein
tretimiyle yiiksek miktarda ve saf formda enzim {iiretmek miimkiin hale gelmistir.
Endiistriyel iiretimde kullanilan enzimlere ¢ok yiiksek miktarlarda ihtiya¢ duyulmaktadir.
Dogal yollardan bir enzimin elde edilmesiyle, rekombinant protein iiretimi ile enzim elde
edilmesini kiyaslayacak olursak biyoteknolojik yontemlerle daha ucuza daha fazla enzim
tiretilebilecegi yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir. Dolayisiyla endiistrideki ihtiyaci
karsilamak adina rekombinant protein tiretimi olduk¢a verimli bir iglemdir.

Bu tez calismasi kapsaminda; endiistrinin gesitli kollarinda kullanimi olan a-
amilaz enziminin Pichia pastoris (P. pastoris) ekspresyon sisteminde etanol ile
indiiklenebilen SNTS promotoru kontroliinde rekombinant olarak tiretimi yapilmistir. Bu
amacla Aspergillus niger gen kaynagi olarak tercih edilmis ve a-amilaz enzimini
kodlayan gen bolgesi P. pastoris’e gore kodon optimizasyonu yapilmis sekilde ticari
olarak temin edilmistir. Uygun restriksiyon enzimleriyle kesilen pSNT5a vektorii ve a-
amilaz geni ligasyon yontemiyle birlestirilerek pSNT50-AnAMY ekspresyon vektorii
elde edilmistir. Elde edilen ekspresyon vektorii once E.coli NEB5a hiicrelerine daha sonra
P. pastoris MK115-PDI susuna transforme edilmistir. Zeosin antibiyotigi eklenen agar
plakalarda transformant maya hiicreleri segildikten sonra, ¢alkalamali erlenmayerlerde
klonlar iiretime alinmis ve a-amilaz enzimini lireten klonlarin taramasi yapilmigtir.
Yapilan SDS-PAGE analizi sonuglarina gére a-amilaz enzimini iireten klon secilmis ve
bu klon ile enzimin iiretimi i¢in optimum pH ve sicaklik kosullar1 belirlenmistir.
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Belirlenen optimum pH ve sicaklik kosullar1 altinda SL’1ik biyoreaktorde 107 saat siiren
iki asamali fermantasyon yontemiyle o-amilaz enzimi iiretimi gerceklestirilmistir.
Uretilen enzimin aktivitesi i¢in optimum pH ve optimum sicaklik degerleri belirlenmis,
pH ve sicaklik stabilitesi test edilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Enzimler

Enzimler, amino asit zincirlerinin katlanmasiyla olusan ii¢ boyutlu yapilara sahip
proteinlerdir. Enzimler, benzersiz amino asit dizilimleriyle birbirlerinden ayirt
edilebilirler. Enzimler bir¢ok biyokimyasal reaksiyondan sorumludur ve hayvanlarda ve
insanlarda onemli fonksiyonlar1 katalize eder. Gida sektoriinde {iriin kalitesinin
artirtlmasi, proses stirelerinin kisaltilmasi gibi temel gorevleri bulunmaktadir. Enzimler,
biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandirma, bir reaksiyonu degismeden tamamlama ve daha
sonra bagka bir reaksiyonu tetikleme yetenegine sahiptir.

Enzimler biyokatalitik 6zelliginden dolay1 yiyecek ve icecek endiistrisinde her
zaman kullanilmistir. Gida sektoriiniin yani sira tekstil, deterjan, ilag, kagit sanayi gibi
bircok alanda da 6nemli rol oynamaktadirlar. Bir veya daha fazla polipeptit zinciri
icermeleri bakimindan proteinlerle aynm1 6zelliklere sahiptirler. Enzimler reaksiyonlar
katalize etmek i¢in kofaktorlere veya koenzimlere ihtiyac¢ duyabilirler (Kog, 2015).

Enzimler hiicrelerde biyokatalizor olarak gorev yapar ancak biyolojik
sistemlerdeki reaksiyonlarin yiiriitiilmesine miidahale etmezler. Enzimler, bir hiicrede
meydana gelen tiim reaksiyonlarin hizin1 ve oOzgiilliigiini kendileri degismeden
diizenleyebilirler. Enzimler molekiilleri parcalayarak belirli gruplar1 bir molekiilden
digerine aktarir veya birlestirir (Ugar, 2011). Enzimler i¢in uygun calisma kosullari
genellikle orta sicakliklardir. Yiiksek sicakliklar enzimlerin ii¢ boyutlu yapisin1 bozar.
Enzimler ¢ok yiiksek ya da ¢ok diisik pH degerlerinde aktivite gosteremezler. Bu
parametrelere ek olarak enzim substrat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi, yiizey aktif
maddeler, metal iyonlar1 ve mekanik strese bagl olarak enzim aktivitesi etkilenmektedir.
(Kog, 2015).

1970'li yillarin basma kadar bitki ve hayvan materyalleri enzim kaynagi olarak
kullanilmaktaydi (Cherry ve ark., 2004). Gliniimiizde mikroorganizmalardan elde edilen
enzimler, hayvanlardan veya bitkilerden elde edilen enzimlere gore daha sik tiretilmekte,
daha ucuz, daha yiiksek katalitik aktiviteye sahip ve daha stabil 6zelliklere sahiptir. Bu
nedenlerden dolay1 endiistriyel alanlardaki pek ¢ok enzim mikrobiyal kdkenlidir (Kiran
ve ark., 2006). Bir mikroorganizmanin enzim liretme yeteneginin yani sira toksisitesi
veya patojenitesi de Onemlidir. Enzimlerin mikroorganizmalar tarafindan diger
kaynaklara gore daha fazla iiretilmesinin nedenleri su sekilde siralanabilir (Novic ve ark.,
2005). Mikroorganizmalar bir¢ok reaksiyona adapte olmuslardir. Farkli ¢cevre kosullarina
kolaylikla uyum saglarlar. Ucuz karbon ve nitrojen kaynaklar1 kullanilarak kolaylikla
gelistirilebilirler. Basit tarama islemleriyle mikroorganizmalar kisa silirede test
edilebilmektedirler. Mikroorganizmalarin ¢ok farkl: tiirleri oldugundan, ¢esitli enzimleri
sentezleyebilirler.

2.2. Amilazlar

Amilazlar nigasta molekiiliindeki glikosidik baglar1 hidrolize ederler (Sundarram
ve ark., 2014). Amilazlar glikosid hidrolaz ailesi 13’lin iiyesidirler (Kumar 2011).
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Nisastada bulunan a-1,4-glikosidik baglar1 amilazlar tarafindan hidrolize edilirler (Sekil
2.1.). 1833 yilinda ilk amilaz enzimi Anselme Payen tarafindan izole edilmistir (Sharma
ve ark., 2015).
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Sekil 2. 1. Nisastanin amilaz ve diger enzimler tarafindan parcalanmasi (Maarel van der
ve ark., 2002)

Amilaz enzimleri a, B ve y olmak {izere {i¢ ana baslik altinda siniflandirilir ve
bunlardan en ¢ok c¢alisilanlart o ve B amilazlardir (Gopinath ve ark., 2017). Amilazlar,
uluslararasi enzim pazarindaki en popiiler karbonazlardan biridir (%25-33) ve a-amilazlar
bu grupta en yiiksek orana sahiptir (Sun ve ark., 2018). o -Amilaz (a-1,4-glukan
glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1), nisasta molekiillerindeki o -1,4-D-glikosidik baglari
rastgele hidrolize eder. Bunlar glikoz, maltoz, maltotrioz ve a-siirl dekstrinler {ireten
endoamilazlardir (Janecek, 1994). a-Amilaz endiistriyel bir enzimdir. Unlu mamuller,
nisastanin sakkarifikasyonu, kagit, tekstil, ila¢ ve biyoyakit {iretimi dahil olmak {izere
genis bir uygulama yelpazesine sahip en 6nemli biyokatalizorlerden biridir (Parashar ve
Satyanarayana, 2016). a-amilaz ile nisasta hidrolizinin hizi; sicaklik, pH, substrat
konsantrasyonu ve yapisi, enzim konsantrasyonu ve Ca** iyonlarinin ve diger stabilize
edici maddelerin varligi gibi bir¢ok kosula baglidir. Bu nedenle 6zellikleri uygulama
alanina uygun olan a-amilazlar tercih edilmektedir (Sivaramakrishnan ve ark., 2006). o-
amilazlarin ozellikleri (molekiil agirligi, optimal calisma sicakligi, pH vb.) izole
edildikleri kaynaga bagl olarak biiyiik 6l¢iide degisiklik gdstermektedir (Sharma ve
Satyanarayana, 2013).

B-amilaz enzimi (EC 3.2.1.2) indirgenmemis a -1,4-glikosidik baglarini hidrolize
eder. Amilopektin ve glikojende bulunan dallanmalar1 pargalayamazlar. B-amilaz pH 4-
5,5 araliginda optimum aktivite gosterir (Das ve Kayastha, 2019).

Amilaz enzimleri ayrica substrata etkileri acisindan iki gruba ayrilirlar:
endoamilazlar ve ekzoamilazlar (Van der ve ark., 2002).
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Endoamilazlar, nisasta molekiillerini, a-1,4-glikosidik baglart igerden
pargalayarak hidrolize eder, sonucunda gesitli uzunluklarda a-anomerik tirtinler olusturur.
a-amilazlar, endoamilaz olarak bilinmektedirler (Pandey ve ark., 2000).

Ekzoamilazlar, nisasta molekiillerinin o-1,4- veya o-1,6-glikosidik baglarini
disaridan (indirgemeyen ugtan) hidrolize ederek hidroliz sonucu a- veya B-anomerik
trtinler olusturur. B-amilaz (EC 3.2.1.2) ve glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ekzoamilazlar
grubunun 6rnekleridir (Wong ve Robertson, 2002b).

Amilaz bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan elde edilen farkli
kokenlere sahip bir enzimdir (Sivaramakrishnan ve ark., 2006). Mikrobiyal o -amilazlar,
B. subtilis, B. stearothermophilus ve B. licheniformis dahil olmak {izere bircok mantar,
maya ve bakteriden izole edilebilir. Amyloliquefaciens gibi Bacillus bakterileri ve
Aspergillus oryzae, Aspergillus niger ve Aspergillus awamori gibi Aspergillus tiirlerinin
1yl birer a-amilaz iireticileri oldugu bilinmektedir (Pandey ve ark., 2000; Konsoula ve
Liakopoulou-Kyriakides, 2007). Halihazirda ticari kullanimda olan amilaz enzimleri
Aspergillus tiirlerinden, Ozellikle Aspergillus niger'den elde edilmektedir. Toksisite,
diisiik tiretim verimliligi ve zor saflastirma prosediirleri bu tiirlerin kullanimini
sinirlamaktadir. Fungal morfolojinin, endiistriyel liretimde 6nemli avantajlara sahip olan,
stvi  kiiltiir ortaminda filamentli organizmalarin  gelistirilmesinde fermantasyon
verimliligini olumsuz yonde etkileyen bir parametre oldugu bilinmektedir (Yang ve ark.,
2013). Karmasik morfolojik yagsam dongiilerine sahip ve asir1 biiylime sergileyen mantar
tirlerinin  olusturdugu morfolojik yapilarin  kontrol edilmesi, fermantasyon
calismalarinda bazi zorluklar dogurmaktadir (Walisko ve ark., 2017). Bu problemler
arasinda asir1 biiylime, yetersiz substrat diflizyonu, yetersiz karigtirma ve havalandirma,
diizensiz morfoloji, diisiik enzim aktivitesi ve tekrarlanamayan sonuclar yer alir. Bu
sorunlarin iistesinden gelmek i¢in rekombinant DNA teknolojisi, giiclii promotorlarin
kullanim1 (Karaoglan ve ark., 2016-a) ve protein kodon optimizasyonu (Wang ve ark.,
2016) kullanilmakta olup farkli sinyal peptidlerinin sekresyon i¢in taranmasi (Barrero ve
ark., 2018) ve glikozilasyon miihendisligi (Pena ve ark., 2018) umut verici yaklagimlar
sunmaktadir.

2.3. Substrat olarak nisasta

Bitkiler tarafindan firetilen nisasta, suda ¢oziinmeyen graniiler bir yapi olup
dogadaki en bol bulunan polisakkaritlerden biridir. Fotosentez sirasinda gilines enerjisini
kimyasal enerjiye doniistiiren bitkilerin temel TUriinii olan nisasta, yapraklarin
kloroplastlarinda ve tohum, yumru ve kok gibi organlarin amiloplastlarinda en yaygin
depolama seklidir. (Martin ve Smith, 1995; Morell ve Myers, 2005). Patates, misir,
bugday, piring vb. gibi gidalarda biiyiik miktarlarda bulunmaktadir (Polaina ve MacCabe
2007).

Insan beslenmesinde énemli bir rol oynayan nisastanin temel kaynag tahillardir.
Tahillar, kuru madde iceriginin yaklagik %70'ini olusturur ve toplam kalori ihtiyacinin
yaklasik %80'ini karsilar (Hannah ve James, 2008). Kokleri ve yumrular1 da nisasta
bakimindan zengindir. Her yil tahillardan yaklasik 2,05 milyar ton, kdk ve yumrulardan
ise yaklasik 679 milyon ton nisasta tiretilmektedir (Burrell, 2003).

Nisasta hem parcalanabilirligi hemde islenebilirligi nedeniyle sadece besleyici bir
gida degil ayn1 zamanda gida endiistrisi disinda bircok endiistride de hammadde olarak
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kullanilabilir (Jobling, 2004). Nisasta biyosentezi, karmasik glukanlarin tiretimini ve
bunlarin graniiller i¢inde organize bir sekilde birikmesini igerir. Nisasta graniillerinin
olusumu, bitkilerde diizenli ii¢ boyutlu polisakkarit yapilarinin olusumu i¢in basit bir
model gibi goriinmektedir. Bu model, seliilloz biyosentezi gibi diger yiiksek dereceli
biyosentetik sistemlerdeki graniil yapisinin biyokimyasal temelini anlamak igin biiyiik
onem tasimaktadir (Delmer ve Amor, 1995).

Nisasta graniilleri, i¢ boyutlu, nadiren kristal yapilarda diizenlenmis ¢esitli glikoz
polimerlerinden olusur. Bu graniillerin icerdigi polimerler dallanma sekline, zincir
uzunluguna ve molekiil agirligina bagli olarak iki formu vardir: amiloz ve
amilopektin’dir. Amiloz, molekiil agirligi 10.000 ila 60.000 dalton arasinda degisen,
glikoz birimleri arasindaki a-1,4-D-glikosidik baglarla baglanan dogrusal bir polimerdir.
Amilopektin ise molekiil agirligi 50.000 ila 1.000.000 Dalton arasinda degisen dallanmis
bir polimer olup, glikoz birimleri arasindaki a-1,4 baglantilarinin yani sira o-1,6-D-
glikosidik baglar1 da igerir (Sekil 2.2.) (John, 1987; James ve Lee, 2006).

CH OH CH OH CH OH
£O Glikoz Molekdlleri

¥ g,ﬁif*’

Sekil 2. 2. Nisasta molekiili

2.4. Amilaz enziminin kullanim alanlari

Nisastay1 parcalayan bir enzim olan amilaz, ilag, gida, biracilik, kagit, tekstil ve
kimya gibi ¢esitli endiistriyel islemlerde 6nem kazanmistir (Sekil 2.3.). a-amilazlarin en
yaygin uygulamalari, nisastayr fruktoz ve glikoz suruplarmma doniistiiren nisasta
sivilastirma isleminde nisasta hidrolizi i¢in kullanilan nisasta endiistrisindedir (Nielsen
ve Borchert, 2000).
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Sekil 2. 3. Amilaz enziminin endiistriyel uygulamalar1 (Sharma ve ark., 2022)

2.4.1. Nisasta doniisiimii

a-amilazlarin en yaygin uygulamalari, nisastay1 fruktoz ve glikoz suruplarina
doniistiiren nisasta sivilastirma isleminde nisasta hidrolizi i¢in kullanilan nisasta
endustrisindedir (Nielsen ve Borchert, 2000). Tiim nisastanin enzimatik donilistimii
sunlar igerir: nigasta graniillerinin ¢éziinmesini iceren ve boylece viskoz bir siispansiyon
olusturan jelatinizasyon; kismi hidrolizi ve viskozite kaybini igeren sivilasma; daha fazla
hidroliz yoluyla glikoz ve maltoz iiretilmesini iceren sakkarifikasyon (Gupta ve ark.,
2003).

2.4.2. Deterjan endiistrisi

Deterjan endiistrileri enzimlerin hem hacim hem de deger bakimindan birincil
tiiketicileridir. Deterjan formiilasyonlarinda enzimlerin kullanilmasi, deterjanin zorlu
lekeleri ¢ikarma yetenegini arttirir ve deterjan1 ¢evre agisindan giivenli hale getirir.
Amilazlar, enzimatik deterjan formiilasyonunda kullanilan ikinci tip enzimlerdir ve tim
sivi deterjanlarin %901 bu enzimleri icerir (Gupta ve ark., 2003; Hmidet ve ark., 2009;
Mitidieri ve ark., 2006). Bu enzimler ¢amasir ve otomatik bulasik yikama deterjanlarinda
patates, sos, muhallebi, ¢ikolata vb. gibi nisastali gidalarin kalintilarin1 dekstrinlere ve
diger kiigiik oligosakaritlere par¢alamak i¢in kullanilir (Mukherjee ve ark., 2009; Olsen
ve Falholt, 1998). Amilazlar diisiik sicakliklarda ve alkalin pH'ta aktiviteye sahiptir,
deterjan kosullarinda gerekli stabiliteyi korur ve amilazlarin oksidatif stabilitesi, yikama
ortaminin ¢ok zor oldugu deterjanlarda kullanimlari i¢in en 6nemli kriterlerden biridir
(Kirk ve ark., 2002). Nisastanin ylizeylerden uzaklastirilmas1 beyazlik avantaji saglamak
acisindan da onemlidir, cilinkii nisasta bircok parcacikl kir tiirii i¢in cezbedici olabilir.
Deterjan endiistrisinde kullanilan amilaz Ornekleri Bacillus veya Aspergillus'tan
tiiretilmektedir (Mitidieri ve ark., 2006).
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2.4.3. Yakit alkol iiretimi

Etanol en ¢ok kullanilan s1v1 biyoyakaittir. Etanol iiretimi i¢in nisasta, diisiik fiyati
ve diinyanin birgok bolgesinde kolayca bulunabilen hammaddesi nedeniyle en ¢ok
kullanilan substrattir (Chi ve ark., 2009). Bu iiretimde nisasta ¢oziindiiriiliir ve daha sonra
fermente edilebilir sekerler elde etmek icin iki enzimatik agsamaya tabi tutulur. Nisastanin
etanole biyolojik doniistimii, sivilastirma ve sakkarifikasyonu igerir; burada nisasta,
amilolitik bir mikroorganizma veya a-amilaz gibi enzimler kullanilarak sekere
donistiirtiliir ve ardindan fermantasyon yapilir; burada seker, Saccharomyces cerevisiae
gibi etanolii fermente eden bir mikroorganizma tarafindan kullanilarak etanole
doniistiiriiliir (Moraes ve ark., 1999; Oner, 2006).

2.4.4. Gida endiistrisi

Amilazlar firinlama, bira yapimi, sindirime yardimci maddelerin hazirlanmasi,
kek iiretimi, meyve sular1 ve nisasta suruplart gibi islenmis gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Couto ve Sanroman, 2006). Firincilik endiistrisinde amilazlar
ekmegin hamuruna undaki nisastay1 daha sonra maya tarafindan fermente edilebilen daha
kiigiik dekstrinlere par¢alamak igin eklenebilir Hamura o-amilaz eklenmesi
fermantasyon hizinin artmasina ve hamurun viskozitesinin azalmasina neden olur, bu da
hamur veriminde iyilesmelere neden olur. Ayrica hamurda ilave seker olusturarak
ekmegin tadini, kabuk rengini ve kizarma kalitesini artirir. Amilazlar ayn1 zamanda bira
veya meyve sularinin aritilmasinda veya lifin sindirilebilirligini arttirmak amactyla
hayvan yemlerinin 6n isleminde de kullanilir (Gavrilescu ve Chisti, 2005; Ghorai ve ark.,
2009).

Amilaz enzimi meyve sularini berraklastirmak i¢in kullanilir. Amilaz enziminin
nisastay1 par¢alamak ve meyve suyunu berraklastirmak gibi onemli bir islevi vardir.
Berraklagtirma, taze sikilmis meyve suyundaki ¢oziinmeyen bulanik maddeleri
destekleyen koloidal bitkisel karbonhidratlarin yari kararli emiilsiyonunun, bulanik
meyve suyunun viskozitesini ve opakligini azaltarak "parcalanmas1” islemidir. Seffaf,
benekli bir goriiniim olusturan bir islemdir. Meyveler pektin ve diger polisakkaritleri
icerdiginden, bu maddeler membran filtrasyonu sirasinda kirlenmeye neden olabilir.
Enzim ilavesi pektin ve nigastay1 pargalar. Enzimatik olarak saflastirilmis meyve suyu,
viskoziteyi azaltir ve santrifiijleme veya filtreleme yoluyla ayirmay1 kolaylastirir. Sonug
olarak, meyve suyu daha konsantre bir tada, renge ve daha 1yi bir berrakliga sahip olur.

2.4.5. Tekstil endiistrisi

Amilazlar tekstil endiistrisinde hasil sokme isleminde kullanilmaktadir. Dokuma
isleminin hizli ve giivenli olmasi i¢in kumas iiretiminden once iplige nigasta gibi hasil
maddeleri uygulanir. Nisasta ¢ok ¢ekici bir boyuttur ¢linkii ucuzdur, diinyanin ¢ogu
bolgesinde kolayca bulunur ve oldukc¢a kolay bir sekilde uzaklastirilabilir. Nisasta daha
sonra tekstil terbiye endiistrisinde 1slak igslemle dokuma kumastan ¢ikarilir. Hagsil sokme,
dokuma islemi sirasinda ¢6zgii ipliginin kopmasini dnlemek icin giiclendirme maddesi
olarak gorev yapan nisastanin kumastan uzaklastirilmasini igerir. o-amilazlar secici
olarak boyutu giderir ve liflere saldirmaz (Ahlawat ve ark., 2009; Gupta ve ark., 2003).
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2.4.6. Kagit endiistrisi

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde a-amilazlarin kullanimi, kaplanmig kagittaki
nisastanin modifikasyonu, yani diisiik viskoziteli, yliksek molekiiler agirlikli nisastanin
tiretimi i¢indir. Kaplama islemi kagidin yazma kalitesini artirmak i¢in yeterince pliriizsiiz
ve gii¢lii ylizeyini olusturmaya yarar. Bu uygulamada, dogal nisastanin viskozitesi kagit
boyutlandirma i¢in ¢ok yiliksektir ve bu, polimerin a-amilazlar ile kismen
parcalanmasiyla degistirilebilir. Nisasta, kagit i¢in iyi bir kaplama olmasinin yani sira,
kaliteyi ve silinebilirligi artiran bir maddedir (Bruinenberg ve ark., 1996; Gupta ve ark.,
2003).

2.5. Aspergillus niger a-amilaz geni

a-amilaz enziminin rekombinant iiretimi i¢in gen kaynagi olarak Aspergillus
niger (Gen Bank KU668705.1) bu tez ¢aligmasinda kullanilmistir. Aspergillus niger o.-
amilaz enzimi toplam 567 aminoasitten olugmaktadir (Sekil 2.4.). Protein igerisinde
muhtemel 10 tane glikozilasyon bdlgesi bulunmaktadir. Yaklagik molekiiler agirligi
58kDa civarindadir.

MDGRWIISLLVVTLGISTVNAASRDQWIGRSIYQIVTDRFARSDNSTTAACDAAQGNYCGGSFQGIINKLDYIQDLG
FDAIWISPAQTQISARTADLSAYHGYWPNDLYSINSHFGTPKELQALSSTLHDRGMYLMLDIVVGDMAWAGNSST
VDYSTFKPFDDQKYFHDFRLLSSDPTNETCVLECWMGDTVVSLPDLRNEDEQVQNILGSWISELVSNYSIDGLRIDV
LNIAPDFFSNFTKSSGVFTVGEGATADAADVCPLQPSLNGLLNYPLYYILTDAFNTTNGNLSTITESISYTKGQCEDVL
ALGTFTANQDVPRFGSYTSDISLARNILTSSMLADGIPILYYGEEQHLTGSYNPVNREALWLTNYSMHSTSLPTLVQS
LNRLRSYASGDGEQYTQKSQSGSDYLSYLSAPIYNSTHILATRKGFAGNQVVSVVSNLGAKPASKATTKITLGSDETG
FQPKQNVTEILSCKTYVTDSSGNLAVDLSSDGGPRVYYPTDSLKDSTDICGDQTKSATPSSSAASSVSPIQSKGSETCL
FGVPLGISTLVVTVAMATSYAFI

Sekil 2. 4. Aspergillus niger a.-amilaz proteininin sekansi. Muhtemel glikozilasyon
bolgeleri sar1 ile vurgulanmagtir

Amilaz enziminin rekombinant liretiminde Pichia pastoris ekspresyon sisteminde
baska gen kaynaklar1 ve bagka promotor kullanan ¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Bu
calismalar Cizelge 2.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2. 1. Amilaz enziminin Pichia pastoris 'te iiretildigi calismalar

Gen kaynag Kullanilan promotor Referans
Bacillus subtilis PY22 AOXI Karakas ve ark. 2010
Aspergillus niger AOX] Zeng ve ark. 2011
Bacillus licheniformis AOXI Wang ve ark. 2015

Aspergillus niger AOXI Wang ve ark. 2018
Thermomyces dupantii AOXI Wang ve ark. 2019
Bacillus subtilis PY22 SNTS Giilly, 2020
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2.6. Ekspresyon sistemi olarak Pichia pastoris

P. pastoris, metanolii karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilen ve hem temel
aragtirma hem de endiistriyel prosesler i¢in ekonomik, hizli ve etkili metilotrofik bir
mayadir (Parashar ve Satyanarayana, 2017). P. pastoris mayasi; kisa siirede yiiksek hiicre
yogunluguna ¢ikabilmesi, genetik olarak kolay manipiile edilmesi, iyi karakterize edilmis
ekspresyon vektorleri, bircok promotora sahip olmasi ve yabanci DNA'y1r homolog
rekombinasyon yoluyla hiicre genomuna entegre edebilmesi gibi avantajlara sahiptir. P,
pastoris, bakteri gibi ucuz biiylime ortamlarinda hizla biiyiiyebilen tek hiicreli bir
mayadir. Ancak dkaryotik olduklari i¢in polipeptit katlanmasi, disiilfit bagi olusumu ve
glikozilasyon gibi translasyon sonrasi degisiklikleri yapabilmektedirler. Bu degisiklikler
Okaryotik proteinler i¢in gereklidir ve bakteriler i¢in bu modifikasyonlar1 yapmak
miimkiin degildir (Hagenson, 1991). Bu, Pichia ekspresyon sistemlerine, rekombinant
proteinlerin iiretiminde bakterilere gore bir avantaj saglar. Ayrica, oldukca giicli
indiiklenebilir alkol oksidaz I (AOX1) ve yapisal gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz
(GAP) promotorlarina sahip vektorlerin varligi, rekombinant protein {iretimi i¢in konakg1
vektorlerin gelistirilmesini kolaylastirmis, biiyilik esneklik ve kolaylik saglamistir. AOX1
ve GAP promotorlari, rekombinant protein iiretimi i¢in yaygin bir sekilde kullanilan
promotorlardir. Promotorlarin farkli giicleri ve kontrol mekanizmalar1 sayesinde konakgi
organizmalar yabanci proteinlerin ekspresyonunu yapabilmektedir. Rekombinant protein
iiretiminde temel amag¢ en fazla miktarda proteini en kisa siirede elde etmek olsa da
proteinin dogru katlanmasini saglamak i¢in daha zayif promotorlar tercih edilebilir. Bu
nedenle halen alternatif promotorlar kesfedilmekte ve bu promotorlarin kontrol
mekanizmalar arastirilmaktadir. Saccharomyces cerevisiae alkol dehidrogenaz (ADH)
genine %74 homoloji gosteren P. pastoris alkol dehidrogenaz (ADH) geni Karaoglan ve
ark., (2016-b) tarafindan yapilan ¢alisma ile karakterize edilmis ve ADH geninin
promotorunun AOX! ve GAP promotoruna alternatif olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir (Karaoglan ve ark., 2016-a). Yine ayn1 grup tarafindan yapilan diger bir
calismada ise ADH promotorunun regiilasyon boélgeleri belirlenmis ve bu bolgeler
eklenerek veya cikarilarak bes farkli sentetik ADH promotoru olusturulmustur (Erden-
Karaoglan ve ark., 2022). Sentetik promotorlar, etanol ile indiiklenerek engelli
erlenmayer seviyesinde hiicre dis1 ksilanaz iiretimi icin test edilmistir. Bu promotor
varyantlarinin, dogal promotorun %165 ila %200'i arasinda degisen oranlarda ksilanaz
tiretimini arttirdig1 gosterilmistir. En yiiksek aktiviteyi sergileyen ADH sentetik promotor
5 (SNTY5), fermentor 6lceginde ayrica test edilmis olup, endiistriyel prosesler i¢in etkili
olabilecegi degerlendirilmistir (Erden-Karaoglan ve ark., 2022). SNT5 promotoru
kullanilarak Bacillus subtilis PY22 gen kaynakli o-amilaz enziminin tiretimi yapilmis ve
1403 U/mg protein tretildigi tespit edilmistir (Gtillii, 2020). Dolayisiyla sentetik olarak
elde edilen bir ADH promotoru olan SNT5 promotorunun P. pastoris’te rekombinant
protein iiretiminde bahsedilen diger giiclii promotorlara alternatif olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir.

Endiistriyel biyoteknoloji uygulamalarmin yogunlagsmasi ve artmasi, diinya ve
iilkemiz agisindan ekonomik biiylime i¢in biyoteknolojinin anahtar sektorler arasinda yer
alacagininin bir gostergesidir. Biyoteknolojinin endiistri uygulamalar1 arasinda
biyoyakitlar, biyoplastikler, asi, protein, antikor ve enzimlerin iretilmesini
gorebilmekteyiz. Bu baglamda {ilkemiz i¢in Oniimiizdeki donemde endiistriyel
biyoteknolojiye gereken onemi vererek, iilkemizi bu alanda kiiresel diizeyde rekabet
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edebilir seviyeye tagimak ve oOzellikle ithalata bagimli oldugumuz sektorlerde yerli
iiretimi destekleyerek iilke ekonomisine katkida bulunabiliriz. Tiirkiye bliyiik ve dinamik
bir gida endiistrisine sahiptir ve iilkemizde her gecen giin artan gida iiretimine paralel
olarak enzim tiiketimi de artmaktadir. Bununla birlikte, Tiirkiye’de enzim liretiminin ¢ok
kisitlt miktarda olmasi nedeniyle yerli enzim ftretimi ile ilgili ¢alismalar 6nem arz
etmektedir. Bu konuda iilkemizde yasanan en giincel gelisme, 6 Mayis 2020 tarihinde
31119 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan karar ile ilk kez modern biyoteknolojik
yontemlerle ticari olarak yerli enzim (rekombinant Aspergillus oryzae’den a-amilaz,
glukoamilaz ve hemiseliilaz) iretimine izin verilmis olmasidir (Biyogiivenlik karar1 karar
no:2, 2020). Gida enzimleri ile ilgili yasal diizenlemelere sahip olan Tiirkiye’nin ticari
enzim retiminde s6z sahibi olmasi, lilkemizde gergeklestirilen Ar-Ge caligmalarinin
ciktilariin biiyiik 6l¢ege aktarilmasi ile miimkiin olacaktur.

Biitiin bu bilgiler 1s18inda, bu tez ¢alismasi kapsaminda gida endiistrisi dahil
olmak {lizere farkli bir¢ok endiistriyel alanda kullanim imkan1 olan Aspergillus niger o-
amilaz enziminin biyoteknolojik yontemler kullanilarak Pichia pastoris ekspresyon
sisteminde rekombinant iiretimi yapilmistir. Bu amagla pSNT5a-AnAMY ekspresyon
vektori P. pastoris MK115-PDI susuna transforme edilmis ve etanol ile indiiklenebilen
SNT5 promotoru kontroliinde ekspresyonu gerceklestirilmistir. Yapilan calismalar
dikkate alindiginda sentetik olarak dizayn edilmis etanol ile indiiklenebilen SNT5
promotoru kontroliinde Aspergillus niger a-amilaz enzimi ilk kez bu ¢alisma kapsaminda
tiretilmis ve rekombinant o-amilaz enziminin endiistriyel boyutta iiretimi i¢in bir
biyoproses gelistirilmistir. Calismada kullanilan MK 115-PDI Pichia susu, hiicre disina
protein ekspresyonunu kolaylastiran ve iiretilen proteinin dogru katlanmasini ve disiilfit
bagi olusumu gibi post-translasyonel modifikasyonlarin yapilmasini destekleyen PDI
saperon proteinini genomunda 4 kopya olarak igeren bir sustur. Calisma bu ozellikleri
bakimindan 6zgiinliik tasimaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Gen Kayna@

Amilaz enziminin iiretimi i¢in gen kaynagi olarak Aspergillus niger (Gen Bank
KU668705.1) tercih edilmis ve bu gen Pichia pastoris’e gore kodon optimize sekilde
GenScript (ABD) firmasindan pUCS57 vektorii iginde temin edilmistir. pUCS57-AnAMY
plazmidi oncelikle E. coli NEB5a hiicrelerine transforme edilmis ve amfisilin igeren LB
miller agar plakada segilimi yapilan transformant hiicrelerin kontrolii yapildiktan sonra -
80°C stoklar1 yapilmistir.

3.1.2. Suslar ve plazmitler

Klonlama caligmalarinda E. coli NEBS5a susu, protein ekspresyonunda konakgi
hiicre olarak P. pastoris MK115-PDI susu kullanilmistir. pSNT5a plasmidi ekspresyon
vektoriinii olusturmak i¢in kullanilmistir. Tiim mikroorganizmalar -80 “C’de (gliserol
iceren ortam da) muhafaza edilmislerdir.

3.1.3. Besiyerleri ve antibiyotikler

E. coli NEBS5a hiicrelerinin gelisimi i¢in LB miller (%0.5 yeast ekstrakt, %1
pepton ve %1 NaCl) ve/veya LB Lennox besiyeri (%1 pepton, %0.5 yeast ekstrakt ve
%0,5 NaCI) kullanilmigtir. pUC57 plazmidinin gelisiminde besiyerine amfisilin ve
pSNTS5a plazmidinin gelisiminde zeosin antibiyotikleri ilave edilmistir. 100 mg/ml
konsantrasyondaki amfisilin ve zeosin antibiyotiginin stok ¢ozeltileri 0.22 um'lik bir
filtreden (Corning, MA, AB) gecirilerek sterilize edilmistir. 1.5 ml alikotlanip -20 °C'de
depolanmustir. E. coli NEBS5a suslar1 i¢in kullanilan antibiyotikler 25 pg/ml Zeosin veya
100-150 pg/ml Amfisilin. P. pastoris suslart i¢in 100-500-1000 pg /ml zeosin eklemesi
yapilmistir.

Calismada P. pastoris susu icin kullanilan besiyerleri: YPD (%1 yeast ekstrakt,
%2 pepton, %2 glukoz); BMGY (%2 pepton, %1 yeast ekstrakt, %1 gliserol, %1,34 YNB,
%4x10-5 biotin ve 100 mM fosfat tamponu pH 7,0); BMEY (10 g/l maya ekstrakti, 20
g/l soyton, 13.4 g/l YNB, 4x10 g/l biotin, %10 saf etanol ve 0.1 M potasyum fosfat
tamponu pH 3.0-7.0) seklindedir. Calismada kullanilan tiim kimyasallar molekiiler
biyoloji kalitesindedir. Sigma-Aldrich (ABD), Difco (Fransa) ve Merck'ten (Almanya)
markalarindan temini saglanmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Liyofilize sekilde gelen plazmid DNA’nin hazirlanmasi

Kodon optimize olarak dizayn edilen ve pUC57 plazmidi icerisinde gelen amilaz
geni liretici firmanin talimatlarina uygun olarak -20°C’de muhataza edilmistir. Liyofilize
halde gelen plazmid +4°C’de 6000xg’de 2 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve ardindan
tizerine 40 pl EB tamponu ilave edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
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3.2.2. E. coli NEBS5a hiicrelerinin transformasyona yetenekli hale getirilmesi

E. coli NEB5a hiicreleri kimyasal yontemle CaCl, kullanilarak Chang ve ark.,
(2017) tarafindan tanimlanan yonteme gore kompotent hale getirilmistir. -80 °C’de
saklanan E. coli NEB5a hiicrelerinden oncelikle LB broth besiyerine ekilmis ve gece
boyu gelisime birakilmistir.

E. coli NEB5a hiicreleri CaClz yontemi ile kompetent hale getirilmistir (Chang
ve ark., 2017). LB Miller plakada tek koloni diisecek sekilde gelistirilen E. coli susunun
3 mL LB Miller s1v1 besiyerine tek koloniden ekimi yapilarak geceboyu 37°C ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin gelisen kiiltiiriin optik yogunlugu
Olciilerek 150 mL LB Miller sivi besiyerine basglangic OD degeri 0.01 olacak sekilde
ekilerek OD degeri 0.3-0.4 olana kadar (yaklasik 3 saat) 37°C calkalamali inkiibatorde
gelistirilmistir. Kiiltlir beklenen OD degerine ulastiginda 3000xg’de 4°C’de 10 dakika
siire ile santrifiijlenerek hiicreler hasat edilmistir. Islemler bu asamadan sonra buz
tizerinde gerceklestirilmistir. Elde edilen hiicre peleti buz iizerinde bekletilmis soguk 20
mL 0.1 M CaCl, c¢ozeltisi iginde siispanse edilmis ve 30 dakika buz {izerinde
bekletilmistir. Bir 6nceki sartlarda santrifiijlenerek tekrar hasat edilen hiicre peleti 5 mL
%15 gliserol iceren 0.1 M CaCl, ¢ozeltisi iginde resiispanse edilmis ve 100 pL’lik
hacimler siv1 halinde -80°C’ye kaldirilmistir.

3.2.3. P. pastoris MK115-PDI hiicrelerinin transformasyona yetenekli hale
getirilmesi

P. pastoris hiicreleri Lityum Asetat Yontemine (Wu ve Letchworth, 2004) gore
kompetent hale getirilmiglerdir. Kompetent yapilmak istenen MK115-PDI P. pastoris
susu, donmus kiiltiirden ya da +4°C’de saklanan agar plakasindaki tek kolonilerden test
tiipii igerisinde 3 mL YPD siv1 besiyerine ekilmis, 225 rpm 28°C calkalamali inkiibatérde
geceboyu gelistirilmigstir. Ertesi giin, geceboyu gelisen kiiltiirden baslangi¢ ODsoo degeri
0.1 olacak seklide 250 mL hacimli engelli erlen i¢erisinde 80 mL YPD besiyerine ekim
yapilmistir. ODgoo degeri 2.0-2.5 olana kadar gelistirilen hiicreler, +4°C’de 3000 g hizinda
5 dakika siire ile santrifiijlenerek hasat edilmislerdir. Hiicre peleti, 8 mL lityum asetat
karigimi (100 mM LiAc, 10 mM DTT, 0.6 M Sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH 7.4) iginde
stispanse edilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. 4°C’de 3000xg
hizinda 5 dakika santrifiijlenerek hasat edilen hiicreler 3 kez 2 mL buz soguklugundaki 1
M sorbitol ile yikanmis, daha sonra son konsantrasyon 10'® hiicre/mL olacak sekilde buz
soguklugundaki maya resiispansiyon tamponu (1 M sorbitol, %20 gliserol) i¢inde
stispanse edilmis, 80 pL’lik hacimler halinde -80°C’de saklanmustir.

3.2.4. pUC57-AnAMY plazmidinin E. coli NEBS5a hiicrelerine transformasyonu
-80 °C’de muhafaza edilen kompotent E. coli NEB5a hiicreleri buz iizerinde

cozdiiriilerek, 1 ng/ul’ye seyreltilmis olan pUC57-AnAMY plazmidinden 1 pl
eklenmistir. Otuz dakika buz {izerinde inkiibasyona birakildiktan sonra 42 °C’de 2 dakika
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1s1 sokuna ugratilmistir. Ardindan hiicreler buz iizerinde 5 dakika bekletilip sogutulmus,
200 pl LB Miller s1v1 besiyeri eklenmis ve 1 saat siiresince 37°C ¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra transformasyon karisimi 100 pg/mL
amfisilin antibiyotigi igeren LB Miller agar plakalara farkli miktarlarda (50-75-100 uL)
ekilerek 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi plakalarda olusan
teke diigsmiis kolonilerden se¢im yapilmis ve sivi besiyerine ekilerek 37 °C’de gece boyu
gelistirilen hiicrelerden hem plazmit izolasyonu yapilmis hem de gliserol stoklari
hazirlanarak -80 °C’de saklanmustir.

3.2.5. pSNT5a vektoriiniin ve amilaz genini tasiyan pUCS7 plazmid DNA’sinin
izolasyonu

pSNTS5a vektoriinii tastyan E. coli NEB5a hiicresi zeosin antibiyotigi iceren LB
Lennox sivi besiyerin ekilmis ve 37°C’ de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
kiiltiir 15.000xg’de 10 dakika santrifiijlenerek hiicre pelleti ve siipernatant kismi
birbirinden ayrilmistir. Hiicre pelletlerinden plazmit izolasyonu Bio Basic Plasmid Mini-
Prep Kiti kullanilarak, protokol dogrultusunda yapilmustir. izole edilen plazmitlerin DNA
miktar &l¢iimlerinde Spectrostar Nano cihazi kullanilmistir. Once cihazin kalibrasyonu
yapilmis ve florometrik olarak plazmit DNA konsantrasyonlar1 Ol¢iilmiistiir. Amilaz
genini elde etmek i¢in ise daha dnce E. coli NEBS5a hiicrelerine transforme edilmis ve -
80°C’de muhafaza edilen hiicrelerden pUC57-AnAMY plazmidinin izolasyonu yine ayni
kit kullanilarak izole edilmis ve konsantrasyonlari belirlenmistir.

3.2.6. Ligasyon icin pSNTSa vektoriiniin ve Aspergillus niger o-amilaz geninin
jelden kesilmesi ve saflastirilmasi

Bir onceki asamada izolasyonu yapilan ve konsantrasyonlari belirlenen pSNTSa
vektorii ve pUC57-An-AMY plazmidi Xhol-Notl klonlama enzimleriyle kesilmistir.
Kesme islemi i¢in 1 pg plazmide 1 U enzim olacak sekilde enzimler eklenmis, 10X enzim
tamponu ve niikleaz ari su (NFW) eklenerek toplam 10 pl reaksiyon karisimi hazirlanmis
ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilarak hem vektér hem de plazmit kesilmistir
(Cizelge 3.1). Ardindan kesilen 6rnekler %1°lik agaroz jele yiiklenerek 1X TAE tamponu
(Tris-asetat-EDTA, 1 mM EDTA, 40 mM Tris ve 20 mM asetik asit) ile kullanilarak 90
V elektrik akiminda 45 dakika yiiriitiilmistiir. Jelde biiyiikliiklerine goére farkli hizda
kosan DNA parcalarn elektrik akimi etkisiyle birbirlerinden ayrilmig ve beklenen
bliytikliikteki DNA pargalart White/UV Transilluminator, UVP, cihazinda goriintiilenerek
DNA parcalar1 jelden kesilmis ve kesilen DNA’larin jelden ekstraksiyonu MinElute Gel
Extraction Kit (QIAGEN, Almanya) kullanilarak kit protokoliine gore yapilmistir.
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Cizelge 3. 1. Restriksiyon enzimleri ile Plazmid DNA’nin kesim reaksiyonu

10X Enzim Tamponu 1 ul

Restriksiyon Enzimleri (Xhol ve Notl) 1 pl/1 pl

Plazmid DNA 2 ul

Steril Su (NFW) 10 pl’ye tamamlanmustir.

3.2.7. a-amilaz geninin pSNTS5a vektoriine ligasyonu ve pSNTS-o-Amilaz
ekspresyon vektoriiniin E. coli NEBSa hiicrelerine transformasyonu

a-amilaz DNA parcasinin pSNTSa vektoriine ligasyonu T4 DNA ligaz (Thermo
Scientific™) ile kitin protokolii dogrultusunda gergeklestirilmistir. Ligasyon islemi i¢in
toplam 20 pl igerisinde 50 ng vektor DNA’s1 150 ng insert DNA’s1 ile karistirilmis, 10X
T4 DNA ligasyon tamponu varliginda 1 U T4 DNA ligaz enzimi eklenmistir. 25 °C
sicaklikta 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra, elde edilen ligasyon karigiminin 5
ul’si E. coli NEB5a hiicrelerine transformasyonu daha 6nce 3.2.4 boliimiinde anlatildig:
sekilde yapilmistir. Ligasyon karisiminin kalan miktar1 -20°C’de saklanmistir. Ligasyon
sonunda pSNT5a-AnAMY ekspresyon vektorii olusturulmustur (Sekil 3.1.).

pSNT5a-AnAMY

5055 bp Xhol (1270)

(2720) NotI

Sekil 3. 1. pSNT5a-AnAMY ekspresyon vektoriiniin haritasi.
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3.2.8 pSNTS50-AnAMY ekspresyon vektoriiniin restriksiyon enzimleriyle
dogrulanmasi

Ligasyon sonrasi E. coli NEB5a hiicrelerine transfromasyonu yapilan pSNT5a-
AnAMY ekspresyon vektoriiniin dogrulanmasi amaciyla, plazmid izolasyonu yapilmis ve
izole edilen plazmitler BsiW1, Adel, Eco321, Hindlll ve Scal restriksiyon enzimleriyle 37
°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda enzimlerle kesilen plazmitler %1°lik
agaroz jele yiiklenerek elde edilen fragmentler beklenen bant biiytkliikleri ile
kiyaslanarak olusturulan ekspresyon vektorii dogrulanmastir.

3.2.9 pSNTS5a-AnAMY ekspresyon vektroriiniin lineer hale getirilmesi ve P.
pastoris MK115-PDI susuna transformasyonu

pSNT5-0-amilaz plazmidinin yetenekli P pastoris MK115-PDI konakgisina
transformasyonu amaciyla pSNT50-AnAMY ekspresyon vektoriinii tek bir noktadan
kesen BsiW1 enzimi ile 37 °C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Kesim sonucunda
lineer hale getirilmis pSNTS5a-AnAMY ekspresyon vektorii agaroz jele yiiklenerek
goriintiilenmistir. Lineer hale geldiginden emin olunan ekspresyon vektorii MinElute®
PCR Purification Kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak saflastirllmis ve DNA
konsantrasyonu olgiilerek transformasyona hazir hale getirilmistir. Lineer plazmidlerin
kompotent P. pastoris MK115-PDI konak¢1 susuna transformasyonu elektroporasyon
yontemi ile yapilmistir. Buz tizerinde bekletilerek ¢ozdiirtilen 80 ul kompotent P. pastoris
MK115-PDI konak¢1 susu iizerine 10 pl lineer DNA (yaklasik 3-5 pg) eklenmis,
pipetlenerek karistirllmis ve buz soguklugundaki 2 mm elektroporasyon kiivetine
(Electroporation Cuvettes-Thermo Scientific™) aktarilmistir. Kiivetler 5 dakika buz
tizerinde inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda Eppendorf Eporator (Ependorf Eporator
4309) cihazinda 4-5 ms siireyle 1600 V elektrik akimina tabi tutulmustur. Hemen
ardindan buz soguklugundaki 1 mL 1M sorbitol eklenmis ve 1.5 mL’lik santrifiij tiipiine
alinmistir. 28 °C’de 2 saat inkiibe edilen hiicreler 100 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarinda zeosin i¢eren YPD agar plakalarina yayilmis ve 28 °C sicaklikta 3
giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda gelisen kolonilerden secilerek teke
diistirme ¢izimleri yapilmis ve ardindan engelli erlenmayer Olgeginde protein
ekspresyonu yapilarak a-amilaz enzimi {ireten klonlar se¢ilmistir.

3.2.10 Engelli erlenmayer o6lceginde a-amilaz enzimi iiretimi

Teke diistirme ¢izimi sonrasinda YPD agar plakada gelisen maya hiicreleri
secilerek YPD sivi besiyerinde 225 rpm, 28°C’de ODegoo degeri 6-8 olana kadar
gelistirilmistir. Daha sonra 250 ml’lik engelli erlenmayerde 30 ml BMGY (pHo6)
besiyerine baslangic ODgoo’si 0.1 olacak sekilde hiicreler inokiile edilmis ve 18-20 saat
boyunca 28°C ve 225 rpm’de gelisime birakilmistir. BMGY besiyerinde yaklagik 10-13
OD olan hiicreler +4°C 3000xg’de 15 dakika santrifiij edilmis ve silipernatantlar
dokiilerek elde edilen hiicre peleti, farkli pH’lardaki 30 ml BMEY (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0,
7.0) besiyeri i¢inde siispanse edilmis ve inkiibasyona 120 saat boyunca farkli sicaklik
(20°C, 24°C, 28°C) ve sabit karistirma hizinda devam edilmistir. Protein {iretimi etanol
ile indiiklenebilen SNT5 promotoru kontroliinde yapildigi i¢in protein ekspresyonu
boyunca her 12 saatte bir BMEY besiyerindeki son konsantrasyonu %1 olacak sekilde
etanol eklemesi yapilmistir. 120 saatlik liretim boyunca saat basi 6rnek alinmis ve tiretim
tamamlandiktan sonra kiiltlir hasat edilmistir. Siipernatant 6rnekleri 0.45 PES filtreden
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gecirilerek toplam protein, enzim aktivitesi ve SDS-PAGE analizlerinde kullanilmak
tizere -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.11. Toplam protein ol¢ciimii

Stipernatan orneklerindeki toplam protein konsantrasyonu Coomassie Plus- The
Better Bradford Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) protokoliine uygun
olarak oOl¢iilmiistiir. Bovine serum albiimin standard olarak kullanilmis ve reaksiyon
sonunda absorbanslar1 spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda olgiilerek protein
konstrasyonlar1 hesaplanmaistir.

3.2.12 a-amilaz enzim aktivitesinin 6l¢iimii

Protein iiretimi esnasinda toplanan 6rneklerden elde edilen siipernatan 6rnekleri
a-amilaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmigtir. Enzim aktivitesinin 6l¢timiinde
DNSA kolorimetrik yontemi kullanilmigtir. Enzim aktivitesi Ol¢limiinde kullanilan
soliisyonlar ve igerikleri Ek-1 ve Ek-2’de verilmistir. Amilaz enzim aktivtesi 6l¢imii igin
oncelikle 200 pl stipernatan 6rnegi %1 ¢oziinebilir nisasta iceren 200 pl substrat ¢cozeltisi
ile 50°C sicaklikta 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 200 pul DNS ¢ozeltisi eklenerek
95°C sicaklikta 15 dakika inkiibe edilmis ve inkiibasyon tamamlandiktan sonra drnekler
3 dakika buz tizerinde bekletilip sogutulmus ve sogutulan 6rneklere 1800 uL saf su ilave
edilmistir. Orneklerin absorbans &l¢iimii spektrofotometrede 540 nm.’de yapilmustir.
Enzim aktivitesi hesabinda kullanilmak tizere standart kalibrasyon grafigi %0.3 (a/h) saf
maltoz igeren cozeltinin seyreltmeleri yapilarak hazirlanan standartlarin absorbans
degerler1 kullanilarak c¢izilmistir (Ek-2). Hem standartlarin hem de orneklerin
absorbanslar1 200 pl substrat ¢ozeltisi ve 200 pl pH tamponunun (20°C’de pH 6.9 olacak
sekilde ayarlanan 6.7 mM NaCl igerikli 20 mM sodyum fosfat tamponu) 50°C sicaklikta
5 dakika inkiibe edilmesinin ardindan 200 pl DNS ¢ozeltisi eklenerek 95°C sicaklikta 15
dakika inkiibe edilmesi ve 3 dakika buz lizerinde sogutulup 1800 uL saf su ilave edilerek
hazirlanan kore karsi okutularak dl¢iilmiistiir. a-amilaz enzimi i¢in bir enzim tinitesi; 50°
C sicaklik ve pH 6.9 kosullarinda, 1 dakikada, 1.0 mg maltoz agiZa ¢ikarmak i¢in gerekli
olan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Enzim aktivitesi hesabinda asagidaki esitlik
kullanilmastir.

OD  Toplam hacim(mL) 1

Aktivite (U/mL) = -
ivite (U/mL) Egim * Enzim miktar1 (mL) * Inkiibasyon siiresi (dk)

* Seyreltme Faktori

3.2.13. Lugol ¢ozeltisi kullanilarak ME+nisasta agar plakalarindaki kolonilerden
a-amilaz salgilanmasinin goriintiilenmesi

Elde edilen maya suslarinda a-amilaz enziminin iiretimini enzim aktivitesi 6l¢iim
metodu disinda bagka bir metodla dogrulamak icin, taranan klonlarin YPD s1vi1 saf kiiltiire
ekimleri yapilmigtir. Ertesi giin gelisen hiicreler 12-13 OD olunca BMGY pH 6.0
besiyerine aktarilmistir. Gelisen kiiltiir iiretimlerinden %0.4 nisasta igeren ME agar
plakalara (%0.34 maya nitrojen bazi, %4 x %10~ biyotin, %1 etanol, %1.5 agar, %0.4
¢Oziinlir nisasta) ekimleri yapilmis ve 28°C'de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Protein
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tiretiminde kullanilan SNTS promotoru etanol ile indiiklenebilen bir promotor oldugu i¢in
24 ve 48. saatlerde plakalarin kapaklarina 100 ul etanol eklenmistir. Ikinci giiniin sonunda
gelismekte olan kolonilerin iizerine %5 lugol soliisyonundan 10 ml eklenmis ve koloni
cevresinde seffaf zon olusumu gézlemlenmistir.

3.2.14. SDS-PAGE analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), Mini-PROTEAN Tetra Dikey
Elektroforez Hiicresi (BioRad, ABD) cihazinda %5 poliakrilamid yiikleme jeli ve %10
poliakrilamid ayirma jeli 1 mm hazirlanarak uygulanmistir. Protein tiretimi tespit edilecek
olan silipernatant drnekleri, toplam 30 pl olacak sekilde 1:3 oraninda 4X SDS jel yiikleme
tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8, %8 SDS, % 0.4 Bromphenol Blue, %40 gliserol, 100
mM DTT) ile karistirilarak 70 “C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmis ve proteinlerin
denatiirasyonu saglanmistir. Hazirlanan 6rneklerden 20 pl alinarak jel kuyucuklarina
yiiklenmistir. Protein 6rnekleri, elektroforez islemi boyunca 1X TGS (0.025 M Tris base,
0.192 M Glisin, % 0.1 SDS, pH 8.3) tamponunda 120 V akimda 120 dakika
kosturulmustur. Elektroforez isleminden sonra jel, Coomassie brillant blue igeren boyama
tamponu (%10 Asetik asit, %50 Metanol, %0.1 coomassie blue staining) ile 1 saat orbital
calkalayici lizerinde boyanmis, boya igermeyen yikama tamponu (%10 Asetik asit, %10
Metanol) ile proteine baglanmayan fazla boyanin arinmasi i¢in protein bantlar1 goriiniir
hale gelene kadar yaklasik 1 saat yikanmistir. Sonrasinda akrilamid jel ChemiDoc MP
goriintiileme sistemi ile goriintiilenmis, ayni jel igerisindeki bir kuyucuga yiiklenen
protein standardi (Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, ABD)
yardimiyla hizalama yontemi ile istenilen proteinin dogrulamasi yapilmistir.

3.2.15 EndoHf enzimi muamelesi

Uretilen rekombinant a-amilaz enziminin post-translasyonel bir modifikasyon
olan glikozilasyona ugrayip ugramadigin1 gérmek amaciyla EndoHf enzimi ile reaksiyon
gergeklestirilmistir. Toplam protein miktar1 belirlenmis siipernatan 6rneginden yaklasik
3pg protein 0rnegi i¢in 10X glikoprotein denatiirasyon tamponundan 2 pl eklenerek 100
°C'de 10 dakika inkiibe edilmis ve hemen ardindan 1 dakika buzda bekletilmistir. 4 pl
10X GS reaksiyon tamponundan ve 0.6 pl EndoHf enziminden eklenmis ve niikleaz saf
su eklenerek reaksiyon hacmi 40 pl’ye tamamlanmis ve 37 °C'de 3 saat inkiibasyona

birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda EndoHf ile maumele edilen ve edilmeyen 6rnekler
SDS-PAGE ile analiz edilmistir.

3.2.16. SL hacimli biyoreaktorde a-amilaz enzimi iiretimi

Rekombinant a-amilaz enzimini biiyiik 6lgekte tiretmek icin 5 L'lik biyoreaktor
(Sartorius Stedim BIOSTAT B) kullanilmistir. Dondurulmus kiiltiir 100 mL BMGY (pH
6.0) besiyerine aktarilmig ve yaklagik 20 saat 28 °C'de 225 rpm’de (yaklasik 10
ODeoonm'de) inkiibe edilmistir. Bu kiiltiir 2 L FM22 besiyerine (42.2 g/L KH2POy4, 5 g/L
(NH4)2S04, 0.79 g/L CaSOs, 14.9 g/L K2S04, 4.13 g/L MgS04.7H>0, 40 g/L gliserol, pH
6.0) inokulasyon i¢in kullamilmistir. FM22 besiyeri otoklavlandiktan sonra %25 (v/v)
NH4OH kullanilarak pH’s1 6.0’a ayarlanmis ve 1 litre besiyeri i¢in 1 ml PTM4 tuzu (2
g/L CuS04-5H:0, 0.08 g/L Nal, 3 g/L MnSO4-H>0, 0.2 g/L Na; MoO4-2H,0, 0.02 g/L
H3BOs3, 0.5 g/L CaSO4:2H>0, 0.5 g/L CoCla, 7 g/L ZnCl,, 22g/L. FeSO4-7H20, 0.2 g/L
biotin, 1 ml H2SO4) eklenmistir. Besiyerindeki ¢oziinmiis oksijen (dissolved oxygen, DO)
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miktarini takip etmek amaciyla DO probu kalibrasyonu yapilmis ve ardindan hazirlanan
inokulum aseptik sartlarda biyoreaktore verilmistir. Fermantasyon kesikli faz ve yari-
kesikli faz olmak iizere iki farkli agsamada gergeklestirilmistir. Kesikli fazda besiyeri
igerisinde bulunan gliserol hiicreler tarafindan kullanilmistir. Kesikli faz yaklasik 20 saat
stirdiiriilmiis ve ¢oziinmils oksijenin pik yapmastyla tamamlanmistir. DO'nun aniden
ylkselmesi ortamda gliseroliin tiilkenmesinin bir gostergesidir. Bu karbon kaynaginin
tikenme sinyalinden sonra, ikinci asama olan protein ekspresyonun esas olarak
gerceklesecegi yari-kesikli faz baglatilmis ve bu fazda %50 gliserol, %10 etanol ve %0.4
PTM4 tuzu iceren besleme soliisyonu kullanilmistir. Yar1 kesikli faz boyunca besleme
hizi, ilk 2 saatlik fermantasyon sirasinda 7.3 mL/L/sa'de sabit tutulmus, daha sonra
biyoreaktore profil girilerek besleme hiz1 31.2 mL/L/sa'ye kademeli olarak yiikseltilmis
ve fermantasyonun sonuna kadar 31.2 mL/L/sa'de sabit tutulmustur.

Kesikli fazda sicaklik ve pH sirasiyla 28 °C ve 6.0'da sabit tutulmus, yari-kesikli
fazin baslangicinda ise sicaklik ve pH, optimum protein iiretim kosullarina (pH 6.0 ve 24
°C sicaklik) ayarlanmistir. Sicaklik, DO pikinden kisa bir siire sonra 24 °C'ye
ayarlanmistir. Fermantasyon pH degeri, %25 (v/v) NH4OH ile kontrol edilmis ve ayrica
azot kaynagi olarak da kullanilmistir. Coziinmiis oksijen seviyesinin %20 doygunlukta
kalmasi karistirma, hava (1.5 vvm) ve ayrica saf oksijen ilave edilerek kontrol edilmistir.
pH ve oksijen konsantrasyonu uygun problarla (Hamilton, Reno, Nevada) belirlenmistir.
Fermantasyon boyunca farkli zamanlarda siipernatanlar toplanmis ve bu Ornekler yas
hiicre agirligi (WCW g/L), SDS-PAGE, toplam protein (g/L) ve enzim aktivitesini (U/L)
belirlemek i¢in analiz edilmistir. Tiim analizler ii¢ paralel halinde yapilmistir.

3.2.17. Enzimin karakterizasyonu

Uretimi yapilan enzimin biyokimyasal karakterizasyonunu belirlemek amaciyla,
enzimin maksimum aktivite gosterdigi optimum pH ve sicaklik degerleri ve ayrica pH ve
sicakligin enzimin stabilitesi {izerine etkisi test edilmistir. Maksimum a-amilaz enzimi
aktivitesi i¢in optimum sicaklifi belirlemek amaciyla 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C
sicakliklarinda enzim aktivitesi belirlenmistir. Enzimin reaksiyonu bu sicakliklarda
gerceklestirilmis ve absorbanslar 540nm’de okunmustur. a-amilaz enziminin termal
stabilitesi i¢in siipernatanlar 30 ila 80 °C arasindaki sicakliklarda 1 saat boyunca inkiibe
edilmis ve ardindan hemen enzim aktivitesi 6l¢tilmiistiir.

a-amilaz enzim aktivitesinin optimum pH'sin1 belirlemek amaciyla %1 nisasta
iceren substrat ¢ozeltisi pH 5.0-9.0 araligindaki cesitli tamponlar kullanilarak
hazirlanmasiyla test edilmistir. Enzim aktivitesi 6l¢limiindeki diger parametreler ayni
kalmak kosuluyla reaksiyon sonunda absorbanslar 6l¢iilmiis ve aktivite hesaplanmuistir.
pH'nin enzim stabilitesi lizerindeki etkisini incelemek i¢in, slipernatan drnekleri pH 5.0-
9.0 araliginda ayarlanmis 6.7mM NaCl igeren 20 mM sodyum fosfat tamponu ile oda
sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilmis ve her bir tampon igine %1’lik ¢6zlinebilir
nisasta ¢Ozeltisi eklendikten sonra enzim aktivitesi standart yontemle 6lgiilmistiir. Bagil
aktiviteler, satandart metodda belirtilen sicaklik ve pH’da enzimin aktivitesi %100 kabul
edilerek hesaplanmistir.

19



BULGULAR F. MAVI

4. BULGULAR

4.1. pUCS57-AnAMY vektoriiniin E. coli hiicrelerine transformasyonu ve
dogrulanmasi

Aspergillus niger a-amilaz DNA’sin1 tastyan pUCS57-AnAMY plazmidi liyofilize
sekilde laboratuvarimiza geldikten sonra ve E. coli NEBS5a hiicrelerine transforme
edilmis ve transformant hiicrelerin se¢ilimi amfisilinli LB Miller agar plakalarda
gerceklestirilmistir  (Sekil 4.1.). Beklendigi iizere, biinyesinde pUC57-AnAMY
ekspresyon kasedini bulundurmayan bos konak¢i1 E. coli NEB5a hiicreleri gelismemis ve
pUC57-AnAMY plazmidini bulunduran E. coli NEB5a hiicreleri antibiyotikli se¢ilim
ortaminda gelismistir.

Sekil 4. 1. pUC57-AnAMY vektoriiniin yetenekli E. coli NEBS5a hiicrelerine
transformasyonu

Amfisilinli LB Miller agarda gelisen kolonilerden 10 tane secilerek ayni sirayla
numaralandirilmis transformantlar LB miller sivi besiyerinde gelistirilerek stok kiiltiir
hazirlanmis ve plazmid izolasyonlar1 yapilarak kontrol edilmistir. Segilen E.coli NEB5a
pUC57-AnAMY transformant hiicrelerinden 5 tanesinden plazmit izolasyonu yapilmis ve
plazmitler XZol ve Nofl restriksiyon enzimleriyle kesilerek dogrulanmistir. Restriksiyon
enzmileriyle kesimleme sonucu beklenen fragmentler 2717 bg ve 1447 bg olup agaroz
jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.2.). Agaroz jel sonucuna gore dogrulanan plazmitlerden
#1 nolu plazmit secilerek calismalara devam edilmistir.
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M #1 #1 #2 #2 #3 #3 #4 #4 #5 #5
UC C UC C UC C UuUC C UC C

5000 bg
3000 bg

1500 bg

Sekil 4. 2. pUC57-AnAMY plazmitlerinin XAol ve Notl restriksiyon enzimleri ile kesimi.
M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD), sirasiyla 1,
2, 3, 4 ve 5 nolu plazmitlerin enzimlerle kesilmemis ve enzimlerle kesilmis halleri
yiliklenmistir.

4.2. pSNTS5a vektoriinin ve AnAMY genine ait DNA parcasimin jelden
ekstraksiyonu

pSNT5a ve pUC57-AnAMY plazmitleri daha 6nce E. coli NEB5a hiicrelerine
transforme edilmis -80°C stokta bulunan hiicrelerden izole edilmistir. Her iki plazmitte
Xhol ve Notl klonlama enzimleri ile kesilmistir (Sekil 4.3.). Kesim sonucu reaksiyon
karisimi agaroz jele yiliklenmistir. pUC57-AnAMY plazmidi kesildiginde 2717 bg ve
1447 be olmak tizere iki farkli fragment elde edilmis ve a-amilaz enzimini kodlayan DNA
bolgesini elde etmek igin 1447 bg biiyiikliigiindeki (AnAMY) bant jelden kesilerek
izolasyonu yapilmistir. Ayn1 sekilde pSNTSa plazmidi Xhol ve Nofl enzimleriyle
kesildiginde 3605 bg biiyiikliigiindeki par¢a jelden kesilerek izole edilmis ve ligasyona
hazir pSNT5a vektorii elde edilmistir.

pUC57-AnAMY
C

Sekil 4. 3. Vektor ve insert parcalarinin agaroz jelden kesilmesi M: GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD), pUC57-AnAMY ve pSNT5a
plazmitlerinin uncut ve cut halleri sirasiyla jele yliklenmistir.
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4.3. pSNTSa-AnAMY ekspresyon vektoriiniin olusturulmasi ve restriksiyon analizi
ile dogrulanmasi

Jelden ekstraksiyonu yapilan ve konsantrasyonlar: dlgiilen pSNTSa vektorii ve
Aspergillus niger o-amilaz enzimini kodlayan gen bdlgesinin ligasyonu yapilmistir.
Olusturulan ekspresyon vektorii E. coli NEBSa hiicrelerine transforme edilmis ve
transformant hiicrelerin secilimi zeosinli LB Lenox agar plakalarda gerceklestirilmistir.
Beklendigi tizere, blinyesinde pSNT5a-AnAMY ekspresyon kasedini bulundurmayan bos
konake1 E. coli NEBS5a hiicreleri gelismemis ve pSNTSa-AnAMY plazmidini biinyesinde
bulunduran E. coli NEB5a hiicreleri antibiyotikli secilim ortaminda gelismistir (Sekil
44.).

N

Sekil 4. 4. pSNT5a-AnAMY ekspreyon vektoriiniin yetenekli £. coli NEB5a
hiicrelerine transformasyonu sonucu zeosinli plakalarda gelisen koloniler.

Zeosinli LB Lenox agarda gelisen kolonilerden toplam 10 tane secilmis, ayni
sirayla numaralandirilmis ve stok kiiltiir hazirlanmistir. Transformant hiicrelerden
plazmid izolasyonu yapilarak c¢ogaltilan plazmidleri dogrulamak amaciyla oncelikle
Xhol-Notl klonlama restriksiyon enzimleriyle kesim reaksiyonu kurulmustur (Sekil 4.5.).
Restriksiyon kesimi sonucu 3605 bg ve 1453 be¢ fragmentleri beklenmekte olup agaroz
jelde kontrol edilmis ve plazmitlerden 4 ve 10 numarali plazmit hari¢ geri kalan 8 tane
plazmit dogrulanmustir.
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5000 b/
e e ) e
3000 bg -

5000 bg
T
3000 bg -

1500 bg ~

Sekil 4.5. pSNT50-AnAMY ekspresyon vektoriiniin Xhol ve Nofl restriksiyon
enzimleriyle dogrulanmasi. M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, MA, ABD). Plazmitler numara sirasina gore uncut ve cut sekilde yiiklenmistir.

Dogrulanan plazmitlerden 7 numarali plazmit seg¢ilmis ve plazmidi farkl
bolgelerden kesen BsiWl, Adel, Eco321, Hindlll-Scal enzimleri ile tekrar kesim
reaksiyonu kurulmustur (Sekil 4.6.). Bu enzimlerle kesim sonucu beklenen fragmentler
su sekildedir: BsiW1: 5055 bg, Adel: 3895 bg- 1160 bg, Eco321: 3327 beg- 1728 be, Hindll1-
Scal: 3756 bg- 1299 be

Sekil 4. 6. pSNT5a-AnAMY ekspresyon vektoriiniin BsiWl1, Adel, Eco321, Hindl11-Scal
enzimleriyle dogrulanmasi M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, MA, ABD).

Restriksiyon analizi sonucu beklenen fragmentler agaroz jelde goriintiilenmis ve 7 nolu
plazmit dogrulanarak Pichia hiirelerine transformasyon islemine gecilmistir.
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4.4. pSNT50-AnAMY ekspresyon vektoriiniin lineer hale getirilmesi ve P. pastoris
MK115-PDI susuna transformasyonu

pSNT5a-AnAMY ekspresyon vektoriiniin MK 115-PDI susuna transforme
edilmesi i¢in vektori tek bir noktadan kesen BsiW1 enzimi ile kesilerek lineer hale
getirlmis ve agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.7.).

5000 bg

Sekil 4.7. BsiWI1 restriksiyon enzimiyle lineer edilen pSNTS5a-AnAMY ekspresyon
vektoriiniin agaroz jel goriintiisit M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, MA, ABD).

Lineer hale geldigi goriilen ekspresyon vektorii kompotent P. pastoris MK115-
PDI hiicrelerine elektroporasyon yontemiyle transforme edilmistir. Transformasyondan
sonra farkli konsantrasyonlarda zeosin (100 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL) iceren
YPD plakalara ekim yapilarak gelisime birakilmistir (Sekil 4.8.). Sadece 100 ug/mL
zeosin i¢eren plakada koloni gelisimi gézlenmis ve 10 tane klon secilerek ve teke diisiirme
cizimleri yapildiktan sonra rekombinant protein ekspresyonu ¢alismalarina gegilmistir.

Sekil 4. 8. Lineer edilen pSNT5a-AnAMY ekspresyon vektoriiniin P. pastoris MK115-
PDI hiicrelerine transfromasyonu.
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4.5. Engelli Erlenmayer Olceginde a-Amilaz Uretimi

Teke diisiirme ¢izimi yapilan 10 farkli klon ile engelli erlenmayer dlgeginde
rekombinant protein liretimi yapilarak o-amilaz enzimi iireten klon tespit edilmistir.
Klonlar YPD siv1 besiyerinde gelistirildikten sonra BMGY (pH 6.0) besiyerine alinmis
ODeoo absorbans degerleri 12-13 olana kadar gelistirilmis, ardindan BMEY (pH 6.0)
besiyerine transfer edilerek 96 saat boyunca protein iiretimi P. pastoris hiicrelerinin
normal gelisim sartlar1 olan pH 6.0, 28 °C sicaklik ve 225 rpm karistirma hizinda
calkalamali inkiibatorde yapilmistir (Sekil 4.9.). Uretimin 72 ve 96. saatlerinde alinan
orneklerden elde edilen siipernatanlar SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 4.10.).

# #10

72h 96h 72h96h 72h 96h 72h 96h 72h 96h

Sekil 4. 10. a-amilaz enzimi liretimi i¢in klonlarin taranmast

Sekil 4.10°da goriildiigii gibi 10 farkli klon taranmis, 7 ve 9 nolu klonlar disinda
biitiin klonlarda a-amilaz enziminin tiretildigi 58 kDa biiyiikliigiindeki protein bandinin
SDS-PAGE jelinde tespit edilmesiyle belirlenmistir. a-amilaz genini igermeyen MK115-
PDI susu negatif kontrol olarak kullanilmig ve 58 kDa biiyiikliiglindeki protein bandi
MK115-PDI susuna ait sliperanatan drneginde tespit edilmemistir.

4.6. Lugol cozeltisi ile klonlarin a-amilaz iiretiminin kontrolii

Uretime alman 10 klonun ayrica ME agar+nisasta plakalarina ekimi yapilarak
gelisime birakilmis ve 2 giin sonunda lugol ¢ozeltisi eklenerek o-amilaz enzimi {ireten
klonlar dogrulanmistir (Sekil 4.11.). Lugol ¢ozeltisi eklendiginde etrafinda seffaf zon
olusturan klonlarin a-amilaz enzimi trettigi bilinmektedir. Elde edilen sonuglar SDS-
PAGE sonuglariyla birbirini dogrulamaktadir. Sekil 4.11°de goriildiigii gibi 7 ve 9 nolu
klonlarin etrafinda zon olusumu gézlemlenmemis, diger biitiin klonlarda zon olugsmustur.
a-amilaz genini igermeyen MKI115-PDI susu negatif kontrol olark kullanilmis ve
etrafinda zon olusumu tespit edilmemistir.
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Sekil 4. 11. a-amilaz ekspresyonunun (a) etanol ilaveli plakalara ekilmesi (b) lugol
¢ozeltisi ile ME+nisasta agar plakalarda tespit edilmesi.

En iyi protein iiretiminin yapildig1 pH ve sicaklig1 belirlemek i¢cin SDS-PAGE ve
lugol testi sonuglarina gére 2 numarali klon optimizasyon c¢aligsmalari i¢in se¢ilmistir.

4.7. a-amilaz uretim kosullarinin optimizasyonu

o-amilaz enzimini {irettigi tespit edilen 2 numarali klon ile 6ncelikle 3, 4, 5, 6 ve
7 pH’larinda 28 °C sicaklikta protein iiretimi yapilmistir. Negatif kontrol olarak
kullanilmak iizere liretim yapilan biitiin pH’larda MK115-PDI susuda gelistirilmistir.
Uretimler 120 saat siirmiis ve iiretim boyunca her 24 saatte bir 6rnek alinmus, santrfifiij
edilerek siipernatanlar toplanmis ve Ornekler SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil
4.12.). SDS-PAGE jel goriintiileri incelendiginde a-amilaz enziminin pH 6.0 ve pH 7.0
kosullarinda ¢ok iyi tiretildigi ancak asidik pH’larda (3, 4 ve 5) enzim {iretiminin olmadig1
tespit edilmistir.

120h  96h 72h 4sh M MK115-PDI 120 96 72 as) K: h 9h  120h

Sekil 4. 12. P. pastoris #2 klonunun farkli pH’larda (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0) a-amilaz
enzimi iretimi. M: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific, ABD). MK115-PDI: Negatif kontrol. Her bir pH i¢in sirasiyla; 48, 72, 96 ve
120. saat 6rnekleri SDS-PAGE jeline yiiklenmistir.
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SDS-PAGE analizi ve oa-amilaz enzim aktivitesi sonuglar1t birlikte
degerlendirildiginde; farkli sicaklik denemeleri pH 6 ve pH 7 kosullarinda iiretim
yapilarak optimize edilmistir. o-amilaz enziminin optimum iiretim sicakligini tespit
etmek amaciyla iiretim pH’lar1 6 ve 7’°de sabit tutularak 20 "C, 24 °C ve 28 °C sicaklik
kosullarinda protein ekspresyonu yapilmistir. Uretimler 120 saat sonunda tamamlanmis
ve alian 6rnekler SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 4.13.).

MKISPDl g 2°C 20C 20°C 0T aC MC WC WO BC M MKUSPDI 20°C 20C 20°C 20°C  28°C 24°C  24°C 28°C  28°C 28°C 28°C 28°C
120h 48h 7 96h 120h  4gn  72n 96h 120h  48h \ 120b 4sh 72h 96h  120h  48h T2 96h  120h  48h  72h 96h  120h

re

-

70 kDa ;: 70kDa bw o — -~
55kDa “...."'--‘“ s5kDa | 'Wm
soa ) b | § il 35KkDa |y .' b - S
i s . y A - - 4 i g
i ,‘l!J.lj! e - Lil.i: N iujlny-o
(a) (b)

Sekil 4. 13. P, pastoris #2 klonunun (a) pH 6.0’da farkl: sicakliklarda (20°C, 24°C, 28°C)
(b) pH 7.0’de farkli sicakliklarda (20°C, 24°C, 28°C) a-amilaz enzimi iiretimi. M:
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD). MK115-
PDI: Negatif kontrol

Toplanan 6rneklerden ayrica farkli sicaklik denemeleri ve pH 6.0 ve pH 7.0
kosullarinda a-amilaz enziminin aktivitesi ve toplam protein sonuglarina bakildiginda; a-
amilaz enziminin optimum tiretim sicakliginin 24°C oldugu saptanmistir. 24°C pH 6.0’da
toplam protein 463 mg/ml, enzim aktivitesi 3349 U/ml; 24°C pH 7.0’da ise toplam protein
623 mg/ml, enzim aktivitesi 4519 U/ml oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.14.).

5000 5000 5000 5000

4500 ++#.. Toplam Protein 4500 4500 ++@ .« Toplam Protein 4500

4000 === Enzim Aktivitesi 4000 4000 e Enzim Aktivitesi 4000

3500 3500 3500 3500
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E 2500 2500 = E 2500 2500 =
£ g £ g
8 2000 2000 3 g 2000 2000 5
° k o &
2 g
& 1500 1500 & & 1500 1500 &
g E g E
o 1000 1000 B 3 1000 1000 H
° i e &

L 500 il I % 500

0 0 0 0
20°C 24°C 28°C 20°C 24°C 28°C
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)
(@) (b)

Sekil 4. 14. P. pastoris #2 klonunun a) pH 6.0’da farkli sicakliklarda (20°C, 24°C, 28°C)
b) pH 7.0’de farkli sicakliklarda (20°C, 24°C, 28°C) toplam protein ve a-amilaz enzim
aktivitesi.
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Erlenmayer olgeginde farkli sicaklik ve farkli pH’lar altinda enzim iiretimi
yapilarak optimum iiretim kosullar1 belirlenmistir. Yapilan biitiin analizlere gore P.
pastoris MK115-PDI susunda SNT5 promotoru kontroliinde rekombinant a-amilaz
enziminin en iyi tiretim kosullariin pH 7.0 ve 24°C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15.).
Elde edilen bu verilerle biyoreaktorde iiretim yapilmasi planlanmis dolayisiyla tiretimler
tamamlandiktan sonra kiiltiiriin pH’s1 yeniden 6l¢iilmiis ve liretim sonunda kiiltiirlerin
pH’sinin bir derece diistiigii tespit edilmistir. Bu sebeple biyoreaktorde iiretim igin
optimum pH 6 sicaklik ise 24°C olarak sec¢ilmistir.

M
p—
-~
—

70kDa
55kDa e
1

35 kDa

Sekil 4. 15. P, pastoris #2 klonunun 24°C sicaklik ve farkli pH’larda (3.0, 4.0, 5.0, 6.0
ve 7.0) a-amilaz enzimi tiretiminin SDS-PAGE goriintiisii.

4.8. a-Amilaz enziminin EndoHf ile deglikozilasyonu

SDS-PAGE analizi sonucu elde edilen jel goriintiilerinde rekombinant a-amilaz
enzimine ait bantlara ek olarak c¢ogul bantlar oldugu gdzlenmistir. Bunun nedeninin
proteinin glikozilasyona ugramasi ve P pastoris mayast tarafindan hiicre disina
salgilanmas1 sonucunda olabilecegi diisliniilmiistiir. Glikozilasyonun tespiti ve glikolize
olmayan rekombinant proteinin molekiil agirliginin dogrulanmasi i¢in dnce protein
denatiire edilip ardindan EndoHf enzimi ile muamele edilmis ve SDS-PAGE analizi ile
tekrar goriintiilenmistir (Sekil 4.16.). SDS-PAGE analizi degerlendirildiginde proteinin
bant biiyiikliigiinde bir degisiklik goriilmemis, dolayisiyla proteinin glikolizasyona
ugramadigi tespit edilmistir.

Sekil 4. 16 o-Amilaz enziminin EndoHf ile deglikozilasyonunun SDS-PAGE goriintiisii.
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4.9. Biyoreaktorde a-amilaz enzimi iiretimi

Biyoreaktorde a-amilaz enziminin biiyiik 6l¢ekte iiretilebilmesi i¢in besiyeri ve
fermantasyon kosullar1 Pichia Fermentation Process Guidelines’a uygun olarak
gerceklestirilmistir. Fermantasyon calismalari, engelli erlen iiretiminde en i1yi oldugu
belirlenen klon ile iki hazneli 5 L Biostat B (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Almanya)
biyoreaktoriinde kesikli ve yar1 kesikli (besleme) olmak iizere iki asamada
gerceklestirilmistir (Sekil 4.17.).

Sekil 4. 17. Calismadaki fermantasyonlarin gerceklestirildigi Biostat B biyoreaktorii

Rekombinant 4. niger a-amilaz enziminin {iretimi i¢in belirlenen optimum {iretim
sartlarinda (pH 6.0 ve 24 °C) 5 L 6l¢ekli biyoreaktdrde protein liretimi gergeklestirilmistir.
iki asamali fermantasyon stratejisi uygulanmistir. Birinci asama kesikli faz olup bu
asamada 24 saatlik gelisim sonunda yas hiicre agirligi (Wet Cell Weight, WCW) 106
g/L’ye ulagsmistir (Sekil 4.18.). Fermantasyonun 2. agsamasi olan yari-kesikli faz 107 saatte
tamamlanmis ve bu asamada WCW degeri 490 g/L olarak hesaplanmuistir.

600
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100

Yas Hiicre Agirhg (g/L)

FBO FB12 FB31 FB39 FB58 FB65 FB83 FB8 FB107

Zaman(Saat)

Sekil 4. 18. Iki asamali fermantasyon boyunca hiicre gelisimi
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Fermantasyon boyunca farkli zamanlarda alinan 6rneklerde toplam protein ve
enzim aktivitesi 6l¢iimleri (Sekil 4.19.) ve SDS-PAGE analizi (Sekil 4.20.) yapilmstir.
107 saatlik fermantasyon sonunda en yiiksek sonuglar 65. saatte bulunmustur. En yiiksek
toplam protein 2223 mg/L ve enzim aktivitesi 44062 U/mL olarak tespit edilmistir. SDS-
PAGE jeli incelendiginde ise 58 kDa biiyiikliigiindeki protein bantlarinin fermantasyon
boyunca arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4. 19. 5L’lik biyoreaktdrde SNTS promotoru kontrolii altinda yapilan rekombinant
a-amilaz ekspresyonunun enzim aktivitesi ve toplam protein miktari

FBO M FB12 FB31 FB39 FB58 FB65 FB83 FB89 FB10

Sekil 4. 20. 5L’1ik biyoreaktérde SNTS promotoru kontrolii altinda yapilan rekombinant
a-amilaz ekspresyonunun SDS-PAGE analizi.
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4.10. Rekombinant a-amilaz enziminin biyokimyasal karakterizasyonu

Sicakligin a-amilaz aktivitesi tizerindeki etkisi 20-80 °C arasindaki sicakliklar
kullanilarak belirlenmistir. Enzim 60°C'de optimum aktivite gostermistir (Sekil 4.21.). a-
amilaz aktivitesinin 60°C'ye kadar yavas yavas ylkseldigi, daha sonra 60°C'nin
tizerindeki sicakliklarda aktivitenin keskin bir sekilde diistiigii gdzlemlenmistir. (Sekil
4.22.), a-amilaz enziminin termal stabilitesi diisiiniilerek dikkate alindiginda, 20-50°C
arasinda enzim aktivitesinde yaklasik %40'lik bir diislis oldugu goriilmektedir. 60°C'den
sonra, enzim aktivitesi yaklasik %70'lik bir azalma ile sabit kalmstir.

—— Optimum Sicaklik
—a— pH Stabilitesi
& e SicaklikStabilitesi 12 120 - 120
—e—Optimum pH
100 100
£ & — 100 100 =
. o X -7 % S &
2 80 80 .§ ;‘ - /, ~ 3
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0 0
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Sicaklik (°C)
pH

Sekil 4. 21. Sicaklik ve pH'nin a-amilaz enziminin aktivitesi ve stabilitesi lizerine
etkileri.

Optimum pH, standart test kosullar1 altinda pH 5-9 araliginda ve 50 °C'de
belirlenmistir. Enzimin optimum pH's1 7.0 olarak bulunmustur (Sekil 4.21). Asitlik
azaldikca enzim aktivitesinde ve stabilitesinde artig goriiliirken, alkali pH araliginda daha
diisiik enzim aktivitesi gozlenmistir. pH 9.0’da enzim aktivitesi tespit edilememistir.
Rekombinant a-amilaz pH 5.0-8.0 araliginda stabilitesini korurken pH 9.0’da enzimin
stabilitesini kaybettigi tespit edilmistir (Sekil 4.21).
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5. TARTISMA

a-amilaz Oonemli bir endiistriyel enzimdir. Giinden gline amilaza olan talep
endistriyel, gida, ziraat vb. alanlarda artmaktadir ve ¢esitli endiistriyel uygulamalarda
kullanimi i¢in enzimin ekonomik iiretimi esastir.

Bu tezin amaci; metilotrofik bir maya olan P. pastoris 'te gida endiistrisinde
kullanilan amilaz enziminin etanol ile indiiklenebilen sentetik bir ADH promotoru olan
SNTS5 promotoru kontroliinde ilk kez {iretilerek hiicre disina salgilatilmasidir. SNTS
promotoru heniiz ¢ok yeni bir promotor olup rekombinant protein iiretiminde yiiksek
verim i¢in umut vermektedir. Calismada iiretilmis olan amilaz enzimi i¢in gen kaynagi
olarak Aspergillus niger secilmistir. Ciinkii ticari olarak satilan Amylase AG 300L
(Novozymes, Danimarka) ve meyve suyu iiretiminde kullanilan enzimler bu
mikroorganizmalardan elde edilmektedir.

Calismada {iretilen enzimlerin ticari enzimlere muadil olabilmesi i¢in ayni gen
kaynagi se¢ilmistir. SNTS promotoru kontroliinde ticari enzimle ayn1 gen kaynagina
sahip rekombinant amilaz enziminin iiretimi i¢in endiistriyel dlgekte uygulanabilecek bir
biyoproses ilk kez bu calisma ile gelistirilmistir. Buna ek olarak iiretilen enzimin
laboratuvar Ol¢eginde arastirilmasi ve molekiiler yontemlerle rekombinant iiretiminin
gelistirilerek, endiistriyel {iretime uyarlanabilmesi i¢in temel veriler elde edilmistir.

Klonlama sonucunda olusturulan #2 numarali klon; engelli erlenmayer 6l¢eginde,
24°C, pH 6.0 (pH degeri iiretim icin en uygun olarak belirlenmistir.) ve 225 rpm
kosullarinda, 96 saat boyunca, %1 etanol ile indiiklenerek a-amilaz enzimi iiretilmistir.
#2 numarali klonun amilaz aktivitesi 3349 U/mL ve protein konsantrasyonu 463 mg/mL
olarak hesaplanmistir. #2 numarali klon, 5 L hacimli biyoreaktorde, 24°C, pH 6.0 ve
etanol ile indiiklenerek 107 saat boyunca rekombinant o-amilaz {retimi
gerceklestirilmistir. Biyoreaktdrde iiretim sonucunda, a-amilaz enzimi zamana baglh
olarak artig géstermis ve en yliksek aktivite 65. saatte 44062 U/mL olarak hesaplanmaistir.
Toplam protein miktari ise 2223 mg/L’ye ulagsmistir. Engelli erlen ile biyoreaktor tiretimi
karsilastirildiginda a-amilaz enzim aktivitesinin yaklasik 13 kat arttig1 gézlemlenmistir.

Kato ve ark., (2001) tarafindan yapilan ¢alismada fare tiikiiriiglinden a-amilaz
geni (olgun form) izole edilmistir. Bu ¢alismada amilaz enziminin rekombinant iiretimi,
P. pastoris GS115 susunda AOX1 promotorunun kontrolii altinda yapilmis, 154.7 U/mL
enzim aktivitesi ve 240 mg/L protein elde edilmistir.

Parashar ve Satyanarayana (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, B. acidicola
TSASI kaynakli rekombinant a-amilaz tiretimi i¢in hem AOX1 promotoru (Amy-AOX)
hem de AOX1 ve GAP promotorunun her ikisini de i¢eren (Amy-GAP-AOX) ekspresyon
vektorii P. pastoris X-33 susuna klonlamis ve 1 kopya olan Amy-AOX ile 3 kopya olan
Amy-GAP-AOX klonlar1 fermentor kosullarinda tiretime alinmistir. a-amilaz aktiviteleri;
Amy-AOX ile 130 U/mL (1080 U/g), Amy-GAP-AOX ile 245 U/mL (1890 U/g) olarak
saptanmuistir.
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Zeng ve ark. 2011 tarafindan yapilan ¢alismada A. niger o -amilaz enzimi P.
pastoris’te metanol ile indiiklenebilen AOX1 promotoru kontroliinde engelli erlenmayer
Olceginde 168 saat boyunca iiretilmistir. Fermantasyon sonunda 2838 U/mL enzim
aktivitesi elde edilmistir. Yapilan ¢alismada rekombinant enzimin molekiiler agirlig1 58
kDa olarak tespit edilmistir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi kosullar pH 4 ve
70°C sicaklik olarak belirlenmistir.

Bacillus licheniformis’in gen kaynagi olarak kullanildigi bagka bir ¢calismada ise,
o-amilaz geni P. pastoris’e gore kodon optimize sekilde klonlanmistir. Enzim iiretimi
AOX1 promotoru kontroliinde yapilmigtir. 5 ve 50 L’lik biyoreaktorlerde yapilan
iiretimler sonucunda sirastyla 8100 ve 11000 U/mL enzim aktivitesi elde edilmistir.
Yapilan bu ¢alisma kodon optimize gen kullanimi ile yabanil tip gene gore 2.3 kat daha
fazla enzim tretildigini gostermistir (Wang ve ark., 2015).

Wang ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada Thermomyces dupontii L18 ,
a-amilaz geni P. pastoris GS115 hiicrelerine transforme edilmis ve yapilan protein
ekspresyonu caligmasi sonunda 38.314 U/mL enzim aktivitesi elde edilmistir. SDS-
PAGE analizine gore rekombinant enzimin molekiiler agirligi 59.2 kDa olarak tespit
edilmistir. Enzim maksimum aktivitesini pH 6.5 ve 60°C sicaklikta gostermistir.

B. subtilis PY22 o -amilaz enziminin rekombinant {iretiminin P. pastoris’te
yapildig1 ¢aligmada metanol ile indiiklenebilen AOX1 promotoru kullanilmistir (Karakas
ve ark. 2010). 72 saat boyunca engelli erlenlerde yapilan ¢alisma sonunda amilaz enzim
aktivitesi 44 U/mL ve toplam protein miktar1 22 mg/mL olarak tespit edilmistir.
Rekombinant proteinin molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 60 kDa olarak belirlenmistir.
60°C sicaklik ve pH 7 altinda enzimin maksimum aktiviteye ulastig1 goriilmiistiir.

B. subtilis PY22 a -amilaz geni ile yapilan baska bir ¢alismada ise rekombinant
protein Uretimi P. pastoris GS115 susunda SNTS promotoru kontroliinde
gerceklestirilmistir (Gulld, 2020). Doksan alt1 saat boyunca engelli erlenlerde protein
tiretilmis ve aktivitesi 215 U/mL olarak hesaplanmistir. SL 6l¢ekli biyoreaktdrde yapilan
tiretim sonunda ise 90. saatte 2219 U/mL enzim aktivitesi elde edilmistir. Ayrica yapilan
SDS-PAGE analizi ile rekombinant proteinin molekiiler agirligi 70 kDa olarak tespit
edilmistir. Enzimin optimum ¢alisma kosullar1 ise 60°C sicaklik ve pH 7 olarak
belirlenmistir.

Rydberg ve ark., (1999), tarafindan, P. pastoris GS115'te insan pankreasindan
izole edilen a -amilaz enziminin ekspresyonu yapilmis ve proteinin 56 kDa biiyiikliigiinde
oldugu bulunmustur.

Incelenen calismalarda proteinin (o-amilaz enzimi) molekiiler agirligmin
genellikle 50-70 kDa arasinda degistigi gozlenmistir. Enzimin karakteristik
ozelliklerinden biri olan molekiiler agirligin, izole edildigi kaynaga ve iiretilen proteinin

glikolize yapida olma durumuna gore farklilik gésterdigi sonucuna varilmistir.

Uretilen rekombinant o-amilaz aktivitesi {izerinde sicakligm etkisi 20-80 °C
arasindaki sicakliklar kullanilarak belirlenmistir. Enzim 60°C'de optimum aktivite
gostermistir. a-amilaz aktivitesinin 60°C'ye kadar yavas yavas ylikseldigi, daha sonra
60°C'nin iizerindeki sicakliklarda aktivitenin keskin bir sekilde diistiigii gozlemlenmistir.
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20-50°C arasinda enzim aktivitesinde yaklasik %40'lik bir diisiis oldugu
goriilmektedir. 60°C'den sonra, enzim aktivitesi yaklasik 9%70'lik bir azalma ile sabit
kalmistir. Optimum pH, standart test kosullar1 altinda pH 5.0-9.0 araliginda ve 50 °C'de
belirlenmistir. Enzimin optimum pH's1 7.0 olarak bulunmustur. Asitlik azaldik¢a enzim
aktivitesinde ve stabilitesinde artis gozlenmistir. pH 9.0°da enzim aktivitesi tespit
edilememistir. Rekombinant a-amilaz pH 5.0-8.0 aralifinda stabilitesini korurken pH
9.0’da enzimin stabilitesini kaybettigi tespit edilmistir.

Liu ve Xu (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, Bacillus sp. YX1'den elde edilen
a -amilazin 6zellikleri ve enzimin satbil oldugu sicakliklar arastirilmistir. Test edilen
degerler 40 ila 50 °C arasindadir ve 60 °C'nin iizerinde aktivitede keskin bir diisiis
gozlemlendigi bildirilmistir. Enzimin optimum pH 5°de ¢alistig1 ve 1 saat boyunca pH
4.5 ile 11 arasinda tutuldugunda aktivitesinin %80'inin korundugunu anlagilmistir.

Yapilan ¢alismalarin degerlendirilmesi sonucunda, a-amilaz enziminin optimum
calisma kosullarinin genellikle 40°C-60°C ve pH 5.0-8.0 arasinda degistigi gdzlenmistir.
Fakat hem enzimin optimum kosullart hem de pH ve sicaklik stabilitesi enzimin
kaynagina gore degisiklik gostermektedir. Sicaklik ve pH gibi parametrelerinin enzimin
kullanildig1 alanlarda onemli olmasi sebebi ile a-amilazin kullaniminda; istenilen
ozelliklere sahip enzim kaynagi tercih edilmekte veya protein miithendisligi vb. teknikler
kullanilarak istenilen 6zellikte enzimler tasarlanmaktadir. Bu ¢alisma sonucu elde edilen
mikrobiyal kaynakli rekombinant a-amilaz enziminin; gida, tekstil, ilag, biyoyakit tiretimi

vb. alanlarda kullanima uygun oldugu saptanmuistir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada, A. niger a-amilaz enzimi metilotrofik bir maya olan P. pastoris'te
etanol ile indiiklenebilir SNTS promotorunun kontrolii altinda ekstraseliiler olarak
tretilmistir. Bu amagla P. pastoris’e gore kodon optimizasyonu yapilan a-amilaz geni
pSNTS5a vektoriine genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak yerlestirilmis ve
pPSNTS5a-AnAMY ekspresyon vektorii olusturulmustur. Rekombinant proteinin hiicre dis1
tiretiminin hedeflendigi bu ¢alismada, verimin arttirilabilmesi ve ¢aligmanin temel amaci
dogrultusunda yiiksek miktarda enzim iiretimine ulasilabilmek amaciyla; enzimin dogru
bir sekilde katlanarak 3 boyutlu yapisini kazanmasini ve disiilfit bagi olusumunu katalize
ederek hiicre dis1 sekresyonu arttirici etkisi oldugu daha 6nceki ¢alismalarda ispatlanmis
PDI saperonu kullanilmistir. Olusturulan ekspresyon vektorii 4 kopya PDI saperon
proteini i¢eren P. pastoris MK115-PDI susuna transforme edilmistir. Olusturulan klonun
rekombinant a-amilaz enzimi liretim kosullar1 optimize edilerek, 5L lik biyoreaktorde iki
asamal1 fermantasyon yapilmis ve 58 kDa biiyiikliiglindeki a-amilaz enziminin {iretimi
gerek yapilan SDS-PAGE analizleri gerekse toplam protein ve enzim aktivitesi 6lgiim
sonuclariyla gosterilmistir. Yapilan biitiin bu ¢alismalar sonucunda elde edilen ¢iktilar su
sekilde 6zetlenebilir:

1. Transformasyon sonucunda 10 tane klon elde edilmis ve bu klonlarin a-amilaz
iretimi P. pastoris i¢in standart iiretim kosullarina karsilik gelen, 28 °C
sicaklik ve pH 6.0'da BMEY besiyerinde gerceklestirilmistir. Ekspresyon
sonunda drnekler SDS-PAGE ile analiz edilmis ve #2 numarali klon {iretim
klonu olarak se¢ilmis ve bundan sonraki ¢aligmalarin hepsinde #2 numarali
klon kullanilmustir.

2. Sicaklik (20°C, 24°C ve 28°C) ve pH’nin (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0) a-
amilaz {retimi iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla engelli
erlenmayer Olgeginde {iretim yapilmistir. Sonuglar, maksimum enzim
aktivitesi ve protein konsantrasyonunun 24°C ve pH 6.0 kosullarinda elde
edildigini gostermistir. En yiiksek toplam protein konsantrasyonu 463 mg/mL
ve a-amilaz enzim aktivitesi 3349 U/mL olarak belirlenmistir.

3. Uretim kosullari olarak belirlenen 24°C sicaklik ve pH 6.0 kullanilarak 5L
hacimli biyoreaktdrde Olgek biiyiitiilerek iiretim yapilmistir. 107 saatlik
fermantasyon sonunda en yiiksek 65. saate 2223 mg/L protein ve 44062 U/mL
enzim aktivitesi elde edilmistir.

4. Rekombinant o-amilaz enziminin optimum aktivite sicakligi 60°C ve
optimum aktivite i¢in pH 7.0 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak; bu ¢alismanin sonuglart P. pastoris’in rekombinant 4. niger o-
amilaz iretimi i¢in ¢ok wuygun bir ekspresyon sistemi oldugunu gdstermistir.
Rekombinant a-amilaz iiretiminde P pastoris’in etanol ile indiiklenebilir SNTS
promotoru ve MKI115-PDI susunun iyi bir kombinasyon olusturdugu goriilmiistiir.
Biyoreaktorde optimum sartlar altinda iki asamali fermantasyon protokolii uygulayarak
endistriyel kullanim i¢in yliksek miktarda a-amilaz elde etmek i¢in bir bioproses
gelistirilmistir.
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8. EKLER

EK-1. DNSA yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

A Cozeltisi (pH tamponu)

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

B Cozeltisi (Substrat ¢ozeltisi)

pH tamponu ile ¢6ziilebilir nisastanin (%1
olacak sekilde) 15 dakika kaynatilmasiyla
hazirlanan ¢6zelti

C Cozeltisi (DNS bileseni)

12 g sodyum potasyum tartaratin § ml 2 M
NaOH ig¢inde c¢oziilmesiyle hazirlanan
cozelti

D Cozeltisi (DNS bileseni)

3,5-dinitrosalisilik asitle 20 ml hacimde
96 mM konsantrasyonda hazirlanan
cozelti

E Cozeltisi (DNS ¢ozeltisi)

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

F Cozeltisi (Standart grafigi i¢in)

%0.3 (a/h) saf maltoz igeren ¢ozelti

Omek Cozeltisi  (Siipernatant-
tampon ¢ozeltisi)

pH tamponu ile uygun oranda seyreltilmis
siipernatant 6rnegi
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EK-2. DNSA yonteminin agamalari ve kullanilan bilesen miktarlar

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

50°C sicaklikta 2-3 dakika tutularak ¢ozeltinin reaksiyon sicakligina
gelmesinin saglanmasi

Ornek Cozeltisi 200 pl -

pH Tamponu -- 200 pl

50°C sicaklikta 5 dakika inkiibe edilmesi

DNS Cozeltisi 200 pl 200 pl

95°C sicaklikta 15 dakika inkiibe edilmesi

Orneklerin 3 dakika buz iizerinde bekletilmesi

Sogutulan 6rneklere 1800 uL saf su ilave edilmesi

Absorbans 6l¢timii (540 nm)
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EK-3. Calismada kullanilan DNA ve protein standartlari

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use
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EK-4. DNSA yontemiyle a-amilaz aktivitesinin 6l¢timii i¢in ¢esitli konsantrasyonlardaki
maltoz ¢ozeltisiyle elde edilen standart egri grafigi.
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EK-5. DNSA yontemi ile a-amilaz aktivitesi tayini
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