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OZET

Pichia pastoris’te REKOMBINANT LAKTAZ ENZiMi URETIMi

Neslihan CEYLAN
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Mehmet INAN
Haziran 2025; 72 sayfa

Laktaz enzimi siit sekeri olarak bilinen laktozu Kkatabolik reaksiyonlar ile
pargalayarak glikoz ve galaktoz alt monomerlerine doniistiiren bir enzimdir. Diger adiyla
-galaktosidaz olarak da bilinen laktaz enzimi 6zellikle gida sanayisinde laktozsuz siit ve
siit Uirtinleri iiretmek amaciyla kullanilmaktadir. Toplumun genis bir kesiminde bulunan
laktoz intoleransi, laktozsuz tiriinlere olan talebi artirmaktadir. Diinya niifusunun yaklagik
%70’ ini etkileyen bu hassasiyet, bebeklik doneminden baglayarak yetigkin insanlarda
siskinlik, bagirsak agrisi, kusma ve ishal gibi gastrointestinal sorunlara neden olmaktadir.
Hassasiyeti bulunan kisilerde yasam konforunu 6nemli dlgiide etkiledigi i¢in giinliik
diyette gida takviyesi olarak kullanimi mevcuttur. Giintimiizde laktaz enzimi (B-
galaktosidaz), endistriyel Olgekte agirlikli olarak mikrobiyal fermantasyon ve
rekombinant DNA teknikleri kullanilarak iiretilmektedir. Bu {iretim yontemleri, yiiksek
verim, diisiik maliyet ve siirdiiriilebilirlik gibi avantajlar sunmakta olup, literatiir bilgisi
veremezsin burada bu c¢alisma kapsaminda enzimin Pichia pastoris (P. pastoris)
mayasinda etanol ile indiiklenebilen mutant ADH2 promotoru kontroliinde rekombinant
tiretimi yapilmistir.

Calisma kapsaminda, sentetik kodon optimize olarak temin edilen Aspergillus
oryzae (A. oryzae) laktaz geni sentetik SNT5 promotoru altina klonlanmis ve olusturulan
pSNTS5a-Lac ekspresyon vektoriiniin P. pastoris MK115(PDl)susuna transforme
edilmistir. Transformasyon sonrasinda elde edilen P. pastoris MK115(PDI)#1 ve #2
klonlar1 ile engelli erlenmayerde iiretim ile sicaklik (20-24-28°C) ve pH (3.0-7.0)
optimizasyonu yapilmigtir. Laktaz enzim tiretimi i¢in optimum pH ve sicaklik degeri pH
6 ve 28 °C olarak belirlenmistir. Erlenmayer 6lgekli iiretimler sonucunda segilen P.
pastoris MK 115(PDI) #1 klonu kullanilarak pH 6.0 ve 28°C kosullarinda hiicre disina
sekresyon seklinde yapilan iiretimlerde en yiiksek enzim aktivitesi 6,800,000 U/mL, en
yiiksek toplam protein miktar1 512 mg/L olarak tespit edilmistir.

Erlenmayer kosullarinda belirlenen optimum sicaklik ve pH degerlerinde, FM22
besiyeri kullanilarak biyoreaktor dlceginde enzim iiretimi geceklestirilmistir. Yaklagik 95
saat siiren fermantasyon sonucunda siipernatant 6rneklerinde enzim aktivite degerleri ve
toplam protein miktar1 sirasiyla 18,400,000 U/mL ve 3177 mg/L seklinde tespit
edilmistir.

Calisma sonucunda A. oryzae laktaz enziminin etanol ile indiiklenebilen SNT5
promotoru altinda P. pastoris MK115(PDI) susunda iiretimi yapilmis ve endiistriyel
boyutta laktaz iiretimi i¢in biyoproses verileri elde edilmistir.
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ABSTRACT
RECOMBINANT LACTASE ENZYME PRODUCTION IN Pichia pastoris
Neslihan CEYLAN
MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet INAN

June 2025; 72 pages

Lactase enzyme is a biocatalyst that breaks down lactose, commonly known as
milk sugar, through catabolic reactions into its submonomers glucose and galactose. Also
known as B-galactosidase, the lactase enzyme is especially utilized in the food industry
to produce lactose-free milk and dairy products. The widespread prevalence of lactose
intolerance among the population has significantly increased the demand for lactose-free
products. This sensitivity, which affects approximately 70% of the global population, can
lead to gastrointestinal problems such as bloating, intestinal pain, vomiting, and diarrhea
in adults, starting from infancy. Due to its considerable impact on quality of life, the
enzyme is also used as a nutritional supplement in daily diets for sensitive individuals.
Today, lactase (B-galactosidase) is predominantly produced on an industrial scale using
microbial fermentation and recombinant DNA techniques. These production methods
offer advantages such as high yield, low cost, and sustainability. In this study, the enzyme
was recombinantly produced in Pichia pastoris (P. pastoris) yeast under the control of an
ethanol-inducible mutant ADH2 promoter.

As part of the study, a synthetic codon-optimized lactase gene from Aspergillus
oryzae (A. oryzae) was cloned under a synthetic SNT5 promoter, and the resulting
pSNTSa-Lac expression vector was transformed into a P. pastoris MK115 (PDI) strain.
Following transformation, P. pastoris MK115 (PDI) #1 and #2 clones were used for
production in baffled flasks, during which temperature (20-24-28°C) and pH (3.0-7.0)
optimization studies were conducted. The optimum conditions for lactase enzyme
production were determined to be pH 6 and 28°C. Using these parameters, shake-flask
scale production with the selected P. pastoris MK115 (PDI) #1 clone led to extracellular
secretion of the enzyme, achieving a maximum enzyme activity of 6,800,000 U/mL and
a maximum total protein concentration of 512 mg/L.

Subsequently, enzyme production was scaled up to a bioreactor under the same
optimized temperature and pH conditions using FM22 medium. After approximately 95
hours of fermentation, the enzyme activity and total protein concentration in the
supernatant samples were determined as 18,400,000 U/mL and 3177 mg/L, respectively.

As a result of the study, A. oryzae lactase enzyme was successfully produced in
the P. pastoris MK115 (PDI) strain under the control of the ethanol-inducible SNT5
promoter, and bioprocess data were obtained for industrial-scale lactase production.

KEYWORDS: A. oryzae Lactase, Pichia pastoris, Recombinant protein, ethanol
induction, SNT5 promoter, bioprocess optimization.
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ONSOZ

Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji alan1 Diinya’da son zamanlarda trend olan
bilim alanlarindandir.

Bana biyoteknoloji alaninda ¢alisma imkani sunan; tez konumu secerken ¢ok
yardimci olan, higbir zaman benden destegini esirgemeyen, laboratuvar imkanlari,
ekipmanlart ve cihaz konusunda hig¢ sikint1 yasamadan tim imkana sahip oldugum bir
ortam saglayan hocam Prof. Dr. Mehmet INAN’a cok tesekkiir ederim. Tiim bilgilerini
benimle paylagsmistir. Bana ¢ok yardimer olmustur.

Jiiri iiyelerim Dog¢. Dr. Aysun OZCELIK ve Dr. Ogr. Uyesi Fatma ERSOZ’e
sonsuz tesekkiirlerimizi sunuyorum.

HPLC analizlerinde bize yardimci olan Siikriye Niliifer, Selda Oflaz ve Gida
Giivenligi ve Tarimsal Aragtirmalar Merkezi’ne tesekkiir ederim.

Projesinde bursiyer olarak yer aldigim ve bana verdigi destekten dolayr Tiirkiye
Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu’na tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
kDa : Kilo Dalton

rpm  : Devir/dakika

S : Saniye
g : Gram
L . Litre
: Unite
\% > Volt
v : Mikro
dk : Dakika
M : Molar
xXg : Santrifiij Kuvveti
ms : Milisaniye
Kisaltmalar
be : Baz ¢ifti
BSA : S1g1r serum albiimin
BMGY : Tamponlanmis kompleks gliserol besiyeri
BMEY : Tamponlanmis kompleks etanol besiyeri
(6[0) : Coziinmiis oksijen
DNA : Deoksiriboniikleik asit
gDNA : Genomik DNA
DTT : Dithiothreitol
EtOH : Etanol
GAP - Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz



LB
LiAc
NFW
oD
SDS
PAGE
PDI
TAE
TGS
WCW
YNB

YPD

. Luria-Bertani

: Lityum asetat

: Niikleaz arindirilmis su

: Optik yogunluk

: Sodyum dodesil stilfat

: Poliakrilamid jel elektroforezi
: Protein disiilfid izomeraz
: Tris asetat EDTA

: Tris-Glisin-EDTA

: Yas hiicre agirlig

: Maya azot kaynagi

: Maya pepton dekstroz
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GIRIS N. CEYLAN

1. GIRIS

DNA’nin 1953 yilinda kesfi ve nasil islendiginin ¢dziilmesiyle molekiiler biyoloji
alaninda yeni bir kap1 agilmistir. Bu kesif, rekombinant DNA teknolojisinin gelismesine
onciiliik etmis olup birgok enzimin rekombinant olarak tiretimi miimkiin kilinmigtir
(Khan vd., 2016). Rekombinant olarak iiretilen enzimlerin daha ucuz ve saf sekilde elde
edilmesi nedeniyle son yillarda gida sanayisinde rekombinant olarak enzimlerin
kullanilmas1 popiiler hale gelmistir.

Siit, insanlarin en 6nemli besin kaynaklarindan biridir. Ilk gidamiz olan anne
stitiinden itibaren hayatimizin her déoneminde siit ve siit iiriinlerinin ana besin kaynagi
olarak tiiketildigi bilinmektedir. Insanoglu yaklasik 8000 yildir siitii beslenmede
kullanms, 6zellikle sigir, manda, koyun ve kegci siitii olmak iizere birkag tiiriin siitiinlin
insan gidasi olarak iglenmesi etrafinda biiylik bir endiistri gelismistir. Siit, yaklagik 1400
cesit peynir de dahil olmak iizere ¢ok cesitli farkli irtinlerin tiretildigi bir hammaddedir
(Fox, 2008). Siit ve siit tiriinlerinde bulunan ana seker laktozdur. Bazi kisilerde laktoz
sekeri tiiketime bagli olarak rahatsizliklar olusabilmektedir. Laktaz enzimi, laktozu
pargalayarak onu olusturan glikoz ve galaktoz monomerlerine ayristiran bir enzim olup
gida sanayisinde laktaz enzimi laktozun pargalanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Gida
sanayisinde c¢okc¢a kullanilmasi nedeniyle rekombinant olarak iretilmesi 6nem
kazanmustr.

Laktoz hassasiyeti, diinya niifusunun yaklasik %70'ini etkileyen bir problemdir.
Laktoz enzimi aktivitesi bebeklik doneminde Yyiiksekken, yas ilerledik¢e azalabilir; bu
durum sonradan geligen laktoz intoleransina yol acabilecegi gibi bireylerde dogustan
laktoz hassasiyeti de bulunabilir. Laktoz intoleransi olan kisiler, laktoz igermeyen veya
eser miktarda laktoz igeren siit ve siit Girlinleri tiikketmeyi tercih etmektedir. Bu sebeplerle
gida ve ilag sanayisinde laktoz intoleransi olan bireylerin tedavisine 6nciiliik eden iiriinler
gelistirilmesi hedeflenmektedir.

Laktaz enzimi gida sanayiSinde laktoz intoleransi olan bireylerin tiiketimine
yonelik {irlin iretmenin haricinde peynir alt1 sularinin geri doniistimde kullanilmasina
onciiliik ederek ¢evreye atilmasini dnlemektedir. Dondurma gibi siit lirlinlerinde laktozun
parcalanmasi ile kivam artirilmasi; galaktozun laktozdan daha tath olmasi nedeniyle
laktozun parcalanmasi ile {iriinlerin tatlandirilmasi igin kullanilmaktadir. ilag sektoriinde
laktaz enzimi gida takviyesi olarak tiiketicilere sunulmaktadir. Laktoz hassasiyeti yagayan
insanlarin hayat konforunu artirmak igin ¢esitli tirtinler sunulmakta olup tablet seklinde
hazirlanan formlar1 ile kolay kullanim olanagi saglamaktadir.

Bu kadar genis kullanim alanm1 bulan laktaz enziminin rekombinant {iretiminde
farkli organizmalar ekspresyon sistemi olarak kullanilmaktadir. Bu organizmalardan
birisi de bu ¢aligmada kullanilan P. pastoris mayasidir. P. pastoris biyoteknolojide ¢cok
stk kullanilan metilotrofik bir maya olup, memeli hiicrelerine gore daha kolay genetik
olarak manipiile edilmesi ve kiltlirliniin yapilmasi, yiiksek hiicre yogunluklarina
cikabilmesi ve post-translasyonel modifikasyonlar1 yapabilmesi gibi avantajlarindan
dolay1 genellikle tercih edilmektedir.

Bu tez kapsaminda A. oryzae gen kaynakli laktaz enzimi pUCS57 vektdrii tizerinde
liyofilize olarak temin edilmistir. Ekspresyonu igin etanol ile indiiklenebilen mutant SNT5
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promotoru kullanilmistir. Ligasyon sonucu olusturulan pSNT5ZaLac vektori lineer hale
getirilerek P. pastoris MK115 (PDI) susuna transforme edilmistir. Segilen klonlarla
erlenmayer diizeyinde liretim yapilarak laktaz enzimi tireten klonlar tespit edilmistir SDS-
PAGE analizi ile laktaz enzim tiretimi dogrulanmistir. Engelli erlenmayer 6lgeginde
laktaz tiretimi ve iiretim kosullarmin optimizasyonu yapilarak SL’lik biyoreaktorde
yiiksek hacimde tiretim gergeklestirilmistir. Laktaz enziminin karakterizasyonu yapilarak
enzimin en iyi aktivite gosterdigi optimum pH ve sicaklik degeri belirlenmis ayrica pH
ve sicaklik stabiliteleri saptanmistir. Laktaz enziminin laktozu parcaladigi ve glikoz ve
galaktoz olusturdugu HPLC analizi ile gosterilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Laktaz (p-galaktosidaz) Enzimi

Laktoz siitteki ana seker olup glikoz ve galaktozdan olusur (Misselwitz vd.,
2019). Laktoz, sulu ¢ozeltide dengelenmis olan alfa (o) ve beta (B) olmak iizere iki
izomerik formda bulunur. Laktoz, f formuna 6zel bir tercihi olan laktaz enzimi tarafindan
hidrolize edilir (Schaafsma, 2008). Laktaz enzimi diger adiyla p-galaktosidaz
(EC.3.2.1.23) siitiin igerisinde bulunan bir disakkarit ve ana karbonhidrat olan laktozu
enerji kaynagi olarak kullanilmak iizere kendini olusturan monosakkaritlere (galaktoz ve
glikoza) pargalamak i¢in bagirsak sisteminde hidrolizini katalizleyen bir enzimdir (Sekil
2.1.) (Kuchay, 2020). Laktaz enzimi, laktozun aktif bolgesinde bulunan galaktozid
baglarin1 hedef alarak, su molekiilii (H20) yardimiyla laktozun parcalanmasini saglar.
Kimyasal reaksiyon su sekilde ifade edilir:

Ci2H22011 (Laktoz) + H:O — CsH120s (Glikoz) + CsH1206 (Galaktoz) (Swallow, 2003a).

CH,OH CH,OH

OH O 0 OH
OH O oH
OH OH
Lactose

B-Galactosidase |+ H,0

CH,OH CH,0OH
OH O OH O OH
OH - OH
HO
OH OH
Galactose Glucose

Sekil 2. 1. Disakkarit laktozun monosakkarit birimleri olan galaktoz ve glikoza katabolik
dontigimii (William S. Klug vd., 2018)

Yapisal olarak bir protein enzimi olan laktaz, amino asit zincirlerinden olusur ve
molekiiler kiitlesi organizmaya bagli olarak degisiklik gostermekle beraber yaklagik 160-
220 kDa araliginda oldugu bilinmektedir. Saglikli insanlarda laktaz aktivitesi yasami
boyunca devam eder, laktazi sindirmede sikinti yasamazlar. Laktaz aktivitesi devam
etmeyen insanlarda ise laktoz hassasiyeti olusur (Swallow, 2003b).
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Sekil 2. 2. B -galaktosidaz yapis1 (Berman vd., 2000; RCSB Protein Data Bank, 2025).

Gilinlimiizde laktaz enzimi (B-galaktosidaz), endiistriyel Ol¢ekte agirlikli olarak
mikrobiyal fermantasyon ve rekombinant DNA teknolojileri kullanilarak tiretilmektedir.
Bu iiretim yontemleri, yiiksek verim, diisiik maliyet ve siirdiiriilebilirlik gibi avantajlar
sunmaktadir (Zuhri & Wilda, 2024).

Rekombinant ~ olarak  firetilirken  laktaz =~ enzimi (B-galaktosidaz)
mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvan dokular1 dahil olmak iizere cok c¢esitli
organizmalardan elde edilebilir. Hayvan ve bitki kaynaklariyla karsilastirildiginda,
mikroorganizmalar bu enzimi daha yiiksek verimlerde {iretir.

Laktaz enzimi (B-galaktosidaz) mayalar, mantarlar, bakteriler ve aktinomisetler
dahil olmak iizere gesitli mikroorganizmalarda goriiliir (Rosenberg, 2006). Laktaz enzimi
genellikle maya ve kiifler kullanilarak iiretilmektedir. Bu amacla kullanilan en 6nemli
mikroorganizmalar, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Aspergillus niger
ve Aspergillus oryzae’dir (Harsa vd., 2008). Sekil 2.2°de P -galaktosidazin yapis1 RCSB
Protein Data Bank’tan alinarak gosterilmistir.
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2.2. Aspergillus oryzae Laktaz (B-galaktosidaz) geni

Laktaz enzimi i¢in A. oryzae (NCBI gen erisim no: CAW30743.1) gen kaynagi
olarak kullanilmistir. Laktaz enziminin yaklasik molekiiler agirligi 110 kDa civarindadir.
Aspergillus oryzae Laktaz geni toplam 1005 aminoasitten olusmaktadir ve 2974 bg
biytikligiindedir.

Laktaz enziminin rekombinant {iretiminde P. pastoris ekspresyon sisteminde
farkli gen kaynaklar1 ve gesitli promotorlar kullanilarak yapilan ¢alismalar literatiirde
mevcuttur. Bu caligmalar Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2. 1. Laktaz enziminin P. pastoris’te rekombinant olarak iiretimine yoOnelik
calismalar

Gen Kaynagi Kullamilan  P. Pastoris’te Enzim Referans
Promotor  Kullanilan Aktivitesi
Sus Miktan
Aspergillus oryzae  GAP SMD1168H 4239 U/mL (Zhao vd., 2014)
Pyrococcus GAP X33 271 U/mL (Livd., 2013)
furiosus
Lactobacillus AOX1 GS115 2452 U/mL  (Nie vd., 2013)
crispatus B470
Bifidobacterium AOX1 X33 170.74U/mg (Jung & Lee,
infantis HL 96 2008)
Planococcus sp-L4  AOX1 KM71H ve 3.7U/mL (Mahdian  vd.,
GS115 2016)
Aspergillus oryzae  AOX1 GS115 4528 U/mL (Miao vd., 2024)
Aspergillus oryzae  AOX1, GS115 1434 U/mL (Sunvd., 2017a)
SDH ve
TEF1
Aspergillus oryzae  AOX1 X33 185.52 U/mg  (Shi vd., 2022)

2.3. Laktoz intolerans:

Diinya niifusunun biiyiik bir ¢ogunlugunda, ¢ocukluk déneminden sonra ince
bagirsakta laktaz enzimi aktivitesinin %75 ila %100 oraninda azaldigi bildirilmektedir
(Harju vd., 2012). Laktaz aktivitesini kaybettigi bilinen bireylerde laktoz intoleransi
olusabilmektedir. Laktoz intoleransi, gastrointestinal semptomlara ve etkilenen
bireylerde siit iiriinlerinden kaginmaya neden olan yaygin bir saglik sorunudur. Laktoz,
insan viicudunda, ince bagirsagin epitel hiicrelerinin firgams1 kenarinda bulunan laktaz
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enzimi (B-galaktosidaz) tarafindan metabolize edilir. Laktozun ince bagirsakta yetersiz
emilimi ve fermantasyonu, laktaz enzimi (B-galaktosidaz) eksikliginden kaynaklanir ve
siskinlik, bagirsak agrisi, kusma ve ishal gibi gastrointestinal sorunlara neden olur (Deng
vd., 2015). Laktaz enzimi takviyeleri, bu rahatsizligin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (McClafferty, 2017).

Laktoz intoleransi, diinya niifusunun yaklasik %70’ini etkilemis olup, bu
bireylerin yaklasik %90’1n1 Asya kokenli kisiler olusturmustur (Oak & Jha, 2019). Laktoz
intoleransi olan bireyler genellikle hi¢ laktoz igermeyen ya da ¢ok diisiik miktarda laktoz
barindiran fermente siit tiriinlerini tikketmislerdir (Saqib vd., 2017). Temel olarak tig tip
laktaz eksikligi bulunmustur: birincil, konjenital ve sekonder. Birincil laktaz eksikligi, 2
ila 20 yas arasinda ortaya ¢ikmis ve ince bagirsagin firca kenarlarinda bulunan laktaz
enziminin (B-galaktosidaz) sentezinin azalmasi nedeniyle gelismistir. Konjenital laktaz
eksikligi ise genetik bir bozukluk sonucu, laktaz enziminin ¢ok az veya hig
sentezlenmemesi ile karakterize olmustur. Sekonder laktaz eksikligi olan konjenital
laktaz eksikligi, hastalarda bu enzimin ¢ok az miktarda olmasi veya etkilenen bireylerde
bu enzimin hi¢ olmamasi ile karakterize genetik anormallik nedeniyle olusur. Ikincil
laktaz eksikligi olarak bilinen tiglincii tip, Qastrointestinal sistem kaynakli laktoz
intolerans1 (GI) yolunu ise gastrointestinal sistemi etkileyen altta yatan hastaliklarin,
laktaz enzimi seviyelerini diistirmesi sonucu meydana gelmistir (EI-Gindy, 2003; Saqgib
vd., 2017). Laktoz intoleransi olan bireylerde, laktoz ince bagirsakta sindirilemedigi igin
kalin bagirsaga gegmis ve burada metan, karbondioksit ve kisa zincirli yag asitlerine
fermente edilmistir (Sekil 2.3). Bu fermantasyon siireci, sindirim siiresinin artmasina ve
bagirsak basincinin ylikselmesine neden olmus; sirt agrisi, terleme, kusma hissi ve mide
kramplar gibi belirtiler ortaya ¢ikmistir (Walsh, 2014).

Normal lactose Lactose
digestion intolerance
LaCt,"SQ Lactose
Glucose «<—{
Small
\ / intestine
Lactase —3—=>
Galactose <—{ \
Colon
microflora
N )
Large\ Fermentation
l intestine ’ &
Gases, Organic : .
Normal stool acins and Gastromttestmal
Osmotically SYRIRIEQINS
active
molecules

Sekil 2. 3.Laktoz intoleransi (Lule vd., 2016)
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2.4. Laktaz Enziminin Gida Sanayisinde Onemi

Laktoz, insan ve evcil hayvanlarin siitiinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
onemli bir disakkarit karbonhidrattir. Fermente siit liriinleri tiretiminde, 6zellikle yogurt
ve kefir gibi lriinlerde, laktoz temel substrat olarak metabolize edilir. Ancak, laktoz
intolerans1 ve galaktozemi gibi metabolik bozukluklarda laktoz, patojenik bir bilesen
olarak rol oynamakta ve peynir endiistrisinde yan {iirlin olarak ortaya ¢ikmasi, proses
yonetiminde zorluklara yol agmaktadir (Adam vd., 2004). Laktaz (B-galaktosidaz)
enzimi, laktozu monosakkaritler olan glikoz ve galaktoza hidrolize ederek gida
endiistrisinde kritik bir islev gérmektedir. Global popiilasyonun biiyiik bir kisminda
laktoz intolerans1 goriilmesi, bu enzimin endiistriyel uygulamalarini ve kullanimini
zorunlu kilmaktadir. Laktozun diisiik tatlilik seviyesi ve yiiksek kristallesme egilimi,
tiriinlerde ¢Oziintirlik sorunlarma ve tat profilinin olumsuz etkilenmesine sebep
olmaktadir. Laktaz enzimi tarafindan gergeklestirilen hidroliz sonucu olusan glikoz, siitiin
tatlilik seviyesini artirmaktadir; ¢linkii laktoz bir molekiil laktoz, bir glikoz ve bir galaktoz
biriminden olusmaktadir ve tam hidroliz halinde esit miktarda monosakkarit agiga ¢ikar.
(Damin vd., 2021). Laktoz igerigi fazla olan gidalarin laktoz miktarlar1 Cizelge 2.2°de
gosterilmistir.

Cizelge 2. 2. Baz1 gidalarda bulunan laktoz miktarlar

Gida Laktoz miktar (g)

Siit, inek, UHT, tam yagli (100 ml' de 3 g siit yag1) 6.24
Siit, inek, UHT, yarim yagli (100 ml' de 1.5 g siit yag1) 5.7

Siit, inek, UHT, yagsiz (100 ml' de 1.5 g' dan az siit yag1) 4.65
Siit, koyun 4.70
Siit, kegi 4.43
Cikolata, siitlii 10.42
Yogurt, homojenize, tam yagh (siit yag1 > %3.8 4.28

Findik kremasi, kakaolu 4.81
Siit tozu, yagsiz (100 g kuru maddede en ¢ok 1.5 g siit yagi) 4.44
Dondurma, yaniksi, Antalya 6.85
Peynir, beyaz, tam yagli (yag, kuru maddede> %45) 2.25
Peynir, beyaz, az yagli-yagsiz (yag, kuru maddede <%20) 3.32
Kefir, Kars 0.43
Ayran, yayik, Bursa 0.45

Bilesen degerleri gidanin yenilebilir 100 g' i¢indir.

Tiirkomp Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani’na (2025) gore diizenlenmistir.
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2.4.1. Gida Sanayisinde Laktozsuz Siit Uriinleri Uretimi

Laktaz enzimi gida sanayisinde laktozsuz siit iiriinleri tiretmek i¢in siite eklenir.
Siit insanlarin beslenmesinde besleyici dzelligi en yiiksek gidalar arasindadir. Insanlar
dogumundan sonra anne siitii ile baslayip ¢ocukluk yillarindan yaslilik siirecine kadar
besi hayvanlarinin siitiinii i¢erek siitii tiiketirler.

Laktoz hidrolizinin gida sanayisindeki onemli uygulamalar1 sunlardir: (1)
laktozsuz triinler tiretmek; (2) dondurmalarin ve yogunlastirilmis siitiin kristallesmesini
azaltmak; (3) laktoz, yapisal olarak bir disakkarit olmasina ragmen, glikoz, galaktoz,
fruktoz ve sakkaroz gibi diger mono ve disakkarit sekerlerle karsilastirildiginda hem suda
¢oziinlrliighi hem de tatlilik derecesi bakimindan daha diistiktiir. Bu nedenle, laktozun
hidrolizi ¢6ziiniirliik sorununu ¢ozebilir ve tatlandirma giiciinii artirir (Génzle vd., 2008).
Laktaz enziminin eklenmesi ile yogurt ve siizme peynir gibi siit tiriinlerinde tercih edilen
pH’a ulagmak icin gereken genel siire azaltilir. Ek tatlandiricilar ekleme ihtiyacini da
azaltir, boylece son iriindeki kalori miktar1 diiser (Domingues vd., 2005). Laktozun
endiistriyel Olgekte hidrolizi i¢in iki tip islem mevcuttur. En basit islemde, p- D -
galaktosidaz dogrudan tam yagh siite eklenir. Laktoz hidrolizi istenen seviyede
tamamlandiktan sonra, daha fazla reaksiyonu onlemek igin enzim 1sil islemle inaktif
edilebilir. Inaktive olmus enzim tekrar kullanilamadig igin isletme maliyeti yiiksektir. Bu
sorunu asmak i¢in bir diger islem, immobilize B- D -galaktosidaz ile yagsiz siitiin
hidrolizidir. Istenilen laktoz hidrolizi elde edildikten sonra, yag igerigini ayarlamak icin
hidrolize siite krema eklenir (Panesar vd., 2006).

Siitiin yani sira, peynir alti suyu, peynir liretiminin bir yan trtiiniidiir ve laktozun
ana kaynagidir. Peynir alti suyu su akislarima girdiginde, laktoz peynir alti suyunun
organik yiikiine bagli oldugundan su kirliligine yol agar. Bir kg peynir iiretimi sirasinda
yaklasik 9 L peynir alt1 suyu iiretilir ve bu da her y1l diinya capinda iiretilen 160 milyon
tondan fazla peynir alt1 suyuna denk gelir (Guimardes vd., 2010). Peynir alt1 suyunun
diger bilesenleri mineraller ve proteinlerdir. Peynir alt1 suyu atig1, su akislaria atildig
ve bu nedenle ciddi su kirliligine neden oldugu icin ciddi bir ¢evre sorunu haline gelmistir
(Brandao vd., 1987).

Laktaz enzimi eksik ya da yetersiz oldugu i¢in laktoz intoleransi olan bireyler
laktaz enzimi takviyelerini sindirim siirecini desteklemek amaciyla kullanabilirler. Laktaz
enzimi takviyeleri genellikle tablet, kapsiil veya damla formunda bulunur (He vd., 2014).
Siit veya siit iirlinleri tilkketmeden hemen 6nce alinmalidir. Dozaj kisisel toleransa gore
degisebilecegi i¢cin kademeli olarak artirilabilir. Bebekler i¢in sivi formu tercih
edilmelidir. Laktaz enzimi takviyeleri, laktoz intoleransi olan kisiler i¢in gesitli avantajlar
sunar. Siit ve siit Urlinlerini rahat tilketmeyi saglar. Sindirim problemlerini azaltarak
bagirsak konforunu artirir. Kalsiyum gibi siit tiriinlerinden elde edilen besin 6gelerinin
alimin1 destekler. Dogal laktaz eksikligini telafi ederek sindirim fonksiyonlarini iyilestirir
(Fraissl vd., 2011).
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2.5. Pichia pastoris Ekspresyon Sistemi

P. pastoris rekombinant enzim ve protein iiretiminde kullanilan metilotrofik bir
maya tiirtidiir. Metilotrofik mayalar, metanolii karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilirler (Cregg vd., 1993). Bu maya tiirii 6zellikle protein ekspresyonu ve
rekombinant protein {liretimi i¢in yaygin olarak tercih edilir (Daly & Hearn, 2005). P.
pastoris, son yillarda yeniden adlandirilmistir ve gliniimiizde Komagataella phaffii olarak
isimlendirilmektedir (Kurtzman, 2009; Yamada vd., 1995). P. pastoris ekspresyon
sisteminin lisans haklar1 Research Corporation Technologies (Tucson, AZ, ABD)
tarafindan tutulmaktadir ve P. pastoris ekspresyon sistemi, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, ABD) tarafindan kit formunda temin edilebilir (Macauley-
Patrick vd., 2005). P. pastoris ifade sistemi, molekiiler biyolojide rekombinant protein
tiretiminde siklikla kullanilan platformlardan birisidir (Karbalaei vd., 2020).

P.pastoris, metanolii enerji kaynagi olarak kullanabilir. Metanoliin metabolizmasi
sirasinda, giiglii ve siki kontrol edilen alkol oksidaz (AOX1) promotoru kullanilir (G. P.
L. Cereghino & Cregg, 1999). P. pastoris'in 6nemli avantajlarindan biri, genetik olarak
kolay manipiile edilebilmesi ve yiiksek hiicre yogunluklarinda kiiltlirlenebilmesidir
(Rabert vd., 2013). Aym1 zamanda bir Okaryot olmasi, proteinlerin dogru sekilde
katlanmasi ve post-translasyonel modifikasyonlarin gergeklestirilmesine olanak tanir
(Macauley-Patrick vd., 2005; Cregg vd., 2009).

P. pastoris ile iiretilen proteinlerde endotoksin kontaminasyonu riski bulunmaz
(Cereghino & Cregg, 2000a). Bu 6zellik, onu terapétik proteinlerin giivenli iiretimi i¢in
uygun hale getirir. Nitekim, bu maya; asilar, antikorlar, enzimler, hormonlar, proteaz
inhibitorleri, sitokinler ve alerjenler gibi ¢cok sayida biyoteknolojik iiriiniin {iretiminde
basartyla kullanilmigtir (Walsh, 2014). Kiiltiir kosullar1 agisindan P. pastoris, pH 3,0 ile
7,0 arasinda genis bir aralikta biiyiiyebilir (P. Li vd., 2007). Bu durum, iiretim siirecinde
ortam pH’min proteinin stabilitesine gore ayarlanmasina olanak saglar. Ayrica, amino
asit veya pepton gibi zenginlestirici besin takviyeleri ile salgilanan proteinlerin kararlilig
artirilabilir. P. pastoris’in biliyiime kosullar1 bakterilere benzediginden, kolay ve
ekonomik kiiltiirleme miimkiindiir (Smith, 1994). Ancak, kullanilan metanoliin toksik
etkileri nedeniyle iiretim siirecinde dikkatli bir kontrol gereklidir (Higgins & Cregg,
1998b). Ote yandan, baz1 durumlarda bu mayada iiretilen proteinler, insan proteinlerinden
farkl glikolizasyon paternleri gosterebilir (Hamilton vd., 2006). P. pastoris; rekombinant
protein ve biyokatalizor {iretiminde Onemli bir rol iistlenmektedir ve biyoreaktor
ortaminda etkili bir hiicre fabrikasi olarak tanimlanmaktadir (Duman-Ozdamar & Binay,
2021).

AOX1 promotoru, farkh tiirlerde bircok rekombinant proteinin ekspresyonunda
yiiksek verim saglamasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak metanoliin
indiikleyici olarak kullanilmasi, 6zellikle gida veya farmasétik iirtinlerin tiretimi gibi bazi
uygulamalarda sinirlamalar olusturabilir. Ayrica, metanol o6zellikle biiyiik o6lgekli
fermantasyonlar i¢in gereken miktarlarda potansiyel bir yangin tehlikesidir. Bu tiir
durumlarda alternatif promotor sistemlerinin tercih edilmesi gerekebilir. Bu nedenle,
metanol tarafindan indiiklenmeyen promotorlar belirli genlerin ifadesi i¢in alternatiftir.
AOX1 promotoruna bilinen alternatif promotorlar P. pastoris glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAP), formate dehydrogenase 1 (FLD1), peroxin 8 (PEX8) ve
yeast protein transport 1 (YPT1)’dir (J. L. Cereghino & Cregg, 2000b). Giiniimiizde
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alternatif promotorlarin kesfi ve bu promotorlarin regiilasyon mekanizmalar1 {izerine
laboratuvar caligmalari devam etmektedir. SNT5 promotoru bu promotorlardan biridir,
etanol ile indiiklenebilir. Metanoliin insan igin toksik etki yaptig1 bilindiginden etanol ile
indiiklenebilen bir promotorun rekombinant protein iiretiminde kullanimi bir avantaj
olarak gortilmektedir. Saccharomyces cerevisiae alkol dehidrogenaz (ADH2) genine %74
homoloji gosteren P. pastoris alkol dehidrogenaz (ADH2) geni (Karaoglan vd., 2016a)
tarafindan yapilan ¢alisma ile karakterize edilmis ve ADH2 geninin promotorunun AOX1
ve GAP promotoruna alternatif olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. P. pastoris’in
oksijenli fermantasyon ortaminda az da olsa etanol tirettigi ve bu yan iiriin olarak tiretilen
etanoliin AOX1 promotorunu baskilayarak rekombinant protein tiretimini olumsuz yonde
etkiledigi ortaya konulmustur (Inan & Meagher, 2001).

Bu calismalar degerlendirildiginde, tez ¢alismasi kapsaminda gida endiistrisinde
kullanilan laktaz enziminin biyoteknolojik yontemler kullanilarak P. pastoris ekspresyon
sisteminde rekombinant olarak iiretimi gergeklestirilmistir. Bu amagla pSNT5a-Lac
ekspresyon vektorii P. pastoris MK115 (PDI) susuna transforme edilmis ve etanol ile
indiiklenebilen SNT5 promotoru kontroliinde ekspresyonu gergeklestirilmistir. Yapilan
calismalar incelendiginde etanol ile indiiklenebilen sentetik olarak diizenlenmis SNT5
promotoru altinda laktaz enzimi ilk kez bu ¢alisma kapsaminda tiretilmistir. P. pastoris
MK115 (PDI) susu proteinini kodlayan geni bu ozelligi sayesinde P. pastoris MK115
(PDI) susu, hiicre disina protein ekspresyonunu kolaylastirir, {iretilen proteinin dogru
katlanmasini saglar ve disiilfit bag1 olusumu gibi post-translasyonel modifikasyonlarin
yapilmasini destekleyici etki olusturur. Calisma bu 6zellikleri bakimindan 6zgiin nitelik
tasimaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Gen Kaynagi

Laktaz enzimi i¢in A. oryzae (NCBI gen erisim no: CAW30743.1) gen kaynagi
olarak kullanilmis olup, Sekil 3.1°de vektor haritas: verilmistir Gen pUCS57 vektorii icinde
liyofilize olarak temin edilmistir (GenScript, ABD).

Xhol (12}
|

// —
Pt /‘?ET:K:-—J -
o g //

| | LAC_pUCS?7-Mini
4310 by

(2306) Notl

Sekil 3. 1. pUC57 Lac vektor haritasi

3.1.2. Plazmidler ve Konakgi Suslar

Protein ekspresyonu Kklonlama g¢alismalarinda laboratuvar ekibimiz tarafindan
olusturulan ve ekstra 4 kopya PDI saperon proteini igeren MKI115 (PDI) susu
kullanilmistir (Karaoglan vd., 2016b). Ayrica E. coli NEB5a susu kullanilmstir.
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Laktaz enzim ekspresyonu i¢in daha 6nce laboratuvar ekibimiz tarafindan (Erden-
Karaoglan vd., 2022) olusturulmus olan pSNTS vektorti kullanilmistir (Sekil 3.2.).

pPSNT5aA
3679 bp

o
b=
=3
—

xhol (1270)

Xhol (1332)
Notl (1344)

Sekil 3. 2. pSNTS5 vektor haritasi

3.1.3. Kullanilan Besiyerleri, Kimyasallar ve Antibiyotikler

E. coli hiicrelerinin gelisiminde tasiyici plazmidlerin ¢ogaltilmasinda LB miller
(%0.5 maya ekstrakti, %1 pepton ve %1 NaCl); klonlanan plazmidin ¢ogaltilmasinda LB
Lennox (%0.5 maya ekstrakt1 %1 pepton ve %0.5 NaClI) besiyerleri kullanilmistir.

P. pastoris hiicresinin gelisimi i¢in YPD (%1 maya ekstrakti, %2 pepton, %2
glikoz), BMGY (%] maya ekstrakt1 %2 pepton, %20 gliserol, %13.4 g/L YNB, %4x10°
g/L biotin ve 100 mM fosfat tamponu pH 6.0), BYED (30 g/L maya ekstrakti, 1.34 g/L
YNB, 4x10™ g/L biotin, 20 g/L glikoz ve 0.1 M potasyum fosfat tamponu pH 6.0),
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BMEY (10 g/L maya ekstrakti, 20 g/L pepton, 13.4 g/L YNB, 4x107° g/L biotin, %10 saf
etanol ve 0.1 M potasyum fosfat tamponu pH 6.0) besiyerleri kullanilmistir.

Bes litre hacimli biyoreaktorde tiretim i¢in FM22 besiyeri kullanilmigtir. FM22
besiyeri hazirlanirken manyetik karistirici iizerindeki 2000 mL hacimli beher igerisindeki
700 mL cift distile su lizerine Cizelge 3.1.’deki kimyasallar eklenir. Eklenen kimyasallar
tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirilmaya devam edilir daha sonrasinda son hacmi 1
L’ye cift distile su ile tamamlanarak kiiltiir kabinin i¢ine aktarilir. Son olarak kiiltiir
kabinin igerisine pipet ile 375 ul kopiik kiricr ilave edilerek biyoreaktér cam vessel
tizerindeki diger baglantilar1 yapilir otoklava hazir hale getirilir. FM 22 besiyerini
otoklava girmeden onceki pH degeri 4.21 olmaktadir.

Cizelge 3. 1. FM 22 besiyeri hazirlanmasi

Tanim FM 22 BESIYERI
Hazirlanacak miktar 1L
Kimyasal madde Tartilacak miktar
Cift distile su 1 L’ye tamamlanir
Potassium dihydrogen phosphate, KH2PO4 4299
Ammonium sulfate, (NH4)2SO04 500
Calcium sulfate dihydrate, CaS04-2H,0 159
Potassium sulfate, K2SO4 143 ¢
Magnessium sulfate heptahydrate, MgSOas-7H20 11.7 ¢
Gliserol 409
Kopiik kiric 375 ul

PTM4 tuz ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 1000 mL beher igerisine 400 mL su eklenir
ve sirastyla Cizelge 3.2.’deki kimyasallar eklenerek ¢oziinene kadar manyetik karistirict
tizerinde karistirilir. Cozeltinin son hacmi 500 mL’ye su ile tamamlanmistir. Cozelti steril
kabin igerisinde steril 0.22 um PES (polyethersulfone) vakum filtreden gegirilerek steril
edilmis ve karanlik ortamda +4°C’de muhafaza edilmistir.

13



MATERYAL VE METOT N. CEYLAN

Cizelge 3. 2. PTM4 hazirlanmasi

Tamm PTM4
Hazirlanacak miktar 500 mL
Depolama sicakhigi +4°C
Kimyasal madde Tartilacak miktar
Cupric sulphate-5H,0, CuSOs-5H20 1.0+0.02 g
Sodium iodide- Nal 40 +0.8 mg
Manganase sulphate-H>O, MnSOs-H>0 1.54+0.03 g
Sodium molybdate-2H.O, Na2M004-2H20 100 +2 mg
Boric acid-H3BO3 10 £0.2 mg
Cobalt chloride-CoCl» 250 +5 mg
Zinc chloride-ZnCl» 3.5+0.07 g
Ferrous sulfate-7H20, FeSOs-7H20 11+0.22 g
Biotin 100 £2 mg
Calcium Sulfate-2H.0, CaSO;-2H20 250 £5 mg
Sulfuric acid-H2S04 0.5+0.01 mL
Cift distile su 500 mL ye tamamlanir

Kullanilan sivi ve kat1 besiyerlerine plazmidin tizerindeki direng genine uygun
antibiyotik ilaveleri yapilmistir. Kullanilan amfisilin (Roche, Almanya) ve zeosin
(InvivoGen, CA, ABD) antibiyotiklerinin stok soliisyonlart 100 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanmis ve 0.22 pm filtreden (Corning, MA, AB) gegirilerek
sterilize edilmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir. Antibiyotikli besiyeri hazirlamak i¢in
sterilize edilen besiyerleri sogutulduktan sonra buz {izerinde ¢Ozdiiriilmiis olan
antibiyotiklerden, E. coli i¢in 50-100 pg/mL zeosin veya 50-100 pg/mL amfisilin, P.
pastoris i¢in ise 100-500-1000 pg/mL zeosin olacak sekilde ilave edilmistir.

Calismada kullanilan restriksiyon enzimleri Thermo Fisher Scientific (Thermo
Fisher Scientific, ABD) firmasindan temin edilmis ve tretici talimatlar1 uygulanmustir.

Calismada kullanilan kimyasallar molekiiler biyoloji safliginda olup Sigma-
Aldrich (ABD), Difco (Fransa) ve Merck (Almanya) markalarindan temin edilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Liyofilize Halde Gelen Plazmid DNA’nin A¢ilmasi

Liyofilize halinde gelen plazmid DNA firetici firmanin talimatlar1 esas alinarak
sogutmali santrifiijde 4°C’de 6000xg 1 dakika ¢oktiiriilmiis ve 40 ul EB igerisinde
cozdiiriilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

3.2.2. Konakg1 Suslarin Kompotent Hiicre Haline Getirilmesi

E. coli hiicreleri CaCl, yontemine gore kompotent hiicre haline getirilmistir
(Chang vd., 2017). Bu amagla, -80°C’de muhafaza edilen stok kiiltiirden alinan E. coli
NEB5a susu 3mL LB Miller besiyerine ekilmis, 225 rpm 37°C’de calkalamali
inkiibatorde gece boyu gelisime birakilmistir. Sonraki giin gelisimi gozlenen hiicreler
ODsoonm baslangi¢ degeri 0.01 olacak sekilde 500 mL hacimdeki erlenmayerde 150 mL
LB Miller besiyeri igerisine ekimi yapilmistir. ODgoonm degeri 0.35-0.4 olana kadar ayni
sicaklik ve ¢alkalama hizinda gelistirilmeye devam edilmistir. Istenilen ODgoonm degerine
ulagildiktan sonra kiiltiir 20 dk boyunca buzda inkiibe edilmistir. Sonrasinda +4 °C’de
3000%g hizinda 10 dakika santrifiijlenerek pelet ve siipernatant kismi1 ayrilmis, pelet kismi
alinmistir. Bu asamadan sonra tiim islemler buz iizerinde gerceklestirilmistir. Hiicre peleti
20 mL 0.1 M CaCl; ¢ozeltisi i¢inde pipetaj yontemi ile ¢oziindiriilmiistiir. Buz iizerinde
30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda +4 °C’de 3000xg donme hizinda 10
dakika siire santrifiijlenerek pelet ve siipernatant kismi ayrilmis, pelet kismi alinmistir.
Hiicre peleti %15 gliserol igeren 5 mL 0.1 M CaCl. ¢6zeltisi i¢erisinde resiispanse edilmis
ve ardindan steril 1,5 mL’lik tiipler igerisine 100 ul olacak sekilde paylastirilmistir.
Hazirlanan hiicreler -80 °C’de muhafaza edilmistir.

P. pastoris MK115 (PDI) susu Lityum Asetat (LiAc) yontemine gére kompotent
hiicre haline getirilmistir (Wu & Letchworth, 2004). -80°C’de muhafaza edilen stok
kiiltirden P. pastoris MK115 (PDI) susu almip 3 mL YPD besiyerine ekimi yapilmus,
225 rpm 28°C’de ¢alkalamali inkiibatorde gece boyu gelisime birakilmistir. Sonraki giin
gelisimi gozlenen hiicreler ODgoonm baslangic degeri 0.1 olacak sekilde 250 mL
hacimdeki erlenmayerde 80 mL YPD besiyeri igerisine ekimi yapilmistir. ODgoonm degeri
2-2.5 olana kadar ayni sicaklik ve c¢alkalama hizinda gelistirilmeye devam edilmistir.
Istenilen ODgoonm degerine ulasildiktan sonra +4 °C’de 3000xg donme hizinda 5 dakika
santrifiijlenerek pelet ve siipernatant kismi1 ayrilmis, pelet kism1 alinmigtir. Bu asamadan
sonra tiim islemler buz tizerinde gergeklestirilmistir. Hiicre peleti, 10 mLml lityum asetat
karigimi (100 mM LiAc, 10 mM DTT, 0.6 M Sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH 7.4) iginde
resiispanse edilmis ve buz iizerinde 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
hiicreler +4 °C’de 3000xg donme hizinda 5 dakika santrifiijlenerek pelet ve siipernatant
kismi1 ayrilmis, pelet kismi alinmistir. Alinan hiicre peleti 3 kez 2 mL 1 M buza koyarak
sogutulmus sorbitol ile yikanmistir. Yikama yaparken sorbitol hiicre peletinin {izerine
eklenip hiicreler resiispanse edilmeden santrifiijlenmistir ve siipernatant kismi
dokiilmiistiir. Son konsantrasyon 10° hiicre/mL olacak sekilde buz sogukluguna
getirilmis maya resilispansiyon tamponu (1 M sorbitol, %20 gliserol) i¢inde ¢ozdiiriilmiis
80 ul’lik hacimler halinde paylastirilarak -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.3. pUC57_Lac Plazmid DNA’simin E. coli’ye Aktarilmasi

-80 °C’de muhafaza edilen kompotent E. coli NEB5a hiicreleri alinarak
¢oziinmesi bekledikten sonra iizerine 1 ng/ul’ye seyreltilmis olan pUC57 Lac
plazmidinden 1 pl alinarak kompotent hiicreye eklenmistir. 30 dakika buz iizerinde
inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan 42°C’de 2 dakika 1s1 blogunda bekletilmistir.
Hiicreler 1s1 blogundan buz lizerine alinarak 5 dakika bekletilmistir. Hiicrelerin iizerine
200 pl LB Miller s1v1 besiyeri eklenip 1 saat boyunca 37°C ‘de ¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra transformasyon karistmi 100 ug/mL
amfisilin antibiyotigi i¢ceren LB Miller agar plakalara farkli hacimlerde (50-75-100 pl)
ekilmistir. Sonrasinda 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
plakalarda olusan kolonilerden 4 tane segilerek 3 mL sivi LB lennox (25ug/mL zeosin)
besiyerinde 37°C’de 18 saat gelistirilmistir. Ardindan steril kabin i¢inde %50 gliserol
stoklar1 hazirlanmig -80 °C’de saklanmigtir. Kalan sivi besiyeri 20000xg’deg 5 dakika
¢oktiiriilerek pelet ve slipernatant kismi ayrilmig pelet kismi alinmigtir. Hiicre peletleri
Bio Basic Plasmid Mini- Prep Kiti (Canada, USA) kullanilarak izole edilmistir. Plazmid
DNA konsantrasyonlar1 (ng/ul), SpectroStar Nano spektrofotometresi (Ortenberg,
Almanya) kullanilarak belirlenmistir. Plazmidler -20 *C’de saklanmustir.

3.2.4. pSNT5ZalLac Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmasi

pSNT5Zalac ekspresyon vektoriiniin Olusturulmasi Sekil 3.3’de sematize
edilerek gosterilmigir. Laboratuvarimizda -80 °C’de gliserol stokta bulunan pPSNT5ZaA
vektorii ve pUCS7_Lac plazmid DNA igeren E. coli hiicreleri zeosin antibiyotigi igeren
LB Lennox sivi besiyerine ekilmis ve 37°C’ de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan sivi besiyeri 20000xg 5 dakika ¢oktiiriilerek pelet kismi alinmistir. Hiicre
peletleri Bio Basic Plasmid Mini- Prep Kiti (Canada, USA) kullanilarak izole edilmistir.
Plazmid DNA konsantrasyonlar1 (ng/pl), SpectroStar Nano spektrofotometresi
(Ortenberg, Almanya) kullanilarak belirlenmistir.

PSNT5ZaA vektorii ve pUC57 Lac plazmidi klonlama enzimleri olan Xhol ve
Notl ile kesilerek dogrulanmistir. Dogrulama kesimi yaparken 1 ug plazmide 1 U enzim
olacak sekilde enzimler eklenmistir, enzim miktarinin 10 kat1 olacak sekilde karisim
hacmi belirlenmis, karisim hacminin 1/10°u kadar 10X enzim tamponu eklenmistir. Kalan
hacim ultra saf su (NFW; Nuclease Free Water) ile tamamlanmistir. 10 pl’de reaksiyon
hacmi olusturulmustur. 37°C” de 1 saat inkiibasyona birakilarak plazmidlerin 2 farkli
noktadan kesilmesi saglanmistir. Kesilen plazmidleri goriintiilemek icin agaroz jel
elektroforezi islemi uygulanmistir. Dogrulanan plazmidlerle ligasyon islemine
gecilmistir.

pSNT5alLac ekspresyon vektoriinii olusturmak igin gereken insert ve vektor
parcalarinin elde edilmesi amaciyla pSNT5ZaA vektorii ve pUC57Lac plazmidleri
restriksiyon kesimi yapilarak 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmis sonra agaroz jelde DNA
parcalar1 birbirinden ayrilmistir. pSNT5ZaA vektor DNA ve pUCS7Lac plazmidinden
diisiiriilen insert DNA (Lac) jelden bistiiri yardimiyla kesilmistir. Jel ekstraksiyon islemi
MinElute® Gel Extraction Kit (Qiagen, GERMANY) kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Lac genini igeren insert DNA’nin secilen vektore ligasyon islemi Rapid DNA
Dephosphate and Ligation Kit (Roche, GERMANY) kullanilarak {iretici firmanin
talimatlarina gore gerceklestirilmistir. Vektor ve insert DNA’nin molar oranlar1 3:1
olacak sekilde ayarlanmistir. Ligasyon iglemi i¢in son hacim 20 ul olacak sekilde 50 ng
vektor DNA’s1 150 ng insert DNA’s1 ile karistirilmis, karigim hacminin 1/10°u kadar 10X
T4 DNA ligasyon tamponu ve 1 U T4 DNA ligaz enzimi eklenmistir. 25 °C sicaklikta 20
dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan ligasyon karigiminin 5 pl’si alinip E. coli
NEBS5a hiicrelerine 3.2.3 boliimiinde anlatildigir gibi transformasyonu yapilmistir.
Plakalar 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonras1 plakalarda olusan kolonilerden segilerek 3 mL s1vi LB lennox
(25ug/mL zeosin) besiyerinde 37°C’de 18 saat gelistirilmis, daha sonra steril kabin i¢inde
%350 gliserol stoklar1 hazirlanarak -80 ‘C’de muhafaza edilmistir. Kalan sivi besiyeri
20000xg 5 dakika c¢oktiiriilerek pelet kismi alinmis, plazmid izolasyonlart ve
konsantrasyon 6lgiimleri yapilmistir. Plazmidlerin dogrulanmasi amaciyla Hindl1l enzimi
ile restriksiyon kesimi yapilmis, agaroz jelde 90V elektrik akiminda 30 dakika
yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

XhoI

NotI

ClonedpSNT5Zalac
6579 bp

INSERII

FRAGMENT | Replace

Insert
Xhol (1270) — Notl {1344) Xhol (12) — Notl (2986)

PSNT5aA
3679 bp

Notl

LAC_pUC57-Mini
4819 bp

Sekil 3. 3. pSNT5ZalLac ekspresyon vektoriiniin elde edilmesi
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3.2.5. pSNT5ZalLac Plazmidinin Lineer Hale Getirilmesi ve Konake¢1 P. pastoris
MK115 (PDI) Susuna Aktarilmasi

Dogrulanmis plazmidin kompotent P. pastoris MK 115 (PDI) susuna aktarilmasi
amaciyla vektorii tek bir noktadan kesen BsiWI enzimi kullanilarak lineer hale
getirilmistir. Uretici talimatlar1 dogrultusunda hazirlanan reaksiyon karigimu ile 2 saatlik
kesim sonucunda lineer hale getirilen plazmidler kontrolii amaciyla %1°lik agaroz jelde
yirltilmistir. DNA parcalar1 dogrulandiktan sonra transforme edilmek {izere
konsantrasyonlari 6l¢iilmiistiir. Dogrulanan plazmidlerin kompotent P. pastoris MK115
(PDI) hiicrelerine transformasyonlar1 elektroporasyon yontemi ile yapilmistir. Buz
tizerinde bekletilerek ¢ozdiiriilen 80 ul kompotent P. pastoris MK115 (PDI) hiicrelerine
3-5 pg lineer DNA eklenmis, pipetlenerek karistirilmis ve buz soguklugundaki 2 mm
elektroporasyon kiivetine (Eschau, GERMANY) aktarilmigtir. Kiivetler 5 dakika buz
tizerinde bekletilerek elektroporasyon cihazinda 5 ms siire ile 1500 V elektrik akimina
tabi tutulmustur. Hemen ardindan buz soguklugundaki ImL 1 M sorbitol eklenmis ve 1.5
mL’lik santrifiij tiipiine alinmistir. 30°C’de 1-2 saat inkiibe edilen hiicreler zeosin
antibiyotigi iceren YPD agar besiyeri plakalarina olacak sekilde yayillmis, 3 giin 28°C
sicaklikta inkiibasyona birakilmaistir.

3.2.6. Mavi/Beyaz Tarama Testi (X-Gal Deneyi)

Elde edilen maya suslarinda laktaz enziminin {iretimini test etmek ig¢in 5-bromo-
4-chloro-3- idolyl-p-D-galactopyranoside (X-gal) (Pennsylvania, USA) kullanilmistir. X-
gal, enzim tarafindan hidrolize edildiginde, ortamda indigo benzeri ¢dziinmeyen mavi bir
bilesik olusturarak pozitif reaksiyonlar1 kolaylikla goriiniir kilar (Kiernan, 2007). Laktaz
(B-galaktosidaz) aktivitesini degerlendirmek i¢in siklikla X-gal adl1 bir substrat kullanilir.
Enzim bu maddeyi pargaladiginda ortaya c¢ikan yogun mavi renk, reaksiyonun
gerceklestigini kolaylikla gosterir. Bu yontem, ozellikle gen ifadesinin gorsel olarak
izlenmesi gereken calismalarda tercih edilir (Cooper & Zhou, 2013). Bu nedenle X-gal
kullanilarak kolonilerin laktaz enzimi iiretip tiretmedigi tespit edilmek istenmistir. Olusan
klonlarmm YPD siv1 kiiltiire ekimleri yapilarak 18 saat gelistirilmistir. Gelisen hiicreler,
100 mL YPD agar igerisine %1 etanol olacak sekilde saf etanol eklenmis ve plakalara
dokiilerek donmasi beklenmistir. 100 pl 20 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan X-gal
substrat1 YPD agar plakalara drigalski ¢ubugu ile yayilmistir ve YPD sivi besiyerinde
gelistirilen hiicrelerin ekimi yapilmistir. 28°C'de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Protein
tiretiminde kullanilan SNT5 promotoru etanol ile indiiklenebilen bir promotor oldugu i¢in
12, 24, 48 ve 72. saatlerde plakalarin kapaklarina 100 pl etanol eklenmistir. Laktaz enzimi
tireten koloni ¢evresinde mavi renkte ¢okelti seklinde olusum gosteren kolonilerin laktaz
enzimini rettigi belirlenmistir.

3.2.7. Erlenmayer Ortaminda Laktaz Uretimi

Teke diisiirme ¢izimi sonrasinda YPD agar plakada gelisen maya hiicreleri YPD
stvi besiyerine ekilmis ve 225 rpm, 28°C’de ODgoonm degeri 6-8 olana kadar
gelistirilmistir. Ardindan 250 mL’lik engelli erlenmayerde 30 mL BMGY (pH6)
besiyerine baslangi¢c ODeoonm’si 0.1 olacak sekilde hiicreler inokiile edilmis ve 18-20 saat
boyunca 28°C ve 225 rpm’de gelisime birakilmistir. BMGY besiyerinde gelistir ilerek
yaklasik 10-13 OD arasinda hiicreler +4°C 3000xg’de 15 dakika santrifiij edilmis ve
slipernatantlar1 dokiilerek elde edilen hiicre peleti, farkli pH’lardaki 30 mL BMEY (pH
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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 225 rpm karistirma hizinda devam edilmistir
Uretimde kullanilan ¢alkalamali inkiibatdr Sekil 3.4’te gdsterilmistir. Protein iiretimi
etanol ile indiiklenebilen SNT5 promotoru kontroliinde yapilmis olup her 12 saatte bir
BMEY besiyerindeki son konsantrasyon %1 olacak sekilde etanol eklemesi yapilmistir.
Uretim siirecinde 48.,72.,96. ve 120. saatlerde &rnek alinmis ve 120 saatlik iiretim
sonunda hasat edilmistir. Filtre edilen (0.45 lik PES filtre) siipernatant 6rnekleri toplam
protein, enzim aktivitesi ve SDS-PAGE analizlerinde kullanilmak iizere -80 °C’de
muhafaza edilmistir.

 —

Sekil 3. 4. Calkalamal: inkiibatorde engelli erlenmayerlerde laktaz enzimi {iretimi
3.2.8. SDS- PAGE Analizi

SDS-PAGE (SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) Mini-PROTEAN Tetra Dikey
Elektroforez (BioRad, ABD) cihazi kullanilarak gegeklestirilmistir. Jel hazirlamak i¢in
%S5 poliakrilamid yiikleme jeli ve %10 poliakrilamid ayirma jeli asagidaki cizelgelerde
verildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 3. 3. Ayirma jeli igerigi

AYIRMA JELi KULLANILAN
BIiLESENI MIKTAR (1 JEL)
Cift distile su 4.1 mL
%30 akrilamid karigimi 3.3mL
4X Ayirma jeli tamponu 2.5mL
(1.5 M Tris-Cl, pH 8.8)
%20 SDS 50 pl
%20 APS 50 pl
TEMED 4 ul
Toplam 10 mL
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Cizelge 3. 4. Yiikleme jeli icerigi

.. . KULLANILAN
YUKLEME JELI MIKTAR (1 JEL)
Cift distile su 1.725 mL
%30 akrilamid karigimi 425 mL
8X Yiikleme Jeli
Tamponu 1 M Tris-Cl, 312.5 pl
pH 6.8
%20 SDS 12.5 l
%20 APS 12.5 ul
TEMED 2.5 ul
Toplam 249 mL

Ayirma jeli Cizelge 3.3° deki gibi hazirlandiktan sonra uygun bir sekilde
hazirlanan cam plakalar arasina dokiilmiis sonrasinda iizeri saf suyla kapatilarak jelin
polimerlesmesi igin 45 dk beklenmistir. Polimerlesen ayrima jelinin iizerine Cizelge
3.4’te hazirlanan yiikleme jeli dokiilmiis ve kuyucuk olusumu igin tarak takilarak
polimerlesmesi beklenmistir. Polimerlesmesi tamamlanan jel cam plakalar arasindan
almarak 1X TGS tamponu igeren tanka yerlestirilmis, kuyucuk yikama islemlerinden
sonra on yiiriitmesi yapilarak elektroforez islemine hazir hale getirilmistir.

Protein {iretimi tespit edilecek olan 20 pl siipernatant 6rnekleri, toplam 30 pl
olacak sekilde 7 pul 4X SDS jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8, %8 SDS,
%0.4 Bromphenol Blue, %40 gliserol, 100 mM DTT) ve 3 ul 1 M DTT karisimu ile
karigtirllarak 70 °C’de 10 dakika bekletilerek proteinlerin denatiirasyonu saglanmustir.
Hazirlanan 6rneklerden 20 pl alinarak kuyucuklara ytiklenmistir.

Elektroforez islemi 1X TGS (0.025 M Tris base, 0.192 M Glisin, %0,1 SDS, pH
8.3) tamponunda 100 V akimda 120 dakika gerceklestirilmistir. 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 iizerinde boyanmistir. Daha
sonrasinda, boya icermeyen yikama tamponu (%10 Asetik asit, %10 Metanol) ile fazla
boyanin arinmast i¢in protein bantlar1 goriiniir hale gelene kadar 1 saat orbital ¢alkalayici
tizerinde bekletilmistir akrilamid jel ChemiDoc MP goriintileme sistemi ile
goriintiilenmis, ayni jel icerisindeki bir kuyucuga yiiklenen protein standardi (Precision
Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, ABD) yardimiyla hizalama yontemi ile
proteinin molekiiler agirliginin dogrulamasi yapilmustir.

3.2.9. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Stipernatant Orneklerinde enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla 100 pL
stipernatant 6rnegi (0,1 mol/L sodyum asetat tamponu, pH 5.2 ile seyreltilmis) i¢erisinde
400 pl orto -Nitrofenil-B-galaktozid (0NPG) (0.1 mol/L sodyum asetat tamponu (pH 5.2)
icindeki %0,25 (a/h)) bulunan ependorf tiipiine ilave edilmis ve 60°C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Daha sonrasinda reaksiyon 500 uL 1 M Na2CO0s3 eklenerek sondiiriilmiistiir.
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Spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda 6lgiilerek absorbans degeri alinmis ve asagida
verilen formiil denklemi 3.1’ gore hesaplamasi yapilmigtir. Hem standartlarin hem de
orneklerin absorbanslar1 100 pl 0.1 mol/L sodyum asetat tamponu (pH 5.2) ve 400 ul orto
-Nitrofenil-p-galaktozid (0NPG) 60°C sicaklikta dakika inkiibe edilmesinin ardindan 500
ul 1 M Na>CO0z eklenen kore karst okutularak dl¢tilmiistiir. Enzim aktivitesinde kullanilan
bilesenler ve bilesen miktarlart EK-2’de verilmistir. Standart olarak o -nitrofenol (0NP)
kullanilmistir. Standart grafigi EK-4’ de verilmistir. Seri diliisyon yapilip 6rneklere enzim
aktivitesi uygulanmis ve 420 nm'de oOlclilmistiir. Bir iinite p-galaktosidaz, dakikada
salman 1 pmol oNP olarak tanimlanmustir (Sun vd., 2017b).

Aktivite tayininde kullanilan formiil denklem 3.1°de verilmistir.

0D Toplam hacim (mL) * Seyreltme Faktori

U
ivite (—) = 1
Aktivite (mL) (3.1)

Egim * Enzim miktart (mlL) * Inkiibasyon siiresi (dk)
3.2.10. ONP Standart Grafiginin Olusturularak Grafik Egiminin Hesaplanmasi

ONP standart grafiginin olusturulmasi amaciyla 0.2 g ONP tartilip 100 mL i¢inde
cozdiiriilerek ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stoktan 10, 25, 50,100 pl alinarak 1 mL
'ye tamamlanir (ONP Mw=139.11) ve seri diliisyonlar1 hazirlanmis olur. Enzim aktivitesi
Sun vd. (2017) tarafindan verilen metoda gore 6l¢iilmiis olup her bir diliisyondan alinan
absorbans degerleri kaydedilmis ve absorbansa karsilik gelen ONP konsantrasyonunun
(uM) degeri hesaplanmistir. Absorbans ve ONP konsantrasyonu (uM) degerleri
kullanilarak standart grafik olusturulmus ve 6rneklerin enzim aktivitesi hesaplanirken bu
grafigin egim degeri kullanilmistir. Standart olarak o -nitrofenol (oNP) kullanilmistir.
Standart grafigi EK-4" de verilmistir.

3.2.11. Toplam Protein Miktarmin Belirlenmesi

Siipernatant drneklerindeki toplam protein konsantrasyonu Coomassie Plus- The
Better Bradford Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) protokoliine uygun
olarak yapilmistir. Kit icerisinde temin edilen BSA (Bovine serum albiimin) standart
olarak kullanilmis, seri diliisyonlart hazirlanmis 595 nm dalga boyundaki absorbanslari
ile standart egim grafigi olusturulmustur (EK-5). Ayni dalga boyunda orneklerin de
absorbanslari alinarak egim grafiginden elde edilen denklem ile protein konsantrasyonlari
hesaplanmuistir.

3.2.12. Laktaz Enziminin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Laktaz enziminin optimum ¢alisma kosullarimin belirlenmesi i¢in en yiiksek
aktivite gosterdigi optimum sicaklik ve pH degerleri belirlenmistir. Daha sonrasinda ise
aktivitesini en uzun siire koruyabildigi (stabilitesi) sicaklik ve pH degerleri belirlenmistir.

Enzimin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi amaciyla standart enzim
aktivitesi 0l¢iim metodunda belirtilen pH 5.2 degerinde farkli sicakliklarda (20-80°C)
reaksiyon gerceklestirilmis ve absorbans degerleri alinarak enzim aktivitesi hesaplanmis
ve enzimin en yiiksek etkinlikte ¢alistigi optimum sicaklik degeri belirlenmistir. Sicaklik
stabilitesinin 6l¢iilmesi i¢inse, enzim farkli sicakliklarda 1 saat inkiibe edilmis ve standart
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enzim aktivitesi 0l¢lim yontemi ile aktivitesi hesaplanmis ve baslangi¢ enzim aktivitesine
kiyasla (%100 referans) kalan enzim aktivitesi rolatif olarak 6lgiilmistiir.

Enzimin optimum pH degerinin belirlenmesi amaciyla optimum sicaklik olarak
belirlenen 60°C’de pH 3.0-7.0 araligindaki sodyum asetat tamponlarmin ile enzim
aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Elde edilen enzim aktivite sonuglarina gére optimum pH degeri
belirlenmistir. Enzimin pH stabilitesinin 6l¢iilmesi iginsSe, enzim farkli pH degerlerindeki
tamponlar igerisinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmis Standart enzim aktivitesi
Olciim yontemi ile aktivitesi hesaplanmis ve baslangic enzim aktivitesine kiyasla (%100
referans) kalan enzim aktivitesi rélatif olarak Ol¢iilmiistiir. Bagil aktiviteler, standart
metotta belirtilen sicaklik ve pH’da enzimin aktivitesi %100 kabul edilerek
hesaplanmustir.

3.2.13. Metal Iyonlarmin Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisinin Tespit Edilmesi

Metal iyonlarinin laktaz aktivitesi {izerine etkisinin belirlenmesi igin, 0,1 M stok
¢ozeltisi seklinde hazirlanmis olan CaCl,, FeClz, MgClz, CuCly, ZnCl2, NiCl, MnCly,
CoCly, KCI ve EDTA ¢ozeltileri kullanilarak enzim iceren reaksiyon ortamina 1mM ve
10mM olacak sekilde ortama eklenmistir. Kontrol olarak metal iyonlar1 icermeyen ortam
kullanilarak metal iyonlarinin etkisi % rolatif olarak hesaplanmistir. Cizelge 3.5, 3.6 ve
3.7’te eklenecek miktarlar gosterilmistir.

Cizelge 3. 5. ImM konsantrasyonda metal iyonlar1 igeren ortam

Tepkime Bilesen Miktarlar: Enzim Kor

0.1 mol/L sodyum asetat tamponu (pH 5.2) - 100 pl

Stipernatant 6rnegi 100 w1 -

0.1 M metal iyonu 10 wl 10 ul

Reaksiyon karigimi 400 pl 400 pl
60 °C 10 dk inkiibasyon

1 M Na2COs 490 pl 490 pl

420 nm spektrofotometre absorbans dl¢timii

Cizelge 3. 6. 10 mM konsantrasyonda metal iyonlar1 igeren ortam

Tepkime Bilesen Miktarlari Enzim Kor

0.1 mol/L sodyum asetat tamponu (pH 5.2) - 100 pl

Siipernatant 6rnegi 100 pl -

0.1 M metal iyonu 100 pl 100 pl

Reaksiyon karigimi 400 pl 400 pl
60 °C 10 dk inkiibasyon

1 M Na2COs 400 pl 400 pl

420 nm spektrofotometre absorbans dl¢limii
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Cizelge 3. 7. Kontrol ortami1

Tepkime Bilesen Miktarlari Enzim Kor

0.1 mol/L sodyum asetat tamponu (pH 5.2) - 100 pl

Siipernatant 6rnegi 100 pl -

Reaksiyon karigimi 400 pl 400 pl
60 °C 10 dk inkiibasyon

1 M Na.COs 500 pl 500 pl

420 nm spektrofotometre absorbans dl¢iimii

3.2.14. Biyoreaktorde Uretim

Uretilecek olan klon, -80°C’de bulunan gliserol stoktan alinarak 3 mL YPD
besiyerine ekim yapilmis ve gece boyu 28 °C 225 rpm ¢alkalamali inkiibatérde gelismeye
birakilmistir. Gelisen kiiltiiriin OD’si Slgiilerek 250 mL engelli erlende 30 mL BYED
besiyerine baslangic ODsoonm 0.1 olacak sekilde ekim yapilmis ve ayni kosullarda Hiicre
yogunlugu 10-12 OD600nm olana kadar (yaklasik 18 saat) ¢alkalamali inkiibatorde tekrar
gelismeye birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda gelisen kiiltiiriin tamami (30mL) steril
falkona alinmis tizerine 10 mL %80 gliserol eklenmistir. Daha sonrasinda kriyojenik
tiiplere 1’er mL paylastirilarak -80 °C ‘de muhafaza edilmistir.

Hazirlanan FM22 besiyeri vessel icerisine aktarildiktan sonra pH probu
kalibrasyonu yapilmig, biyoreaktor tizerindeki gerekli baglantilar yapildiktan sonra 121
°C 30 dk otoklavlayarak steril edilmis daha sonrasinda gece boyu bos ¢alistirilmistir.
Siirenin sonunda Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi hazirlanan PTM4 tuzu 1mL/L olacak
sekilde steril siringa ile aseptik sartlarda biyoreaktor ortamina verilmistir. Sonrasinda
iceride ¢dzlinmiis oksijen (DO) kalibrasyonu yapilmistir. DO kalibrasyonundan sonra 12-
13 OD civarina gelistirilen kiiltiir inokulum olarak steril siringa ile aseptik sartlarda
biyoreaktor ortamina ilave edilmistir. Hiicreler pH 6 28°C ‘de igerideki gliserol bitene
kadar gelistirilmistir (kesikli faz). Igerideki besin bittiginde ¢ziinmiis DO miktarinda ani
bir yiikselis gortilmekte olup yar1 kesikli faz asamasina gecilmistir. Bu asamada hiicreler
30 dk a¢ birakilmis sonrasinda ise %50 gliserol + %10 etanol + ImL/L PTM4 tuzu igeren
besleme soliisyonu Cizelge 3.8’deki besleme profili tablosuna gore peristaltik pompa
(Watson Marlow 120U, Ingiltere) hizinin ayarlanmasiyla verilerek yar1 kesikli faz (fed-
batch) asamasina gecilmistir. Kopiik olusumu kontrolii biyoreaktor sensorii sayesinde
algilanmistir ve %35 konsantrasyonda hazirlanan kopiik kiricr (Kopiik kesici, Tito,
Tirkiye) ile kopiiklenme kontrol edilmistir. Yar1 kesikli faz pH 6 28°C iiretim
kosullarinda yaklasik 96 saat olarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 3. 8. Substrat besleme profili
SAAT SUBSRAT POMPA BESIiN MIKTARI

(mL)
00:00:00  1.3% 1.1 10.2
72:00:00  4.2% 6.9 62.6
96:00:00  4.2% 6.9 62.6
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Fermantasyon boyunca ortamda ¢dziinmiis halde bulunan DO miktari, DO probu
(Hamilton, Reno, Nevada) ile kontrol edilerek gerektiginde saf oksijen takviyesi
yapilarak cihazin yaziliminda mevcut bulunan “cascad kontrol” modu ile %20
seviyesinde tutulmustur. Fermantasyon pH degeri ise pH probu (Hamilton, Reno,
Nevada) kullanilarak %25 (v/v) NH4OH ile kontrol edilmistir.

Fermantasyon boyunca ortamdan alinan 6rneklerde olarak yas hiicre agirlig
(WCW; g/L) belirlenmistir. Yas hiicre agirligi ol¢iimii i¢in daras1 alinmig 3 adet
mikrosantrifiij tiiptine 1’er mL fermantasyon sivisi eklenmis 3000xg hizda 5 dk
santrifiijlenmigstir. Santrifiijleme sonrasi siringa yardimiyla siipernatant kisimlar
toplanmus tiiplerin diplerinde kalan pelet miktarlar1 hassas terazi yardima ile tartilarak bos
tiip ile pelet iceren tiip arasindaki fark alinmis ve hesaplama yapilarak g/L cinsinden yas
hiicre agirliklar1 belirlenmistir. Siringaya alinan siipernatant kisimlart ise 0.45 pm por
biiyiikliigiinde PES filtrelerden geg¢irilerek mikrosantrifiij tliplerine aktarilmistir.
Ardindan alinan 6rneklerde toplam protein miktart (mg/L), SDS-PAGE analizi ve enzim
aktivitesi (U/mL) yapilmistir.Her bir fermantasyonda, 1.5 L FM 22 iceren besiyeri igin,
hazirlanan bu kiiltiirden bir vial alinarak kullanilmistir. Transformasyon sonucunda
segilen klon ile erlenmayer 6lgeginde iiretimler sonucunda belirlenen optimum kosullar
altinda biyoreaktor olgeginde iiretim i¢in 5 L hacimli biyoreaktdr (Sartorius Stedim
BIOSTAT B, Guxhagen, GERMANY) kullanilmistir. Sekil 3.5’te Laboratuvar 6l¢ekli
fermantasyonlarin  gergeklestirildigi Sartorius Stedim BIOSTAT B fermentdri
gosterilmistir.

Sekil 3. 5. Laboratuvar olgekli fermantasyonlarin gergeklestirildigi Sartorius Stedim
BIOSTAT B fermentorii
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Biyoreaktor tiretim asamalar1 asagida bulunan Sekil 3.6’da bahsedilmistir.

pH Probu Kalibrasyonu

4

FM 22 Besiyeri Hazirlanmasi

I

121°C 30 dk Sterilizasyon

e

Biyoreaktore Baglanmasi

é

pH ve Sicaklik Ayarlama

po

PTM4 Tuzu Verilmesi

&

DO Probu Kalibrasyonu

e

Inokulum Verilmesi

&

Kesikli Fazin Baglamasi ve Bitisi (28 saat)

a

(%50 Gliserol +%10 Etanol) Besleme

a

Yari-Kesikli Fazin Baslamasi

po

Protein Uretilmesi (95 saat)

. 4

Hasat Yapilmasi

Sekil 3. 6. Biyoreaktorde enzim iiretim adimlari
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3.2.15. Fermentor Siipernatantlarin Konsantre Hale Getirilmesi

Siipernatant igerisindeki laktaz enziminin konsantre hale getirilmesi amaciyla
Sartocon® Slice Holder (Goettingen, Almanya) cihazi ve 50 kDa Sartocon® Slice Casette
(Goettingen, Almanya) kullanilmistir. Filtre edilecek oOrnekten belirli bir miktar
(60ml/dak) sisteme verilerek filtrenin ve hortumlarin tamamen Ornekle dolmasi ile
sartlandirma yapilmistir. Daha sonrasinda besleme hortumu filtre edilecek 6rnege alinmis
hedeflenen konsantrasyon oranina ulagincaya kadar konsantrasyon islemi basing
kontrollii sartlarda gerceklestirilmistir. Siipernatant 6rnegin filtrasyonunda retentat ¢ikisi
beslemeye geri dondiiriilerek hedeflenen permeat / retentat oranina ulasilincaya kadar
isleme devam edilmistir. Konsantre hale getirilen fermentor 6rnekleri ile SDS PAGE,
enzim aktivitesi ve toplam protein olgtimleri tekrarlanmis ve konsantrasyon orani ile
karsilastirilmistir. Sekil 3.7°de ultrafiltrasyon yontemiyle enzim 6rneginin konsantre
edilmesinin gorseli verilmistir.

Sekil 3. 7. Siipernatant 6rnegine ait ultrafiltrasyon islemi gorseli

3.2.16. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromotografi Analizi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

Uretilen laktaz enziminin laktozu parcalamasini belirlemek amaciyla HPLC
analizi yapilmistir. Bu amagla hassas terazide gerekli miktarlarda tartilan %100 safliktaki
glikoz, galaktoz ve laktoz 10 mL’lik balon jojeye alinmig, HPLC safliginda su
kullanilarak ¢ozeltinin  konsantrasyonu 1000 ppm’e ayarlanmistir. Hazirlanan bu
cozeltiler standart olarak kullanilmigtir. Analizlerde HPLC Shimadzu LC20AT (Kyoto,
JAPAN) cihazi kullanilmistir (Sekil 3.8).

Laktoz hazirlamak amaciyla 2 gram a-Lactose monohydrate (Mw 360 g/mol) 100

mL pH 5.2 tampon ¢ozeltisinde ¢ozdiirtilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltiden 2 mL alinarak
tizerine konsantre edilmis stipernatant 6rnegi 10 kat seyreltilerek 1 mL eklenmis ve 10-
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20-30-40-50-60°C’lerde 10 dk inkiibasyona birakilmigtir. Sonrasinda 85°C’de 15 dk
enzim inhibe edilerek deney tiipiine alinan 6rnek oda sicakligina sogutulmustur.
Hazirlanan o-Lactose monohydrate c¢ozeltisi HPLC safliginda su ile 10 mL’ye
tamamlanmustir. Daha sonra santrifiij cihazinda 6000xg 10 dk santrifiij edilmistir. Ustte
kalan ornek siringa yardimi ile alinarak siringa filtresinden (0.45 pm, Minisart®,
Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Almanya) gecirilip vial icerisine aktarilmis ve
HPLC’de analiz edilmistir. Enzim seyreltme orani ve sicaklik parametreleri belirlenerek
stit denemelerine gecilmistir.

Siitte HPLC ile laktoz miktari (Horner vd., 2011) metoduna gore belirlenmistir.
Bir mL siit numunesine Seyreltilmemis, 2 ve 5 kat seyreltilmis konsantre edilmis 6rnekten
1 mL eklenmis ve 37 °C’de 15 ve 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Ardindan enzimi
inhibe etmek icin 85°C’de 15 dk bekletilmistir. Ornegin iizerine pipet kullanilarak 0,9 N
stilfurik asitten 100 pL eklenmistir. Proteinleri ¢oktiirmek i¢in karigim calkalanmistir.
Siit-asit karigimina deiyonize damitilmig su ile 10 mL’ye tamamlanmis ve karigsim tekrar
calkalanmistir. Ornekler en az 5 dakika bekletildikten sonra santrifiij cihazinda
6000%g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Ustte kalan 6rnek siringa yardimu ile alinarak sirmga
filtresinden (0.22-um politetrafloroetilen (PTFE gegirildikten sonra analiz edilmistir.
Sonuglar yiizde olarak hesaplanmigtir.

Sekil 3. 8. Analizlerin yapildigit HPLC Shimadzu LC20AT cihazi

Enzim eklenerek laktoz ¢ozeltisi ve siitte yapilan denemelerin uygulama adimlari
asagidaki Sekil 3.9 ve Sekil 3.10° da verilmistir.
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\ 2 ml laktoz ¢ozeltisi ve 1 ml enzim deney tiipiine alinmistir

\ 10-20-30-40-50-60 °C 10 dk inkiibe edilmistir

L 2

\ 85°C 15 inkiibe edilmistir (enzimi inhibe etmek i¢in)

L 2

| 42°C’ye sogutulmustur

| Ardindan HPLC ‘ye 6rnek hazirlamaya ge¢ilmistir.

¥

| 3 ml 6rnek

| Cift distile su ile 10 ml’ye tamamlanmistir

| 6000x g’ de 10 % santrifiij edilmistir

[ Ustte kalan kisim siringa ile alinip 0.45 um filtreden gegirilmistir.

Sekil 3. 9.Laktoz ¢ozeltisinde enzim uygulama adimlari

| 1 ml siit ve 1 ml enzim deney tilipline alinmigtir

¥
| 37 °C 10 -30 dk inkiibe edilmistir

| 85°C 15 inkiibe edilmistir (enzimi inhibe etmek i¢in)

. 4

| 100 pul 0,9 N siilfirik asit eklenmistir

\ 42°C’ye sogutulmustur

L 2
‘ Ardindan HPLC ‘ye 06rnek hazirlamaya gecilmistir.

‘ 3 ml 6rnek

¥

| Cift distile su ile 10 ml’ye tamamlanmistir

\ 6000xg’ de 10 dk santrifiij edilmistir
L 2

| Ustte kalan kistm alinip 6000x %’de 10 dk 2. kez santrifiij edilmistir.

| Ustte kalan kisim siringa ile alinip 0.22 pm PTFE filtreden gegirilmistir.

Sekil 3. 10. Siitte enzim uygulama adimlar1
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4. BULGULAR

4.1. Liyofilize pUC57_Lac Plazmidinin E. coli Hiicrelerine Transformasyonu ve
Dogrulanmasi

A. oryzae laktaz enzimini kodlayan DNA bdlgesini iceren pUC57-Lac vektorii
liyofilize olarak temin edilmis olup, iretici firma talimatlari dogrultusunda kullanima
hazir hale getirilmistir. Daha sonrasinda E. coli NEBSa hiicrelerine transformasyonu
gerceklestirilerek amfisilin igeren LB miller agar plakalara yayilarak 37°C’ de gece boyu
inkiibe edilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4. 1. pUC57_Lac plazmidinin E. coli NEB5a hiicrelerine transformasyonu sonucu
plaka goriintiisii

LB miller+amfisilin besiyerinde gelisen kolonilerden 4 adet secilmis amfisilin
iceren LB miller siv1 besiyerine 6ze yardimiyla ekilip 37°C 200 rpm 18 saat ¢alkalamali
inkiibatorde gelistirilmistir. Siire sonunda gliserol stok alinip kalan hiicreler
coktiiriilmiigtiir. Coktiiriilen hiicrelere plazmid izolasyonu yapilmistir. Plazmid
izolasyonu sonrasinda pUC57-Lac#1l ve pSNTSo vektorii Xhol ve Notl restriksiyon
enzimleriyle kesilerek dogrulanmistir. Restriksiyon enzimleriyle kesim sonucu beklenen
fragmentler pUC57-Lac#1 vektorii igin 2974 bg ve 1845 bg, pSNT5a vektorii igin 3605
bg olarak agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.2.).
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pSNT5a pUCS7_Lac

Sekil 4. 2. pSNTSa vektoriiniin ve pUC57 Lac plazmit Xhol ve Notl restriksiyon
enzimleri ile dogrulama kesimi. M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, MA, ABD), pSNT5a vektorii ve pUC57_Lac#1 plazmidi sirastyla kesilmemis
ve enzimlerle kesilmis halleri yiiklenmistir.

4.2. Vektor (0SNT5a) ve insert (Lac) Parcalarmin Jelden Ekstraksiyonu

pSNTS5a vektorii ve pUCS7 Lac plazmidi Xhol ve Notl klonlama enzimleri ile
kesilerek jele yiiklenmis (Sekil 4.3.). pUC57 _Lac plazmidi kesildiginde 2974 bg ve 1848
be¢ olmak tiizere iki farkli parca elde edilmis ve laktaz enzimini kodlayan DNA bolgesini
elde etmek i¢in 2974 bg biyikligindeki (Lac) bant jelden kesilerek izolasyonu
yapilmistir. Ardindan pSNT5a plazmidi Xhol ve Notl enzimleriyle kesildiginde 3605 bg
biiyiikliigiindeki parca jelden kesilerek izole edilmis ve ligasyona hazir pSNTSa vektorii
elde edilmistir.

5000 bg -
insert

vektor
e

1500 be
1500 bg

500 be
500 be

Sekil 4. 3. pSNTS5a vektoriiniin ve Lac genine ait DNA parcasinin jelden kesilmesi (M:
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD), pSNT5a
vektorii ve pUC57-Lac#1 plazmidi uncut ve cut halleri sirasiyla jele yiikklenmistir.

30



BULGULAR N. CEYLAN

4.3. pSNT5a-Lac Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmas: ve Restriksiyon Analizi
ile Dogrulanmasi

Jelden ekstraksiyonu yapilan vektor (pSNTSa) ve kataz gen pargasi (Lac)
ligasyonu yapilarak ekspresyon vektorii olusturulmustur. Olusturulan ekspresyon vektorii
E. coli NEB5a hiicrelerine transforme edilmis ve farkli konsantrasyonlarda zeosin
antibiyotigi iceren LB Lenox agarda segilimi gergeklestirilmistir. pSNT5a-Lac
ekspresyon vektoriinii bulundurmayan bos host E. coli NEB5a hiicreleri gelismemis ve
pSNT5a-Lac plazmidini hiicre igine alan E. coli NEB5a hiicreleri antibiyotikli segilim
ortaminda gelismistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4. 4. pSNT5a_Lac ekspresyon vektoriiniin yetenekli E. coli NEB5a hiicrelerine
transformasyonu sonucu olusan zeosinli plakalarda gelisen koloniler

Zeosinli LB Lenox agarda gelisen kolonilerden 7 tane segilerek stok kiiltiir
hazirlanmistir.  Transformasyon sonucu elde edilen hiicrelere plazmid izolasyonu
yapilmistir. Olusturulan plazmidler, dogrulama kesim analizi i¢in hem promotordan hem
gen bolgesinden kesen Hindlll restriksiyon enzimiyle kesilerek dogrulama analizi
yapilmistir (Sekil 4.5.). Restriksiyon kesimi sonucu 4753 bg¢ ve 1826 bg pargalari
hizasinda bantlar beklenmekte olup agaroz jelde kontrol edilmis, plazmitlerden 5
numarali plazmit digindaki tiim plazmidler dogrulanmustir.

e

5000 be [ *---‘—....H_.-_,__

# #3

1500 bg

500 bg

5000 bg
1500 bg

500 bg

Sekil 4. 5. pSNT5a_Lac ekspresyon vektoriiniin, HindIIl enzimiyle dogrulanmasi M:
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
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4.4. pSNT50_Lac Ekspresyon Vektoriiniin Lineer Hale Getirilmesi ve P. pastoris
MK115 (PDI) Susuna Transformasyonu

pSNT5a-Lac ekspresyon vektoriiniin P. pastoris MK115 (PDI) susuna transforme
edilmesi i¢in BsiWI enzimi ile kesilerek lineer hale getirilmis jelde kontrol edilmistir.
pSNTSa-Lac#7 plazmidi secilmistir (Sekil 4.6.).

#1

5000 bg

1500 bg

500 bg

Sekil 4. 6.BsiWI restriksiyon enzimiyle lineer edilen pSNT5a-Lac ekspresyon vektoriiniin
agaroz jel goriintiisi M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,
MA, ABD).

Lineer haldeki 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 4.7.). Sadece 100 pg/mL zeosin
iceren plakada 2 tane koloni gelisimi gozlenmis ve teke diisiirme ¢izimleri yapilmistir
(Sekil 4.8.). 28°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda YPD broth’a ekimi
yapilarak 28°C 225 rpm 18 saat gelistirip stok alinarak -80°C’de saklanmustir.

Sekil 4. 7. pSNTS5a-Lac ekspresyon vektoriiniin P. pastoris MK115 (PDI)
transformasyonu sonucu zeosin igeren YPD plakada gelisen klonlar
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Sekil 4. 8. pSNT5a-Lac P. pastoris MK115 (PDI) hiicrelerinin teke diislirme ¢izimi
4.5. Mavi/Beyaz Tarama Testi (X-Gal Deneyi)

Erlenmayer tiretimi 6ncesinde hizli klon tarama amaciyla YPD broth besiyerinde
gelistirilen Klonlar %1 etanol iceren YPD agar ve 1000 pg/mL konsantrasyonundaki 100
pl X-Gal substrati iceren plakalarina ekimi yapilarak gelisime birakilmis ve 12 saat
araliklarla 100 ul etanol eklenmistir. Ug giin sonunda plaka larda mavi renk gdzlenmistir
ve laktaz enzimi iireten klonlar dogrulanmistir. MK115 (PDI) susu negatif kontrol olarak
kullanilmis ve mavi renk olusumu gézlenmemistir (Sekil 4.9.).

. = R = N
£ - \/ [

\ \ J i /
A"
\\ \ Y R 4
N 7 X 4

=P ey

Sekil 4. 9. X-Gal Deneyi plaka gorintiileri (klonl, klon 2 ve kontrol)

4.6. Engelli Erlenmeyer Olceginde Laktaz Uretimi ve Uretim Kosullarinin
Optimizasyonu

-pSNT5a-Lac #1 ve #2 P. pastoris MK115 (PDI) klonlar1 engelli erlenmayer
Olgeginde iretime alimmistir. YPD broth besiyerine ekilerek 28°C 225 rpm ¢alkalama
hizinda 18 saat gelistirilmis, ardindan BMGY (pH:6) besiyerine ODegoo absorbans
degerleri 12-13 olana kadar 28 °C 225 rpm’de gelistirilmistir. Siire sonunda santrifiijleme
yardimiyla siipernatantindan ayrilan hiicreler, farkli pH degerli BMEY (pH 3.0, 4.0, 5.0,
6.0, 7.0) besiyerlerine aktarimi yapilarak 24 °C 225 rpm’de iki paralelli olarak 72 saat
protein ekspresyonu gergeklestirilmis ve optimum pH degeri belirlenmistir. P. pastoris
MK115 (PDI) pSNTS5a-Lac #1 (a) ve #2 (b) klonunun iki paralelli farkli pH’larda (pH
3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0) laktaz enzimi tiretimi Sekil 4. 10’ da gosterilmistir.
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15

(b)

Sekil 4. 10. P. pastoris MK115 (PDI) pSNTS5a-Lac #1 (a) ve #2 (b) klonunun iki paralelli
farkli pH’larda (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0) laktaz enzimi {liretimi. M: PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA). MK115 (PDI): Negatif
kontrol. Her bir pH igin sirasiyla; 72, 96 ve 120. saat siipernatant drnekleri 20 ul SDS-
PAGE jeline yiiklenmistir.

Sekil 4.10°da goriildiigii tizere optimum pH degeri 6.0 olarak belirlenmis olup 20-
24-28°C sicakliklarda 225 rpm ¢alkalama hizinda 2 paralel olacak sekilde iiretimlere
yapilmustir. 120.saate kadar {iretime devam edilmis, siire sonunda hasat edilerek
siipernatant Orneklerine SDS PAGE, toplam protein ve enzim aktivitesi analizleri
yapilmistir. P. pastoris MK115 (PDI) pSNT5a-Lac #1 ve #2 klonunun iki paralelli pH
6.0’da farkli sicakliklarda (20°C, 24°C, 28°C) laktaz enzimi tiretimi SDS-PAGE analizi
Sekil 4.11° de gosterilmistir.
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#1. klon #2. klon

250

130 250
130

100 100

70

(20°C) (24°C)

#1. klon #2. klon

\ )

(28°C)

Sekil 4. 11. P. pastoris MK115 (PDI) pSNT5a-Lac #1 ve #2 klonunun iki paralelli pH
6.0’da farkli sicakliklarda (20°C, 24°C, 28°C) laktaz enzimi tiretimi. M: PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA). MK115 (PDI): Negatif
kontrol Sirasiyla; 72, 96 ve 120. saat 6rnekleri 20 pl SDS-PAGE jeline yiiklenmistir.

SDS-PAGE analizi sonucunda, pSNT5a-Lac #1 MK115 (PDI) klonunda, 110 kDa
biiyiikliigiindeki hedef proteine karsilik gelen bantin diger klonlara kiyasla daha belirgin
ve yogun olmasi nedeniyle, ileri analiz ve iiretim ¢aligmalar1 bu klon ile siirdiiriilmiistiir.

pSNT5a-Lac #1 MK115 (PDI) klonunu ile erlenmayer olgeginde farkli pH
degerlerinde yapilan tiretimler sonucu alinan siipernatant 6rneklerinde toplam protein ve
enzim aktivitesi miktart hesaplanmustir. Sekil 4.12 ve Sekil 4.13” de gosterildigi gibi
enzim Uretimi i¢in en yiiksek aktivitenin goriildiigii pH degeri 7 olarak belirlenmistir.
Hasat sonrasi Olgiilen pH degerlerinde, baslangigta pH 7.0 olarak ayarlanan kiiltiir
ortaminin pH'1 6.0’a, pH 6.0 olarak ayarlanan ortamin ise 5.3’e diistiigii gozlemlenmistir.
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Ayrica biyoreaktor kosullarinda pH 7.0 seviyesinde tuz ¢cokelmesi gibi proses verimini
olumsuz etkileyen sorunlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle hem stabilite hem de
verimlilik acisindan optimum pH degeri olarak pH 6.0 tercih edilmistir.

m48h
1000 m72h
Q 900
D 800
é 700
[
3 600
S 500
0 400
e
& 300
2 200
~ 100
0

pH 3

Sekil 4. 12. pSNT5a-Lac #1 MK115 (PDI) klonunda farkli pH’larda gerceklestirilen
tiretimlere ait toplam protein miktarlari

m48h
m72h
6000000
5000000
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g 4000000
2
o 3000000
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1000000 -
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pH 3 pH 4

Sekil 4. 13. pSNT5a-Lac #1 MK115 (PDI) klonunda farkli pH’larda gergeklestirilen
tiretimlere ait enzim aktivitesi miktarlar

Erlenmayer 6l¢eginde farkli sicakliklarda yapilan iiretim sonucu alinan pSNT5a-
Lac #1 MK115 (PDI) klonuna ait orneklerinden toplam protein ve enzim aktivitesi
miktarlar: Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te verilmistir. Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 sonuglarina
bakildiginda 24 °C sicaklikta daha yiiksek oranda toplam protein elde edilmisken, 28 °C
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sicaklikta daha yiiksek enzim aktivitesi elde edilmistir. Bu sebeple biyoreaktor tiretimleri
i¢in 28 °C sicaklik secilmistir.

m48h
900 m72h
— 800 m96h
%; 00 u120h
e
= 600
C
'S 500
)
S 400
o
£ 300
©
= 200
2 100
0

20°C 24°C 28°C

Sekil 4. 14. pSNT5a-Lac #1 MK115 (PDI) klonu kullanilarak farkli sicakliklarda
gerceklestirilen tiretimlere ait toplam protein miktarlari

W48 h
m72h
7000000 ©96h
6000000
5000000
-
E 4000000
)
2 3000000
s
£ 2000000
<
1000000
0
20°C 24°C 28°C
Sicaklik

Sekil 4. 15. pSNTSo-Lac #1 MK115 (PDI) klonu kullanilarak farkli sicakliklarda
gerceklestirilen iiretimlere ait enzim aktivitesi miktarlari

37



BULGULAR N. CEYLAN

4.7. Biyoreaktorde Laktaz Enzimi Uretimi

Biyoreaktor tiretimi i¢in pSNT5a-Lac#l MK115 (PDI) klonu segilerek optimum
kosullar olarak belirlenen 28°C ve pH 6 kosullarinda tiretimler yapilmistir. Biyoreaktor
tiretimleri sirasinda bir standart saglanmasi i¢in daha énceden olusturulan hiicre bankasi
kullanilmigtir. Fermantasyonlar 5 L Biostat B (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Almanya) biyoreaktdriinde FM22 Media kullanilarak iki asamali olarak kesikli ve yar1
kesikli faz olmak tizere gergeklestirilmistir. Besleme soliisyonu olarak %50 gliserol %10
etanol kullanilmistir. Erlenmayer kosullarinda optimum pH degeri 7.0 olarak
belirlenmesine ragmen FM 22 besiyerinin kullanomimnda pH 7.0 degerinde tuzlarin
¢okmesi problemi ile karsilagildig1 i¢in ve baslangicta pH 7.0 olarak ayarlanan kiiltiir
ortaminin pH'1 6.0’ya diistiigii gézlemlendigi i¢in pH 6.0 ile devam edilmistir.

Fermantasyon siiresi boyunca ortam parametrelerinin degerleri sistem tarafindan

kayit altina alinmistir. Sistem tarafindan otomatik olarak olusturulan grafik (history plot)
Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4. 16. pSNT5a-Lac #1 P. pastoris MK115 (PDI) klonuna ait ferment6r tiretimi kontrol parametreleri grafigi
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Fermantasyon siiresi boyunca ortamdan belirli araliklarla alinan 6rneklerde yas
hiicre agirlig1 6l¢iilmiis daha sonra hiicre siipernatantlar1 alinmis, SDS-PAGE, toplam
protein Olglimii ve enzim aktivitesi analizleri yapilmistir. 95 saat siiren fermantasyon
stiresi boyunca enzim aktivitesi ve toplam protein miktarlart artis gostermistir.
Biyoreaktor siireci boyunca alinan érneklerden yapilan SDS-PAGE analiz sonucu Sekil
4.17°te verilmis olup 110 kDa biiyiikliigiindeki protein bandinin yogunlugunun
fermantasyon boyunca zamana bagl olarak arttig1 gorilmiistiir.

1

Sekil 4. 17. 5L’lik biyoreaktorde gerceklestirilen liretimlerde zamana bagli alinan
orneklere ait SDS-PAGE analizi

Fermantasyon sonucunda belirli araliklarda alinan 6rneklerine ait enzim aktivitesi,
sonucu Sekil 4.18’de, toplam protein ve yas hiicre agirliklart sonucu Sekil 4.19°da
gosterilmistir. Enzim aktivite degerleri zamana bagl olarak artmakla beraber en yiiksek
enzim aktivitesi 18,400,000 U/mL olarak hasat saati olan FB95 6rneginde tespit edilmistir
(Sekil 4.18.). Ayn1 orneklere ait yas hiicre agirligi ve toplam protein miktarlari 6lgtim
sonuglar1 Sekil 4.19°da gosterilmistir. Hasat saatine ait FB95 6rneginde yas hiicre agirligi
601 g¢/L seklinde Olglilmiisken, toplam protein miktar1 ise 3176 mg/L olarak
hesaplanmuistir.
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Sekil 4. 18. 5L’lik biyoreaktorde gergeklestirilen tiretimlere ait enzim aktivitesi degerleri
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Sekil 4. 19. 5L°lik biyoreaktorde SNT5 promotoru kontrolii altinda yapilan rekombinant
laktaz ekspresyonunun toplam protein miktar1 ve yas hiicre agirligi
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4.8. Rekombinant Laktaz Enziminin Karakterizasyonu
4.8.1. Sicaklik ve pH

Laktaz enzimin optimum pH degeri ve pH stabilitesinin belirlenmesi amaciyla
karakterizasyon testleri boliim 3.2.12°de belirtildigi sekilde 3.0-7.0 aras1 pH'larda 0.1 M
sodyum asetat tamponu kullanilarak yapilmis ve grafigi c¢izilmistir (Sekil 4.20.).
Optimum pH degeri en yiiksek aktivitenin goriildiigii deger olan 5.2 olarak belirlenmistir.
Laktaz enzimin en yiliksek aktivite gosteren degeri (pH 5,2) 100 olarak alinmustir.
Optimum pH denemesinde pH 3.0°da %3, pH 4.0 %35, pH 5.0 %98, pH 6.0 %82, pH 7.0
%22 olarak gozlenmistir.

Laktaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi amaciyla enzimler pH 3.0-7.0
degerleri arasindaki pH tamponlar1 igerisinde oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir.
Sonrasinda enzim aktivitesi uygulanmistir. En yiiksek pH stabilitesi gosteren deger 100
olarak alinmistir. Maksimum enzim stabilitesi pH 5.2 olarak belirlenmistir. pH 3.0 %2,
pH 4.0 %32, pH 5.0 %95, pH 6.0 %81, pH 7.0 %17 enzim stabilitelerini korudugu
gbzlenmistir.

120 =@=_Optimimum pH 120

pH Stabilitesi

100 : 100
\" 80
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40
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Sekil 4. 20. Laktaz enzimine ait optimum pH ve pH stabilitesi grafigi

Laktaz enzimin optimum sicaklik degeri ve sicaklik stabilitesinin belirlenmesi
amaciyla karakterizasyon testleri boliim 3.2.12’de belirtildigi sekilde yapilmistir. Laktaz
enzimin optimum pH degeri olan 5.2°de 20-80°C arasi sicakliklardaki aktivite 6lgiilerek
grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.21.). %100 aktivite degeri gosterdigi enzimin optimum
sicakligi 60°C olarak belirlenmistir. Sicaklik 60°C’ye kadar enzim aktivitesi artarken
60°C’den sonra hizla diistiigii gézlenmistir. Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak kabul
edildiginde 20°C’de %29, 30°C’de %45, 40°C’de %060, 50°C’de %88 aktivite
gozlenmigtir. 70°C’de %26 deger gdzlenirken 80°C’de %7’ ye diismiistiir.
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Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi amaciyla 20-80°C sicakliklarda enzim 1 saat
bekletildikten sonra enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Enzim aktivitesi 20°C’de %90
aktivitesi korurken 30°C’de %96, 40°C’de %100, 50°C’de %98, 60°C’de %8 aktivite
gostermistir. 70°C ve 80°C’lerde inhibe olmus aktivite gostermemistir.

120 =@ Sicaklik Stabilitesi 120
=@ Optimum Sicaklik

100 100
< 80 80 &
8 8
> >
60 60 S
< <
Y5l 5D
= 40 40
m m

20 20
0 0
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Sekil 4. 21. Sicakligin laktaz enziminin aktivitesi ve stabilitesi lizerine etkileri
4.9. Metal Iyonlarimin Aktiviteye Etkisi

CaCly, FeClz, MgClz, CuClz, ZnClz, NiClz, MnCl2, CoClz, KCI metal iyonlarinin
ve EDTA 1 ve 10 mM konsantrasyonlarinda ortama eklenmesi sonucu elde edilen aktivite
degerleri Sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4. 22. Laktaz enzimi aktivitesi tizerine metal iyonlarinin etkisi
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Kontrol grubunun %100 referans alinmasi durumunda, Ca*? iyonunun 1mM
konsantrasyonunda %99, 10 mM ’da %94 aktivite gdstermistir. Fe*? iyonunun 1mM
konsantrasyonunda enzim aktivitesi %73’¢ diismiis 10 mM varhiginda %1 aktivite
gdstermis, neredeyse inhibe olmustur. Mg*2 iyonunun 1mM varliginda %89, 10 mM ‘da
%92 aktivite gozlenmistir. Cu*® iyonunun 1mM konsantrasyonunda %34 aktivite
verirken 10mM’da sifira inmistir. Enzim aktivitesini inhibe etmistir. Zn*2 iyonunun 1 mM
konsantrasyonunda %88, 10 mM ‘da %44 aktivite gostererek yartya inmistir. Ni*?
iyonunun 1 mM konsantrasyonunda %96, 10 mM *da %93 aktivite gézlenmistir. Mn*?
iyonunun ImM konsantrasyonunda %118, 10mM’da %124 aktivite gostererck artis
gdzlenmistir. Co*? iyonunda 1 mM konsantrasyonda %102, 10 mM ’da %53 aktivitesi
gbstermistir. Iyon konsantrasyonu arttikga aktivite neredeyse yariya inmistir. K*
iyonunun 1mM ‘da %99 10mM’da %92 aktivite gostermistir. Konsantrasyon artik¢a
enzim aktivitesi yavas bir sekilde azalma egilimindedir. EDTA iyonunda 1 ve 10 mM
konsantrasyonda %102 aktivite gostermistir. Enzimin stabil oldugunu gostermektedir.
Ozetle Fe*?, Cu*, Co*, Zn*? iyonlarmin konsantrasyonlar1 arttikca laktaz enzimi
aktivitesi inhibe ettigi gozlenmistir. Ozellikle Fe+2 metalinin 10 mM konsantrasyonu
enzim aktivitesini durdurmaktadir. Mn*? iyonunun enzim aktivitesini arttirdig
gdzlenmistir. EDTA sabit kalmistir. Ca*2, Mg*2, Ni*?, K* enzim aktivitesini kayda deger
Olciide degistirmedigi gozlenmistir.

4.10. Biyoreaktor Siipernatantlarin Konsantre Hale Getirilmesi

Biyoreaktor iiretimi sonucunda hasat edilen siipernatantlar, 50 kDa cut-off
degerine sahip filtrasyon sistemlerinden gecirilerek 10 kat konsantre edilmistir. Ardindan,
enzim aktivitesi tayininde kullanilan tampona aktarilmasini1 saglamak amaciyla buffer
exchange islemi uygulanmistir. Konsantrasyon islemi sonrasinda enzim aktivitesinde 5
kat, toplam protein miktarinda ise 8.3 kat artis gozlenmistir (Cizelge 4.1.). Konsantre
edilen siipernatant 6rnegine ait SDS-PAGE analizi Sekil 4.23° de gosterilmistir. Permeat
kolonun gbzenek ¢apini gegemeyen bilesenler retentat (iistte kalan kisim), gecebilenler
ise permeat (alta gecen kisim) olarak tanimlanmaktadir.

Cizelge 4. 1. FB 95 ve konsantre edilmis oneklerin enzim aktivitesi, toplam protein ve
spesifik aktivite miktarlar

Ham Siipernatant Konsantre Ornek
Aktivite (U/mL) 18,400,000 90,888,889
Toplam protein (mg/L) 3177 26539
Spesifik aktivite (U/mg) 5789 3426
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Sekil 4. 23. Konsantre edilmis siipernatantlara ait SDS-PAGE analizi (Permeat: Kolonun
iistiinde kalan kisim; retentat: kolonun altina gegen kistm M: PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD). Sirasiyla FB 95 hasat 6rnegi, konsantre

edilmis permeat ve retentat, 50 ve 100 kat seyreltilmis permeat ve retentat 6rnekleri 10 pl
SDS-PAGE jeline yiiklenmistir.

4.11. Yiiksek Performans Sivi Kromatografi (HPLC) Analizi

HPLC analizi sonucuna gore (o-Lactose monohydrate) laktoz ¢ozeltisi yapilan
analizde 60°C sicaklikta 10 kat seyreltmede laktozun tamaminin pargalandigi
gorilmistiir. Cizelge 4.2°de ylizde olarak laktoz, glikoz, galaktoz miktarlar1 verilmistir.
Laktozun pargalanmasi sonucu glikoz ve galaktoz olugsmaktadir. Veriler incelendiginde
laktoz miktar1 azalirken glikoz ve galaktoz miktar1 artmaktadir. Laktoz miktar1 Sekil
4.24’te gosterilmistir. Sicaklik arttikca parcalanan laktoz miktar1 artmistir. 10 katta
yapilan seyreltmede galaktoz olusumu 50 kat seyreltmeye gore yaklasik 2 kat fark
gostermistir. Laktoz miktarinin (%) sicaklik ile azalisi seyreltme orani arttik¢a laktozun
miktarindaki artis azalmigtir. Laktoz miktar1 10°C 10 dakika inkiibasyon siiresinde %0.44
iken, 60°C’de tamamen pargalanmaktadir. Galaktoz ve glikoz miktar1 sicaklik arttikga
artmaktadir, 10 kat seyreltmede olusan galaktoz miktar1 daha fazladir (Sekil 4.25.).
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Cizelge 4. 2.HPLC Analizi a-Lactose monohydrate ¢6zeltisi numunesi hesaplama sonucu

Ornek Glukoz  Galaktoz Laktoz
Kontrol <R.L. <R.L. 4.1+0
10°C 10 kat seyreltme 1.9+0 1.8+0 0.44+0
10°C 50 kat seyreltme 1140  0.935+0.005 2.1+0.005
20°C 10 kat seyreltme 2.1+0 240 0.285+0
20°C 50 kat seyreltme 1.2 +0 1.1+0 1.9+0
30°C 10 kat seyreltme 2.1+0 240 0.14+0
30°C 50 kat seyreltme 1.4+0 1.3+0 1.5+0
40°C 10 kat seyreltme 2.2+0 2.1+£0 0.07+0
40°C 50 kat seyreltme 1.5+0 1.4+0 1.2+0
50°C 10 kat seyreltme 2.1+£0 2.1+£0 0.03+0
50°C 50 kat seyreltme 1.6+0 1.5+0 1+0
60°C 10 kat seyreltme 2.15+0.05 2.05+0.05 <R.L.
60°C 50 kat seyreltme 1.8+0 1.7+0 0.79+0.01

Veriler g/100g i¢in hesaplanmuistir.
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Laktoz miktar1 (%)
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B [ aktoz miktar1 10 kat seyreltme

@ Laktoz miktar1 50 kat seyreltme

Sicaklik (°C)

Sekil 4. 24. a-Lactose monohydrate ¢ozeltisi laktoz miktar1 (%) sicaklik ve seyreltme

orani denemesine ait grafik
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Sekil 4. 25. a-Lactose monohydrate ¢ozeltisi glikoz ve galaktoz miktar1 (%) sicaklik ve
seyreltme oran1 denemesine ait grafik

0.1 M sodyum asetat tamponu (pH 5.2) igerisinde hazirlanan a-laktose monohidrat
cozeltisiyle yapilan reaksiyonlarda, enzimin laktozu hidrolize edebildigi tespit edilmistir.
Siit ornekleriyle yapilacak enzimatik analizlerde, enzim aktivitesinin biyolojik olarak
uygun kosullarda degerlendirilmesi amaciyla 37 °C inkiibasyon sicakligi se¢ilmistir.
Ayrica, Ol¢im dogrulugunu saglamak icin seyreltme orani en az 10 kat olarak
belirlenmistir.

Siitte yapilan analizlerde 37°C’de seyreltilmemis, 2 ve 5 kat seyreltilmis enzim
eklenerek 15 ve 30 dk siire denemesi gergeklestirilmistir. Cizelge 5.2°de ylizde olarak
hesaplama sonucu verilmistir. Glikoz, galaktoz ve laktoz miktarlari hesaplanmistir. Siitiin
pH degeri 6,6 degerinde iirettigimiz laktaz enzimi %56 aktivite gostermektedir. pH 5.2
tampon ¢Ozeltisi ile hazirlanan a-Lactose monohydrate degerlerinden farklilik
gostermektedir.

Siitte yapilan analizlerde 37°C’de seyreltilmemis, 2 ve 5 kat seyreltilmis enzim
eklenerek 15 ve 30 dk siire denemesi gergeklestirilmistir. Cizelge 4.3’te yiizde olarak
hesaplanan glikoz, galaktoz ve laktoz degerleri verilmistir. Sekil 4.26’da laktoz miktar1
grafik olarak verilmistir. Laktoz miktar1 azalirken glikoz ve galaktoz miktar1 artmistir
(Sekil 4.27.). 15 dk ile 30 dk inkiibasyon siiresi arasinda belirgin bir farklilik
goriilmemistir. 37°C’ 15 dk inkiibasyonda laktoz miktar1 %0.2 olarak gézlenmistir.
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Cizelge 4. 3. HPLC analizi siit numunesi hesaplama sonucu

Ornek Glukoz Galaktoz Laktoz
Kontrol <R.L. <R.L. 5
37°C 15 dk seyreltilmemis 2.60 2.6+0 0.138+0.001
37°C 30 dk seyreltilmemis  2.45+0,05 2.45+0.05 0.1345+0.0005

37°C 15 dk 2 kat seyreltme 2.60 2.6+0 0.17+0
37°C 30 dk 2 kat seyreltme 2.5+0 2.5+0 0.17+0
37°C 15 dk 5 kat seyreltme  2.55+0,05 2.55+0.05  0.21+0.01
37°C 30 dk 5 kat seyreltme 2.6x0 2.6:0 0.17+0

Veriler g/100g i¢in hesaplanmustir.
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Sekil 4. 26. Siitte 37°C’de laktoz miktar1 (%) ait grafik
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Sekil 4. 27. Siitte 37°C’de glikoz ve galaktoz miktari (%) ait grafik

HPLC analizi kromatogram gorselleri siit kontrol 6rnegi Sekil 4.28, siit 37°C’de
15 dk inkiibasyon 5 kat seyreltme 6rnegi HPLC kromatogram gorseli Sekil 4.29, a-
Lactose monohydrate ¢ozeltisi kontrol 6rnegi HPLC kromatogram gorseli Sekil 4.30, a-
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Lactose monohydrate ¢ozeltisi 60°C’de 10 kat seyreltme 6rnegi HPLC kromatogram
gorseli Sekil 4.31°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 28. Siit kontrol 6rnegi HPLC kromatogram gorseli
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Sekil 4. 29. Siit 37°C’de 15 dk inkiibasyon 5 kat seyreltme 6rnegi HPLC kromatogram
gorseli
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Sekil 4. 30. a-Lactose monohydrate ¢ozeltisi kontrol 6rnegi HPLC kromatogram gorseli
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Sekil 4. 31. a-Lactose monohydrate ¢ozeltisi 60°C’de 10 kat seyreltme 6rnegi HPLC
kromatogram gorseli
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5. TARTISMA

Laktaz enzimi gida sanayisinde Ozellikle siit sektoriinde siklikla kullanilan bir
enzimdir. Ozellikle laktoz intoleransi olan bireylerin laktozsuz siit ve siit iiriinlerine
ulagiminda bu enzim 6nem arz etmektedir. Gida sanayisinde kullanilan bir¢ok enzimde
oldugu gibi laktaz enzim iiretiminde de rekombinant DNA teknolojisi kullanimi ile
enzimlerin yiiksek verimde laboratuvar kosullarinda iiretimi miimkiindiir.

Bu tez kapsaminda gida sanayisinde kullanilan laktaz enzimini P. pastoris
MK115 (PDI) susunda bir ADH promotorunun yeniden tasarlanmasi ile elde edilen
sentetik SNT5 promotoru kontroliinde yiiksek miktarda iiretilerek, hiicre disina
salgilanmasi seklinde iretimi amaglanmigtir. P. pastoris’te SNT5 promotoru altinda
laktaz tiretiminin ilk kez yapildigi bu ¢alismada gen kaynagi olarak A. orzaye laktaz geni
kullanilmis, P. pastoris 'in diger promotorlarina kiyasla daha giiclii oldugu bilinen SNT5
promotoru kontrolinde P. pastoris MK115 (PDI) susunda protein ekspresyonu
gerceklestirilmistir.

Klonlama c¢alismalar1 sonucunda olusturulan #1 numarali klon ile engelli
erlenmayer dlgeginde, 28°C, pH 6.0 ve 225 rpm kosullarinda, her 12 saatte %1 etanol ile
indiiklenerek laktaz enzimi tretilmistir. Hiicre disina sekresyon seklinde gergeklestirilen
120 saatlik tretimde laktaz aktivitesi 6,800,000 U/mL ve protein konsantrasyonu 512
mg/L olarak tespit edilmistir. Ayni kosullar altinda, 5 L hacimli biyoreaktorde yapilan 95
saatlik tretimde ise enzim aktivitesinin fermantasyon siireci boyunca siirekli artig
gosterdigi ve en yiiksek aktivitenin 95. saatte 18,400,000 U/mL oldugu tespit edilmistir.
Hasat saatine ait 6rnekte toplam protein miktarin 3177 mg/L’ye ulastig1 goriilmiisken
yas hiicre agirligi 601 g/L£12 olarak hesaplanmistir. Biyoreaktor tiretimi ile enzim
aktivitesinin yaklasik 3 kat arttig1 gézlemlenmistir. Biyoreaktor iiretimine ait siipernatant
ornegi 50kDa kolon ile konsantre edildikten sonra enzim aktivitesi miktar1 90,888,889
U/mL; toplam protein miktar1 ise 26539 mg/L olarak hesaplanmigtir. Konsantrasyon
isleminden sonra enzim aktivitesi miktarinda yaklagik 5 Kat; toplam protein miktarinda
8.3 kat artis gozlenmistir.

P. pastoris SMDI1168H susunda kodon optimize Aspergillus oryzae -
galaktosidaz enzimini GAP promotoru kontroliinde rekombinant olarak tretimi
yapilmistir (Zhao vd., 2014). 50 L'lik biyoreaktérde 96 saat boyunca yapilan
fermantasyon sonucunda enzim aktivitesi degeri 4239.07 U/mL, toplam protein 7.267 g/
L olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE analizi ile yaklagik 120 kDa biiyiikliigiine sahip
protein oldugu tespit edilmistir. Bu baglamda ayn1 gen kaynagmin kullanimi ile
tarafimizca yapilan bu tez ¢alisgmasindan elde edilen 18,400,000 U/mL aktivite degeri ile
ilgili ¢alismaya gore 4340 kat daha fazla enzim aktivitesi elde edilmistir. Yine aym
yapisal GAP promotorun kullanimu ile Li vd., (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada P.
furiosus gen kaynakli B-galaktosidaz geni (CelB) pGAPZoA vektoriine klonlamis ve P.
pastoris X-33 susuna transforme ederek enzim tiretilmistir. 5 L’lik fermentorde 120 saat
yaptiklar1 fermantasyonda enzim aktivitesi 271 U/mL olarak hesaplanmis olup ¢alisma
sonuglarimiza gore oldukca diisiik seviyelerde kalmaktadir.

Indiiklenebilen bir promotor olan AOXI promotoru kontroliinde Nie vd.,(2013)
tarafindan yapilan bir ¢alismada L. crispatus B470 kaynakli S-galaktosidaz enziminin P.
pastoris GS115 susunda 2 L'lik bir biyoreaktorde yar1 kesikli tiretim gergeklestirilmistir.
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Enzim aktivitesi 24.52 + 1.16 U/mL olarak bulunmus olup SNT5 promotoruna gore bir
hayli diisiik seviyelerde kalmistir.

Sun vd., (2017) Aspergillus oryzae ve Kluveromyces lactis gen kaynagi olarak
kullanilmis olup P. pastoris GS115 susunda AOX1, SDH ve TEF1 GAP promotorlar
kontroliinde B-galaktosidaz tiretimi yapilmistir. 1 L’ lik ferment6r iiretiminde 96 saatlik
tiretim sonucunda ise 1434.75 U/mL olarak hesaplanmustir.

Shi vd., (2022) tarafindan yapilan ¢alismada A. oryzae gen kaynagi segilen kodon
optimize lacA enziminin AOX1 promotoru altinda P. pastoris X33 susunda tretimi
yapilmis ve 185,52 U/mg enzim aktivitesi degeri elde edilmistir. Miao vd. (2024)
tarafindan yapilan ¢aligmada laktozsuz ve seker ilavesiz yogurt yapmak i¢in A. oryzae'den
B-galaktosidaz enzimi AOX1 promotoru kontrolinde P. pastoris GS115 susunda
tiretilmistir. pPIC9K- AoBgal35A kullanilarak ti¢ mutant Klon (T955A-AoBgal35A,
T955R-Ao0Bgal35A, T955W-AoBgal35A) olusturulmustur. Segilen T955R-AoBgal35A
klonu ile 5 L’lik biyoreaktorde 168 saatlik tiretim gergeklestirilmistir. Fermantasyon
slipernatantinin protein icerigi ve B-galaktosidaz aktivitesi, sirasiyla 20 mg/mL ve 4.528
U/mL bulunmustur. SDS-PAGE analizi sonucunda fermantasyon siipernatantindaki
T955R-AoBgal35A'ya karsilik gelen 110 kDa'da bir protein bandi tespit edilmis ve
fermantasyon siiresiyle artig1 gozlemlenmistir.

Yapilan bu tez ¢aligmasinda SDS-PAGE analizinde beklenen bant degeri 110 kDa
biiyiikliigiinde olup beklenen bant gozlenmistir. Literatiire baktigimizda 100 -120 kDa
bant araliginda bant gozlenmistir. Ayn1 gen kaynagini kullandigimiz Shi vd., (2022)
tarafindan yapilan ¢alismada 120 kDa protein bandi tespit etmistir.

Yukaridaki ¢aligmalar incelendiginde farkli gen kaynakli laktaz enziminin farkl
promotorlardan ve farkli konak hiicrelerde rekombinant {iretimine ait birgok ¢aligma
bulunmaktadir. Ancak iiretim miktarlarina bakildiginda 271 U/mL-4528 U/mL araliginda
enzim aktiviteleri elde edilmis olup tarafimizca yapilan tiretimlerde 18,400,000 U/mL
degeri ile yaklasik 4000 kat daha fazla protein {iretimi tespit edilmistir. Bunun sebebi
olarak kullanilan SNTS promotorun, promotor lizerindeki aktivator ve represor
bolgelerinin yeniden diizenlenmesi diger promotorlara gore daha giiglii olmasi, Pichia
pastoris MK115 (PDI) susunun olabilecegi diistiniilmektedir (Erden Karaoglan-2022).
Ayrica tiretim kosullarinin kismi olarak optimizasyonu ile de enzim iiretim miktarinin
artirllmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda enzimin optimum ¢aligma kosullar1 (sicaklik ve pH)
belirlenerek kismi olarak karakterizasyonu yapilmistir. Bu tez kapsaminda yapilan
optimum pH analizde 60°C’de pH 3.0-7.0 araligi denenmistir. Enzimin optimum pH
degeri 5.2 olarak bulunmustur. pH 3.0 degerinde %3 aktivite gosterirken pH 4.0
degerinde %35, pH 5.0° da %98 aktivite gostermektedir. pH 5.2 degerinden sonra diisiis
goriilmektedir. pH 6.0 degerinde %88 aktivite gosterirken pH ‘da %22’ye diismektedir.
pH stabilitesi optimum pH degerleri ile dogru orantili olarak artip azalmaktadir. Stabilite
degeri pH 5.2°de en iyi aktivite degerine sahiptir. Siitiin pH degeri 6.6’da iirettigimiz
rekombinant laktaz enzimi %56 aktivite gostermektedir. Enzimin optimum pH degeri 5.2
olarak bulunmus olup bu baglamda literatiirle uyumludur. Maksimainen vd., (2013)
yaptig1 calismada laktaz enziminin optimum pH degerini 4,5; Bernal vd., (2012)
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada optimum pH degeri 6.0, Jeong vd., (2009)
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tarafindan yapilan ¢alismada ise pH 6.5 degeri optimum olarak bulunmustur. Bu agidan
degerlendirildiginde laktaz enziminin en yiiksek etkinlikte calisabilmesi i¢in ideal pH
araliginin calisma sartlarindaki farkliliklara bagli olarak 4.5-6.5 araliginda oldugu
goriilmektedir. Tez kapsaminda, tarafimizca bulunan sonuglar literatiire uyum
saglamaktadir. Yapilan c¢alismada maksimum enzim stabilitesi pH 5.2 olarak
belirlenirken; pH 3.0 %2, pH 4.0 %32, pH 5.0 %95, pH 6.0 %81, pH 7.0 %17 enzim
stabilitelerini korudugu gozlenmistir. Literatiire bakildiginda Kittibunchakul vd., (2019)
yaptig1 ¢alismada enzimin stabilitesinin en karali oldugu araligit pH 5.5-6.0 olarak
bulmustur. Xu vd., (2019) yaptig1 ¢alismada enzim 37 °C'de pH 5.0 ile 8.0 arasinda 1
saatlik inkiibasyondan sonra aktivitesinin neredeyse tamamini korumus, pH 4.0'in 0'in
altinda veya pH 9.0'un iizerinde aktivitesini énemli bir sekilde kaybetmistir. Bulunan
sonuglar literatiir ile uyumludur.

Nie vd., (2013) yaptig1 ¢alismada optimum sicaklik degerini 50°C olarak bulmus,
sicaklik stabilitesi 20-30-40°C’de korunurken 50 ve 55°C’de aktivitesini kaybetmistir.
Mahdian vd. (2016) optimum sicakligi 55°C’de maksimum aktivite gosterirken
Kittibunchakul vd., (2019) yaptigi calismada 60°C olarak bulunmustur. Bu tez
kapsaminda yapilan ¢alismada optimum sicaklik degeri 60°C olarak bulunurken 50°C’de
%98 enzim aktivitesi degeri hesaplanmistir. Sicaklik stabilitesi 20-30-40°C’de
korunurken 60°C’de %8’e inmistir, 70 ve 80°C’de inhibe olmustur. Literatiirle uyumlu
veriler elde edilmistir.

Metal iyonlar1 etkisi degerlendirildiginde Fe*?, Cu*?, Co*2, Zn*? iyonlarmin
konsantrasyonlar1 arttikca laktaz enzimi aktivitesini inhibe ettigi gdzlenmistir. Ozellikle
Fe*? metalinin 10 mM konsantrasyonu enzim aktivitesini durdurmaktadir. Mn*2 iyonunun
enzim aktivitesini arttirdigr gézlenmistir. EDTA sabit kalmistir. Ca*2, Mg*?, Ni*?, K*
iyonlarmin enzim aktivitesini kayda deger olglide degistirmedigi gozlenmistir. Nie vd.,
(2013) yaptig1 calismada B-galaktosidaz aktivitesi Fe*? ve Cu*? varhiginda biiyiik dlciide
inhibe olmustur. Ni*2, Co*2, Ca*? ve Zn*? metal iyonlar1 enzim aktivitesini orta derecede
inhibe ettigi ve 5 mM konsantrasyonunda Mn*?, Mg*2 ve K* enzim aktivitesini %20'den
fazla arttirdig1 gozlenmistir. Xu vd., (2019) yaptig1 ¢alismada Cu *?, Fe*? enzimatik
aktiviteyi %44 ila %65 oraninda inhibe etmistir. Diger metal iyonlar1 (K *, Co%*, Zn*? ve
Ni*?) ve EDTA’nin aktivite iizerinde dnemli bir etkiye sahip olmadig1 gdzlenmistir.
Yapilan tez ¢alismasinda Fe*? ve Cu*?’nin enzim aktivitesini inhibe ettigi Mn*2’nin enzim
aktivitesini arttirdigi ve EDTA nin sabit kalmasi literatiir ile ayn1 sonuglart buldugumuzu
gostermektedir.

Zhao vd., (2014) yaptig1 ¢alismada HPLC analizi ile 100 mL siitte 1.000 U enzim
ile 60 °C'de 24 saat icinde %92.44 laktoz pargalandig1 ve enzim hidrolizi 37, 25 ve 10
°C’lik diisiik sicakliklarda da gerceklestirebildigi gosterilmistir.

Urettigimiz laktaz enziminin etkinliginin test edilmesi amaciyla HPLC cihaz ile
tez kapsaminda iiretilen belli oranda seyreltilmis laktaz enzimi iceren a-Lactose
monohydrate ¢ozeltisi ve siitte laktoz miktar1 belirlenmistir. Laktaz enziminin laktozu
parcalamasi igin optimum sicaklik ve seyretme orani denemeleri yapilmistir. HPLC
analizi sonucuna gore a-Lactose monohydrate ¢ozeltisi yapilan analizde sicaklik arttikca
laktozu pargalama orani artmistir. Kontrol 6rneginde %4 laktoz bulunmaktadir.10°C 10
kat seyreltme Orneginde laktoz miktar1 %0,44, 20°C 10 kat seyreltme 0.285; 30°C’de
%0.14; 40°C’de %0.07; 50°C’de %0.03 gozlenmistir. Laktoz miktar1 sicaklik arttik¢a
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azalmaktadir. 60°C sicaklikta 10 kat seyreltmede laktozun tamami parcalandigi
goriilmistiir. Ayni sekilde 10 °C 50 kat seyreltmede %2.1; 20°C’de %1.9; 30°C’de %1.5;
40°C’de %1.2; 50°C’de %1; 60°C’de %0.79 laktoz miktar1 gozlenmistir. a-Lactose
monohydrate ¢ozeltisinde yapilan analizden sonra siitte 37°C sicaklik belirlenmis Siire
denemesi (15,30 dakika) ve seyreltme denemesi (seyreltilmemis, 2 ve 5 seyreltilmis)
yapilmigtir. Siit denemesinde 37°C 15 dk seyreltilmemis %0.138; 37°C 30 dk
seyreltilmemis 9%0.1345; 37°C 15 dk 2 kat seyreltme %0.17; 37°C 30 dk 2 kat
seyreltmede %17; 37°C 15 dk 5 kat seyreltmede %0.21; 37°C 30 dk seyreltme 0.17 laktoz
miktar1 gézlenmistir. Tiirkomp Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabanina gore laktozsuz
stitte laktoz miktar1 en fazla %,0.22 oldugu bildirilmistir. Bu degeri 37°C’de 15 dakika
inkiibasyon siiresi ve 5 kat seyreltmede %0.2 laktoz miktari ile saglanmaktadir.
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda laktaz enziminin etanol ile indiiklenebilen SNT5 promotoru
kontroliinde P. pastoris’te rekombinant olarak ilk kez iiretimi gergeklestirilmistir. Bu
kapsamda laktaz enziminin ekspresyonu, biyoreaktérde iiretimi ve kismi
karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen sonucglar asagida maddeler halinde
sunulmustur.

e A. oryzae gen kaynakli laktaz enzimi sentetik olarak temin edilmis olup SNT5
promotoruna klonlanarak ekspresyon vektorii olusturulmustur.

e pSNTS5a-Lac ekspresyon vektoriiniin P, pastoris MK115 (PDI)
transformasyon sonucu iki adet maya klonu olusturulmustur. Olusturulan
klonlar ile erlenmayer 6l¢eginde enzim iiretimi gergeklestirilmis yapilan SDS-
PAGE analizi sonucuna gore daha yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu igin
# 1 nolu klon tiretim klonu olarak se¢ilmistir.

e Laktaz enzimi ekspresyonun en yiiksek oldugu parametreleri bulmak igin
farkli sicaklik (20°C, 24°C ve 28°C) ve pH (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0
degerlerinde BMEY besiyerinde iiretimler yapilmistir. Analizler sonucunda
28°C’de, pH 7.0 kosullarinin ideal sartlar oldugu belirlenmistir. Ancak pH 7.0
degeri enzimin glikozilasyona ugramasindan dolayr ve fermentor iiretimi
sirasinda yiiksek pH degerinde besiyeri igindeki tuzlarin presipitasyona
ugramasindan dolayi1 biyoreaktdr iiretimi igin se¢ilmemis pH 6.0 optimum pH
olarak belirlenmistir.

e Optimum pH denemesinde #1 numarali klonda pH 7,0, 24°C, 225 rpm
kosullarinda, 72.saat boyunca, %1 etanol ile indiiklenerek en yiiksek enzim
aktivitesi 5,866,667 U/mL ve toplam protein 974 mg/L olarak bulunmustur.
Sicaklik denemesinde #1 numarali klonda pH 6.0, 28°C’de 120.saatte en
yiiksek enzim aktivitesi 6,800,000 U/mL ve toplam protein 512 mg/L olarak
bulunmustur.

e Biyoreaktorde iiretim igin ideal kosullar olan pH 6 ve 28 °C sartlarinda FM22
besiyeri kullanilarak fermantasyon 95 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Enzim
aktivitesi 95.saate kadar artmaya devam etmis olmasina ragmen biyoreaktor
haznesinin dolmasindan dolay1 fermantasyon sonlandirilmistir. En yiiksek
enzim aktivitesi FB95 hasat orneginde 18,400,000 U/mL, 3177 mg/L toplam
protein degeri olarak tespit edilmistir.

e Rekombinant laktaz enziminin optimum c¢alisma sicakligi 60°C ve optimum
pH degeri 5.2 olarak belirlenmistir. Sicaklik stabilitesi 50°C’de %98 iken
60°C’de %8’e inmekte, 70°C’de ise tamamen kaybolmaktadir. pH stabilitesi
pH 3,0’dan 5,2’ye kadar artmakta 5,2’de maksimum deger goriilmektedir. pH
6.02°de %81 degeri gozlenirken pH 7,0 degerinde diiserek %17 degeri
gozlenmektedir.
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Metal iyonlari etkisine bakildiginda ise Fe*?, Cu*?, Co*?, Zn*? iyonlar laktaz
enzimi aktivitesi inhibe ettigi, Mn*? ise %14 arttrdign gozlenmistir.
EDTA’nin etkisinin olmadigi Ca*?, Mg*?, Ni*?, K* iyonlarinin ise enzim
aktivitesini kayda deger olglide degistirmedigi gozlenmistir.

Ferment6r orneklerinin konsantre hale getirilmesi i¢in 50 kDA cut off
degerlikli filtreler kullanilmistir. Laktaz enzimin stabilitesini korumasi igin
sodyum asetat tamponu ile tampon degisimi islemi yapilmistir. Konsantre
edilen 6rnegin enzim aktivitesi 90,888,889 U/mL, toplam protein miktar
26539 mg/L olarak gozlenmistir. Enzim aktivitesi miktar1 5 kat artirilmigken
toplam protein miktar1 ise 8.3 kat artmistir.

HPLC analizi sonucuna gore a-Lactose monohydrate ¢ozeltisinde yapilan
analizde 60°C sicaklikta 10 kat seyreltmede laktozun tamami pargalandigi
goriilmiistiir. 30°C 50 kat seyreltmede %1.5 laktoz miktar1 gozlenmistir. Siit
denemesinde 37°C’de 15 dakika inkiibasyon siiresi ve 5 kat seyreltmede %0.2
laktoz miktar1 gozlenmistir. Tirkomp Ulusal Gida Kompozisyon Veri
Tabani’na (2025) gore laktozsuz siitte laktoz miktar1 en fazla %0.22
bildirilmistir.

Bu calisma ile rekombinant protein iiretiminde, iiretim dizayni yapilirken 6nemli
olan parametrelerden kodon optimizasyonunun yapilmasi (kodon optimize sentetik gen
dizayni), uygun promotor (SNT5) ve sekresyon sinyalinin(a-mating) se¢imi, uygun konak
hiicre MK 115 (PDI)) se¢imi ile ekspresyon vektori dizayni seviyesinde bir optimizasyon
yapilmistir. Daha sonrasinda ise segilen tiretici klon ile erlenmayer kosullarinda (sicaklik
ve pH) optimizasyon yapilmis ve erlenmeyerde kontrol edilemeyen sartlarin biyoreaktor
6lceginde kontrolii ile biyoproses optimizasyonu kismen tamamlanmistir. Béylece uygun
expresyon vektorii dizaynindaki ideal kombinasyonlar ile, biyoproses dizayni ile yapilan
optimizasyonlar birlestirilerek en yiiksek iiretici klon ile en ideal kosullarda enzim iiretimi
yapilmistir. Bu sayede siit endiistrisinde énemli bir kullanim alani bulan laktaz enzim
tiretimi igin bir maya klonu gelistirilmis ve iiretim kosullar1 kismi olarak karakterize
edilerek baz1 biyoproses verileri elde edilmistir.
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8. EKLER

EK-1. Calismada kullanilan DNA ve protein standartlari

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
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EK-2. Enzim aktivitesinde kullanilan bilesenler ve bilesen miktarlari

Tepkime Bilesen Miktarlari Enzim Kor
0,1 mol/L sodyum asetat tamponu (pH 5,2) - 100 pl
Siipernatant 6rnegi 100 pl -
Reaksiyon karigimi 400 pl 400 pl
60 °C 10 dk inkiibasyon
1 M NaxCOs 500 pl 500 pl
420 nm spektrofotometre absorbans dl¢cliimii
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EK-3. Laktaz aktivitesi tayini (b) gorselleri

(b)
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EK-4. ONP standart grafigi
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EK-5. Toplam protein tayini standart grafigi

BSA Standart kurvesi
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EKLER

EK-6. Metal Iyonlar1 Etkisi
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EK-7. a-Lactose monohydrate ¢ozeltisi HPLC kromatogram gorselleri
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EK-7. a-Lactose monohydrate ¢6zeltisi HPLC kromatogram gorselleri (Devami)
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EK-7. a-Lactose monohydrate ¢ozeltisi HPLC kromatogram gorselleri (Devami)
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EK-8. Siit HPLC kromatogram gorselleri
a-) 37°C’de 15 dk inkiibasyon seyreltilmemis drnegi
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EK-8. Siit HPLC kromatogram gorselleri (Devami)
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