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OZET

ZEYTIN BETA GLUKOZIDAZ GENI’NIN Pichia pastoris’TE EKSPRESYONU
Gozde ZEYTUN

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Senay VURAL KORKUT
Es Danisman: Ars. Gor. Dr. Giinseli KURT GUR

Beta glukozidazlar (EC.3.2.1.21) glikozidler ve oligosakkaritlerin beta glukozidik
baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bitkiler, hayvanlar, bakteriler ve
mantarlarda bulunurlar. Hayvanlarda glikolipidlerin ve egzojen glikozidlerin yikimi,
mikroorganizmalarda biyokiitle doénlisimu, bitkilerde koku salinimi, lignifikasyon,
hicre duvari oligosakkaritlerinin katabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Beta
glukozidazlarin zeytinde tat ve renk olusumunda goérevli oldugu disinilmektedir.
Cesitli rekombinant proteinlerin Giretiminde kullanilan bir organizma olan Pichia
pastoris, beta glukozidaz ekspresyonu calismalarinda da siklikla kullaniimaktadir.
Okaryotik protein Uretiminde gerekli olan post translasyonel modifikasyon, protein
katlanmasi ve protein islenmesini saglayan Pichia pastoris, yiksek diizeyde protein
Uretiminin yani sira diger 6karyotik ekspresyon sistemlerine gore daha ucuz, daha
kolay ve hizli Uretilebilme avantajina sahiptir. Bu calismada; enzimin blyik miktarda

Uretimi icin Pichia pastoris’te, zeytin (Olea europaea L. Gemlik kdltivar)) beta
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glukozidaz geninin heterolog ekspresyonu amaglanmistir. Tam boyda beta glukozidaz
cDNA'’si, alkol oksidaz (AOX1) promotoru kontroli altinda maya mekik vektori pPICZB
icine klonlanmigtir. Olusturulan rekombinant DNA, Pichia pastoris’in yabani tip X-33
susuna kimyasal transformasyon ile aktarilmis ve transformantlar YPDS/Zeo igeren
besiyerlerinde secilmistir. Zeytin beta glukozidaz geninin P. pastoris genomuna
entegrasyonu hem ilgili gene 6zgii hem de AOX primerleri ile kurulan PCR sonucunda
dogrulanmistir. Kiltlirler 30°C ve 250 rpm’de farkli besiyerlerinde blyitilmis ve her
glin %1 metanol ilavesi yapilarak heterolog beta glukozidaz ekspresyonu
indiklenmistir. Dort giin boyunca toplanan 6rneklerdeki rekombinant beta glukozidaz
ekspresyonu, yapay substratlarla enzim aktivitesinin belirlenmesi ile analiz edilmistir.
Gelecek calismalarda Uretilen rekombinant enzimin saflastirilmasi ve biyokimyasal

karakterizasyonu amaglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: beta glukozidaz, heterolog ekspresyon, Pichia pastoris, zeytin

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESi FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

EXPRESSION OF OLIVE BETA GLUCOSIDASE Pichia pastoris

Gozde ZEYTUN

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT
Co-Adviser: Dr. Giinseli KURT GUR

Beta glucosidases (EC.3.2.1.21) are enzymes which catalyze the hydrolysis of glucosidic
linkages of glycosides and oligosaccharides. Beta glucosidases are found in plants,
animals, bacteria and fungi. These enzymes have important roles in the catabolism of
glycolipids and exogenous glycosids in animals, biomass conversion in microorganisms,
scent release, lignification and catabolism of cell wall oligosaccharides in plants. Beta
glucosidases are considered to be involved in the formation the taste of olives.
Methylotrophic yeast Pichia pastoris is an organism that is used for recombinant
production of various proteins. It is also frequently used for heterologous expressin of
beta-glucosidases. It has many advantages as being an eukaryotic expression system in
that it allows posttranslational modifications including proteolytic processing, folding,
disulfide bond formation and glycosylation. Pichia pastoris system is easier, less

expensive, faster to use and gives higher expression levels of recombinant proteins
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compared to other eukaryotic expression systems. In this study it is aimed to make
heterologous expression of beta glucosidase in Pichia pastoris for the large scale
production of enzyme. Beta glucosidase cDNA was cloned into yeast shuttle expression
vector, pPICZB, under the control of alcohol oxidase (AOX) promoter and Pichia
pastoris strain X-33 was chemically transformed with recombinant DNA. Transformants
were selected on YPDS/Zeo plate. Entegration of gene was screened by PCR with gene
specific primers and AOX primers. Cell cultures were incubated at 30°C for four days.
Heterologous expression of beta glucosidase was induced by addition of 1% methanol

every day. At the end of fourth day samples were collected and analyzed.

Keywords; beta glucosidase, heterologous expression, olive, Pichia pastoris

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

XVi



BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Karbohidrat metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin c¢esitliligi, karbohidrat
stereokimyasinda yer alan molekillerin gesitliligi ile paraleldir [1]. Hidrolazlar sinifinda
bulunan glikozil hidrolazlar (EC 3.2.1) karbohidrat metabolizmasinin anahtar
enzimleridir ve (ic ana alemde de bulunurlar (Arkebakteri, Eubakteri ve Okaryot).

Glukozil hidrolazlar, glikozidazlar ve transglikozidazlari icerirler [1], [2].

Glikozil Hidrolaz (GH) Ailel enzimleri G-O-X ya da G-S-X tipindeki substratlari hidroliz
etmektedirler. Burada G, B-bagh glukozil, galaktozil, mannozil, fukozil, 6-fosfoglukozil
ya da 6-fosfogalaktozil rezidisiuni (bakiyesini), X ise diger glikozil bakiyesini ya da

aglikonu temsil etmektedir. [3].

Henrissat’'in glikozil hidrolazlar icin gelistirdigi siniflandirma sistemi, amino asit dizi
benzerlikleri ve yapisal benzerlikleri temel almaktadir [1], [4]. Bu sistemde, genel bir
amino asit dizisi benzerligi ile iyi korunmus dizi motiflerine sahip enzimler, ayni aile
icinde gruplandirilir. Siklikla glincellenen Karbohidrat Aktif Enzimler Veritabani
(Carbohyrate Active Enzymes Database, CAZY) web sitesinde 115 glikozil hidrolaz ailesi
listelenmistir  [4]. Glikozil hidrolazlar, glikozidik baglarin hidrolizi ve/veya
transglikozilasyonundan sorumludur [4]. Glikozil hidrolazlar ailesinin bir Uyesi de beta

glukozidazlardir.

Beta glukozidazlar (B-glukozidaz) tam adi ile B-D glukopiranosid glukohidrolazlar,
E.C.3.2.1.21 Enzim Komisyonu Numarasi’'na sahiptirler [5]. Beta glukozidazlar,

oligosakkaritler ya da polisakkaritlerden, terminal, indirgeyici olmayan 1,4 bagli-beta-
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glukoz bakiyelerini agiga ¢ikaran beta-D-glukozu hidrolizler [6]. Arkealarin, Obakteriler
ve Okaryotlarin tim domainlerinde, evrensel olarak bulunurlar ve cesitli fonksiyonlara

sahiptirler [5].

Beta glukozidazlar, selllozik biyokitle degredasyonu, hayvanlarda glikolipitlerin ve
egzojen glikozidlerin yikimi, mikroorganizmalarda biyokiitle dontsiimi, bitkilerde koku
salinimi, lignifikasyon, siyanogenezis, sekonder metabolitlerin modifikasyonu gibi cesitli
biyolojik slireclerde O6nemli roller oynarlar [5], [7]. Bu enzimlerin diger isimleri
gentiobiaz ve sellobiazdir [8]. Tum beta glukozidazlar, 55 ve 65 kDa’luk alt birimlere,
asidik pH’a (pH 5-6) ve substrat olarak beta glukozide (glukozid ve daha az 6lglide

fukozid ve galaktozid) mutlak gereksinim duymaktadirlar [5].

1.1.1 Beta Glukozidazlarin Siniflandiriimalari

Beta glukozidazlar literatiirde amino asit dizilimlerine dayali olarak bes glikozil hidrolaz

ailesi olarak siniflandirilirlar. Bu aileler, GH1, GH3, GH5, GH9 ve GH30’dur [1], [4], [9].

GH1, GH5 ve GH30 (B/a)s fici yapisina sahip proteinlerden olusan GH Clan A igerisine
girmektedir. Bunun aksi olarak GH9 enzimleri (a/a)e figi yapilarina sahiptir. Ayrica GH3

enzimlerinin aktif bolgesi iki domaine sahiptir [5].

Bu enzimlerin dordi tutucu reaksiyon mekanizmasi ile rol oynarken, sadece GH9
enzimleri ters cevirici mekanizma ile rol oynar [5]. GH1, GH5 ve GH30 katalitik
nukleofili/bazi Glutamik asit iken GH3 ve GH9’un Aspartik asittir [10]. Ayrica bitln

ailelerin katalitik protein donérleri de Glutamik asittir [10].

In silico protein yapi analizleriyle zeytin beta glukozidazinin GH1 ailesininden oldugunu
gosterilmistir [11]. Sekil 1.1’de farkli glikozil hidrolaz ailelerine iliskin beta glukozidaz

yapilari gosterilmektedir.



Sekil 1.1 Farkli GH Ailelerinde Beta Glukozidaz Yapilar* [5]

*Sekil 1.1’de yer alan yapilar: GH1 (Zea mays ZmGlul), GH3 (Hordeum vulgare Ekzo | B-
glukan glukohidroaz), GH5 (Candida albicans Ekzo-B-(1,3)-glukonaz), GH30 (Homo
sapiens Asit B-glukozidaz/ glukoserebrozidaz GBA1) ve GH9 (Vibrio parahaemolyticus’a
ait varsayilan ekzoglukanaz) ailelerinden beta glukozidaz ya da ilgili enzimleri icerir. N-
terminlerinden ve C- terminlerine maviden kirmiziya bir spektrumda renklendirilmistir.
Katalitik niikleofil ve asit-baz bakiyeleri okla gosterilmistir.

Beta glukozidazlar substrat 6zglinliiklerine gore ise Ug alt sinifa ayrilirlar [8]:

Sinif 1; glikozil beta glikozidaz ve aril beta glikozidaz aktivitesi olan enzimleri icerir; bu
enzimler sellobioz, laktoz, beta-p-nitrofenilglukosit, beta-p-nitrofenilgalaktosit, beta-p-

nitrofenilfruktosit ve diger benzer substratlari hidrolizleme yetenegindedir [8].

Sinif 2; sadece glikozil beta glukozidaz aktivitesine sahip olanlari icerir; bu nedenle

yalnizca sellobioz ve laktoz gibi substratlari hidrolize edebilirler [8].

Sinif 3; yalnizca aril (ya da alkil) beta glukozidaz aktivitesi olan enzimleri igerir; bu
enzimler beta-p-nitrofenilglukosite ve benzer substratlara karsi 6nemli etkinlige
sahiptirler [12]. Agirhikli olarak kif, mantar ve bakteride Uretilen bu enzimler dogada

oldukga genis yayilim gosterirler [13].



1.1.2 Beta Glukozidazlarin Gorevleri

Beta glukozidazlar gesitli canli gruplarinda birgok biyolojik stireglerde rol oynarlar.

1.1.2.1 Beta Glukozidazlarin Memelilerdeki Gorevleri

Memeliler, GH1 ailesinden laktaz-phloridzin hidrolaz ve sitoplazmik beta glukozidaz
ayrica GH30 ailesinden insan asit beta glukozidazi (GBA1) ve safra asidi beta glukozidazi
(GBA2) olmak Uzere bircok beta glukozidaz icerir [5]. Bu enzimlerin glikolipitler ve
besinsel glukozidlerin metabolizmasinda rol oynadigi duslintlir [5]. Ek olarak, GH1

ailesinden bir grup proteinin sinyal fonksiyonu da gosterdigi diisinilmektedir [5].

Memeliler ile ilgili olarak farede yapilmis bir calismada, fare safra kesesi beta
glukozidazi elimine edildiginde, safra asidi metabolizmasinda kiiclik etkiler
gortlmustir. Ancak testiste bulunan Sertoli hiicrelerinde glukoseramidlerin birikimi
olmus, bu da yuvarlak bash sperm olusturarak Greme verimliligini distrmustir [14].
Gen ile transfekte edilen hiicreler, floresan glukoseramidlerin hidrolazini artiran bir
yetenek gostermislerdir [14]. Sekil 1.2’de beta glukozidaz defekti bulunan fare spermi

ve yaban tip spermin i1sik mikroskobu goriintleri yer almaktadir.

+/+ —/-

Sekil 1.2 Yaban Tip ve Knock out Farede Sperm Morfolojileri* [14]

*A; Normal hilal seklinde basa sahip yabanil tip sperminin 1sitk mikroskobu ile 400X
blyatilmis gorintist B; Yuvarlak basa sahip knock out fare sperminin 1sik mikroskobu
ile 400X buytllmus gorintlsa

insanlarda cogunlukla glukoserebrosidaz (B-D-glukosil-N-asilsfingosin glukohidrolaz)
olarak bilinen bir beta glukozidaz ya da insan asit beta glukozidaz, lizozomlarda
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glukoseramidlerin degradasyonunu katalizler [5]. Enzimin eksikligi kahtsal bir hastalik
olan Gaucher hastaligina neden olmaktadir. Bu hastaligin ¢ formundan birini ireten
retikiilaendotelyal hiicrelerin lizozomlar icerisinde, glikosfingolipid glukozilseramid
birikir ve bu birikme sonucu Gaucher hastaligi ortaya c¢ikar [5]. Bu insan beta
glukozidazini kodlayan genin molekiler biyolojisi ve enzimin fizikokimyasal yapisi
calisilmis ve iyi anlasilmistir. insan asit beta glukozidazi 6zellikle Gaucher hastaliginin

tedavisi igin, terapotik ve diagnostik prosedirlerin gelisiminde potansiyale sahiptir.

1.1.2.2 Beta Glukozidazlarin Béceklerdeki Gorevleri

Bitkilerle beslenen bocek larvasindan, GH1'den sindirim beta glukozidazi izole edilmis
[15], [16] izole edilen bu larval beta glukozidazlarin, glukooligasakkaritler ve sellobioz,
gentiobioz, amigdalin gibi bitki glikozitlerini, onlarin sindirim fonkiyonu dogrultusunda

hidrolize edebildigi gosterilmistir [15].

1.1.2.3 Beta Glukozidazlarin Bitkilerdeki Gorevleri

Bitkilerde beta glukozidazlar bir dizi biyolojik fonksiyonda rol oynarlar. Bunlar;
savunma, simbiyosis, hiicre duvari katabolizmasi ve lignifikasyon, sinyallesme ve bitki
sekonder metabolizmasi fonksiyonlaridir. Birgok beta glukozidaz geninin biyotik ve
abiyotik stres tarafindan indiklendigi veya bu streslere basarili bir yanit olusturdugu
gosterilmistir [3], [17]. Bu enzimlerin rolleri onlarin substrat spesifikligi, doku ve hiicre
ici lokalizasyonlari ile hangi kosullar altinda fizyolojik substratlariyla temasta oldugu

belirlenerek kabul edilmistir [5].

Savunma: Bitkilerin siyanit ve hidroksamik asitler (4-hidroksi-1, 4-benzoakazin-3-one)

gibi toksik komponentleri salabilen glikozitleri icerdigi bilinmektedir [18], [19], [20].

Genellikle savunma glikozitleri, toksik bilesenleri salmak adina hidrolizleyen beta
glukozidazlardan, farkh bir hiicre veya hiicresel bolimde depolanirlar. Savunma
bilesenleri vakuolde depolanma egilimindedir, onlara karsilik gelen beta glukozidazlar
genellikle apoplastta ya da plastiddedir. Beta glukozidazlar ve tioglikozidazlarin ikisinin

de bu rolleri oynadigi bulunmustur. Bitkilerle beslenen uzman bdcekler, bu enzimleri



glikozit bombasi olarak gérev almasi igin adapte etmislerdir ve kendi savunmalarinda

kullanmiglaridir [21].

Hiicre Duvari Metabolizmasi: Bitkilerin hiicre duvari, dogada karbohidratlarin en
biyik deposudur, bundan dolayi beta glukozidazlarin hiicre duvari gelisiminde onemli
rolleri oynamasi sasirtici degildir. Beta glukozidazlar aslinda hiicre duvari asamasinda
hem oligosakkaritlerin degredasyonunda hem de sekonder hiicre duvarlarina
lignifikasyona izin vermek igin glikozitlerden monolignollarin saliniminda rol oynarlar

[5].

Hicre duvari tlrevli oligasakkaritleri hidrolizleyen birgok beta glukozidaz, oncelikli
olarak tek cenekli bitkilerde calisilmis ve yillar icinde tanimlanmustir. Ornek olarak; arpa
tohumu ¢imlenmesindeki bir beta glukozidaz B-1,3- ve B-1,4-bagl oligosakkaritlere
karsi aktivite gostermistir [22], [23], [24]. Son zamanlarda, bu enzimin arpa endosperm
hicre duvarlarinda bulunan mannooligossakkaritleri daha fazla tercih ettigi
gosterilmistir [25]. Sekonder hiicre duvarlarinin lignifikasyonunun, sinamil alkol beta
glukozidazlar gibi, monolignol glikozitlerinden beta glukozil bakiyelerinin ¢ikarilmasiyla,

monolignollerin aktivasyonunu icerdigi distlmustir [26].

Fitohormon Aktivasyonu: Bitkilerde birgok fitohormon glikozitleri bulunmustur. Misir
beta glukozidazinin hem in vitro olarak sitokinin beta glukozidlerini hidrolize ve aktive
ettigi hem de in vivo olarak ekzojen substratinin inflizyonunu yaptigi gosterilirken [27],
kismen saflastiriimis piring beta glukozidazinin gibberellin glikozidlerini hidrolize ettigi
gosterilmistir [28]. Absisik asit (ABA) glukozil esteri (ABA-GE) koklerden yapraklara
tasindigl ve serbest ABA daha fazla miktarda olmasina ragmen ekstraselliiler beta
glukozidazlar tarafindan yapraklarda hidrolize edildigi gésterilmistir [29]. Ozel bir
Arabidopsis ER beta glukozidazinin (AtBGLU18, AtBG1) kuraklik stresine bagli olarak
ABA-GE'i hidrolize etmek icin aktive oldugu gosterilmistir. Bu enzimde meydana gelen

bir gen mutasyonu erken ¢cimlenme ve hatali stoma kapanmasina neden olmaktadir.

Yukarida sayilanlarin disinda bitki beta glukozidazlari baska mekanizmalarda da gorev
alabilir. Ornegin; glikozit depo formlarindan ugucu maddelerin saliniminda énemli rol
oynadiklari gorilir. Bu bitkiler ile beslenen otcul parazitik canlilar icin ¢icek kokusu gibi

cezp ediciler icerir [30].



1.1.3  Zeytin Beta Glukozidazi

46 kromozoma sahip diploid bir bitki olan zeytin, 1.45 Gb genom blykliglne sahiptir.
Genom dizisi henliz yayinlanmamis olan zeytinin, beta glukozidazi ile ilgili az bilgi
mevcuttur. Sadece NCBI (National Center for Biotechnology Information) GeneBank’ta
bir cDNA dizisi (Accession no. AY083162.1) zeytin beta glukozidazina atfedilir. Beta
glukozidazin sofralik zeytin meyvesi ile zeytin yaginda oleuropeinin aci tadinin

giderilmesinden sorumlu oldugu tespit edilmistir [31].

Zeytinde bulunan oleuropein, dimetil oleuropein ve verbaskosit ve luteolin-7-glukozid
gibi fenolik bilesikler saglik alaninda etkin bir role sahiptir. Beta glukozidazlar bu fenolik

glukozidlerin hidrolizini katalizler [32].

1.1.4 Oleuropein

Bitkiler gibi hareketsiz organizmalar biyotik ve abiyotik stresi tolere etmek igin kimyasal
savunmada genel bir strateji olarak; sekonder metabolitleri genis cesitlilikte Uretirler.
Farkli bitkiler cesitli sekonder metabolitler icermesine ragmen, zeytin (Olea europaea
L.) Oleaceae’ye ait oleosit olarak bilinen alisiimadik sekoiridoitlerden birini icerir [11].
Zeytinde en onemli sekoiridoit olan oleuropein, bir elenolik asit esteri ile 3,4-
dihidroksifeniletanol (hidroksitirosol) ve onun direkt énciisii ligstrosittir [33], [34]. ilk
olarak Bourquelot ve Vintilesco tarafindan bulunan oleuropein, yapi olarak 1960 yilinda

tanimlanmistir [35].

Sekil 1.3 Oleuropeinin Kimyasal Formuli [36]



Oleuropein, zeytin meyvesinin ilk donemlerinde fazla miktarda bulunan, olgunlasma
surecinde metabolize olup miktari azalan ve meyveye acilik veren bir maddedir [37],
[38], [39], [40]. Zeytinin toplanmasindan hemen sonra tiketilememe nedeni olan
oleuropein glukoziti suda ¢6ziinebilir. Enzimatik olarak beta glukozidaz aktivitesi ile
glikoz ve oleuropein aglikona pargalanir ve estaraz enziminin aktivitesi ile

hidroksitriosol ve elenoik asit ortaya gikar [41].
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Sekil 1.4 Oleuropeinin Beta Glukozidaz ile Hidrolizi [42]

Sekoiridoitler farmasotikal aktivitelerde genis bir etkinlik araligina sahiptirler. Zeytine
ait bu Urlnlerin yapilarindaki oleuropeinin, antioksidan, antimikrobiyal, antiflamatuar,
antiaterojenik, antiviral aktiviteler dahil olmak lizere cok sayida farmakolojik 6zellige
sahip oldugu bircok arastirici tarafindan ortaya konmustur [40], [43], [44], [45], [46],
[47], [48], [49]. Yapilan calismalarda, yliksek miktarda oleuropein iceren zeytin
yapraklarindan ¢ikarilan fenolik fraksiyonun lipoprotein oksidasyonunu engelledigi ve
bundan dolay! besinsel takviye olarak dnemli rol oynadigi gosterilmektedir [50], [51].
Ek olarak hidroksitriosoliin dogal olarak elde edilen glicli bir antioksidan oldugu,

elenoik asitinse gliclli antiviral etki gosterdigi bilinmektedir [45], [52], [53], [54].



1.1.5  Pichia pastoris

Pichia pastoris, Komagataella pastoris olarak siniflandiriimis, 6zellikle heterolog
protein Uretimi icin biyoteknolojide dnemi olan metilotrofik bir mayadir [55]. E.coli,
B.subtilis, S.cerevisiae, H.polymorpha ve Aspergillus ile Trichoderma turleri ile birlikte

proteinlerin endistriyel platformda tretiminde kullanilir.

Metilotrofik maya Pichia pastoris’in tek hiicre proteini Uretimi icin ilk uygulamasi,
1970’lerin basinda meydana gelmistir. Bu amag igin, Philips Petroleum Company
tarafindan ucuz bir ortam ve vyiksek hiicre yogunluklu bir fermentasyon islemi
gelistirilmistir [56]. 1980’lerde Salk Institue Biotechnology/Industrial Associates,
Inc.’deki arastirmacilar, alkol oksidazi kodlayan AOX1 genini ve AOX1 promotorunu
izole etmislerdir ayrica Pichia pastoris’in molekiler genetik manipilasyonu igin
vektorler, suslar ve metodlar gelistirmislerdir. Pichia pastoris konakgi suslari, ilgili
protein icin kodlama yapan, genleri eksprese olan ve kolaylikla elde edilebilen uygun

vektorler ile birlestirilmistir [56].

1.1.5.1 Pichia pastoris’in Avantajlari

v'Basit mineral tuz besiyerinde ve biyoreaktorlerin kontrollii ortamlarinda, Pichia
pastoris yiksek hiicre yogunlugu ile bliylime gosterir.

v'Etkili ve siki olarak diizenlenmis promotoru (AOX1), biyime ve Uretimin secilimi
ile istenilen kontrol igin imkan verir.

v'Ayrica, Pichia pastoris sadece birka¢ endojen protein salgilarken, rekombinant
proteinin salgilanmasi ¢gok verimlidir.

v'Basit tuz besiyerinden rekombinant proteinin ayrilmasi olduk¢a kolaydir. Bu
sebeple, Pichia pastoris Uretim icin ideal olan, oldukca etkili rekombinant

protein olusumu ve saflastiriimasini sunar [56].

1.1.5.2 Pichia pastoris’te metanol metabolizmasi

Metilotrofik mayalar tek karbon ve enerji kaynag olarak metanol kullanma
yetenegindedir. Bugline kadar tespit edilen metilotrofik suslar sadece dort cinse aittir:

Hansenula, Pichia, Candida ve Torulopsis [57]. Hepsi, birka¢ 6zglin enzimi iceren



spesifik bir metanol kullanim yolagini paylasirlar. Sekil 1.5’de metanol kullanimina ait
enzimler ve yolak anlatilmaktadir. Baslangi¢ reaksiyonlari 6zellesmis mikrobadiler ve
peroksizomlarda gerceklesir, takip eden sonraki metabolik adimlar ise sitoplazmada
gerceklesir [58]. Peroksizomlar, metanol metabolizmasi i¢in li¢ anahtar enzim olan;
alkol oksidaz, katalaz ve dihidroksiaseton sentazi barindirarak, bilylime sirasinda
zorunlu bir rol oynarlar [58]. Metanol 6ziimsemesi ve katabolizmasinin daha sonraki

reaksiyonlari sitosolde gergeklesir[58].
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Sekil 1.5 Metanol Kullanim Yolagi* [59]

*1. Metanol alkol oksidaz tarafindan okside olur ve formaldehit ile hidrojen peroksit
olusur. 2.Toksik hidrojen peroksit katalaz tarafindan su ve oksijene ayristirilir. 3,4.
Katabolik yolizinde formaldehit formaldehit dehidrogenaz (FDL) ve format
dehidrogenaz (FMD) ile katalize edilmis karbondioksite siradaki iki dehidrogenaz
reaksiyonu ile oksitlenir. 5. Asimilasyon i¢in formaldehit, ksiluloz-5-fosfat (XusP)Cs ile
dihidroksiaseton sentazin hareketi ile reaksiyona girerek, bilesikleri gliseraldehit (GAP)
ve dihidroksiaseton (DHA) olusturur. 6. DHA, dihidroksaseton kinaz (DAK) ile
dihidroksiaseton fosafta (DHAP) fosforile olur. 7. GAP ve DHAP bir aldolaz
reaksiyonunda fruktozl-6bifasfat (FBP) (retir. 8. Son adimda friktoz 6-fosfat ve son
olarak ksiluloz-5-fosfat olusur. Metanol kullanim yolagi genleri dort metilotroftan izole
edilmistir.
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1.1.5.3 Pichia pastoris Ekspresyon Sistemi

Lineer vektor Pichia pastoris genomuna homolog rekombinasyon yoluyla entegre edilir

ve kararli transformantlar olusturulur [56].

Pichia pastoris’te yabanci bir genin ekspresyonu temelde lg¢ adim igerir [58]:
1) Ekspresyon vektori igerisinde genin insersiyonu,

2) Pichia pastoris konakgisinin icerisine ekspresyon vektorinin girisi,

3) Yabanci genin ekspresyonu icin potansiyel suslarin incelenmesi.

A Gene Insertion at AOX1
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Sekil 1.6 Pichia pastoris Genomuna Gen insersiyonu (A) ve Yer Degistirmesi (B) [60]

Pichia pastoris ile heterolog genlerin ekpresyonu AOX1 promotoru tarafindan etkili ve
siki biri sekilde diizenlenmektedir. Bu promotor, glukoz, gliserol ve diger pek g¢ok
karbon kaynagl Uzerinde bilylyen hiicrelerde oldukca baskilanir fakat metanol
tarafindan gliclu bir sekilde indlklenir [56]. Bu siki diizenlenme Pichia pastoris’in,
gliserolde biylyen daha sonra metanol ile indiklenen hiicre kiltiirlerinde
kullanilmaktadir. Yetistirme sireleri, Uretimin endistriyel seviyelerine gore

sekillendirilebilir [56]. AOX promotorlari en yaygin kullanilan promotor olsa da Pichia
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pastoris’te yabanci protein Uretimi icin DAS (Dihidroksiaseton sentaz), FLD 1

(Formaldehit dehidrogenaz) gibi baska promotor secenekleri de mevcuttur [61].

Selection of host strain:
« wild types
« protease-deficient strains
+ auxotrophic strains
+ glyco-engineered strains

Protein secretion

P
/ .
xpression cassette

/ E i tt \

shR_P 160 Tr [Marker 3R] |

Genomic integration: | )
+ single-/multicopy |

.+ homologous recombination
« ectopic integration Secretory pathway:
: 7 + secretion signals:
b a0 S.c. a-MF, Pp. PHO1
Promoter: B ~ ™ + proteolytic processing, e.g.:

. i = . K ; 1
: ;‘Zﬁé:gg"e Intracellular protein expression | glycg:ggtgis 3
Selectable marker: N- or O-linked

%’%g%’

* membrane-associated proteins

« drug resistance )
+ surface display anchors

__* auxotrophy

Sekil 1.7 Pichia pastoriste Heterolog Ekspresyon* [62]

*Ekspresyon plazmidini barindiran ilgili gen(ler) (GOI), transformasyon dncesinde lineer
hale getirilir. Segilebilir markerlar ve replikasyon orijini (Ori), E.coli igindeki plazmidin
cogalmasi icin gereklidir. ilgilenilen proteinin ekspresyon seviyesi kromozomal
entegrasyon lokusuna ve genin kopya sayisina baglidir. Uygun sinyal sekanslari
rekombinant protein icin intraselliler ya da ekstraseliiler ekspresyona rehberlik eder.

1.1.5.4 Ekspresyon Vektorii pPICZ

pPICZ'ler, intraselller ekspresyon igin tasarlanan Pichia pastoris vektorleridir. Sekil
1.8'de vektore ait harita verilmistir. C-terminaldeki polihistidin bdlgesiyle birlikte
klonlayabilmek icin ekspresyon vektori ¢ okuma c¢ercevesine sahiptir. Ayrica segilimi

saglayan Zeocin direng genini tagimaktadir.
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Sekil 1.8 Ekspresyon Vektorl pPICZ'nin VektorininTasarimi [10]

Cizelge 1.1 pPICZB Vektoriiniin Ozellikleri

5’A0X1 942 bp uzunluga sahip promotor sekansidir. Metanolle uyarilarak
ylksek dlzeyde ekspresyon saglar. Plazmidin AOX1 lokusuna
entegre olmasini hedefler.
MCS On adet tekli restriksiyon bdélgesi icerir ve hedeflenen genin

ekspresyon vektorine eklenmesini saglar.

C-terminal myc
epitope kuyrugu

(Glu-GIn-Lys-Leu-lle-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu-Asn) Flizyon proteinin
anti-myc antikoruyla deteksiyonunu saglar.

C-terminal Rekombinant flizyon proteinin metal-selatlayan resinle
polihistidin saflastirilmasini saglar. Ayrica Anti-His(C-term) Antibadi ve Anti-
kuyrugu His (C-term)-HRP Antibadi icin hedef epitoptur.
AOX1 AOX1 geninin dogal transkripsiyon sonlanma sinyalidir (yaklasik

Transkripsiyon
Terminasyon (TT)

olarak 260 bp). mRNA stabilitesinin artirilmasi icin 3 mRNA
islenmesini saglar.

TEF1 promotoru:

Zeosin direncini olusturan Sh ble geninin ekspresyonunu saglar.

EM7(Sentetik

Zeosin direncini veren Sh ble geninin E. coli de ekspresyonunu

prokaryotik saglayan konstitiitif promotordur.
promotor)
Sh ble geni E. coli de segim igin zeocin direng genidir. (Streptoalloteichus
hindustanus ble geni)
CYC1TT Sh ble geni icin etkin 3" mRNA islenmesini saglar.
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Cizelge 1.1 pPICZB Vektoriiniin Ozellikleri (devami)

pUC orijini Plazmitin E. coli de kalmasini ve replikasyonunu saglar.

Sac |, Pme |, BstX| | Pichia genomuna etkin integrasyon igin vektériin AOX1 lokusunda
linearizasyonunu saglayan tekli reksriksiyon bolgeleridir.

1.1.5.5 Pichia pastoris’te Eksprese Edilmis Beta Glukozidazlar

Cizelge 1.2’ de ekspresyonu Pichia pastoris’te yapilmis farkl kaynaklara ait bazi beta
glukozidazlar listelenmistir. Himeno ve arkadaslar tarafindan 2013 yilinda yapilan bir
calismada, tiberonik asit B-D-glukosidleri hidrolizyebilen, Oryza sativa’ya ait iki adet
beta glukozidazi, Pichia pastoris’in X-33 susunda ekstraselller olarak eksprese
etmislerdir. Rekombinant enzimin spesifik aktivitesi (182 U/mg), dogal enzimin spesifik
aktivitesine (171 U/mg) gore daha yuksek gorilmistir. Ayrica E.coli’'de Uretilmis
rekombinant enzimin spesifik aktivitesinin, dogal enzimin spesifik aktivitesine kiyasla
Uc¢ kat daha disuk oldugu tespit edilmistir [63]. Bu sonug¢ Pichia pastoris’teki

rekombinant enzim Uretiminin avantajli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 1.2 Pichia pastoris’te Ekspreyonu Yapilmis Beta Glukozidazlar

Organizmanin Kaynak Molekiil | Ekspresy | Ekspresyon Optimal GH Ref
Tipi Organizma Agirhg on Besiyeri Sicaklik | Ailesi
(kba) Susu Ve Kosullar (°C) ve
pH
Maya Saccharomycopsis 120 X-33 BMMY 28°C 50°C - [64
N o
fibuligera KM71 / %0.5 oH 5 ]
Metanol
Mantar Piromyces sp. 75.8 KM71 MMY 39°C GH1 | [65
%0.5 pH 6 ]
Metanol
Thermoascus - KM71 YPM 70°C GH3 [66
aurantiacus 30°C oH 5 ]
Aspergillus 91.47 X-33 YPM 60°C GH3 [67
fumigatus oH 6 ]
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Cizelge 1.2 Pichia pastoris’te Ekspreyonu Yapilmis Beta Glukozidazlar (devami)

Organizmanin Kaynak Molekiil | Ekspresy | Ekspresyon Optimal GH Ref
Tipi Organizma Agirhg on Besiyeri Sicaklik | Ailesi
(kDa) Susu Ve Kosullari (°C) ve
pH
Hayvan Human liver 53 GS115 BMMY 50°C GH1 | [68
30°C pH 6.5 ]
Nasutitermes 169.5 KM71 - 65°C GH1 [69
takasagoensis pH 5.5 ]
Bitki Dalbergia 66 GS115 BMMY - GH1 [70
cochinchinensis ]
Oryza sativa 40 ve X-33 BMMY 60°C - [63
26'lik 20ve30°C | pH3.4 ]
iki peptid %0.5
Metanol

1.2 Tezin Amaci

Bu calismanin amaci; Zeytin (Olea europaea L. Gemlik kiltivari) beta glukozidaz geninin

Pichia pastoris’te heterolog ekspresyonunu gerceklestirmektir. Tez c¢alismasi
tamamlandiktan sonra enzimin saflastiriimasi ve biyokimyasal karakterizasyonu ile ilgili

¢alismalar devam edecektir.

1.3 Hipotez

Laboratuvarimizda klonlanan, tam uzunluktaki zeytin beta glukozidaz genine ait cDNA
uygun primerler kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilacaktir. Rekombinant ekspresyon
vektorli, Pichia pastoris X-33 susuna klonlanacak ve uygun besiyerlerinde beta
glukozidaz proteini elde edilecektir. Daha sonra da enzimin yapay substratlarina

yonelik tayin yontemleri uygulanacaktir.
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BOLUM 2

2.1 Tamponlar ve Cozeltiler

MATERYAL METOD

Cizelge 2.1 Kullanilan Tampon ve Gozeltiler

TBE ¢ozeltesi (10 X)

108 g Tris base, 55 g Boric acid, 40 ml 0.5M EDTA
(pH 8.0), 1L distile suya tamamlandi.

Maya Hiicresi Pargalama
Tamponu

50 mM Sodyum Fosfat Tamponu pH 7.5, %10
Gliserol, 500 mM NaCl son hacim 500 ml olacak
sekilde distile su ile tamamlandi.

Parcalama islemine baslamadan hemen o&nce
gerekli miktar parcalama tamponuna son
konsantrasyon 1 mM olacak sekilde PMSF ve her 6
ml icin, 1 ml EDTA icermeyen Proteaz inhibitor
kokteyli birlestirildi.

7 X Proteaz inhibitor Kokteyli

1 adet tablet 1.5 ml suda ¢ozdirildi. (cOmplete
Mini EDTA-Free Protease Inhibitor Coctail ROCHE)

10 X YNB (%13 Yeast Nitrogen
Base with Ammonium Sulfate
without amino acids)

134 g YNB 1 L su igerisinde ¢Ozdurildi. Filtre
sterilizasyonu yapildi.

10 X D (%20 Dextrose)

200 g Dextrose 1 L distile suya tamamlandi.
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Cizelge 2.1 Kullanilan Tampon ve Cozeltiler (devami)

10 X M (%5 Metanol)

5 ml Metanole 95 ml distile su eklendi.

10 X GY (%10 Gliserol)

100 ml Gliserole 900 ml distile su eklendi.

500 X B (Biotin)

2 mg Biotin 10 ml distile suda ¢6zduruldi.

200mM Lityum Asetat Tamponu

41 mg LioAC dihidrat 20 mg SDS ile 2 ml distile suda
¢Ozduraldu.

Etanol

%96-100, %70

Sodyum Asetat Cozeltisi 0.1 M

0.802 g Sodyum Asetat 100 ml distile suda
¢ozduraldu.

Asetik Asit Cozeltisi 0.1 M

0,575 ml %100 Asetik asit 100 ml distile suya
tamamlandi.

Sodyum Asetat Tamponu 0.1 M
pH4.1

35.7 ml 0.1M asetik asit ¢ozeltisi, 64.3 ml 0.1M
sodyum asetat ¢ozeltisi ile karistirildi. Son pH asetik
asit ile ayarlandi.

Tris-Glycine Running Buffer

1.5 g Tris-Base, 7.2 g Glisin 500 ml olacak sekilde
distile su ile tamamlandi. pH 8.3’e ayarlandi.

(pH 8.3)

20 mM pNPG 0.006 g pNPG 10 ml Sodyum Asetat Tamponunda
¢Ozdurulda.

5 mM MUG 1.7 mg MUG, 1 ml Sodyum Asetat Buffer pH 5.5

icerisinde ¢ozduralda.

%0.8 Agar Plate

800 mg agar, 100 ml su igerisinde eritildi. Ve
platelere alinarak polimerlesmesi saglandi.

Tris

1.5 M pH 8.8 ve 1 M pH 6.8 hazirlandi.

%10 Amonyum Persiilfat

20 mg APS, 200 pl distile suda ¢ozdirulda.

%10 SDS

10 g SDS, 100 ml distile suda ¢ozdirildi.
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Cizelge 2.1 Kullanilan Tampon ve Cozeltiler (devami)

SDS-PAGE Boyama Soliisyonu

62.5 mg CBB, 100 ml Metanol, 17.5 ml Asetik asit
birlestirilip, son hacmi 250 ml olacak sekilde distile
su ile tamamlandi.

SDS-PAGE Boyayi Yikama
Soliisyonu

100 ml Metanol, 50 ml Asetik asit, 350 ml distile su
ile birlestirildi.

Denatiire Kosullarda Baglanma
Tamponu

8 M ire, 10 mM imidazol, 0.1 M sodyum fosfat
monobazik, 0.01 M Tris birlestirilip pH 8.0°e
ayarlandu.

Denatiire Kosullarda Yikama
Tamponu

8 M ire, 50 mM imidazol, 0.1 M sodyum fosfat
monobazik, 0.01 M Tris birlestirilip pH 6.3’e
ayarlandu.

Denatiire Kosullarda Eliisyon
Tamponu

8 M lre, 250 mM imidazol, 0.1 M sodyum fosfat
monobazik, 0.01 M Tris birlestirilip pH 4.5e
ayarlandu.

2.2 Besiyerleri

Cizelge 2.2 Kullanilan Besiyerleri

Diisilk Tuz icerikli Luria | 10 g Tripton, 5 g Maya ekstrati, 5 g Sodyum Kloriir, 15 g
Broth (LS-LB) Agar 1L distile suya tamamlandi. 121°C'de 20 dakika

otoklavlandi.

SOB (pH 7.0) (Super Optimal | %2 Tripton, %0.5 Maya Ekstrakti, 10 mM NacCl, 2.5 mM
Broth) KCl, 10 mM MgCl, igerigi hazirlandiktan sonra 121°C’'de

20 dakika otoklavlandi.

SOC (Glukoz ilaveli Super | 49 ml SOB’ye, 1 ml steril 1 M Glukoz soliisyonu eklendi.

Optimal Broth)

YPDS (Yeast Extract Pepton | %1 Maya ekstrati, %2 Pepton, %2 Dekstroz, 1 M
Dextrose Medium) Sorbitol, %2 Agar icerigi ile hazirlanan besiyeri 121°C'de

20 dakika otoklavlandi.
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Cizelge 2.2 Kullanilan Besiyerleri (devami)

YPD (YEPD) (Yeast Extract
Pepton Dextrose Medium)

%1 Maya ekstrati, %2 Pepton, %2 Dekstroz, %2 Agar
icerigi 121°C'de 20 dakika
otoklavlandi.

ile hazirlanan besiyeri

BMGY Besiyeri (Buffered
Glycerol-complex Medium)

%1.34 YNB, %1 Gliserol, %4 x 107° Biotin, %1 Maya
ekstrati, %2 Pepton, 100 mM Potasyum Fosfat pH 6.0
steril sartlar altinda birlestirildi.

MM  Besiyeri
Methanol Medium)

(Minimal

%1.34 YNB, %0.5 Metanol, %4 x 107° Biotin steril sartlar
altinda birlestirildi.

BMMY Besiyeri
Methanol-complex
Medium)

(Buffered

%1.34 YNB, %1 Metanol, %4 x 107> Biotin, %1 Maya
ekstrati, %2 Pepton, 100 mM Potasyum Fosfat pH 6.0
steril sartlar altinda birlestirildi.

2.3 Kullanilan antibiyotikler

Zeocin (invitrogen); D1 fleomisinin bir formulasyonu olan Zeocin, Streptomyces

verticllustan Uretilen bir glikopeptitdir.

DNA’'ya baglanip-kesme vyoluyla hiicre

Olimlerine neden olur. Memeli, bocek, maya, bakteri ve bitki hiicre kiltirlerinin

secilimi icin kullantlir.

2.4 Kullanilan Substratlar

Cizelge 2.3 Kullanilan Substratlar

pNPG 4-Nitrofenil-beta-D-glukopranosid (C12H15sNOg)
MUG 4-Metilumbelliferil B-D- glukopranosid (CisH180s)
2.5 Cihazlar

Cizelge 2.4 Kullanilan Cihazlar

Thermal Cycler

Eppendorf Mastercycler

Isi Blogu

INOVIA

Santrifiij

Hettich Universal 32R
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Cizelge 2.4 Kullanilan Cihazlar (devami)

Etiv

WTB binder

Spektrofotometre

SHIMADZU UV-1800

Calkalamali inkiibator

JSR

2.6 Enzimler

Gizelge 2.5 Kullanilan Enzimler

Taq polimerazlar

Roche Expand High Fidelity PCR Enzimi,
Thermo Phusion High Fidelity DNA Polimeraz

Ligazlar

Roche T4 DNA Ligaz

Restriksiyon Enzimleri

Xho | (Thermo), EcoR | (Thermo), Sac | (Thermo)

2.7 Kitler

Cizelge 2.6 Kullanilan Kitler

PCR Kiti

Roche Expand High Fidelity PCR System

Jel Ekstraksiyon Kiti

QIAGEN MinElute Jel Ekstraksiyon Kiti ve QIAGEN QlAquick
Jel Ekstraksiyon Kiti

Ligasyon Kiti

Roche T4 DNA Ligaz Sistemi

Plazmid izolasyon Kiti

Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti

Ekspresyon Kiti

invitrogen EasySelect Pichia Ekspresyon Kiti

Saflastirma Kiti

Zymoresearch His-Spin Protein Miniprep Kit

2.8 Oligoniikleotitler

Cizelge 2.7 Oligonlkleotitler

P2 ileri Primer

5’-CCGGAATTCAGCATGGATATCCAAAGCAACGT-3’

P5 Geri Primer

5’-AACCTCGAGGGTGCTGCCTCTAAGCCTTTTACGA-3’
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Cizelge 2.7 Oligoniikleotitler (devami)

5’A0X1 Primer | 5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’

3’AOX1 Primer | 5'-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

2.9 Markerlar

Gizelge 2.8 Molekiiler Markerlar

Biotech Rabbit 100 bp DNA | %1.5°lik TAE agaroz jelde 3000 bp ile 100 bp
Ladder arasinda toplam on iki banta sahiptir.

Mass Ruler Low Range DNA | %1.7’lik agaroz jelde 1031 bp ile 80 bp arasinda
Ladder toplam on bir banta sahiptir.

Lambda DNA/EcoR 1+ Hind 1l | %1’lik agaroz jelde 21226 bp ile 564 bp arasinda
Marker toplam on iki banta sahiptir.

Biorad Protein Precision | 10 ile 250 kD arasinda toplam on banta sahiptir.
Standard

2.10 Beta glukozidaz cDNA’sinin ¢ogaltilmasi

Beta glukozidaz cDNA’sinin  g¢ogaltiimasina iliskin  adimlar asagidaki gibi

gerceklestirilmistir.

2.10.1 PCR Reaksiyonun Kurulmasi

1 pl kahp cDNA, 1.5 pl dNTPs (10 mM), 0.5 ul (10 mM) ileri primer (P2), 0.5 pl (10 mM)
geri primer (P5), 5 pl 10 X Roche Expand High Fidelity buffer (15 mM MgCl,) , 0.5 pul
Roche Expand High Fidelity enzim (3.5 U/ul) ve 41 upl H,O eklenerek reaksiyon

kurulmustur.

Kalip olarak kullanilan DNA, laboratuarimizda onceki calismalarda, Olea europaea L.
Gemlik kiltivarindan elde edilmis beta glukozidaz cDNA’sini kalip olarak kullanarak, Dr.
Esra YUCA tarafindan pGEM-T Easy vektdriine klonlanmis DNA’dir. Kalip olarak

kullanilan plazmidin dizin analizi sonuglari EK A-1'de verilmistir.

94°C’'de 2 dakika baslangi¢c denatiirasyonundan sonra, 94°C’de 15 saniye denatirasyon,

55°C'de 30 saniye primer baglanmasi, 72°C'de 1 dakika uzama asamalari 30 dongi
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olacak sekilde tekrarlanmistir. 72°C’'de 7 dakika son uzatma yapilarak program

sonlandiriimistir. Ornekler buz tizerine alinip incelenmek lizere -20°C’ye kaldirilmistir.

2.10.2 PCR iiriiniin Agaroz Jelde Goriintilenmesi

0.75 g Agaroz ile 75 ml 1 X TBE sise igerisine alinmis ve mikrodalgada isitilarak
eritilmistir. Yaklasik 60°C'ye kadar sogutulmus ve 3 ul etidyum bromir eklenmistir.
Karistirildiktan sonra jel tepsisine dokilmis ve polimerlesmesi beklenmistir.
Polimerlesen jel, tepsisi ile birlikte elektroforez tankina alinmistir. Uzerine gerekli
miktarda 1 X TBE eklenmistir. Orneklere uygun miktarlarda yiikleme tamponu eklenmis
ve kuyulara yiklenmistir. 70 V'da 1 saat 15 dakika yurutllmustir. UV 1sik altinda

gorintilenmisgtir.

2.10.3 DNA’nin Agaroz Jelden Piirifikasyonu

Jelde ilgili bolgeden bistiiri ile kesilen bantlar QIAGEN MinElute Jel Ekstraksiyon Kit'te
anlatilan protokole gore pirifiye edilmistir. Son asamada ellisyon tamponu yerine

55°C’'de isitilmig, 15 pl DNase RNase icermeyen H,0 kullaniimistir.

2.11 Piirifiye Edilmis Uriiniin ve Ekspreyon Vektorii pPiCZB’nin Xhol/ EcoRI Kesimi

1 ul Xho | enzimi (10 U/ ul Thermo) , 1 pl EcoR | enzimi (10 U/ ul, Thermo), 10 ul 10 X
Tango buffer, 18 ul purifiye beta glukozidaz DNA’si ile kurulan reaksiyon toplam 50 pl

olacak sekilde DNase, RNase icermeyen H,0 ile tamamlanmustir.

Kesim 37°C'de 2 saat 30 dakikada 1si blogunda gergeklestirilmistir. Reaksiyon

sonucunda tlpler -20°C’ye kaldirilmustir.

1 pl Xho | enzimi, 1 pl EcoR | enzimi, 5 ul 10 X Tango buffer, 10 ul pPicZB plazmidi ile
kurulan reaksiyon toplam 25 pl olacak sekilde DNase, RNase icermeyen H,0 ile
tamamlanmistir. Kesim 37°C'de 2 saat 30 dakikada 1si blogunda gergeklestirilmistir.

Reaksiyon sonucunda tipler -20°C’ye kaldiriimistir.
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5" end of ACXT mRMNA 5" AOX1 priming site

| T
811 ARCCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAA TTGCGACTGE TTCCAATTGA

|
871 CARAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA CAACTTGAGA AGATCAARAAA ACAACTAATT

Sflr..rl ECI:IR I Pr::'.u'l Sfl BsmEII AspT181 K,onl I )\I(ho I
931 ATTCGAAACG AGGAATTCAC GTGGCCCAGC CGGCCGETCTC GGATCGGTAC CTCGAGCCGC

Salr: 1l F‘I\\bt I Xbal myc epitope
r
991 GECEECCGEGCC AGCTT |TCTA| GARA CAR AAM CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu

Paolyhistidine tag
T 1
1040 AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTAGCC TTAGACATGA
Asn Ser RAla Val Asp His His His His His His ***

10986 CTGTTCCTCA GTTCAAGTTGEG GGCACTTACG AGAAGACCGGE TCTTGCTAGA TTCTAATCAR

37 AOXT priming site
I 1
1156 GAGGATGTCA GAATGCCATT TGCCTGAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT ACTTTTTTAT

37 polyadenylation site

1216 TTGTAACCTA TATAGTATAG GATTTTTTTT GTCATTTTGT TTC

Sekil 2.1 pPICZB Vektoriunin Coklu Klonlama Bolgesi
Reaksiyon sonucunda elde edilen kesim urlinleri %1’lik agaroz jele yiklenmistir. 70

V’da 1 saat 15 dakika yurutdlmastir. UV isik altinda gorintiilenme yapilmistir.

ilgili bolge jelden kesilmis ve QIAGEN MinElute Jel Ekstraksiyon Kit'te anlatilan
protokole gore piirifiye edilmistir. Son asamada ellisyon tamponu yerine 12 pl H,0

kullanilmistir.

2.11.1 Piirifiye Kesim Uriinlerinin Agaroz Jelde Kontrolii ve Kiitlesinin Hesaplanmasi

%1'lik agaroz jele pirifikasyon urdnleri yiklenmistir. 70 V’'da 1 saat 15 dakika
ylrittlmastir. UV 1sik altinda goriintlilenme yapilmistir. Daha sonra kullanilan marker

ile yaklasik kitle tayini yapilmistir. Ligasyonda kullanilacak miktar hesaplanmistir.

2.12 Ekspresyon Vektorii pPicZB’ye Beta Glukozidaz cDNA’sinin Ligasyonu

Ligasyon reaksiyonunda Vektdér DNA: cDNA orani 1:7 olarak belirlenmistir. Roche T4
DNA Ligaz Sistemi kullaniimistir. 1 pl pPicZB vektér, 7 ul cDNA, 1 pl T4 DNA ligaz (5 U/
pl), 1 ul 10 X Tampon ile toplam 10 pl olacak sekilde reaksiyon kurulmustur. +4°C’'de

bir gece boyunca bekletilmistir.

23



2.13 Ekspresyon Vektoriiniin E.coli JIM109 Hiicresine Transformasyonu

75 pl E.coli JM109 hiicresi, 5 pl vektore baglanmis DNA ile birlestirilmistir. 30 dakika
buz lzerinde bekletildikten sonra 45 saniye 42°C’ye alinmistir. Daha sonra 1 dakika
buza tekrar alinmistir. 920 ul SOC ekledikten sonra 37°C 220 rpm hizda 1 saat boyunca

blyatdlmastar.

Blylime islemi sonlandirildiktan sonra hiicreler, 2320 xg’de 3 dakika santrifljlenerek
coktirilmustir. Ust fazdan 500 pl SOC uzaklastirildiktan sonra kati ve sivi faz
karistirilmistir. 25 pg/ml Zeocin igeren disuk tuz igerikli Luria Broth (LS-LB) besiyerine

ekim yapilmistir. 16 saat boyunca 37°C’de inkibe edilmistir.

Zeocin direncine sahip vektore transforme olan koloniler besi ortaminda bulyiime

gosterirken, transforme olamamis koloniler besiyerinde blyliime gdsterememistir.

2.14 Plazmid izolasyonu

Bluylme gosteren kolonilerden biri segilerek 25 pug/ml zeocin igeren 3 ml sivi LS-LB’de
37°C'de 220 rpm hizda 16 saat buyuttlmustir. Sivi kiiltlir 6000 rpm’de ¢oktirilmis ve
hiicrelerden Roche High Pure Plasmid isolation Kit'indeki protokole gére plazmid
izolasyonu yapilmistir. Son asamada elliisyon tamponu yerine DNase, RNase icermeyen

50 ul H,0 kullaniimistir.

2.15 Plazmid igerisinde insert Varliginin Kontrolii

Plazmid izolasyonu ile elde edilmis plazmidin igerisinde, zeytin beta glukozidaz
cDNA’sinin varligini kontrol etmek adina Xho |/EcoR | kesimi uygulanmistir. Kesim
reaksiyonu sonucunda jel gorintlsiinde beta glukozidaz cDNA’sI biyikliglinde bant

gorilmesi halinde, plazmidin insert icerdigi tespit edilebilecektir.

6 ul JM109 hiicresine aktarilmis plazmid, 1 ul Xho |, 1 pl EcoR 1, 4 ul 5 X Tango buffer, 8
pul H,O mikrosantrifiij tiplinde birlestirilmis ve Isi blogunda 37°C'de 2 saat inklibe

edilmistir. Daha sonra buz lizerine alinip -20°C’ye kaldiriimistir.

%1'lik agaroz jel hazirlanip kesim reaksiyonlari yikleme tamponlar ile kuyulara
ylklenmistir. 70 V'da 1 saat 15 dakika ylritildikten sonra UV gorintiileme cihazi ile
goruntilenmistir.

24



2.16 Sac | Enzim Kesimiyle Vektoriin Dogrusal Hale Getirilmesi

icerisinde insert barindiran vektérii Pichia pastoris X-33 susuna transformasyonunu

saglamak igin, dncelikle Sac | enzimi ile dogrusal hale gelmesi saglanmistir.

5 ul 10 X Tango buffer, 1 ul Sac | (10 U/ ul, Thermo), 40 ul vektor (insert iceren veya
pPicZB), 4 ul H,O mikrosantrifiij tiplne alinmistir. Isi blogunda 37°C’'de 2 saat inkiibe

edilmis ve tamamlanan reaksiyon -20°C’ye alinmistir.

%1’lik agaroz jel hazirlanip kesim reaksiyonlari uygun miktarlarda yiukleme tamponlari
ile kuyulara yuklenmistir. 70 V'da 1 saat 15 dakika yurutuldikten sonra UV

gorintileme cihaziile goértuntilenmistir.

Jelde gorintilenen kesim reaksiyonuna ait bantlar bistiri yardimi ile jelden kesilmistir.
iki adet kurulan Sac | kesim reaksiyonlari daha konsantre bir eliisyon elde etmek adina,
jel ekstraksiyonu asamasinda tek kolondan gecirilmistir. Mikrosantriflij tlplerine
alinarak QIAGEN QlAquick Jel Ekstraksiyon kitinde yer alan protokole gore pirifiye

edilmistir. Son asamada ellisyonlar 12 ul H,O ile yapilmistir.

2.17 Kimyasal Kompetent X-33 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

X-33 hiicresi YPD kati besiyerine ¢izgi ekim ile ekilmis ve 2 giin boyunca 30°C’de
bliyatalmdistir. Bliylyen tek kolonilerden biri secilmis sivi 10 ml YPD besiyerine inokiile
edilmistir. 30°C’'de 280 rpm hizda gece boyunca bulyutidlmdistir. Hicre kaltari 600
nm’deki hiicre yogunlugu 0.1 olacak sekilde 10 ml YPD besiyerine diliie edilmistir. Daha
sonra 30°C'de 280 rpm hizda 4-6 saat hiicre yogunlugu 600nm’de 1 olacak sekilde

blyatalmdistar.

Oda sicakhginda 500 x g’de 5 dakika boyunca santriflj edilmistir. SGpernatant kismi
atilmis ve invitrogen EasySelect Pichia Expression Kitinde gelen Soliisyon 1’den 10 ml
eklenmistir. Hiicre pelleti eklenen Solisyon 1 icerisinde homojen hale getirilmistir.
inkiibe etmeksizin oda sicakliginda 500 x g’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Slpernatant kismi atilarak, 1 ml Sollisyon 1 icerisinde hiicre pelleti homojen hale
getirilmistir. Olusan kompetent hicreler 200 ul’lik hacimlerde mikrosantrifiij tliplerine

paylastiriimis ve -80°C’ye kaldiriimistir.
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2.18 Pichia pastoris X-33 Hiicresine Kimyasal Yolla Transformasyon

Dogrusal hale getirilmis beta glukozidaz iceren ve icermeyen pPicZB vektori X-33
susuna kimyasal transformasyon yoluyla aktarilmistir. izlenilen prosediir séyledir; 5 pl
Sac | (10 U/ul) ile dogrusal hale getirilmis insert iceren ve icermeyen vektorlerden

alinmis ve 50 ul kompetent X-33 hiicresi ile birlestirilmistir.

invitrogen EasySelect Pichia Expression Kitinde gelen Soliisyon 2’den 1 ml eklenmistir.
DNA/hiicre kulturtu karisimi vorteks yardimi ile karistirilmistir. 30°C’de 1s1 blogunda
transformasyon reaksiyonu inklibe edilmistir. Her 15 dakikada bir reaksiyon tipi
vorteks yardimi ile karistirilmistir. 1 saat inklibasyonun ardindan hiicrelere 1si blogunda

10 dakika boyunca 42°C’de 1si soku verilmigtir.

Sokun ardindan hiicreler iki mikrosantrifij tlipline bolinmustir. Her bir tiipe 1 ml YPD

besiyeri eklenmistir. 30°C’de 1 saat boyunca hiicreler inkiibe edilmistir.

Hicre kiltlirt 3.000 x g’'de 5 dakika stire ile santrifiij edilmis ve Ust fazdaki siipernatant
atilmistir. Her bir tipe 500 ul Solisyon 3 eklenip, tek bir tip icerisine birlestirilmistir.
Hicre kiltlirt 3.000 x g’'de 5 dakika stire ile santriflij edilmis ve Ust fazdaki siipernatant

atilmistir.

Hiicre pelleti 150 ul Soliisyon 3 ile homojen hale getirilmistir. Transformasyon steril
cam Uggen ile 100 pug/ ml Zeocin iceren YPDS besiyerine yayilmistir. 3-10 guin sure ile

30°C’'de kolonilerin olusumu i¢in beklenmistir.
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AOX1 or aox1::ARG4 i Pichia Genome (HIS4 or his4)

AOX1 or aox1::ARG4 T

Expression Cassette

Sekil 2.2 Pichia pastoris’te Rekombinasyon ve integrasyon [10]

2.18.1 Transformantlarin Segimi

Zeocin direncine sahip transforme olmus kolonilerin YPDS/Zeocin besiyerinde buyime
gostermesi beklenmistir. Transforme olmamis hiicrelerde zeocin direnci geni tasiyan

pPiCZB vektori olmadigi igin segici besiyerinde Greme olmayacaktir.

2.19 Maya Hiicresinden Genomik DNA izolasyonu

P2P5 ve X-33 tek kolonilerinden steril tip ile alinmis ve 100 pl 200mM LiOAc %1 SDS
sollisyonu icerisine slispanse edilmistir. 70°C’de 1s1 blogunda 5 dakika inklbe edilmis ve

300 ul %96-100 etanol eklenerek otuz saniye vortekslenmistir.

15.000 x g'de 3 dakika boyunca santrifijlenmistir. Hlicre pelleti %70 etanol ile
yikanmistir. 15.000 x g’de 3 dakika boyunca santrifijlenmistir. Hicre pelleti %100
etanol ile yikanmistir. Daha sonra 100 ul H,O igerisinde pellet homojen hale
getirilmistir. 15.000 x g’de 1 dakika santrifljlenerek st faz PCR’da kullaniimak Uzere

ayrilmistir [71].
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2.20 Genomik DNA’dan Beta Glukozidaz Entegrasyonunun Kontrolii

Maya hicrelerinden cikartilan genomik DNA’larin icerisinde zeytin beta glukozidaz
cDNA’sinin varhgini kontrol etmek igin Pichia pastoris’e ait AOX primerleri ve klonlanan

beta glukozidaz genine 6zel tasarlanmis P2/P5 primerleriyle PCR kurulmustur.

2.20.1 AOX1 Primerli Reaksiyonun Kurulmasi

1 pl 10 mM dNTP, 1 pl 10 mM 5 AOX1 primer, 1 pl 10 mM 3’ AOX1 primer, 5 ul 10 X
Reaksiyon tamponu (Thermo), 5 ul genomik DNA, 0,5 pl Phusion High Fidelity Enzim
(Thermo) ve 31,5 ul H,0 toplam reaksiyon 50 ul olmak tzere mikrosantrifiij tipinde

birlestirilmistir.

98°C’de 30 saniye ilk denatilirasyon, 98°C’de 10 saniye denatlirasyon 54°C’de 30 saniye
primer baglanmasi, 72°C'de 30 saniye zincirin uzama asamalari 30 dongi
tekrarlanmistir.  72°C'de 10 dakika son wuzama vyapildiktan sonra reaksiyon

durdurulmustur. Buz Gzerine alinip -20°C’ye kaldiriimistir.

%1,5’lik agaroz jel hazirlanmis ve Ornekler uygun miktarlarda yikleme tamponu ile
kuyulara yuklenmistir. 70 V'da 1 saat 15 dakika boyunca yirutilmistir ve UV 1sik

altinda goruntilenmistir.

2.20.2 AOX1 Primerli ve Gene Ozgii P5 Primerli Reaksiyonun Kurulmasi

1 ul 10 mM dNTP, 1 pl 10 mM 5 AOX1 primer, 1 pul 10 mM P5 primer, 5 ul 10X
Reaksiyon tamponu (Thermo), 5 ul genomik DNA, 0,5 ul Phusion High Fidelity Enzim
(Thermo) ve 31,5 ul H,O toplam reaksiyon 50 ul olmak tzere mikrosantrifiij tipinde

birlestirilmistir.

98°C’de 30 saniye ilk denatlirasyon, 98°C’de 10 saniye denatiirasyon 54°C’de 30 saniye
primer baglanmasi, 72°C'de 30 saniye zincirin uzama asamalari 30 dongi
tekrarlanmistir.  72°C'de 10 dakika son uzama vyapildiktan sonra reaksiyon

durdurulmustur. Buz Gzerine alinip -20°C’ye kaldirilmistir.

%1,5’lik agaroz jel hazirlanmis ve Ornekler uygun miktarlarda yikleme tamponu ile
kuyulara yiklenmistir. 70 V'da 1 saat 15 dakika boyunca ylritilmustir ve UV 1sik
altinda gorintilenmistir.
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2.21 Zeytin Beta Glukozidaz cDNA’sinin Pichia pastoris’te Ekspresyonu

Rekombinant Pichia pastoris kolonisi ve X-33 kolonisine ait ekspresyon adimlari asagida

belirtildigi gibi gergeklestirilmistir.

2.21.1 Uygun Besiyerlerine Kolonilerin Asilanmasi ve Ekspresyonun indiiklenmesi

Zeytin Beta glukozidaz cDNA’sini taglyan P2P5 kolonisi ve insert igermeyen P. pastoris
X-33 kolonisi 50 ml’'lik BMGY besiyerlerine asilanmistir. Kiltirler 30°C ve 250 rpm’de

bir gece boyunca inklbe edilmis ve kolonilerin blyimesi saglanmistir.

Blyutilen onkiltir, OD 600 nm’de 6lcllen absorbansi 1 olacak sekilde 50 ml MM ve
BMMY iceren ekspresyon besiyerlerine asilanmistir. Ekspresyonun indiklenmesi
amaciyla her 24 saatte bir % 1 metanol ilavesi yapilmistir. Her 24 saatte bir

kiltirlerden 1.5 ml 6rnek alinmis ve 96. Saat sonunda ekspresyon durdurulmustur.

2.21.2 Hiicre Pelletinin Pargalanmasi

Ekspresyon kiiltlrlerinden alinan 6rnekler, 16.000 x g’de 3 dakika santrifujlenmistir.
Supernatant kismi atilarak geriye kalan hiicre pelletine her 1 ml kiltlr igin 100 ul
parcalama tamponu eklenmistir. Es hacimde asitle yilkanmis 0.5 mm boyutunda cam
boncuk eklenmistir. 1 dakika vorteksleme ve 1 dakika buzda bekletme asamalarini
iceren 8 dongli tamamlandiktan sonra hiicre lizati santrifiijde maksimum hizda +4°C’'de
10 dakika gevrilmistir. Stpernatant incelenmek lizere temiz mikrosantriflij tlplerine

alinmistir.

2.22 Ekspresyon Sonrasinda Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekspresyon asamasi sonrasinda enzimin yapay substratlari ile aktiviteleri Bolim 2.22.1
ve 2.22.3’teki gibi belirlenmistir. Ayrica Bradford yontemi ile protein miktarlari

belirlenmistir.

2.22.1 pNPG Substrati ile Enzim Assay Kurulmasi

Sekil 2.3’de beta glukozidaz ile pNPG substratinin meydana getirdigi reaksiyon

sematize edilmistir.
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Sekil 2.3 Beta glukozidazin pNPG ile reaksiyonu

Cizelge 2.9 pNPG Aktivite Assay

ENZiM REAKSIYONU KOR

22.5 ul 20 mM pNPG + 45 pl 0.1 M Sodyum Asetat Buffer pH 4.1

32.5 pul Enzim

30 Dakika 42°C’de inkiibasyon

100 ul Soguk 1 M Na,COs ile Reaksiyonu Sonladirma

Reaksiyonlar hem X-33 hem de P2P5 ornekleri icin Cizelge 2.9°daki gibi kurulmustur.
pNPG’nin beta glukozidaz ile reaksiyonundan ortaya c¢ikan Urin olan pNP’nin

(paranitrofenol) 405 nm’de verdigi absorbanslar 6l¢iilmustr.

Daha sonra Bradford Yontemi ile protein miktarlari tayin edilmis ve asagida yer alan

formillere gore aktivite (U/ml) ve spesifik aktivite (U/mg) hesaplanmistir.

U: Optimal sartlarda, 1 dakikada 1 mikromol (umol) substrati tGriine donistiiren enzim

miktaridir.

Aktivite (U/ml) = AOD x Vt x df Spesifik aktivite (U/mg) = (U/ml) x 1/C
18.1x1.0xtxVo

[Vt: Toplam hacim (0.2 ml), Vo: Ornek hacmi (32.5 pl), 1.0: Isik yolu uzunlugu (cm), t:
Reaksiyon suresi (30 dk), df: Seyreltme katsayisi C: Enzim yogunlugu (mg/ml), 18.1: p-

nitrofenol icin verilen sartlarda milimolar ekstinksiyon katsayisidir.]
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2.22.2 Bradford Yontemi ile Protein Miktari Tayini

Quick Start™ Bradford Protein Assay - Bio-Rad kitinin Standartassay 2 mg/ml BSA
protokolli kullanilarak deney yapilmistir. 2 mg/ml stok BSA ¢6zeltisinden dH>0 ile 500,
400, 300, 200, 100, 50, 25, 0 pg/ml yogunlukta protein ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Standart ¢ozeltilerden alinan 20 ul 6rnege 1 ml Bradford ¢ozeltisi eklenerek 5 dk oda
sicakhiginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi sulandirma yapilmaksizin 595 nm
deki absorbanslar 6lctilmuistir. Her bir yogunluk icin iki defa dlcim alinip ortalamalar

hesaplanmistir.

Protein 6rnekleri icin uygun miktarlarda dilisyonlar hazirlanmistir, BMMY besiyerinde
bliylyen hiicrelere ait proteinler icin dilisyon faktorii 20 iken, MM besiyerindeki
proteinler i¢in 10’dur. Orneklerin 20 pl’sine 1 ml Bradford ¢ozeltisi eklenerek 5 dk oda

sicakhginda inkibe edilmistir.

inkiibasyon sonrasi sulandirma yapilmaksizin 595 nm deki absorbanslar él¢tlmiistiir.
Elde edilen degerler standart grafiginde olusturulmus denklemde yerine yerlestirilerek

proteinlerin miktarlari tayin edilmistir.

2.22.3 MUG Aktivite Tayin Yonteminin Kurulmasi

BMMY ve MM besiyerindeki 24, 48, 72 ve 96. Saatteki ham protein ekstrelere son
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde, 5 mM MUG stok c¢ozeltisinden eklenmistir.
Karisimlarin es protein yogunluklarina gore miktarlari hesaplanip, %0.8 agar iceren
ortama aktarilmistir. 5 dakika inklibasyonun sonucunda UV altinda goriintilenme

saglanmistir.

2.22.4 Afinite Kromatografisi ile Saflastirma

Molekiler tanimaya dayali bir yontem olan afinite kromatografisi, proteinlerin fiziksel
veya kimyasal 6zelliklerinin yerine biyolojik fonksiyonlarina gére ayrilmalarini saglayan
bir yontemdir [72] [73]. Afinite kromatografisi, hedef biyomolekiliin, ¢oziinmeyen bir
destek materyali (matriks) Gzerine immobilize edilen ve hedef molekili tamamlayici
baglanma uglari iceren ligandlar tarafindan spesifik ve geri dénlsimli olarak adsorbe

edilmesine dayali bir yontemdir [74].
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Ligand ile hedef molekdl arasindaki biyolojik etkilesimler, elektrostatik veya hidrofobik
interaksiyonlar, van der Waals ve/veya hidrojen baglari ile gergeklesebilmektedir.
Hedef molekiilin ortamdan ellisyonu ya yarismaci bir ligandin kullanilmasi ya da
ortamin (mobil faz) pH, iyonik kuvvet veya polaritesinde degisimler yapilmasi ile

saglanmaktadir [74].

Hedefledigimiz heterolog protein saflastirma protokoli de bir gesit afinite
kromatografisine (IMAC) dayanmaktadir. Zeytin beta glukozidaz geni PCR ile
cogaltilirken, sonlandirma kodonu kaldirilmis bdylelikle 6X Histidin kuyrugunun

sentezlenmesi saglanmistir.

Uyguladigimiz protein saflastirma asamasi Nikel iyonlarina polihistidin kuyrugunun
baglanma afinitesine dayanir. Uygun pH ve imidazol konsantrasyonunda resine

baglanan histidin kuyrugu ile proteinin saflastiriimasi saglanacaktir.

Zymo Research His-Spin Protein Miniprep kitinde yer alan protokole sadik kalinarak
saflastima islemi yapilmistir. Vortekslenerek siispanse edilen 250 ul His- Afinite Jeli

Zymo-Spin Kolona aktariimis ve. 13.000 x g’de 5-10 sn santrifljlenmistir.

150 pl ham ekstrakt 150 pl Baglanma Tamponu ile birlestirilerekresine aktariimis veiki
dakika boyunca baglanma saglandiktansonra resine baglanmayan proteinlerin
kolondan ayrilmasi amaciyla 13.000 x g’de 5-10 sn santriflijleme yapilmistir. Santrifij
sonunda resinden akan sivi ‘Altta Kalan Sivi’ olarak adlandiriimigve temiz érnek tiipline

alinmustir.

Kolona 250 ul Yikama Tamponu eklenerek 13.000 x g’de 5-10 sn santrifljleme yapilmis
ve zayif baglanan proteinlerin kolondan uzaklastirilmasi saglanmistir. Yikama isleminin
bir kez daha tekrarlanmasinin ardindan agiga ¢ikan sivilar ‘Yikama 1’ ve ‘Yikama 2’

olarak kodlanmis ve temiz santriflj tplerine alinmistir.

Kolona iki defa 100 pl Elisyon Tamponu eklenmis ve 13.000 x g'de 5-10 sn
santrifijlenmistir. Santifiij sonrasinda tipiln alt kisminda kalan sivilar ‘Eliisyon 1’ ve
‘Elisyon 2’ olarak kodlanmis ve temiz santrifij tlplerine alinmistir. Saflastirilan protein

SDS-PAGE uygulanarak gorintiilenmistir.
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Ayni zamanda denatlre kosullarda saflastirma da denenmistir. Bu amagla Zymo
Research His-Spin Protein Miniprep kitinde yer alan denatiire kosullarda saflastirma

protokoll uygulanmig ve lre igeren sollsyonlar kullaniimistir.

2.22.5 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Protein Orneklerinin Analizi

% 12, % 15 ayirma jelleri ve % 5 ylkleme jeli Cizelge 2.11’deki gibi hazirlanmig 1 mm’lik
cam plakalarin arasina doékilmustiir [75]. Ornekler 4x yiikleme tamponu ile birlestirilip
dért dakika boyunca kaynatilarak denatiire edilmistir. Ornekler yiikleme jelinden
¢ikana kadar 80 V’da, sonrasinda da boya ayirma jelinden cikana kadar 160 V'da

ylrittlmastar.

Yiritme sonrasinda jel, cam plakalar arasindan ayrilmis ve birka¢ kez distile su ile
yikanmistir. Daha sonra boyama sollsyonu icerisinde 30 dakika c¢alkalanarak

boyanmistir.

Boyama islemi ardindan jel boya ¢ikarma solliisyonuna alinmis ve jel rengi acilana kadar
calkalama yapilarak proteine baglanmayan boyanin uzaklastirilmasi saglanmistir. Bu
sure zarfinda yikama sollisyonu birkag defa degistirilmistir. Jel rengi tamamen agilinca,

yikama sollsyonu bosaltilarak saf su icerisine alinmistir.

Cizelge 2.10 SDS-PAGE Jelleri icerikleri

%12’lik Ayirma Jeli %15’lik Ayirma Jeli | %5’lik Yiikleme Jeli

H.0 3.2ml 2.2 ml 3.6 ml
Tris-HCI 1.5MpH8826ml |1.5MpH8.82.6ml |0.5MpHE.80.625 ml
%10 SDS 100 pl 100 pl 50 ul

%30 Akrilamid 4 ml 5ml 0.67 ml

%10 APS 100 pl 100 pl 50 ul

TEMED 10 ul 10 pl 5 ul
TOPLAM 10 ml 10 ml 5ml
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BOLUM 3

SONUCLAR

3.1 Beta Glukozidaz cDNA’sinin Cogaltilmasi ile ilgili Sonuglar

2.10.1’de anlatilan kosullarda kurulan PCR reaksiyonu %1’lik agaroz jelde boyut ve
kalite acisindan kontrol edilmistir. Yaklasik 1.700 bp boyutunda DNA bantlari elde

edilmistir.

40 — 3,000

70 - 1,500

— 700
- 600
-~ 500
— 400
— 300

8 58885853

40 — 200

40 - 100

Sekil 3.1 PCR Urdndndn jel gorintisu*

*M: Biotech Rabbit 100 bp DNA Ladder, 1,2: PCR Reaksiyonu

3.1.1 DNA’nin Agaroz Jelden Piirifikasyonu

2.10.3’de anlatildigi gibi jelden pirifiye edilen zeytin beta glukozidaz cDNA’si,
purifikasyonun kontrolii ve konsantrasyonun hesaplanmasi icin %1’lik agaroz jelde

ylrittlmastar.

34



ng/5pl
40
N
50
45 70
—
35 i;g
an
) = 3
- 30
20 - . 20
oEe— 40
15 - -
30
40

B B
1

'S
<

Sekil 3.2 Jelden elie edilmisbeta glukozidaz cDNA’s1*

*M1: Fermentas Mass Ruler Low Range DNA Ladder 1,2,3: PCR pirifikasyonu birinci
elisyonlar M2: Biotech Rabbit 100 bp DNA Ladder, 4,5,6: PCR Pirifikasyonu ikinci
elisyonlar

1. ve 2. kuyuda yer alan orneklerin (1700 bp boyutundaki ) yaklasik konsantrasyonu 50
ng/ul’dir. 3. ve 4. Kuyudaki orneklerin ise konsantrasyonu yaklasik 20 ng/ul olarak

hesaplanmistir.

3.2 Zeytin beta glukozidaz cDNA’siI ve ve Ekspresyon Vektoriiniin Restriksiyon

Enzimleriyle Kesimi

2.11.1’deki bolimde gegen kosullarda Xhol/EcoRI restriksiyon enzimleriyle kurulmus

kesim reaksiyonlari %1’lik agaroz jelde goéruntilenmistir.

Jel elektroforezi sonucunda zeytine ait Beta glukozidaz cDNA’sI, Sekil 3.3’de gorildigu

Uzere yaklasik 1.700 bp’ye sahip bir bant olarak gortintilenmistir.
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Sekil 3.3 Beta Glukozidaz cDNA’sinin Xho |/EcoR | Kesim Goruntusi*

*M: Biotech Rabbit 100 bp DNA Ladder, 1,2: P2 veP5 primerleri ile kurulan PCR
sonucunda ¢ogaltilan B-glukozidaz cDNA’sinin Xhol/EcoR | enzimleri ile kesimi
Gift restriksiyon enzimi ile kesilmis pPicZB plazmidi ise 3000 bp’den buyiik oldukga

parlak bir bant olarak gézlenmistir (Sekil 3.4).

DNA Mass
(ng/5ul) Base Pairs
40 — 3,000
70 — 1,500
0 — 700
30 — 600
% — 500
40 — 400
3 — 300
40 — 200
40 — 100

Sekil 3.4 pPicZB vektorinun Xhol/EcoRI enzimleriyle kesimi*

*M: Biotech Rabbit 100 bp DNA Ladder, 1: Xho I/EcoR | enzimleri ile kesilen pPicZB
plazmidi

3.2.1 Pirifiye Edilmis Kesim Uriinlerinin Agaroz Jelde Kontrolii ve

Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

QIAGEN MinElute Jel Ekstraksiyon Kiti ile 2.11.1 bélimde anlatildigi gibi saflastirilan

Kesim trinleri % 1’lik agaroz jelde goriintilenmistir (Sekil 3.5). “Mass Ruler Low Range
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DNA Ladder” ile yapilan degerlendirmeye gore; PCR Urlinun yaklasik 40 ng/ul, bos
vektoriin ise yaklasik 50 ng/ul yogunluga sahip oldugu anlasiimistir.

M1 1 2 3 M2

- 3,000

- 1,500

— 700
- 600
— 500
— 400
— 300

— 200

- 100

Sekil 3.5 Jelden elde edilenkesim Urlnlerinin agaroz jel elektroforezi*

*M1: Biotech Rabbit 100 bp DNA Ladder, 1,2: Jelden geri kazanilan Xho |/EcoR |
enzimleriyle kesilmis Beta glukozidaz cDNA 3: Jelden geri kazanilan Xho 1/EcoR |
enzimleriyle kesilmis pPicZB plazmidi M2: Fermentas Mass Ruler Low Range DNA
Ladder

3.3 Ekspresyon Vektorii pPicZB’ye Zeytin Beta Glukozidaz cDNA’sinin Ligasyonu

2.12’de anlatildigi gibi Roche T4 DNA Ligaz Kiti kullanilarak zeytin beta glukozidaz

cDNA’sI maya ekspresyon vektori pPicZB ile birlestirilmistir.

3.4 Vektoriin E.coli JM109 Hiicresine Transformasyonu ve Pozitif Kolonilerin Analizi

Ligasyon sonrasinda olusturulan rekombinant Bolim 2.13'de anlatildigi gibi
transformasyon adimlari izlenmistir. pPicZB vektoriine ait secici Zeocin’li LS-LB besi
ortaminda 16 saat boyunca 37°C'de blyltlilmustir. Biylimenin ardindan 8 tane koloni

elde edilmistir.

Zeocin iceren sivi LS-LB besiyerinde gece boyunca biydtilen kolonilerden bdlim
2.14’de anlatildig1 gibi Roche High Pure Plasmid Isolation Kit'i ile plazmid izolasyonu
yapilmistir. Zeytin beta glukozidaz geninin, vektoriin icerisinde var oldugunu gostermek

adina ¢ift restriksiyon enzimi ile kesim uygulanmistir.
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%1’lik agaroz jelde goriintilenen kesim reaksiyonu sonucunda; karsilastirmali olarak
Xhol/EcoRl kesimi uygulanmamis rekombinant plazmid (P2P5 Plazmidi) ve Xhol/EcoRI
kesimi uygulanmis rekombinant plazmid (P2P5 Plazmidi) arasindaki boyut farki
gorilmektedir (Sekil 3.6). Kesim uygulanmamis insert iceren plazmidin yaklasik 5000 bp
boyutunda olmasi beklenirken, jelde halkasal formda yaklasik olarak 3000 bp olarak
gorilmektedir. Kesim uygulanmis plazmid icin ise, serbest kalan yaklasik 1700 bp’lik
beta glukozidaz cDNA’si ve plazmidin dogrusal formdaki hali 3000 bp’den biraz
yukarida gorilmektedir. Zeytin beta glukozidazina ait cDNA Sekil 3.6’da kutucuk

icerisine alinarak gosterilmistir.

Ayni zamanda insert iceren vektore iliskin dizin analizi sonuglari EK A-2’de verilmistir.
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Sekil 3.6 Rekombinant Plazmidde Zeytin Beta Glukozidaz cDNA’sinin Entegrasyon
Kontroll*

*M1: Biotech Rabbit 100 bp DNA Ladder, 1: Kesim Uygulanmamis P2P5 Plazmidi 2:
Kesim Uygulanmis P2P5 Plazmidi M2:Lambda DNA/EcoR |+Hind Ill Marker

3.5 Rekombinant Vektoriin Dogrusal Hale Getirilmesi

Rekombinant ekspresyon vektoriiniin Pichia pastoris X-33 genomuna tekli krossing-
over mekanizmasliyla entegrasyonunu saglamak amaciyla vektor tek bolgeden Sac |
enzimiyle kesilmis ve plazmid transformasyona hazirlanmistir. Kesim kosullari bélim

2.16’de anlatildigi gibidir.
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%1’lik agaroz jel ile yapilan elektroforez sonucundakesim reaksiyonu uygulanan

plazmidlerin dogrusal hale getirildikleri anlasilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 P2P5 plazmidi Sac | kesimi*

*M:Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Marker 1,2: 1 Numaral P2P5 Plazmidi Sac | Kesimi 3,4:
2 Numarali P2P5 Plazmidi Sac | Kesimi

3.6 Pichia pastoris X-33 Hiicresine Kimyasal Yolla Transformasyon

5 ul plazmidlerden kullanarak bolim 2.18’de anlatildigi gibi kurulan transformasyonlar
zeocin iceren YPDS besiyerine ekilmis ve koloni olusumu icin 30 °C'de 3-10 siire ile
bliyimeye birakilmistir. Gegen siire sonunda P2P5 plazmidine sahip hiicreye ait petride

yalnizca bir adet koloni olusumu gozlenmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 Pichia pastoris’e Aktarilmis Rekombinant Koloni
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3.7 Maya Hiicrelerinde Zeytin Beta Glukozidaz Geni’nin Entegrasyonun Kontrolii

Lityum Asetat protokili maya hiicrelerinden genomik DNA gikarilmistir. Pichia pastoris
AOX bolgesine 0Ozel tasarlanan AOX 1 primerleri ve beta glukozidaz genine ozel
tasarlanmis P5 primer ile PCR kurulmustur. PCR {Urlinleri %1.5’lik agaroz jelde

gorintilenmistir.

hp

21226’

3140

4973
4260

3530

N

2027

|\

1904
1584
1375

947
831

564

1% Agarose

Sekil 3.9 Genin Mayada Entegrasyonunu Gosteren PCR Sonuclari™®

*1:pPicZB 5’A0X1/3’A0OX1 PCR’I 2: X-33 5’AOX1/P5 PCR’1 3: X-33 5’A0X1/3’AOX1 PCR’I
M: EcoR | / Hind Il A Marker 4: P2P5 5’A0X1/3’A0OX1 PCR’1 5: P2P5 5’AOX1/P5 PCR’|

Jel sonucuna gore; birinci kuyuda pPicZB vektoriine ait AOX1 geni (~ 2.2 kb) ve
vektoriin 323 baz ciftlik bir banti gériilmektedir. ikinci kuyu, X-33 hiicresi ile kontrol
olarak kurulmus PCR'dir ve gene 0zgli reverse primer ile bant olusumu
gorilmemektedir. Uclincii kuyuda goriilen bant, X-33 susunun AOX1 genidir (~ 2.2 kb).
Dordinci kuyuda yer alan ilk bant (~ 2.2 kb) AOX1 geni, hemen altindaki bant ise
zeytin beta glukozidaz genine vektérden gelen 323 baz cifti eklenmis seklidir (~ 1.700
bp + 323bp). Besinci kuyuda gorilmekte olan bant ise (~ 1.700 bp) zeytin beta
glukozidaz genidir. Elde edilen sonucglara dayanarak, zeytin beta glukozidaz geninin

Pichia pastoris genomuna entegre oldugu anlasiimistir.

40



3.8 Zeytin Beta Glukozidaz Enzimine Ait Ekspresyon Sonuglari

Rekombinant enzimin ve X-33 intraselliler beta glukozidazina ait ekspresyon sonuclari

asagida gosterildigi gibidir.

3.8.1 Hiicrelerin Biiyiime Hizina iliskin Grafik

BMMY ve MM besiyerlerinde blyiyen hiicrelerin 600 nm’deki absorbanslarina iliskin
grafik Sekil 3.10 ve 3.11’daki gibidir.

MM BESIYERI

Absorbans {600 nm)
w

----P2P5

0 24 48 72 96

Zaman (Saat)

Sekil 3.10 MM Besiyerinde 600nm’deki Bliyiime Egrisi
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BMMY BESIYERI

12

10

[+

Absorbans (600 nm)

0 24 48 72 926

Zaman (Saat)

Sekil 3.11 BMMY Besiyerinde 600nm’deki Blylime Hizi Grafigi

3.8.2  Bradford Olgiimii Sonuglari

Orneklerin Hazirlanan protein standartlarina ait Sekil 3.12‘da verildigi gibidir.
0,6 -

0,5

y =0,0012x +0,0004
R?=0,9982

04 -

0,3

Absorbans (595 nm)

0,2

0,1 -

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Protein Miktari (ug/ml)

Sekil 3.12 Bradford Yontemi ile BSA standartlari kullanilarak belirlenen Protein

Standarti Grafigi

Standart ¢ozeltilerin protein miktarlari referans olarak alinmis ve 595 nm’de ol¢lilen
absorbanslar dogrultusunda protein miktarlari tayin edilmistir. Absorbans degerleri
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standart grafiginde elde edilen denkleme uyarlanmistir ve net protein miktari

hesaplanmistir. Hesaplanan degerler Cizelge 3.1 ve 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.11 BMMY Besiyerindeki Orneklere iliskin Protein Miktarlari

Ornekler

X-33

P2P5

Saatler

24

48

72

96

24

48 72

96

Absorbans
Ortalamala
r

595 nm

0,335

0,268

0,232

0,353

0,323

0,219 0,257

0,393

Standart
Egri
Denklemin
e Gore
Protein
Miktari

(ng/ml)

278,83

223

193

293,83

268,83

182,16 | 213,83

327,16

Diliisyon
Faktorii

20

20

Diliisyon
Faktorii ile
Carpimi

5576,6

4460

3860

5876,6

5376,6

3643,33 | 4276,6

6543,3

Net Protein
Miktari

(mg/ml)

5,576

4,460

3,860

5,876

5,376

3,643 4,276

6,543

Cizelge 3.12 MM Besiyerindeki Orneklere iiskin Protein Miktarlari

Ornekler

X-33

P2P5

Saatler

24

48

72

96

24

48 72

96

Absorbans
Ortalamalari

595 nm

0,341

0,301

0,329

0,383

0,324

0,296 0,409

0,231
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Cizelge 3.2 MM Besiyerindeki Orneklere iiskin Protein Miktarlari (devami)

Ornekler X-33 P2P5

Saatler 24 48 72 96 24 48 72 96

Standart
Egri
Denklemine
Gore
Protein
Miktari

(ng/ml)

284,11 250,5 | 273,83 | 318,83 | 270,22 | 246,611 | 408,416 | 192,16

Diliisyon 10 10
Faktorii

Diliisyon

Faktoriille | 58411 | 2505 | 27383 | 3188,3 | 2702,2 | 2466,11 | 4084,16 | 1921,6
Carpimi

Net Protein

Miktari 2,841 | 2,505 | 2,738 | 3,188 | 2,702 | 2,466 4,084 1,921
(mg/ml)

3.8.3  pNPG Yapay Substrati ile Kurulan Enzim Assay Sonuglari

Rekombinant zeytin beta glukozidazinin pNPG substrati ile verdigi reaksiyon

sonucunda elde edilen aktivite sonuglari Sekil 3.13 ve Sekil 3.15’deki gibidir.

Ayrica enzim aktivitesinin total protein miktarina oranlanmasi ile belirlenen spesifik

aktivite degerleri de Sekil 3.14 ve 3.16 de belirtilmektedir.
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MM BESIYERI
2,5

X-33 EP2P5

1,5

1

0,5

0
24 48 72 96

Zaman (Saat)

u/ml

Sekil 3.13 MM Besiyerinde pNPG Substratina Karsi Aktivite Sonuglari (U/ml)

0,7

0,6

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0 |
24 a8 72

Zaman (Saat)

U/mg

MM BESIYERI X-33 mP2P5
96

Sekil 3.14 MM Besiyerinde pNPG Yapay Substratina Karsi Spesifik Aktivite

Minimal metanol besiyerinde; 24, 48, 96. Saatlerde X-33 ile neredeyse ayni seyirde
aktivite gosteren P2P5 kiltiirli, 72. Saatte U/ml olarak X-33’Un yaklasik 3 kati kadar

aktivite gostermistir.

Spesifik aktivite bakimindan P2P5 kdltirinin, 24, 48, 72 ve 96. Saatlerde X-33

kiiltliriine gore giderek artis gosteren bir grafik izledigi ve zeytin beta glukozidazini
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Ureten P2P5 kiltiranin spesifik aktivitesinin, X-33 kadltirinin beta glukozidaz

aktivitesine kiyasla 72. Saatte 2.02 kat fazla oldugu belirlenmistir.

BMMY BESIYERI

X-33
3,5

H P2P5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
24 48 72 96

Zaman (Saat)

Aktivite (U/ml)

Sekil 3.15 BMMY Besiyerinde pNPG Substratina Karsi Aktivite Sonuglari (U/ml)

BMMY BESIYERI
1,2

X-33
1
m P2P5
0,8
0,6
0,4
§ I I
0 I
24 a8 72 %

Zaman (Saat)

Aktivite (U/mg)

Sekil 3.16 BMMY Besiyerinde pNPG Yapay Substratina Karsi Spesifik Aktivite (U/mg)

Bu sonuclara gore; BMMY besiyerinde eksprese edilen kiiltlrlerinin aktivitelerinde 24,
72 ve 96. Saatlerde X-33’lin P2P5’e oranla pNPG substratina karsi daha fazla aktivite

gosterdigi, 48. Saatte ise aktivitelerin neredeyse esit oldugu goriilmektedir.
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Ote yandan, aktivitelerin total protein miktarina oranlanmasi ile belirlenen spesifik
aktivitede BMMY besiyerinde 48. Saate P2P5’in X-33’e kiyasla 1.2 kat fazla aktivite

gosterdigi gortlmustr.

3.8.4 MUG Yapay Substrati ile Kurulan Spot Assay Sonuglari

i R e N3 Y B

ofom 11 il 13 12 0 158 16 8

Sekil 3.17 BMMY ve MM Besiyerine Ait Ham Ekstrelerin MUG Spot Testine Ait UV
Gorlintasu*

*1: MM X-33 24. Saat 2: MM P2P5 24. Saat 3: MM X-33 48. Saat 4: MM P2P5 48. Saat
5: MM X-33 72. Saat 6: MM P2P5 72. Saat 7: MM X-33 96. Saat 8: MM P2P5 96. Saat 9:
BMMY X-33 24. Saat 10: BMMY P2P5 24, Saat 11: BMMY X-33 48. Saat 12: BMMY P2P5
48. Saat, 13: BMMY X-33 72. Saat 14: BMMY P2P5 72. Saat 15: BMMY X-33 96. Saat 16:
BMMY P2P5 96. Saat

MUG substratinin zeytin beta glukozidaziyla hidrolizini gosterebilmek amaciyla esit
miktarda protein ornegi substrat ile karistirilmis ve agar (zerine noktalar halinde
uygulanmistir.  Oda sicakhiginda inkiibasyonun ardindan UV altinda vyapilan
gorintileme sonucunda MM besiyerindeki 6rnekler icin 72. Saat P2P5 6rnegi (6. spot)
maksimum i1simayi yaparken, BMMY besiyerinde en fazla isimayi 48. Saat P2P5 Ornegi
(12. spot) gostermistir. Elde edilen bulgular pNPG ile o6lgllen enzim aktivitesi

sonuclariyla da korelasyon gostermektedir.

3.8.5 SDS-PAGE Sonuglari

SDS-PAGE jelinde yiiritllen drneklerin boyama sonrasi gorlintileri asagidaki gibidir.
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Sekil 3.18 MM Besiyerinde Ham Ekstrelerin SDS-PAGE Gorlintisi*

*M: Biorad Protein Precision Marker, 1: X-33 24. Saat 2: P2P5 24. Saat 3: X-33 48. Saat
4: P2P5 48. Saat

5: X-33 72. Saat 6: P2P5 72. Saat 7: X-33 96. Saat 8: P2P5 96. Saat
MM besiyerindeki ham ekstratlarin 24, 48, 72 ve 96. Saatlerde alinan ornekleri Sekil

3.18’deki gibi %15’lik SDS-PAGE jelinde goriuntilenmistir. Aktivitesinde de belirgin fark
gozlenen 72. Saat P2P5 6rnegine ait bant kutucuk icerisine alinmistir. Bu bant markerin

75 kDa’luk bantindan daha asagida bir bant olarak gozlenmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 M

Sekil 3.19 BMMY Besiyerinde Ham Ekstrelerin SDS-PAGE Goriintisi*

*M; Biorad Protein Precision Marker, 1: X-33 24. Saat 2: P2P5 24. Saat 3: X-33 48. Saat
4: P2P5 48. Saat 5: X-33 72. Saat 6: P2P5 72. Saat 7: X-33 96. Saat 8: P2P5 96. Saat
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BMMY besiyerindeki ham ekstratlarin da 24, 48, 72 ve 96. Saatlerde alinan 6rnekleri
Sekil 3.19'daki gibi %15’lik SDS-PAGE jelinde gorintulenmistir. Sekil 3.18'deki
gorlntiye benzer sekilde en yiiksek aktiviteye sahip 48. Saat P2P5 6rnegi markerin 75
kDa’luk bantindan ayni zamanda hizasindaki diger bantlardan da daha asagida bir bant

olarak gortlmektedir. Bahsi gecen bant kutucuk icerisinde belirtilmistir.

Sekil 3.20 MM ve BMMY Besiyerlerindeki Ham Ekstratlarin Afinite Kolon ile Saflastirma
GOrlntlisu*

*M: Biorad Protein Precision Marker, 1: Altta kalan sivi, 2: Yikama 1, 3: Yikama 2,
4:ElGsyon 1, 5:Elisyon 2, 6: Ellisyon 2, 7: Elisyon 1, 8: Yikama 2, 9: Yikama 1, 10:Altta
kalan sivi (1.-5. kuyular MM Besiyerine, 6.-10. kuyular BMMY Besiyerine aittir)

IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) yontemi ile saflastirilmasi yapilan
MM besiyeri 72. Saat P2P5 6rnegi (1-5. Kuyular) ve BMMY 48. Saat P2P5 6rneginin (6-
10) %12’lik SDS-PAGE jeline ait gorlintl Sekil 3.20’de gosterilmistir.

Eltisyon kuyularinda gorilmekte olan yaklasik 37 kDa’luk olduk¢a yogun bantlar, bir
calismada Pichia pastoris’in kendi mitokondriyal alkol dehidrogenaz enzimine

atfedilmistir [76] .

X-33’e ait proteinlerden yapilan kontrollede gozlendigi (izere, ellisyonlarda Ustlerde
gorilen bantlarin da Pichia pastoris’ten gelen kontaminantlar oldugu gortlmustar.

Rekombinant proteine ait bantlar gézlemlenememistir.
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1 2 3 4 5 M 6 7 8 910

Sekil 3.21 MM Besiyeri 72 Saat Orneginin Afinite Kolon ile Dogal ve Denatiire
Kosullardaki Saflastirma Goriantisi*

*1: Altta kalan sivi, 2:Yikama 1, 3: Yikama 2, 4: Elisyon 1, 5: Elisyon 2, M: Biorad
Protein Precision Marker, 6: Elisyon 2, 7: Elisyon 1, 8: Yikama 2, 9: Yikama 1, 10: Altta
kalan sivi  (1-5. Kuyular Dogal Kosullardaki 6-10. Kuyular ise Denatire Kosullardaki
Saflastirmaya Aittir.)

Dogal ve denatiire kosullarda yapilan IMAC saflastirma deneyi sonuclari Sekil 3.21’de

verilmistir. Protein 6rnekleri %12’lik SDS-poliakrilamid jelde analiz edilmistir.

Her iki saflastirmada da resine Pichia pastoris’e ait proteinler baglanmis ve

rekombinant proteinin saflagtiriimasi saglanamamistir.
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BOLUM 4

TARTISMA VE ONERILER

E.C. 3.2.1.21 Enzim Komisyon Numarasina sahip B-D Glukopiranosid Glukohidrolazlar
evrensel olarak, yasayan organizmalarin tim domainlerinde bulunmaktadirlar.
Selllozik biyokitle degredasyonu, hayvanlarda glikolipitlerin ve egzojen glikozidlerin
yikimi,  mikroorganizmalarda biyokitle dontsimu, bitkilerde koku salinimi,
lignifikasyon, sekonder metabolitlerin modifikasyonu gibi cesitli biyolojik stireclerde rol

oynamaktadirlar.

Endistriyel olarak da 6nemli bir enzim olan beta glukozidazlar, zeytinin olgunlasma
sirecinde aci tadinin giderilmesinden sorumludur. Ayrica gesitli sarap, meyve suyu gibi

Urlinlerin de aromatik bilesiklerinin arttirilmasindan sorumludur.

Zeytine 0Ozgl fenolik bir bilesik olan Oleuropein antioksidan, antimikrobiyal,
antienflamatuar, antiviral ve antikarsinojenik etkileri ile farmakolojik olarak 6éneme
sahip bir maddedir. Beta glukozidaz aktivitesi ile hidrolizlenerek, esteraz enzimi
varliginda antioksidan etkiye sahip hidroksitriosol ve antiviral etkiye sahip elenoik asit

olusturmaktadir.

Arastirma laboratuvarimizda 6nceki ¢alismalarda zeytin yapragindan beta glukozidaz
geni kodlayan mRNA elde edilmistir. Daha sonra tam uzunlukta beta glukozidaz geni

klonlanmistir.
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Bu calismada zeytine ait beta glukozidaz geni heterolog ekspresyon sistemi Pichia

pastoris’e klonlanmis ve farkli besiyerlerinde intraseliler olarak ekspresyonlari

saglanmistir.

Elde edilen sonuglar su sekildedir:

1.

2.

intraseliiler olarak beta glukozidaz Urettigi bilinen Pichia pastoris mayasinda,
histidin kuyrugu tasiyan zeytin beta glukozidazini heterolog olarak Uretmeyi
amaclayan bu calismada, intraselliler Pichia pastoris beta glukosidazinin
aktivitesi ile rekombinant zeytin beta glukozidaz aktivitesini ayird edebilmek
amaciyla X-33 susunun ekspresyonu es zamanli olarak izlenmis ve sonuglar
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Yapay substratlar ile rekombinant
proteine ait yapilan testlerde, farkli besiyerlerinde farkli zaman araliklarinda
ekspresyon seviyelerinin degisim gosterdigi gorilmistir. MM besiyerinde
Uretimi vyapilan zeytin beta glukozidaz enzim aktivitesi, X-33 susundaki
intraseliler beta glukozidaz enziminin aktivite diizeyi ile karsilastirildiginda hem
total aktivite (U/ml) hem de spesifik aktivite (U/mg) olarak daha yiksek oldugu
gérilmistir. Ote yandan MM besiyerinde 72. Saatte en vyiiksek aktivite
gorilirken, BMMY besiyerinde ise zeytin beta glukozidaz aktivitesinin 48.
saatte daha fazla oldugu belirlenmistir. Ekspresyon siresi gz 6niine alindiginda
BMMY besiyeri daha avantajli goriinse de, MM besiyeri hem besiyeri
kompozisyonu hem de X-33 beta glukozidazina kiyasla daha ylksek aktivite
farki gbstermesi bakimindan, zeytin beta glukozidazinin Pichia pastoris
mayasinin  hicre icerisinde heterolog Uretiminde tercih edilebilir

gortinmektedir.

SDS-PAGE yontemi ile belirtilen zaman araliklarinda alinan 6rnekler analiz
edilmis ve aktivite sonuclarini dogrulayacak sekilde MM besiyerinde 72. Saatte,
BMMY besiyerinde ise 48. Saatte diger saatlerden daha farkl boyutta bir bant
gozlenmistir. Gorlntiilenen rekombinant proteine ait bantlar yaklasik olarak
70-72 kDa boyutundadir. Eksprese edilen rekombinant proteinin, 2009 yilinda
W.WANG, yine 2009 yilinda Romero-Segura ve ve arkadaslarinin yaptiklari

calismalarda belirttikleri, zeytin Beta glukozidazina ait sirasiyla 61 [77] ve 65.4
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kDa’luk [78] proteinden daha bilyiuk oldugu gorilmektedir. Bunun olasi
nedeninin translasyon sonrasinda hiicrede meydana gelen modifikasyonlar

olabilecegi diistinliimektedir.

Afinite kromatografisi ile yapilan saflastirma calismalari sonucunda rekombinant
enzim saf bir sekilde elde edilememistir. Bunun nedeninin, Pichia pastoris’in hiicre
lizatinda bulunan ve nikel tasiyan resine baglanabilen proteinler oldugu
duslinilmusttr. 2013 yilinda yapilan bir ¢calismada, Pichia pastoris’e ait basta
mitokondriyal alkol dehidrogenaz olmak (izere diger kontaminantlarin nikel tasiyan
resine baglanabildikleri ve bu proteinlerin “knock out” mutasyon ile elimine
edilmesinin ardindan hedeflenen proteinin saflastirilmasinin saglandigi bildirilmistir

[76].

Bu ¢alisma igerisindeki saflastirma isleminin farkli basamaklarinda kolondan elde
edilen ornekler SDS-PAGE ile analiz edilmis ve ‘altta kalan sivi’ 6rneginde
goriilmeyen, ancak ‘ellisyon” 6rneginde yogun bir sekilde bulunan bir bantin varligi
gozlenmistir. Bu bantin mitokondriyal alkol dehidrogenaz enzimine (yaklasik 37
kDa) ait olabilecegi ve bu enzimin s6z konusu resine glicli bir sekilde baglanmasi

nedeniyle rekombinant enzimin kolona baglanamadigi diisiniimektedir.

Ayrica proteinin katlanmasi sirasinda C-terminalde bulunan histidin kuyrugunun
proteinin i¢ kisimlarinda kalarak afinite kolona baglanamamis olmasi olasilig
dislinilmis ve saflastirma denatlire kosullarda da tekrarlanmistir. Ancak yine
mitokondriyal alkol dehidrogenaz enzimine ait bantin gobzlenmis olmasi,

rekombinant enzimin rezine baglanamamis olmasi olasiligini gliclendirmektedir.

Laboratuvarimizda ekspresyonu vyapilmis olan zeytin beta glukozidazina ait
saflastirma c¢alismalari devam edecektir. Rekombinant proteinimizin saflastiriimasi
icin oncelikli olarak SEC (Size Exclusion Chromatography) uygulanarak proteinlerin
boyutlarina gore ayirimi saglanacak ve beta glukozidaz aktivitesi gosteren
fraksiyonlar bir araya getirilerek IMAC saflastirma islemleri denenebilecektir.
Sonraki calismalarda saflastirilan enzimin biyokimyasal karakterizasyonunun

yapilmasi da planlanmaktadir.
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EK-A

DizZiN ANALIiZi SONUCLARI

A-1 pGEM-T EASY VEKTORUNE KLONLANMIS KALIP OLARAK KULLANILAN ZEYTIN
BETA GLUKOZIDAZ DNA’SININ DizZiN ANALIiZi SONUCLARI

A-1.1 T7 iLERi PRIMER KULLANILARAK YAPILAN DiZiLEME SONUCU

AAACTCCCCGGGTCGGCCTGGCGGCCGCGGGATTCGATTCCGGAATTCATGGATATCCAAAG
CACCTTCCTGACGATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCCTCCAATGGTCAGGCAGCC
AAATCCACCAAAGAAAGGATCAAACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTTGTATTTGGCGCTGCAA
CTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTAAAGGCATGAGTAATTGGGAT
TACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGCAATGGCACTATTGCAATTGATC
ACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAGAAATTGGGTTTGAAAGCATACAGAT
TTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGGAAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAG
GAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGCTCTCTTGGCAGCTGACATAGAGCCATATATAAC
TATCTTTCACTGGGATATTCCCCAATGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTTCCTACATGAAAGA
GTTGTGCAGGATTTTATTGAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAA
TATTTGGATTACCTTGAATGAGCCATGGTCCTTTTACTGTTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTT
TTCCGCCCAATCGTGGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTC
ATAGAGGTGGAGGAAAACTTCTAGTCTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATAT
AAAGTGCAACACAATTTAATCCTTTGTCATGCACCATGCTGTGGGACATATACAGAACGAATA
TTCATGAACAGTCAGGGAGGGTAGATAGGGATTACAAATTTGCATTAGTTGGAATGAGCCTTC
TTACTTGACTCCTCAAGAAGATTAAGATGCTGCTACTAGAGGAAATGATTTTTATGCTTTGAAT
GGTTGTGGAACCCATGGTACCTGGACAGTACCCAAAAGATGAATTAAATATTGCTGGCCATCG
CCTTTCCTAAATTTCTGGAAAAGAGGAAAAGCTAGTGAAAGGAATCCTCCGATCTTTCTAGGC
TAAACCTATACATACCGGCCTACTTATTACCCCGCATGAATCCCTACAAAGTCGAGCTACCTAG
TATTACTTTACGTATCTCGCACCTTAAGAGCTTCCAGTAACGCATTAGGTTGCCTATGCTTG
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A-1.2 SP6 GERIi PRIMER KULLANILARAK YAPILAN DiZiLEME SONUCU

AAGAATTTAGTCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAG
TGATTAACCTCGAGCTAGGTGCTGCCTCTAAGCCTTTTACGACGATCTTCAGATTTTTCAGGTT
CATTCTTCAATGGAACTGCTGTAGGCTTGGTGAGGAAGTTCCTCCACCATACAGCTGAACGTTT
TGGCAACCTTGTGTAACGACCATTAGCGTAGTCTACATACATAACGCCAAATCTAACACTGAAT
CCAGCAGCCCATTCAAAATTGTCGAACAACGACCATATGAAGTAACCCTTCAAATTTACACCTT
GGTCCATCGCTAGCTTAAGGTAGTAGAGATGTTCTTGGTGATAGTGAATCCTTATATCATCCTT
GAGAGCTTCGGTACTAGTCTTGGACTTATCATTTACTTCATCCACTCCATTCTCTGTAATGTAAA
TAACCGGATCATTATATCTTTTCTTCATATCAACCATAACTCTGTAAATTCCCCATGGAACTATG
TATAACCAATCCGAACCAGCCTGTGCACCAATAGGCACCTTATTGCGTTCATGTGAAGTCTTAG
TGTGCGAATCAGTAAAGTAACTATCAGTTGTCGGCTTTGTTGGATCATCGCTGGTATAAGTAG
ACGTGTAGTAGTTTATGCCTAGAAAGTCGTAGGATCCTTTCACTAGCTTCTCCTCTTTTTCAGAA
AATTTAGGAAGGCGATCGCCAACATATTTAATCATACTTTCTGGGTACTCTCCAGTTACCACTG
GTTCCACAAACCATCCAAGCATAAAATCATTTCCTCTAGTAGCAGCATCTTTATCTTCTTGAGA
GTCAGTAAGAGGCTCATTCCAACTAATGCAATTTGTAATCCCTATCTTACCTCCCTGACTTTCCT
GATATTTCGTTCTGTATATGTCCACAGCATGTGCATGACAAGGATTAAATTGTGTGCCACTTTA
TATGGTTCCGTGCCGGGATTTCCATACTTGAAGCAGCTAGAGTTTTCTTCACTCTATGAGACGC
ATGCTTTTAGTTCTTCAGTATCTTTCGGAGTACACCACGATGGCGAAAGCACAGCCACATATCT
GACAGTTACGACATGCTCAATCAAGTATCATATTCACGATCACCGATTCGAAGCCATCTCGAAT
ACTCATATCTGCACCTTCAGTAGAGCTCCAATCCTAGTGCAACATTGGGAT

A-2 INSERT iCEREN REKOMBINANT VEKTORE AIT DizZiN ANALiZi SONUGCLARI

A-2.1 5’ AOX1 PRIMERI ILE YAPILAN DizZiLEME SONUCU

GGTGTGTTTAGGCTTTTACGTTGCTTTTCGACACTTGAGAGATCAAAAACAACTAATTATTCGA
AACGAGGAATTCAGCATGGATATCCAAAGCAACGTCCTGACGATTACTAGCGGATCCTCACCA
ACTGACACTTCCTCCAATGGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCAAACGCTCTGAT
TTTCCCAGTGACTTTGTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAACG
AAGGAGGTAAAGGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACTAGGTGGTATTTCC
GACTTTAGCAATGGCACTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGA
TGAAGAAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAG
GAAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGCTC
TCTTGGCAGCTGACATAGAGCCATATATAACTATCTTTCACTGGGATATTCCCCAATGTTTGCA
ACTAGAGTATGGTGGCTTCCTACATGAAAGAGTTGTGCAGGATTTTATTGAGTATTCTGAGAT
TTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTGAATGAGCCATGGTCCTTT
ACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGTGGTGTAACTCCGAAAGATACT
GAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGAGGAAAACTTCTAGCTGCTTTCAAG
TATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAAGTGGCACACAATTTAATCCTTTGTCATGCACAT
GCTGTGGACATATACAGAACGAAATATCAGAAAGTCAGGGAGGTAAGATAGGGATTACAAAT
TGCATTAGTTGGAATGAGCCTCTTACTGACTCTCAAGAAGATAAAGATGCTGCTACTAGAGGA
AATGATTTTATGCTTGGATGGTTTGTGGAACCAGTGGTAACTGGAGAGTACCCAGAAAGTATG
ATTAAATATGTTGGCGATTGCCTTCTTAATTTTCTGAAAAAGAGGAGAAGCTAGTGAAAGGAT
CCTACGACTTTCTAGGCATAAACTACCTACACGTCTTACTTTATGCAAGCGAATGATCAACAAA
GCGACAACTGATAGGTTACCTGTTACCGATTCCCACCCCT
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A-2.2 3’ AOX1 PRIMERI ILE YAPILAN DiZiLEME SONUCU

TAGGGAACAAGCAGACCGGTCTTCTCGTAGTGCCCAACTTGAACTGAGGAACAGTCATGTCTA
AGGCTACAAACTCAATGATGATGATGATGATGGTCGACGGCGCTATTCAGATCCTCTTCTGAG
ATGAGTTTTTGTTCTAGAAAGCTGGCGGCCGCCGCGGCTCGAGGGTGCTGCCTCTAAGCCTTT
TACGACGATCTTCAGATTTTTCAGGTTCATTCTTCAATGGAACTGCTGTAGGCTTGGTGAGGAA
GTTCCTCCACCATACAGCTGAACGTTTTGGCAACCTTGTGTAACGACCATTAGCGTAGTCTACA
TACATAACGCCAAATCTAACACTGAATCCAGCAGCCCATTCAAAATTGTCGAACAACGACCAT
ATGAAGTAACCCTTCAAATTTACACCTTGGTCCATCGCTAGCTTAAGGTAGTAGAGATGTTCTT
GGTGATAGTGAATCCTTATATCATCCTTGAGAGCTTCGGTACTAGTCTTGGACTTATCATTTAC
TTCATCCACTCCATTCTCTGTAATGTAAATAACCGGATCATTATATCTTTTCTTCATATCAACCAT
AACTCTGTAAATTCCCCATGGAACTATGTATAACCAATCCGAACCAGCCTGTGCACCAATAGGC
ACCTTATTGCGTTCATGTGAAGTCTTAGTGTGCGAATCAGTAAAGTAACTATCAGTTGTCGGCT
TTGTTGGATCATCGCTGGTATAAGTAGACGTGTAGTAGTTTATGCCTAGAAAGTCGTAGGATC
CTTTCACTAGCTTCTCCTCTTTTTCAGAAAATTTAGGAAGGCGATCGCCAACATATTTAATCATA
CTTTCTGGGTACTCTCCAGTTACCACTGGTTCCACAAACCATCCAAGCATAAAATCATTTCCTCT
AGTAGCAGCATCTTTATCTTCTTGAGAGTCAGTAAGAGGCTCATTCCAACTAATGCAATTTGTA
ATCCCTATCTTACCTCCCTGACTTTCCTGATATTTCGTTCTGTATATGTCCACAGCATGTGCATG
ACAAAGGATTAAATTGTGTGCACTTTATATGGGTTCCGTGCCGGGATTTCCATACTTGAAGCA
GCTAGAAGTCTTCCTCCACTCTATGAGACGGGCATGCTTTTTAGTTTCTTCAGTATCTTTCGAGT
ACACTCACGATGGGACGAAAGCACAGCCACATATTCTTGAAACAGTAGACATGCTCAATCAGT
ATTCCATATTTTCACCCCGAATCACCCAAATC
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