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Yüksek Lisans Tezi 

 

Tez Danışmanı: Yrd. Doç. Dr. Şenay VURAL KORKUT 

Eş Danışman: Arş. Gör. Dr. Günseli KURT GÜR 

 

Beta glukozidazlar (EC.3.2.1.21) glikozidler ve oligosakkaritlerin beta glukozidik 

bağlarının hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bitkiler, hayvanlar, bakteriler ve 

mantarlarda bulunurlar. Hayvanlarda glikolipidlerin ve egzojen glikozidlerin yıkımı, 

mikroorganizmalarda biyokütle dönüşümü, bitkilerde koku salınımı, lignifikasyon, 

hücre duvarı oligosakkaritlerinin katabolizmasında önemli rol oynarlar. Beta 

glukozidazların zeytinde tat ve renk oluşumunda görevli olduğu düşünülmektedir. 

Çeşitli rekombinant proteinlerin üretiminde kullanılan bir organizma olan Pichia 

pastoris, beta glukozidaz ekspresyonu çalışmalarında da sıklıkla kullanılmaktadır. 

Ökaryotik protein üretiminde gerekli olan post translasyonel modifikasyon, protein 

katlanması ve protein işlenmesini sağlayan Pichia pastoris, yüksek düzeyde protein 

üretiminin yanı sıra diğer ökaryotik ekspresyon sistemlerine göre daha ucuz, daha 

kolay ve hızlı üretilebilme avantajına sahiptir. Bu çalışmada; enzimin büyük miktarda 

üretimi için Pichia pastoris’te, zeytin (Olea europaea L. Gemlik kültivarı) beta 
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glukozidaz geninin heterolog ekspresyonu amaçlanmıştır. Tam boyda beta glukozidaz 

cDNA’sı, alkol oksidaz (AOX1) promotoru kontrolü altında maya mekik vektörü pPICZB 

içine klonlanmıştır. Oluşturulan rekombinant DNA, Pichia pastoris’in yabani tip X-33 

suşuna kimyasal transformasyon ile aktarılmış ve transformantlar YPDS/Zeo içeren 

besiyerlerinde seçilmiştir. Zeytin beta glukozidaz geninin P. pastoris genomuna 

entegrasyonu hem ilgili gene özgü hem de AOX primerleri ile kurulan PCR sonucunda 

doğrulanmıştır. Kültürler 30°C ve 250 rpm’de farklı besiyerlerinde büyütülmüş ve her 

gün %1 metanol ilavesi yapılarak heterolog beta glukozidaz ekspresyonu 

indüklenmiştir. Dört gün boyunca toplanan örneklerdeki rekombinant beta glukozidaz 

ekspresyonu, yapay substratlarla enzim aktivitesinin belirlenmesi ile analiz edilmiştir. 

Gelecek çalışmalarda üretilen rekombinant enzimin saflaştırılması ve biyokimyasal 

karakterizasyonu amaçlanmaktadır.  

Anahtar Kelimeler: beta glukozidaz, heterolog ekspresyon, Pichia pastoris,  zeytin 
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ABSTRACT 
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Adviser: Assist. Prof. Dr. Şenay VURAL KORKUT 
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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 
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BÖLÜM 1 

GİRİŞ 

1.1  Literatür Özeti 

Karbohidrat metabolizmasında rol oynayan enzimlerin çeşitliliği, karbohidrat 

stereokimyasında yer alan moleküllerin çeşitliliği ile paraleldir [1]. Hidrolazlar sınıfında 

bulunan glikozil hidrolazlar (EC 3.2.1) karbohidrat metabolizmasının anahtar 

enzimleridir ve üç ana alemde de bulunurlar (Arkebakteri, Eubakteri ve Ökaryot). 

Glukozil hidrolazlar, glikozidazlar ve transglikozidazları içerirler [1], [2].  

Glikozil Hidrolaz (GH) Aile1 enzimleri G-O-X ya da G-S-X tipindeki substratları hidroliz 

etmektedirler.  Burada G, β-bağlı glukozil, galaktozil, mannozil, fukozil, 6-fosfoglukozil 

ya da 6-fosfogalaktozil rezidüsünü (bakiyesini), X ise diğer glikozil bakiyesini ya da 

aglikonu temsil etmektedir. [3].   

Henrissat’ın glikozil hidrolazlar için geliştirdiği sınıflandırma sistemi, amino asit dizi 

benzerlikleri ve yapısal benzerlikleri temel almaktadır [1], [4]. Bu sistemde, genel bir 

amino asit dizisi benzerliği ile iyi korunmuş dizi motiflerine sahip enzimler, aynı aile 

içinde gruplandırılır. Sıklıkla güncellenen Karbohidrat Aktif Enzimler Veritabanı 

(Carbohyrate Active Enzymes Database, CAZY) web sitesinde 115 glikozil hidrolaz ailesi 

listelenmiştir [4]. Glikozil hidrolazlar, glikozidik bağların hidrolizi ve/veya 

transglikozilasyonundan sorumludur [4]. Glikozil hidrolazlar ailesinin bir üyesi de beta 

glukozidazlardır. 

Beta glukozidazlar (β-glukozidaz) tam adı ile β-D glukopiranosid glukohidrolazlar, 

E.C.3.2.1.21 Enzim Komisyonu Numarası’na sahiptirler [5]. Beta glukozidazlar, 

oligosakkaritler ya da polisakkaritlerden, terminal, indirgeyici olmayan 1,4 bağlı-beta-
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glukoz bakiyelerini açığa çıkaran beta-D-glukozu hidrolizler [6]. Arkeaların, Öbakteriler 

ve Ökaryotların tüm domainlerinde, evrensel olarak bulunurlar ve çeşitli fonksiyonlara 

sahiptirler  [5].  

Beta glukozidazlar, selülozik biyokütle degredasyonu, hayvanlarda glikolipitlerin ve 

egzojen glikozidlerin yıkımı, mikroorganizmalarda biyokütle dönüşümü, bitkilerde koku 

salınımı, lignifikasyon, siyanogenezis, sekonder metabolitlerin modifikasyonu gibi çeşitli 

biyolojik süreçlerde önemli roller oynarlar [5], [7]. Bu enzimlerin diğer isimleri 

gentiobiaz ve sellobiazdır [8]. Tüm beta glukozidazlar, 55 ve 65 kDa’luk alt birimlere, 

asidik pH’a (pH 5-6) ve substrat olarak beta glukozide (glukozid ve daha az ölçüde 

fukozid ve galaktozid) mutlak gereksinim duymaktadırlar [5]. 

1.1.1 Beta Glukozidazların Sınıflandırılmaları 

Beta glukozidazlar literatürde amino asit dizilimlerine dayalı olarak beş glikozil hidrolaz 

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

GH1, GH5 ve GH30 (β/α)₈ fıçı yapısına sahip proteinlerden oluşan GH Clan A içerisine 

girmektedir. Bunun aksi olarak GH9 enzimleri (α/α)₆ fıçı yapılarına sahiptir. Ayrıca GH3 

enzimlerinin aktif bölgesi iki domaine sahiptir [5]. 

Bu enzimlerin dördü tutucu reaksiyon mekanizması ile rol oynarken, sadece GH9 

enzimleri ters çevirici mekanizma ile rol oynar [5]. GH1, GH5 ve GH30 katalitik 

nükleofili/bazı Glutamik asit iken GH3 ve GH9’un Aspartik asittir [10]. Ayrıca bütün 

ailelerin katalitik protein donörleri de Glutamik asittir [10]. 

İn silico protein yapı analizleriyle zeytin beta glukozidazının GH1 ailesininden olduğunu 

gösterilmiştir [11]. Şekil 1.1’de farklı glikozil hidrolaz ailelerine ilişkin beta glukozidaz 

yapıları gösterilmektedir. 
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Şekil 1.1 Farklı GH Ailelerinde Beta Glukozidaz Yapıları* [5] 

*Şekil 1.1’de yer alan yapılar: GH1 (Zea mays ZmGlu1), GH3 (Hordeum vulgare Ekzo I β-
glukan glukohidroaz), GH5 (Candida albicans Ekzo-β-(1,3)-glukonaz), GH30 (Homo 
sapiens Asit β-glukozidaz/ glukoserebrozidaz GBA1) ve GH9 (Vibrio parahaemolyticus’a 
ait varsayılan ekzoglukanaz) ailelerinden beta glukozidaz ya da ilgili enzimleri içerir. N-
terminlerinden ve C- terminlerine maviden kırmızıya bir spektrumda renklendirilmiştir. 
Katalitik nükleofil ve asit-baz bakiyeleri okla gösterilmiştir. 

 

Beta glukozidazlar substrat özgünlüklerine göre ise üç alt sınıfa ayrılırlar [8]: 

Sınıf 1; glikozil beta glikozidaz ve aril beta glikozidaz aktivitesi olan enzimleri içerir; bu 

enzimler sellobioz, laktoz, beta-p-nitrofenilglukosit, beta-p-nitrofenilgalaktosit, beta-p-

nitrofenilfruktosit ve diğer benzer substratları hidrolizleme yeteneğindedir [8].  

Sınıf 2; sadece glikozil beta glukozidaz aktivitesine sahip olanları içerir; bu nedenle 

yalnızca sellobioz ve laktoz gibi substratları hidrolize edebilirler [8].  

Sınıf 3; yalnızca aril (ya da alkil) beta glukozidaz aktivitesi olan enzimleri içerir; bu 

enzimler beta-p-nitrofenilglukosite ve benzer substratlara karşı önemli etkinliğe 

sahiptirler [12]. Ağırlıklı olarak küf, mantar ve bakteride üretilen bu enzimler doğada 

oldukça geniş yayılım gösterirler [13].  
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1.1.2 Beta Glukozidazların Görevleri 

Beta glukozidazlar çeşitli canlı gruplarında birçok biyolojik süreçlerde rol oynarlar. 

1.1.2.1 Beta Glukozidazların Memelilerdeki Görevleri 

Memeliler, GH1 ailesinden laktaz-phloridzin hidrolaz ve sitoplazmik beta glukozidaz 

ayrıca GH30 ailesinden insan asit beta glukozidazı (GBA1) ve safra asidi beta glukozidazı 

(GBA2) olmak üzere birçok beta glukozidaz içerir [5]. Bu enzimlerin glikolipitler ve 

besinsel glukozidlerin metabolizmasında rol oynadığı düşünülür [5]. Ek olarak, GH1 

ailesinden bir grup proteinin sinyal fonksiyonu da gösterdiği düşünülmektedir [5].  

Memeliler ile ilgili olarak farede yapılmış bir çalışmada, fare safra kesesi beta 

glukozidazı elimine edildiğinde, safra asidi metabolizmasında küçük etkiler 

görülmüştür. Ancak testiste bulunan Sertoli hücrelerinde glukoseramidlerin birikimi 

olmuş, bu da yuvarlak başlı sperm oluşturarak üreme verimliliğini düşürmüştür [14]. 

Gen ile transfekte edilen hücreler, floresan glukoseramidlerin hidrolazını artıran bir 

yetenek göstermişlerdir [14]. Şekil 1.2’de beta glukozidaz defekti bulunan fare spermi 

ve yaban tip spermin ışık mikroskobu görüntüleri yer almaktadır.  

 

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

*A; Normal hilal şeklinde başa sahip yabanıl tip sperminin ışık mikroskobu ile 400X 
büyütülmüş görüntüsü B; Yuvarlak başa sahip knock out fare sperminin ışık mikroskobu 
ile 400X büyütülmüş görüntüsü  

 

İnsanlarda çoğunlukla glukoserebrosidaz (β-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 eksikliği kalıtsal bir hastalık 

olan Gaucher hastalığına neden olmaktadır. Bu hastalığın üç formundan birini üreten 

retikülaendotelyal hücrelerin lizozomları içerisinde, glikosfingolipid glukozilseramid 

birikir ve bu birikme sonucu Gaucher hastalığı ortaya çıkar [5]. Bu insan beta 

glukozidazını kodlayan genin moleküler biyolojisi ve enzimin fizikokimyasal yapısı 

çalışılmış ve iyi anlaşılmıştır. İnsan asit beta glukozidazı özellikle Gaucher hastalığının 

tedavisi için, terapötik ve diagnostik prosedürlerin gelişiminde potansiyale sahiptir.  

1.1.2.2 Beta Glukozidazların Böceklerdeki Görevleri 

Bitkilerle beslenen böcek larvasından, GH1’den sindirim beta glukozidazı izole edilmiş 

[15], [16] izole edilen bu larval beta glukozidazların, glukooligasakkaritler ve sellobioz, 

gentiobioz, amigdalin gibi bitki glikozitlerini, onların sindirim fonkiyonu doğrultusunda 

hidrolize edebildiği gösterilmiştir [15].  

1.1.2.3 Beta Glukozidazların Bitkilerdeki Görevleri 

Bitkilerde beta glukozidazlar bir dizi biyolojik fonksiyonda rol oynarlar. Bunlar; 

savunma, simbiyosis, hücre duvarı katabolizması ve lignifikasyon, sinyalleşme ve bitki 

sekonder metabolizması fonksiyonlarıdır. Birçok beta glukozidaz geninin biyotik ve 

abiyotik stres tarafından indüklendiği veya bu streslere başarılı bir yanıt oluşturduğu 

gösterilmiştir [3], [17]. Bu enzimlerin rolleri onların substrat spesifikliği, doku ve hücre 

içi lokalizasyonları ile hangi koşullar altında fizyolojik substratlarıyla temasta olduğu 

belirlenerek kabul edilmiştir [5].  

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

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

Genellikle savunma glikozitleri, toksik bileşenleri salmak adına hidrolizleyen beta 

glukozidazlardan, farklı bir hücre veya hücresel bölümde depolanırlar. Savunma 

bileşenleri vakuolde depolanma eğilimindedir, onlara karşılık gelen beta glukozidazlar 

genellikle apoplastta ya da plastiddedir. Beta glukozidazlar ve tioglikozidazların ikisinin 

de bu rolleri oynadığı bulunmuştur. Bitkilerle beslenen uzman böcekler, bu enzimleri 
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glikozit bombası olarak görev alması için adapte etmişlerdir ve kendi savunmalarında 

kullanmışlarıdır  [21].  

Hücre Duvarı Metabolizması: Bitkilerin hücre duvarı, doğada karbohidratların en 

büyük deposudur, bundan dolayı beta glukozidazların hücre duvarı gelişiminde önemli 

rolleri oynaması şaşırtıcı değildir. Beta glukozidazlar aslında hücre duvarı aşamasında 

hem oligosakkaritlerin degredasyonunda hem de sekonder hücre duvarlarına 

lignifikasyona izin vermek için glikozitlerden monolignolların salınımında rol oynarlar 

[5]. 

Hücre duvarı türevli oligasakkaritleri hidrolizleyen birçok beta glukozidaz, öncelikli 

olarak tek çenekli bitkilerde çalışılmış ve yıllar içinde tanımlanmıştır. Örnek olarak; arpa 

tohumu çimlenmesindeki bir beta glukozidaz β-1,3- ve β-1,4-bağlı oligosakkaritlere 

karşı aktivite göstermiştir [22], [23], [24]. Son zamanlarda, bu enzimin arpa endosperm 

hücre duvarlarında bulunan mannooligossakkaritleri daha fazla tercih ettiği 

gösterilmiştir [25]. Sekonder hücre duvarlarının lignifikasyonunun, sinamil alkol beta 

glukozidazlar gibi, monolignol glikozitlerinden beta glukozil bakiyelerinin çıkarılmasıyla, 

monolignollerin aktivasyonunu içerdiği düşülmüştür [26].  

Fitohormon Aktivasyonu: Bitkilerde birçok fitohormon glikozitleri bulunmuştur. Mısır 

beta glukozidazının hem in vitro olarak sitokinin beta glukozidlerini hidrolize ve aktive 

ettiği hem de in vivo olarak ekzojen substratının infüzyonunu yaptığı gösterilirken [27], 

kısmen saflaştırılmış pirinç beta glukozidazının gibberellin glikozidlerini hidrolize ettiği 

gösterilmiştir [28]. Absisik asit (ABA) glukozil esteri (ABA-GE) köklerden yapraklara 

taşındığı ve serbest ABA daha fazla miktarda olmasına rağmen ekstrasellüler beta 

glukozidazlar tarafından yapraklarda hidrolize edildiği gösterilmiştir [29]. Özel bir 

Arabidopsis ER beta glukozidazının (AtBGLU18, AtBG1) kuraklık stresine bağlı olarak 

ABA-GE’i hidrolize etmek için aktive olduğu gösterilmiştir. Bu enzimde meydana gelen 

bir gen mutasyonu erken çimlenme ve hatalı stoma kapanmasına neden olmaktadır. 

Yukarıda sayılanların dışında bitki beta glukozidazları başka mekanizmalarda da görev 

alabilir. Örneğin; glikozit depo formlarından uçucu maddelerin salınımında önemli rol 

oynadıkları görülür. Bu bitkiler ile beslenen otçul parazitik canlılar için çiçek kokusu gibi 

cezp ediciler içerir [30].  
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1.1.3 Zeytin Beta Glukozidazı 

46 kromozoma sahip diploid bir bitki olan zeytin, 1.45 Gb genom büyüklüğüne sahiptir. 

Genom dizisi henüz yayınlanmamış olan zeytinin, beta glukozidazı ile ilgili az bilgi 

mevcuttur. Sadece NCBI (National Center for Biotechnology Information) GeneBank’ta 

bir cDNA dizisi (Accession no. AY083162.1) zeytin beta glukozidazına atfedilir. Beta 

glukozidazın sofralık zeytin meyvesi ile zeytin yağında oleuropeinin acı tadının 

giderilmesinden sorumlu olduğu tespit edilmiştir [31].  

Zeytinde bulunan oleuropein, dimetil oleuropein ve verbaskosit ve luteolin-7-glukozid 

gibi fenolik bileşikler sağlık alanında 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 için kimyasal 

savunmada genel bir strateji olarak; sekonder metabolitleri geniş çeşitlilikte üretirler. 

Farklı bitkiler çeşitli sekonder metabolitler içermesine rağmen, zeytin (Olea europaea 

L.) Oleaceae’ye ait oleosit olarak bilinen alışılmadık sekoiridoitlerden birini içerir [11]. 

Zeytinde en önemli sekoiridoit olan oleuropein, bir elenolik asit esteri ile 3,4-

dihidroksifeniletanol (hidroksitirosol) ve onun direkt öncüsü ligstrosittir [33], [34]. İlk 

olarak Bourquelot ve Vintilesco tarafından bulunan oleuropein, yapı olarak 1960 yılında 

tanımlanmıştır [35]. 

 

Şekil 1.3 Oleuropeinin Kimyasal Formülü [36] 
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Oleuropein, zeytin meyvesinin ilk dönemlerinde fazla miktarda bulunan, olgunlaşma 

sürecinde metabolize olup miktarı azalan ve meyveye acılık veren bir maddedir [37], 

[38], [39], [40]. Zeytinin toplanmasından hemen sonra tüketilememe nedeni olan 

oleuropein glukoziti suda çözünebilir. Enzimatik olarak beta glukozidaz aktivitesi ile 

glikoz ve oleuropein aglikona parçalanır ve estaraz enziminin aktivitesi ile 

hidroksitriosol ve elenoik asit ortaya çıkar [41].  

 

Şekil 1.4 Oleuropeinin Beta Glukozidaz ile Hidrolizi [42] 

Sekoiridoitler farmasötikal aktivitelerde geniş bir etkinlik aralığına sahiptirler. Zeytine 

ait bu ürünlerin yapılarındaki oleuropeinin, antioksidan, antimikrobiyal, antiflamatuar, 

antiaterojenik, antiviral aktiviteler dahil olmak üzere çok sayıda farmakolojik özelliğe 

sahip olduğu birçok araştırıcı tarafından ortaya konmuştur [40], [43], [44], [45], [46], 

[47], [48], [49]. Yapılan çalışmalarda, yüksek miktarda oleuropein içeren zeytin 

yapraklarından çıkarılan fenolik fraksiyonun lipoprotein oksidasyonunu engellediği ve 

bundan dolayı besinsel takviye olarak önemli rol oynadığı gösterilmektedir [50], [51]. 

Ek olarak hidroksitriosolün doğal olarak elde edilen güçlü bir antioksidan olduğu, 

elenoik asitinse güçlü antiviral etki gösterdiği bilinmektedir [45], [52], [53], [54].   
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1.1.5 Pichia pastoris 

Pichia pastoris, Komagataella pastoris olarak sınıflandırılmış, özellikle heterolog 

protein üretimi için biyoteknolojide önemi olan metilotrofik bir mayadır [55]. E.coli, 

B.subtilis, S.cerevisiae, H.polymorpha ve Aspergillus ile Trichoderma türleri ile birlikte 

proteinlerin endüstriyel platformda üretiminde kullanılır.  

Metilotrofik maya Pichia pastoris’in tek hücre proteini üretimi için ilk uygulaması, 

1970’lerin başında meydana gelmiştir. Bu amaç için, Philips Petroleum Company 

tarafından ucuz bir ortam ve yüksek hücre yoğunluklu bir fermentasyon işlemi 

geliştirilmiştir [56]. 1980’lerde Salk Institue Biotechnology/Industrial Associates, 

Inc.’deki araştırmacılar, alkol oksidazı kodlayan AOX1 genini ve AOX1 promotorunu 

izole etmişlerdir ayrıca Pichia pastoris’in moleküler genetik manipülasyonu için 

vektörler, suşlar ve metodlar geliştirmişlerdir. Pichia pastoris konakçı suşları, ilgili 

protein için kodlama yapan, genleri eksprese olan ve kolaylıkla elde edilebilen uygun 

vektörler ile birleştirilmiştir [56].  

1.1.5.1 Pichia pastoris’in Avantajları 

Basit mineral tuz besiyerinde ve biyoreaktörlerin kontrollü ortamlarında, Pichia 

pastoris yüksek hücre yoğunluğu ile büyüme gösterir.  

Etkili ve sıkı olarak düzenlenmiş promotoru (AOX1), büyüme ve üretimin seçilimi 

ile istenilen kontrol için imkan verir.  

Ayrıca, Pichia pastoris sadece birkaç endojen protein salgılarken, rekombinant 

proteinin salgılanması çok verimlidir.  

Basit tuz besiyerinden rekombinant proteinin ayrılması oldukça kolaydır. Bu 

sebeple, Pichia pastoris üretim için ideal olan, oldukça etkili rekombinant 

protein oluşumu ve saflaştırılmasını sunar [56]. 

1.1.5.2 Pichia pastoris’te metanol metabolizması 

Metilotrofik mayalar tek karbon ve enerji kaynağı olarak metanol kullanma 

yeteneğindedir. Bugüne kadar tespit edilen metilotrofik suşlar sadece dört cinse aittir: 

Hansenula, Pichia, Candida ve Torulopsis [57]. Hepsi, birkaç özgün enzimi içeren 
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spesifik bir metanol kullanım yolağını paylaşırlar. Şekil 1.5’de metanol kullanımına ait 

enzimler ve yolak anlatılmaktadır. Başlangıç reaksiyonları özelleşmiş mikrobadiler ve 

peroksizomlarda gerçekleşir, takip eden sonraki metabolik adımlar ise sitoplazmada 

gerçekleşir [58]. Peroksizomlar, metanol metabolizması için üç anahtar enzim olan; 

alkol oksidaz, katalaz ve dihidroksiaseton sentazı barındırarak, büyüme sırasında 

zorunlu bir rol oynarlar [58]. Metanol özümsemesi ve katabolizmasının daha sonraki 

reaksiyonları sitosolde gerçekleşir[58]. 

 

Şekil 1.5 Metanol Kullanım Yolağı* [59] 

*1. Metanol alkol oksidaz tarafından okside olur ve formaldehit ile hidrojen peroksit 
oluşur. 2.Toksik hidrojen peroksit katalaz tarafından su ve oksijene ayrıştırılır. 3,4. 
Katabolik yolizinde formaldehit formaldehit dehidrogenaz (FDL) ve format 
dehidrogenaz (FMD) ile katalize edilmiş karbondioksite sıradaki iki dehidrogenaz 
reaksiyonu ile oksitlenir. 5. Asimilasyon için formaldehit, ksiluloz-5-fosfat (Xu₅P)C₃ ile 
dihidroksiaseton sentazın hareketi ile reaksiyona girerek, bileşikleri gliseraldehit (GAP) 
ve dihidroksiaseton (DHA) oluşturur. 6. DHA, dihidroksaseton kinaz (DAK) ile 
dihidroksiaseton fosafta (DHAP) fosforile olur. 7. GAP ve DHAP bir aldolaz 
reaksiyonunda fruktoz1-6bifasfat (FBP) üretir. 8. Son adımda früktoz 6-fosfat ve son 
olarak ksiluloz-5-fosfat oluşur. Metanol kullanım yolağı genleri dört metilotroftan izole 
edilmiştir.  
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1.1.5.3 Pichia pastoris Ekspresyon Sistemi 

Lineer vektör Pichia pastoris genomuna homolog rekombinasyon yoluyla entegre edilir 

ve kararlı transformantlar oluşturulur [56].  

Pichia pastoris’te yabancı bir genin ekspresyonu temelde üç adım içerir [58]:  

1) Ekspresyon vektörü içerisinde genin insersiyonu,  

2) Pichia pastoris konakçısının içerisine ekspresyon vektörünün girişi,  

3) Yabancı genin ekspresyonu için potansiyel suşların incelenmesi. 

 

Şekil 1.6 Pichia pastoris Genomuna Gen İnsersiyonu (A) ve Yer Değiştirmesi (B) [60] 

Pichia pastoris ile heterolog genlerin ekpresyonu AOX1 promotoru tarafından etkili ve 

sıkı biri şekilde düzenlenmektedir. Bu promotor, glukoz, gliserol ve diğer pek çok 

karbon kaynağı üzerinde büyüyen hücrelerde oldukça baskılanır fakat metanol 

tarafından güçlü bir şekilde indüklenir [56]. Bu sıkı düzenlenme Pichia pastoris’in, 

gliserolde büyüyen daha sonra metanol ile indüklenen hücre kültürlerinde 

kullanılmaktadır. Yetiştirme süreleri, üretimin endüstriyel seviyelerine göre 

şekillendirilebilir [56]. AOX promotorları en yaygın kullanılan promotor olsa da Pichia 
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pastoris’te yabancı protein üretimi için DAS (Dihidroksiaseton sentaz), FLD 1 

(Formaldehit dehidrogenaz) gibi başka promotor seçenekleri de mevcuttur [61]. 

 

Şekil 1.7 Pichia pastoriste Heterolog Ekspresyon* [62] 

*Ekspresyon plazmidini barındıran ilgili gen(ler) (GOI), transformasyon öncesinde lineer 
hale getirilir. Seçilebilir markerlar ve replikasyon orijini (Ori), E.coli içindeki plazmidin 
çoğalması için gereklidir. İlgilenilen proteinin ekspresyon seviyesi kromozomal 
entegrasyon lokusuna ve genin kopya sayısına bağlıdır. Uygun sinyal sekansları 
rekombinant protein için intraselüler ya da ekstraselüler ekspresyona rehberlik eder. 

1.1.5.4 Ekspresyon Vektörü pPICZ  

pPICZ’ler, intraselüler ekspresyon için tasarlanan Pichia pastoris vektörleridir. Şekil 

1.8’de vektöre ait harita verilmiştir. C-terminaldeki polihistidin bölgesiyle birlikte 

klonlayabilmek için ekspresyon vektörü üç okuma çerçevesine sahiptir. Ayrıca seçilimi 

sağlayan Zeocin direnç genini taşımaktadır. 
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Şekil 1.8 Ekspresyon Vektörü pPICZ’nin VektörününTasarımı [10] 

Çizelge 1.1 pPICZB Vektörünün Özellikleri 

 5’AOX1 942 bp uzunluğa sahip promotor sekansıdır. Metanolle uyarılarak 
yüksek düzeyde ekspresyon sağlar. Plazmidin AOX1 lokusuna 

entegre olmasını hedefler. 
MCS On adet tekli restriksiyon bölgesi içerir ve hedeflenen genin 

ekspresyon vektörüne eklenmesini sağlar. 
C-terminal myc 

epitope kuyruğu (Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu-Asn) Füzyon proteinin 
anti-myc antikoruyla deteksiyonunu sağlar. 

C-terminal 
polihistidin 

kuyruğu 
Rekombinant füzyon proteinin metal-şelatlayan resinle 

saflaştırılmasını sağlar. Ayrıca Anti-His(C-term) Antibadi ve Anti-
His (C-term)-HRP Antibadi için hedef epitoptur. 

AOX1 
Transkripsiyon 

Terminasyon (TT) 
AOX1 geninin doğal transkripsiyon sonlanma sinyalidir (yaklaşık 

olarak 260 bp). mRNA stabilitesinin artırılması için 3’ mRNA 
işlenmesini sağlar. 

TEF1 promotoru:  Zeosin direncini oluşturan Sh ble  geninin ekspresyonunu sağlar. 
EM7(Sentetik 
prokaryotik 
promotor) 

Zeosin direncini veren Sh ble  geninin E. coli de ekspresyonunu 
sağlayan konstitütif promotordur. 

Sh ble geni  E. coli de seçim için zeocin direnç genidir. (Streptoalloteichus 
hindustanus ble geni) 

CYC1 TT  Sh ble geni için etkin 3’ mRNA işlenmesini sağlar. 
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Çizelge 1.1 pPICZB Vektörünün Özellikleri (devamı) 

 pUC orijini Plazmitin E. coli de kalmasını ve replikasyonunu sağlar. 
Sac I, Pme I, BstX I  Pichia genomuna etkin integrasyon için vektörün AOX1 lokusunda 

linearizasyonunu sağlayan tekli reksriksiyon bölgeleridir. 

1.1.5.5 Pichia pastoris’te Eksprese Edilmiş Beta Glukozidazlar 

Çizelge 1.2’ de ekspresyonu Pichia pastoris’te yapılmış farklı kaynaklara ait bazı beta 

glukozidazlar listelenmiştir. Himeno ve arkadaşları tarafından 2013 yılında yapılan bir 

çalışmada, tüberonik asit β-D-glukosidleri hidrolizyebilen, Oryza sativa’ya ait iki adet 

beta glukozidazı, Pichia pastoris’in X-33 suşunda ekstraselüler olarak eksprese 

etmişlerdir. Rekombinant enzimin spesifik aktivitesi (182 U/mg), doğal enzimin spesifik 

aktivitesine (171 U/mg) göre daha yüksek görülmüştür. Ayrıca E.coli’de üretilmiş 

rekombinant enzimin spesifik aktivitesinin, doğal enzimin spesifik aktivitesine kıyasla 

üç kat daha düşük olduğu tespit edilmiştir [63]. Bu sonuç Pichia pastoris’teki 

rekombinant enzim üretiminin avantajlı olduğunu göstermektedir. 

Çizelge 1.2 Pichia pastoris’te Ekspreyonu Yapılmış Beta Glukozidazlar 

Organizmanın 
Tipi 

Kaynak 
Organizma 

Molekül 
Ağırlığı 
(kDa) 

Ekspresy
on  

Suşu 

Ekspresyon 
Besiyeri 

Ve Koşulları 

Optimal 
Sıcaklık 
(°C) ve 

pH 

GH 
Ailesi 

Ref
. 

Maya Saccharomycopsis 
fibuligera 

120 X-33 

KM71 

BMMY 28°C 
/ %0.5 

Metanol  

50°C  

pH 5 

- [64
] 

Mantar Piromyces sp. 75.8 KM71 MMY 

%0.5 
Metanol 

39°C  

pH 6 

GH1 [65
] 

 Thermoascus 
aurantiacus 

- KM71 YPM 

30°C 

70°C 

pH 5 

GH3 [66
] 

 Aspergillus 
fumigatus 

91.47 X-33 YPM 60°C 

pH 6 

GH3 [67
] 
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Çizelge 1.2 Pichia pastoris’te Ekspreyonu Yapılmış Beta Glukozidazlar (devamı) 

Organizmanın 
Tipi 

Kaynak 
Organizma 

Molekül 
Ağırlığı 
(kDa) 

Ekspresy
on  

Suşu 

Ekspresyon 
Besiyeri 

Ve Koşulları 

Optimal 
Sıcaklık 
(°C) ve 

pH 

GH 
Ailesi 

Ref
. 

Hayvan Human liver 53 GS115 BMMY 

30°C 

50°C 

pH 6.5 

GH1 [68
] 

 Nasutitermes 

takasagoensis 

169.5 KM71 - 65°C 

pH 5.5 

GH1 [69
] 

Bitki Dalbergia 
cochinchinensis 

66 GS115 BMMY - GH1 [70
] 

 Oryza sativa 40 ve 
26’lık  

iki peptid 

X-33 BMMY 

20 ve 30°C 

%0.5 
Metanol 

60°C 

pH 3.4 

- [63
] 

1.2 Tezin Amacı 

Bu çalışmanın amacı; Zeytin (Olea europaea L. Gemlik kültivarı) beta glukozidaz geninin 

Pichia pastoris’te heterolog ekspresyonunu gerçekleştirmektir. Tez çalışması 

tamamlandıktan sonra enzimin saflaştırılması ve biyokimyasal karakterizasyonu ile ilgili 

çalışmalar devam edecektir.  

1.3 Hipotez 

Laboratuvarımızda klonlanan, tam uzunluktaki zeytin beta glukozidaz genine ait cDNA 

uygun primerler kullanılarak PCR yöntemi ile çoğaltılacaktır. Rekombinant ekspresyon 

vektörü, Pichia pastoris X-33 suşuna klonlanacak ve uygun besiyerlerinde beta 

glukozidaz proteini elde edilecektir. Daha sonra da enzimin yapay substratlarına 

yönelik tayin yöntemleri uygulanacaktır. 
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BÖLÜM 2 

MATERYAL METOD 

2.  

2.1 Tamponlar ve Çözeltiler 

Çizelge 2.1 Kullanılan Tampon ve Çözeltiler 

TBE çözeltesi (10 X)  108 g Tris base, 55 g Boric acid, 40 ml 0.5M EDTA 

(pH 8.0), 1L distile suya tamamlandı. 

Maya Hücresi Parçalama 

Tamponu  

50 mM Sodyum Fosfat Tamponu pH 7.5, %10 

Gliserol, 500 mM NaCl son hacim 500 ml olacak 

şekilde distile su ile tamamlandı.  

Parçalama işlemine başlamadan hemen önce 

gerekli miktar parçalama tamponuna son 

konsantrasyon 1 mM olacak şekilde PMSF ve her 6 

ml için, 1 ml EDTA içermeyen Proteaz İnhibitör 

kokteyli birleştirildi. 

7 X Proteaz İnhibitör Kokteyli  1 adet tablet 1.5 ml suda çözdürüldü. (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 içerisinde çözdürüldü. Filtre 

sterilizasyonu yapıldı. 

10 X D (%20 Dextrose)  200 g Dextrose 1 L distile suya tamamlandı. 
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Çizelge 2.1 Kullanılan Tampon ve Çözeltiler (devamı) 

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 çözdürüldü. 

200mM Lityum Asetat Tamponu 41 mg LioAC dihidrat 20 mg SDS ile 2 ml distile suda 

çözdürüldü. 

Etanol  %96-100, %70 

Sodyum Asetat Çözeltisi 0.1 M 0.802 g Sodyum Asetat 100 ml distile suda 

çözdürüldü. 

Asetik Asit Çözeltisi 0.1 M 0,575 ml %100 Asetik asit 100 ml distile suya 

tamamlandı. 

Sodyum Asetat Tamponu 0.1 M 

pH 4.1   

35.7 ml 0.1M asetik asit çözeltisi, 64.3 ml 0.1M 

sodyum asetat çözeltisi ile karıştırıldı. Son pH asetik 

asit ile ayarlandı. 

Tris-Glycine Running Buffer 

(pH 8.3)  

1.5 g Tris-Base, 7.2 g Glisin 500 ml olacak şekilde 

distile su ile tamamlandı. pH 8.3’e ayarlandı. 

20 mM pNPG 0.006 g pNPG 10 ml Sodyum Asetat Tamponunda 

çözdürüldü. 

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

içerisinde çözdürüldü. 

%0.8 Agar Plate 800 mg agar, 100 ml su içerisinde eritildi. Ve 

platelere alınarak polimerleşmesi sağlandı. 

Tris 1.5 M pH 8.8 ve 1 M pH 6.8 hazırlandı. 

%10 Amonyum Persülfat 20 mg APS, 200 µl distile suda çözdürüldü. 

%10 SDS 10 g SDS, 100 ml distile suda çözdürüldü. 
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Çizelge 2.1 Kullanılan Tampon ve Çözeltiler (devamı) 

SDS-PAGE Boyama Solüsyonu 62.5 mg CBB, 100 ml Metanol, 17.5 ml Asetik asit 

birleştirilip, son hacmi 250 ml olacak şekilde distile 

su ile tamamlandı. 

SDS-PAGE Boyayı Yıkama 

Solüsyonu 

100 ml Metanol, 50 ml Asetik asit, 350 ml distile su 

ile birleştirildi. 

Denatüre Koşullarda Bağlanma 

Tamponu 

8 M üre, 10 mM imidazol, 0.1 M sodyum fosfat  

monobazik, 0.01 M Tris birleştirilip pH 8.0’e 

ayarlandı.  

Denatüre Koşullarda Yıkama 

Tamponu 

8 M üre, 50 mM imidazol, 0.1 M sodyum fosfat  

monobazik, 0.01 M Tris birleştirilip pH 6.3’e 

ayarlandı. 

Denatüre Koşullarda Elüsyon 

Tamponu  

8 M üre, 250 mM imidazol, 0.1 M sodyum fosfat  

monobazik, 0.01 M Tris birleştirilip pH 4.5’e 

ayarlandı. 

2.2 Besiyerleri 

Çizelge 2.2 Kullanılan Besiyerleri 

Düşük Tuz İçerikli Luria 

Broth (LS-LB) 

10 g Tripton, 5 g Maya ekstratı, 5 g Sodyum Klorür, 15 g 

Agar 1L distile suya tamamlandı. 121°C’de 20 dakika 

otoklavlandı. 

SOB (pH 7.0) (Super Optimal 

Broth) 

%2 Tripton, %0.5 Maya Ekstraktı, 10 mM NaCl, 2.5 mM 

KCl, 10 mM MgCl₂ içeriği hazırlandıktan sonra 121°C’de 

20 dakika otoklavlandı. 

SOC (Glukoz İlaveli Super 

Optimal Broth) 

49 ml SOB’ye, 1 ml steril 1 M Glukoz solüsyonu eklendi. 

YPDS (Yeast Extract Pepton 

Dextrose Medium) 

%1 Maya ekstratı, %2 Pepton, %2 Dekstroz, 1 M 

Sorbitol, %2 Agar içeriği ile hazırlanan besiyeri 121°C’de 

20 dakika otoklavlandı. 
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Çizelge 2.2 Kullanılan Besiyerleri (devamı) 

YPD (YEPD) (Yeast Extract 

Pepton Dextrose Medium) 

%1 Maya ekstratı, %2 Pepton, %2 Dekstroz, %2 Agar 

içeriği ile hazırlanan besiyeri 121°C’de 20 dakika 

otoklavlandı. 

BMGY Besiyeri (Buffered 

Glycerol-complex Medium) 

%1.34 YNB, %1 Gliserol, %4 x 10¯⁵ Biotin, %1 Maya 

ekstratı, %2 Pepton, 100 mM Potasyum Fosfat pH 6.0 

steril şartlar altında birleştirildi. 

MM Besiyeri (Minimal 

Methanol Medium) 

%1.34 YNB, %0.5 Metanol, %4 x 10¯⁵ Biotin steril şartlar 

altında birleştirildi. 

BMMY Besiyeri (Buffered 

Methanol-complex 

Medium) 

%1.34 YNB, %1 Metanol, %4 x 10¯⁵ Biotin, %1 Maya 

ekstratı, %2 Pepton, 100 mM Potasyum Fosfat pH 6.0 

steril şartlar altında birleştirildi. 

2.3 Kullanılan antibiyotikler 

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

verticllustan üretilen bir glikopeptitdir. DNA’ya bağlanıp-kesme yoluyla hücre 

ölümlerine neden olur. Memeli, böcek, maya, bakteri ve bitki hücre kültürlerinin 

seçilimi için kullanılır. 

2.4 Kullanılan Substratlar 

Çizelge 2.3 Kullanılan Substratlar 

pNPG 4-Nitrofenil-beta-D-glukopranosid (C12H15NO8 ) 

MUG 4-Metilumbelliferil β-D- glukopranosid (C₁₆H₁₈O₈) 

2.5 Cihazlar 

Çizelge 2.4 Kullanılan Cihazlar 

Thermal Cycler Eppendorf Mastercycler 

Isı Bloğu INOVIA 

Santrifüj Hettich Universal 32R 
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Çizelge 2.4 Kullanılan Cihazlar (devamı) 

Etüv WTB binder 

Spektrofotometre SHIMADZU UV-1800 

Çalkalamalı İnkübatör JSR 

2.6 Enzimler 

Çizelge 2.5 Kullanılan Enzimler 

Taq polimerazlar Roche Expand High Fidelity PCR Enzimi,  

Thermo Phusion High Fidelity DNA Polimeraz 

Ligazlar Roche T4 DNA Ligaz 

Restriksiyon Enzimleri Xho I (Thermo), EcoR I (Thermo), Sac I (Thermo)  

2.7 Kitler 

Çizelge 2.6 Kullanılan Kitler 

PCR Kiti Roche Expand High Fidelity PCR System 

Jel Ekstraksiyon Kiti QIAGEN MinElute Jel Ekstraksiyon Kiti ve QIAGEN QIAquick 
Jel Ekstraksiyon Kiti 

Ligasyon Kiti   Roche T4 DNA Ligaz Sistemi 

Plazmid İzolasyon Kiti Roche High Pure Plasmid İzolasyon Kiti 

Ekspresyon Kiti İnvitrogen EasySelect Pichia Ekspresyon Kiti 

Saflaştırma Kiti Zymoresearch His-Spin Protein Miniprep Kit  

2.8 Oligonükleotitler 

Çizelge 2.7 Oligonükleotitler 

P2 İleri Primer 5’-CCGGAATTCAGCATGGATATCCAAAGCAACGT-3’ 

P5 Geri Primer 5’-AACCTCGAGGGTGCTGCCTCTAAGCCTTTTACGA-3’ 
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Çizelge 2.7 Oligonükleotitler (devamı) 

5’AOX1 Primer 5´-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3´ 

3’AOX1 Primer 5´-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3´ 

2.9 Markerlar 

Çizelge 2.8 Moleküler Markerlar 

Biotech Rabbit 100 bp DNA 
Ladder 

%1.5’lik TAE agaroz jelde 3000 bp ile 100 bp 
arasında toplam on iki banta sahiptir. 

Mass Ruler Low Range DNA 
Ladder 

%1.7’lik agaroz jelde 1031 bp ile 80 bp arasında 
toplam on bir banta sahiptir. 

Lambda DNA/EcoR I+ Hind III 
Marker 

%1’lik agaroz jelde 21226 bp ile 564 bp arasında 
toplam on iki banta sahiptir. 

Biorad Protein Precision 
Standard 

10 ile 250 kD arasında toplam on banta sahiptir. 

2.10 Beta glukozidaz cDNA’sının çoğaltılması 

Beta glukozidaz cDNA’sının çoğaltılmasına ilişkin adımlar aşağıdaki gibi 

gerçekleştirilmiştir. 

2.10.1  PCR Reaksiyonun Kurulması 

1 µl kalıp cDNA, 1.5 µl dNTPs (10 mM), 0.5 µl (10 mM) ileri primer (P2), 0.5 µl (10 mM) 

geri primer (P5), 5 µl 10 X Roche Expand High Fidelity buffer (15 mM MgCl₂) , 0.5 µl 

Roche Expand High Fidelity enzim (3.5 U/µl) ve 41 µl H₂O eklenerek reaksiyon 

kurulmuştur.  

Kalıp olarak kullanılan DNA, laboratuarımızda önceki çalışmalarda, Olea europaea L. 

Gemlik kültivarından elde edilmiş beta glukozidaz cDNA’sını kalıp olarak kullanarak, Dr. 

Esra YÜCA tarafından pGEM-T Easy vektörüne klonlanmış DNA’dır. Kalıp olarak 

kullanılan plazmidin dizin analizi sonuçları EK A-1’de verilmiştir.  

94°C’de 2 dakika başlangıç denatürasyonundan sonra, 94°C’de 15 saniye denatürasyon, 

55°C’de 30 saniye primer bağlanması, 72°C’de 1 dakika uzama aşamaları 30 döngü 
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olacak şekilde tekrarlanmıştır. 72°C’de 7 dakika son uzatma yapılarak program 

sonlandırılmıştır. Örnekler buz üzerine alınıp incelenmek üzere -20°C’ye kaldırılmıştır. 

2.10.2 PCR ürünün Agaroz Jelde Görüntülenmesi 

0.75 g Agaroz ile 75 ml 1 X TBE şişe içerisine alınmış ve mikrodalgada ısıtılarak 

eritilmiştir. Yaklaşık 60°C’ye kadar soğutulmuş ve 3 µl etidyum bromür eklenmiştir. 

Karıştırıldıktan sonra jel tepsisine dökülmüş ve polimerleşmesi beklenmiştir. 

Polimerleşen jel, tepsisi ile birlikte elektroforez tankına alınmıştır. Üzerine gerekli 

miktarda 1 X TBE eklenmiştir. Örneklere uygun miktarlarda yükleme tamponu eklenmiş 

ve kuyulara yüklenmiştir. 70 V’da 1 saat 15 dakika yürütülmüştür. UV ışık altında 

görüntülenmiştir. 

2.10.3 DNA’nın Agaroz Jelden Pürifikasyonu 

Jelde ilgili bölgeden bistüri ile kesilen bantlar QIAGEN MinElute Jel Ekstraksiyon Kit’te 

anlatılan protokole göre pürifiye edilmiştir. Son aşamada elüsyon tamponu yerine 

55°C’de ısıtılmış, 15 µl DNase RNase içermeyen H₂O kullanılmıştır. 

2.11 Pürifiye Edilmiş Ürünün ve Ekspreyon Vektörü pPiCZB’nin XhoI/ EcoRI Kesimi 

1 µl Xho I enzimi (10 U/ µl Thermo) , 1 µl EcoR I enzimi (10 U/ µl, Thermo), 10 µl 10 X 

Tango buffer, 18 µl pürifiye beta glukozidaz DNA’sı ile kurulan reaksiyon toplam 50 µl 

olacak şekilde DNase, RNase içermeyen H₂O ile tamamlanmıştır.  

Kesim 37°C’de 2 saat 30 dakikada ısı bloğunda gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon 

sonucunda tüpler -20°C’ye kaldırılmıştır. 

1 µl Xho I enzimi, 1 µl EcoR I enzimi, 5 µl 10 X Tango buffer, 10 µl pPicZB plazmidi ile 

kurulan reaksiyon toplam 25 µl olacak şekilde DNase, RNase içermeyen H₂O ile 

tamamlanmıştır. Kesim 37°C’de 2 saat 30 dakikada ısı bloğunda gerçekleştirilmiştir. 

Reaksiyon sonucunda tüpler -20°C’ye kaldırılmıştır. 
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Şekil 2.1 pPICZB Vektörünün Çoklu Klonlama Bölgesi 

Reaksiyon sonucunda elde edilen kesim ürünleri %1’lik agaroz jele yüklenmiştir. 70 

V’da 1 saat 15 dakika yürütülmüştür. UV ışık altında görüntülenme yapılmıştır.  

İlgili bölge jelden kesilmiş ve QIAGEN MinElute Jel Ekstraksiyon Kit’te anlatılan 

protokole göre pürifiye edilmiştir. Son aşamada elüsyon tamponu yerine 12 µl H₂O 

kullanılmıştır. 

2.11.1 Pürifiye Kesim Ürünlerinin Agaroz Jelde Kontrolü ve Kütlesinin Hesaplanması 

%1’lik agaroz jele pürifikasyon ürünleri yüklenmiştir. 70 V’da 1 saat 15 dakika 

yürütülmüştür. UV ışık altında görüntülenme yapılmıştır. Daha sonra kullanılan marker 

ile yaklaşık kütle tayini yapılmıştır. Ligasyonda kullanılacak miktar hesaplanmıştır. 

2.12 Ekspresyon Vektörü pPicZB’ye Beta Glukozidaz cDNA’sının Ligasyonu 

Ligasyon reaksiyonunda Vektör DNA: cDNA oranı 1:7 olarak belirlenmiştir. Roche T4 

DNA Ligaz Sistemi kullanılmıştır. 1 µl pPicZB vektör, 7 µl cDNA, 1 µl T4 DNA ligaz (5 U/ 

µl) , 1 µl 10 X Tampon ile toplam 10 µl olacak şekilde reaksiyon kurulmuştur. +4°C’de 

bir gece boyunca bekletilmiştir. 
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2.13 Ekspresyon Vektörünün E.coli JM109 Hücresine Transformasyonu 

75 µl E.coli JM109 hücresi, 5 µl vektöre bağlanmış DNA ile birleştirilmiştir. 30 dakika 

buz üzerinde bekletildikten sonra 45 saniye 42°C’ye alınmıştır. Daha sonra 1 dakika 

buza tekrar alınmıştır. 920 µl SOC ekledikten sonra 37°C 220 rpm hızda 1 saat boyunca 

büyütülmüştür. 

Büyüme işlemi sonlandırıldıktan sonra hücreler, 2320 xg’de 3 dakika santrifüjlenerek 

çöktürülmüştür. Üst fazdan 500 µl SOC uzaklaştırıldıktan sonra katı ve sıvı faz 

karıştırılmıştır. 25 µg/ml Zeocin içeren düşük tuz içerikli Luria Broth (LS-LB) besiyerine 

ekim yapılmıştır. 16 saat boyunca 37°C’de inkübe edilmiştir.  

Zeocin direncine sahip vektöre transforme olan koloniler besi ortamında büyüme 

gösterirken, transforme olamamış koloniler besiyerinde büyüme gösterememiştir. 

2.14 Plazmid İzolasyonu 

Büyüme gösteren kolonilerden biri seçilerek 25 µg/ml zeocin içeren 3 ml sıvı LS-LB’de 

37°C’de 220 rpm hızda 16 saat büyütülmüştür. Sıvı kültür 6000 rpm’de çöktürülmüş ve 

hücrelerden Roche High Pure Plasmid İsolation Kit’indeki protokole göre plazmid 

izolasyonu yapılmıştır. Son aşamada elüsyon tamponu yerine DNase, RNase içermeyen 

50 µl H₂O kullanılmıştır.  

2.15 Plazmid İçerisinde İnsert Varlığının Kontrolü 

Plazmid izolasyonu ile elde edilmiş plazmidin içerisinde, zeytin beta glukozidaz 

cDNA’sının varlığını kontrol etmek adına Xho I/EcoR I kesimi uygulanmıştır. Kesim 

reaksiyonu sonucunda jel görüntüsünde beta glukozidaz cDNA’sı büyüklüğünde bant 

görülmesi halinde, plazmidin insert içerdiği tespit edilebilecektir.  

6 µl JM109 hücresine aktarılmış plazmid, 1 µl Xho I, 1 µl EcoR I, 4 µl 5 X Tango buffer, 8 

µl H₂O mikrosantrifüj tüpünde birleştirilmiş ve Isı bloğunda 37°C’de 2 saat inkübe 

edilmiştir. Daha sonra buz üzerine alınıp -20°C’ye kaldırılmıştır. 

%1’lik agaroz jel hazırlanıp kesim reaksiyonları yükleme tamponları ile kuyulara 

yüklenmiştir. 70 V’da 1 saat 15 dakika yürütüldükten sonra UV görüntüleme cihazı ile 

görüntülenmiştir. 
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2.16 Sac I Enzim Kesimiyle Vektörün Doğrusal Hale Getirilmesi 

İçerisinde insert barındıran vektörü Pichia pastoris X-33 suşuna transformasyonunu 

sağlamak için, öncelikle Sac I enzimi ile doğrusal hale gelmesi sağlanmıştır. 

5 µl 10 X Tango buffer, 1 µl Sac I (10 U/ µl, Thermo), 40 µl vektör (insert içeren veya 

pPicZB), 4 µl H₂O mikrosantrifüj tüpüne alınmıştır. Isı bloğunda 37°C’de 2 saat inkübe 

edilmiş ve tamamlanan reaksiyon -20°C’ye alınmıştır. 

%1’lik agaroz jel hazırlanıp kesim reaksiyonları uygun miktarlarda yükleme tamponları 

ile kuyulara yüklenmiştir. 70 V’da 1 saat 15 dakika yürütüldükten sonra UV 

görüntüleme cihazı ile görüntülenmiştir.  

Jelde görüntülenen kesim reaksiyonuna ait bantlar bistüri yardımı ile jelden kesilmiştir. 

İki adet kurulan Sac I kesim reaksiyonları daha konsantre bir elüsyon elde etmek adına, 

jel ekstraksiyonu aşamasında tek kolondan geçirilmiştir. Mikrosantrifüj tüplerine 

alınarak QIAGEN QIAquick Jel Ekstraksiyon kitinde yer alan protokole göre pürifiye 

edilmiştir. Son aşamada elüsyonlar 12 µl H₂O ile yapılmıştır. 

2.17 Kimyasal Kompetent X-33 Hücrelerinin Hazırlanması 

X-33 hücresi YPD katı besiyerine çizgi ekim ile ekilmiş ve 2 gün boyunca 30°C’de 

büyütülmüştür. Büyüyen tek kolonilerden biri seçilmiş sıvı 10 ml YPD besiyerine inoküle 

edilmiştir. 30°C’de 280 rpm hızda gece boyunca büyütülmüştür. Hücre kültürü 600 

nm’deki hücre yoğunluğu 0.1 olacak şekilde 10 ml YPD besiyerine dilüe edilmiştir. Daha 

sonra 30°C’de 280 rpm hızda 4-6 saat hücre yoğunluğu 600nm’de 1 olacak şekilde 

büyütülmüştür.  

Oda sıcaklığında 500 x g’de 5 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısmı 

atılmış ve İnvitrogen EasySelect Pichia Expression Kitinde gelen Solüsyon 1’den 10 ml 

eklenmiştir. Hücre pelleti eklenen Solüsyon 1 içerisinde homojen hale getirilmiştir. 

İnkübe etmeksizin oda sıcaklığında 500 x g’de 5 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. 

Süpernatant kısmı atılarak, 1 ml Solüsyon 1 içerisinde hücre pelleti homojen hale 

getirilmiştir. Oluşan kompetent hücreler 200 µl’lik hacimlerde mikrosantrifüj tüplerine 

paylaştırılmış ve -80°C’ye kaldırılmıştır. 
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2.18 Pichia pastoris X-33 Hücresine Kimyasal Yolla Transformasyon 

Doğrusal hale getirilmiş beta glukozidaz içeren ve içermeyen pPicZB vektörü X-33 

suşuna kimyasal transformasyon yoluyla aktarılmıştır. İzlenilen prosedür şöyledir; 5 µl 

Sac I (10 U/ul) ile doğrusal hale getirilmiş insert içeren ve içermeyen vektörlerden 

alınmış ve 50 µl kompetent X-33 hücresi ile birleştirilmiştir.  

İnvitrogen EasySelect Pichia Expression Kitinde gelen Solüsyon 2’den 1 ml eklenmiştir. 

DNA/hücre kültürü karışımı vorteks yardımı ile karıştırılmıştır. 30°C’de ısı bloğunda 

transformasyon reaksiyonu inkübe edilmiştir. Her 15 dakikada bir reaksiyon tüpü 

vorteks yardımı ile karıştırılmıştır. 1 saat inkübasyonun ardından hücrelere ısı bloğunda 

10 dakika boyunca 42°C’de ısı şoku verilmiştir.  

Şokun ardından hücreler iki mikrosantrüfüj tüpüne bölünmüştür. Her bir tüpe 1 ml YPD 

besiyeri eklenmiştir. 30°C’de 1 saat boyunca hücreler inkübe edilmiştir.  

Hücre kültürü 3.000 x g’de 5 dakika süre ile santrifüj edilmiş ve üst fazdaki süpernatant 

atılmıştır. Her bir tüpe 500 µl Solüsyon 3 eklenip, tek bir tüp içerisine birleştirilmiştir. 

Hücre kültürü 3.000 x g’de 5 dakika süre ile santrifüj edilmiş ve üst fazdaki süpernatant 

atılmıştır.  

Hücre pelleti 150 µl Solüsyon 3 ile homojen hale getirilmiştir. Transformasyon steril 

cam üçgen ile 100 µg/ ml Zeocin içeren YPDS besiyerine yayılmıştır. 3-10 gün süre ile 

30°C’de kolonilerin oluşumu için beklenmiştir. 
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Şekil 2.2 Pichia pastoris’te Rekombinasyon ve İntegrasyon [10] 

2.18.1 Transformantların Seçimi 

Zeocin direncine sahip transforme olmuş kolonilerin YPDS/Zeocin besiyerinde büyüme 

göstermesi beklenmiştir. Transforme olmamış hücrelerde zeocin direnci geni taşıyan 

pPiCZB vektörü olmadığı için seçici besiyerinde üreme olmayacaktır.  

2.19 Maya Hücresinden Genomik DNA İzolasyonu 

P2P5 ve X-33 tek kolonilerinden steril tip ile alınmış ve 100 μl 200mM LiOAc %1 SDS 

solüsyonu içerisine süspanse edilmiştir. 70°C’de ısı bloğunda 5 dakika inkübe edilmiş ve 

300 μl %96-100 etanol eklenerek otuz saniye vortekslenmiştir.  

15.000 x g’de 3 dakika boyunca santrifüjlenmiştir. Hücre pelleti %70 etanol ile 

yıkanmıştır. 15.000 x g’de 3 dakika boyunca santrifüjlenmiştir. Hücre pelleti %100 

etanol ile yıkanmıştır. Daha sonra 100 μl H₂O içerisinde pellet homojen hale 

getirilmiştir. 15.000 x g’de 1 dakika santrifüjlenerek üst faz PCR’da kullanılmak üzere 

ayrılmıştır [71]. 
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2.20 Genomik DNA’dan Beta Glukozidaz Entegrasyonunun Kontrolü 

Maya hücrelerinden çıkartılan genomik DNA’ların içerisinde zeytin beta glukozidaz 

cDNA’sının varlığını kontrol etmek için Pichia pastoris’e ait AOX primerleri ve klonlanan 

beta glukozidaz genine özel tasarlanmış P2/P5 primerleriyle PCR kurulmuştur. 

2.20.1 AOX1 Primerli Reaksiyonun Kurulması 

1 µl 10 mM dNTP, 1 µl 10 mM 5’ AOX1 primer, 1 µl 10 mM 3’ AOX1 primer, 5 µl 10 X 

Reaksiyon tamponu (Thermo), 5 µl genomik DNA, 0,5 µl Phusion High Fidelity Enzim 

(Thermo) ve 31,5 µl H₂O toplam reaksiyon 50 µl olmak üzere mikrosantrifüj tüpünde 

birleştirilmiştir.  

98°C’de 30 saniye ilk denatürasyon, 98°C’de 10 saniye denatürasyon 54°C’de 30 saniye 

primer bağlanması, 72°C’de 30 saniye zincirin uzama aşamaları 30 döngü 

tekrarlanmıştır. 72°C’de 10 dakika son uzama yapıldıktan sonra reaksiyon 

durdurulmuştur. Buz üzerine alınıp -20°C’ye kaldırılmıştır.  

%1,5’lik agaroz jel hazırlanmış ve örnekler uygun miktarlarda yükleme tamponu ile 

kuyulara yüklenmiştir. 70 V’da 1 saat 15 dakika boyunca yürütülmüştür ve UV ışık 

altında görüntülenmiştir. 

2.20.2 AOX1 Primerli ve Gene Özgü P5 Primerli Reaksiyonun Kurulması  

1 µl 10 mM dNTP, 1 µl 10 mM 5’ AOX1 primer, 1 µl 10 mM P5 primer, 5 µl 10X 

Reaksiyon tamponu (Thermo), 5 µl genomik DNA, 0,5 µl Phusion High Fidelity Enzim 

(Thermo) ve 31,5 µl H₂O toplam reaksiyon 50 µl olmak üzere mikrosantrifüj tüpünde 

birleştirilmiştir.  

98°C’de 30 saniye ilk denatürasyon, 98°C’de 10 saniye denatürasyon 54°C’de 30 saniye 

primer bağlanması, 72°C’de 30 saniye zincirin uzama aşamaları 30 döngü 

tekrarlanmıştır. 72°C’de 10 dakika son uzama yapıldıktan sonra reaksiyon 

durdurulmuştur. Buz üzerine alınıp -20°C’ye kaldırılmıştır.  

%1,5’lik agaroz jel hazırlanmış ve örnekler uygun miktarlarda yükleme tamponu ile 

kuyulara yüklenmiştir. 70 V’da 1 saat 15 dakika boyunca yürütülmüştür ve UV ışık 

altında görüntülenmiştir. 
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2.21 Zeytin Beta Glukozidaz cDNA’sının Pichia pastoris’te Ekspresyonu 

Rekombinant Pichia pastoris kolonisi ve X-33 kolonisine ait ekspresyon adımları aşağıda 

belirtildiği gibi gerçekleştirilmiştir. 

2.21.1 Uygun Besiyerlerine Kolonilerin Aşılanması ve Ekspresyonun İndüklenmesi 

Zeytin Beta glukozidaz cDNA’sını taşıyan P2P5 kolonisi ve insert içermeyen P. pastoris 

X-33 kolonisi 50 ml’lik BMGY besiyerlerine aşılanmıştır. Kültürler 30°C ve 250 rpm’de 

bir gece boyunca inkübe edilmiş ve kolonilerin büyümesi sağlanmıştır.  

Büyütülen önkültür, OD 600 nm’de ölçülen absorbansı 1 olacak şekilde 50 ml MM ve 

BMMY içeren ekspresyon besiyerlerine aşılanmıştır. Ekspresyonun indüklenmesi 

amacıyla her 24 saatte bir % 1 metanol ilavesi yapılmıştır. Her 24 saatte bir 

kültürlerden 1.5 ml örnek alınmış ve 96. Saat sonunda ekspresyon durdurulmuştur. 

2.21.2 Hücre Pelletinin Parçalanması 

Ekspresyon kültürlerinden alınan örnekler, 16.000 x g’de 3 dakika santrüfüjlenmiştir. 

Süpernatant kısmı atılarak geriye kalan hücre pelletine her 1 ml kültür için 100 µl 

parçalama tamponu eklenmiştir. Eş hacimde asitle yıkanmış 0.5 mm boyutunda cam 

boncuk eklenmiştir. 1 dakika vorteksleme ve 1 dakika buzda bekletme aşamalarını 

içeren 8 döngü tamamlandıktan sonra hücre lizatı santrifüjde maksimum hızda +4°C’de 

10 dakika çevrilmiştir. Süpernatant incelenmek üzere temiz mikrosantrifüj tüplerine 

alınmıştır. 

2.22 Ekspresyon Sonrasında Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Ekspresyon aşaması sonrasında enzimin yapay substratları ile aktiviteleri Bölüm 2.22.1 

ve 2.22.3’teki gibi belirlenmiştir. Ayrıca Bradford yöntemi ile protein miktarları 

belirlenmiştir. 

2.22.1 pNPG Substratı ile Enzim Assay Kurulması 

Şekil 2.3’de beta glukozidaz ile pNPG substratının meydana getirdiği reaksiyon 

şematize edilmiştir. 
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Şekil 2.3 Beta glukozidazın pNPG ile reaksiyonu 

Çizelge 2.9 pNPG Aktivite Assay 

ENZİM REAKSİYONU KÖR 

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

32.5 µl Enzim  

30 Dakika 42°C’de İnkübasyon 

100 µl Soğuk 1 M Na₂CO₃ ile Reaksiyonu Sonladırma 

Reaksiyonlar hem X-33 hem de P2P5 örnekleri için Çizelge 2.9’daki gibi kurulmuştur. 

pNPG’nin beta glukozidaz ile reaksiyonundan ortaya çıkan ürün olan pNP’nin 

(paranitrofenol) 405 nm’de verdiği absorbanslar ölçülmüştür.  

Daha sonra Bradford Yöntemi ile protein miktarları tayin edilmiş ve aşağıda yer alan 

formüllere göre aktivite (U/ml) ve spesifik aktivite (U/mg) hesaplanmıştır.  

U: Optimal şartlarda, 1 dakikada 1 mikromol (μmol) substratı ürüne dönüştüren enzim 

miktarıdır. 

Aktivite (U/ml) = ΔOD x Vt x df                        Spesifik aktivite (U/mg) = (U/ml) x 1/C 
                              18.1 x 1.0x t x Vö  

[Vt: Toplam hacim (0.2 ml), Vö: Örnek hacmi (32.5 µl), 1.0: Işık yolu uzunluğu (cm), t: 

Reaksiyon süresi (30 dk), df: Seyreltme katsayısı C: Enzim yoğunluğu (mg/ml), 18.1: p-

nitrofenol için verilen şartlarda milimolar ekstinksiyon katsayısıdır.] 
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2.22.2 Bradford Yöntemi ile Protein Miktarı Tayini 

Quick Start™ Bradford Protein Assay - Bio-Rad kitinin Standartassay 2 mg/ml BSA 

protokolü kullanılarak deney yapılmıştır. 2 mg/ml stok BSA çözeltisinden dH2O ile 500, 

400, 300, 200, 100, 50, 25, 0 µg/ml yoğunlukta protein çözeltileri hazırlanmıştır. 

Standart çözeltilerden alınan 20 µl örneğe 1 ml Bradford çözeltisi eklenerek 5 dk oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası sulandırma yapılmaksızın 595 nm 

deki absorbanslar ölçülmüştür. Her bir yoğunluk için iki defa ölçüm alınıp ortalamalar 

hesaplanmıştır. 

Protein örnekleri için uygun miktarlarda dilüsyonlar hazırlanmıştır, BMMY besiyerinde 

büyüyen hücrelere ait proteinler için dilüsyon faktörü 20 iken, MM besiyerindeki 

proteinler için 10’dur. Örneklerin 20 µl’sine 1 ml Bradford çözeltisi eklenerek 5 dk oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir.  

İnkübasyon sonrası sulandırma yapılmaksızın 595 nm deki absorbanslar ölçülmüştür. 

Elde edilen değerler standart grafiğinde oluşturulmuş denklemde yerine yerleştirilerek 

proteinlerin miktarları tayin edilmiştir. 

2.22.3 MUG Aktivite Tayin Yönteminin Kurulması 

BMMY ve MM besiyerindeki 24, 48, 72 ve 96. Saatteki ham protein ekstrelere son 

konsantrasyonu 1 mM olacak şekilde, 5 mM MUG stok çözeltisinden eklenmiştir. 

Karışımların eş protein yoğunluklarına göre miktarları hesaplanıp, %0.8 agar içeren 

ortama aktarılmıştır. 5 dakika inkübasyonun sonucunda UV altında görüntülenme 

sağlanmıştır. 

2.22.4 Afinite Kromatografisi ile Saflaştırma  

Moleküler tanımaya dayalı bir yöntem olan afinite kromatografisi, proteinlerin fiziksel 

veya kimyasal özelliklerinin yerine biyolojik fonksiyonlarına göre ayrılmalarını sağlayan 

bir yöntemdir [72] [73]. Afinite kromatografisi, hedef biyomolekülün, çözünmeyen bir 

destek materyali (matriks) üzerine immobilize edilen ve hedef molekülü tamamlayıcı 

bağlanma uçları içeren ligandlar tarafından spesifik ve geri dönüşümlü olarak adsorbe 

edilmesine dayalı bir yöntemdir [74].  
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Ligand ile hedef molekül arasındaki biyolojik etkileşimler, elektrostatik veya hidrofobik 

interaksiyonlar, van der Waals ve/veya hidrojen bağları ile gerçekleşebilmektedir. 

Hedef molekülün ortamdan elüsyonu ya yarışmacı bir ligandın kullanılması ya da 

ortamın (mobil faz) pH, iyonik kuvvet veya polaritesinde değişimler yapılması ile 

sağlanmaktadır [74].  

Hedeflediğimiz heterolog protein saflaştırma protokolü de bir çeşit afinite 

kromatografisine (IMAC) dayanmaktadır. Zeytin beta glukozidaz geni PCR ile 

çoğaltılırken, sonlandırma kodonu kaldırılmış böylelikle 6X Histidin kuyruğunun 

sentezlenmesi sağlanmıştır.  

Uyguladığımız protein saflaştırma aşaması Nikel iyonlarına polihistidin kuyruğunun 

bağlanma afinitesine dayanır. Uygun pH ve imidazol konsantrasyonunda resine 

bağlanan histidin kuyruğu ile proteinin saflaştırılması sağlanacaktır.  

Zymo Research His-Spin Protein Miniprep kitinde yer alan protokole sadık kalınarak 

saflaştıma işlemi yapılmıştır. Vortekslenerek süspanse edilen 250 µl His- Afinite Jeli 

Zymo-Spin Kolona aktarılmış ve. 13.000 x g’de 5-10 sn santrifüjlenmiştir.  

150 µl ham ekstrakt 150 µl Bağlanma Tamponu ile birleştirilerekresine aktarılmış veiki 

dakika boyunca bağlanma sağlandıktansonra resine bağlanmayan proteinlerin 

kolondan ayrılması amacıyla 13.000 x g’de 5-10 sn santrifüjleme yapılmıştır. Santrifüj 

sonunda resinden akan sıvı ‘Altta Kalan Sıvı’ olarak adlandırılmışve temiz örnek tüpüne 

alınmıştır.  

Kolona 250 µl Yıkama Tamponu eklenerek 13.000 x g’de 5-10 sn santrifüjleme yapılmış 

ve zayıf bağlanan proteinlerin kolondan uzaklaştırılması sağlanmıştır. Yıkama işleminin 

bir kez daha tekrarlanmasının ardından açığa çıkan sıvılar ‘Yıkama 1’ ve ‘Yıkama 2’ 

olarak kodlanmış ve temiz santrifüj tüplerine alınmıştır.  

Kolona iki defa 100 µl Elüsyon Tamponu eklenmiş ve 13.000 x g’de 5-10 sn 

santrifüjlenmiştir. Santifüj sonrasında tüpün alt kısmında kalan sıvılar ‘Elüsyon 1’ ve 

‘Elüsyon 2’ olarak kodlanmış ve temiz santrifüj tüplerine alınmıştır. Saflaştırılan protein 

SDS-PAGE uygulanarak görüntülenmiştir. 
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Aynı zamanda denatüre koşullarda saflaştırma da denenmiştir. Bu amaçla Zymo 

Research His-Spin Protein Miniprep kitinde yer alan denatüre koşullarda saflaştırma 

protokolü uygulanmış ve üre içeren solüsyonlar kullanılmıştır.  

2.22.5 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Protein Örneklerinin Analizi 

% 12, % 15 ayırma jelleri ve % 5 yükleme jeli Çizelge 2.11’deki gibi hazırlanmış 1 mm’lik 

cam plakaların arasına dökülmüştür [75]. Örnekler 4x yükleme tamponu ile birleştirilip 

dört dakika boyunca kaynatılarak denatüre edilmiştir. Örnekler yükleme jelinden 

çıkana kadar 80 V’da, sonrasında da boya ayırma jelinden çıkana kadar 160 V’da 

yürütülmüştür. 

Yürütme sonrasında jel, cam plakalar arasından ayrılmış ve birkaç kez distile su ile 

yıkanmıştır. Daha sonra boyama solüsyonu içerisinde 30 dakika çalkalanarak 

boyanmıştır.  

Boyama işlemi ardından jel boya çıkarma solüsyonuna alınmış ve jel rengi açılana kadar 

çalkalama yapılarak proteine bağlanmayan boyanın uzaklaştırılması sağlanmıştır. Bu 

süre zarfında yıkama solüsyonu birkaç defa değiştirilmiştir. Jel rengi tamamen açılınca, 

yıkama solüsyonu boşaltılarak saf su içerisine alınmıştır. 

Çizelge 2.10 SDS-PAGE Jelleri İçerikleri 

 %12’lik Ayırma Jeli  %15’lik Ayırma Jeli %5’lik Yükleme Jeli 

H2O 3.2 ml 2.2 ml 3.6 ml 

Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 2.6 ml 1.5 M pH 8.8 2.6 ml 0.5 M pH 6.8 0.625 ml 

%10 SDS 100 µl 100 µl 50 µl 

%30 Akrilamid 4 ml 5 ml 0.67 ml 

%10 APS 100 µl 100 µl 50 µl 

TEMED 10 µl 10 µl 5 µl 

TOPLAM 10 ml 10 ml                 5 ml 
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BÖLÜM 3 

SONUÇLAR 

3.1 Beta Glukozidaz cDNA’sının Çoğaltılması ile İlgili Sonuçlar 

2.10.1’de anlatılan koşullarda kurulan PCR reaksiyonu %1’lik agaroz jelde boyut ve 

kalite açısından kontrol edilmiştir. Yaklaşık 1.700 bp boyutunda DNA bantları elde 

edilmiştir. 

 

Şekil 3.1 PCR ürününün jel görüntüsü* 

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

3.1.1 DNA’nın Agaroz Jelden Pürifikasyonu 

2.10.3’de anlatıldığı gibi jelden pürifiye edilen zeytin beta glukozidaz cDNA’sı, 

pürifikasyonun kontrolü ve konsantrasyonun hesaplanması için %1’lik agaroz jelde 

yürütülmüştür.  
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Şekil 3.2 Jelden elüe edilmişbeta glukozidaz cDNA’sı* 

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

1. ve 2. kuyuda yer alan örneklerin (1700 bp boyutundaki ) yaklaşık konsantrasyonu 50 

ng/µl’dir. 3. ve 4. Kuyudaki örneklerin ise konsantrasyonu yaklaşık 20 ng/µl olarak 

hesaplanmıştır. 

3.2 Zeytin beta glukozidaz cDNA’sı ve ve Ekspresyon Vektörünün Restriksiyon 

Enzimleriyle Kesimi 

2.11.1’deki bölümde geçen koşullarda XhoI/EcoRI restriksiyon enzimleriyle kurulmuş 

kesim reaksiyonları %1’lik agaroz jelde görüntülenmiştir.  

Jel elektroforezi sonucunda zeytine ait Beta glukozidaz cDNA’sı, Şekil 3.3’de görüldüğü 

üzere yaklaşık 1.700 bp’ye sahip bir bant olarak görüntülenmiştir. 
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Şekil 3.3 Beta Glukozidaz cDNA’sının Xho I/EcoR I Kesim Görüntüsü* 

*M: Biotech Rabbit 100 bp DNA Ladder, 1,2: P2 veP5 primerleri ile kurulan PCR 
sonucunda çoğaltılan β-glukozidaz cDNA’sının XhoI/EcoR I enzimleri ile kesimi 

Çift restriksiyon enzimi ile kesilmiş pPicZB plazmidi ise 3000 bp’den büyük oldukça 

parlak bir bant olarak gözlenmiştir (Şekil 3.4).  

 

Şekil 3.4 pPicZB vektörünün XhoI/EcoRI enzimleriyle kesimi* 

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

3.2.1 Pürifiye Edilmiş Kesim Ürünlerinin Agaroz Jelde Kontrolü ve 

Konsantrasyonunun Hesaplanması 

QIAGEN MinElute Jel Ekstraksiyon Kiti ile 2.11.1 bölümde anlatıldığı gibi saflaştırılan 

Kesim ürünleri % 1’lik agaroz jelde görüntülenmiştir (Şekil 3.5). “Mass Ruler Low Range 
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DNA Ladder” ile yapılan değerlendirmeye göre; PCR ürünün yaklaşık 40 ng/µl, boş 

vektörün ise yaklaşık 50 ng/µl yoğunluğa sahip olduğu anlaşılmıştır. 

 

Şekil 3.5 Jelden elde edilenkesim ürünlerinin agaroz jel elektroforezi* 

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

3.3 Ekspresyon Vektörü pPicZB’ye Zeytin Beta Glukozidaz cDNA’sının Ligasyonu 

2.12’de anlatıldığı gibi Roche T4 DNA Ligaz Kiti kullanılarak zeytin beta glukozidaz 

cDNA’sı maya ekspresyon vektörü pPicZB ile birleştirilmiştir. 

3.4 Vektörün E.coli JM109 Hücresine Transformasyonu ve Pozitif Kolonilerin Analizi 

Ligasyon sonrasında oluşturulan rekombinant Bölüm 2.13’de anlatıldığı gibi 

transformasyon adımları izlenmiştir. pPicZB vektörüne ait seçici Zeocin’li LS-LB besi 

ortamında 16 saat boyunca 37°C’de büyütülmüştür. Büyümenin ardından 8 tane koloni 

elde edilmiştir. 

Zeocin içeren sıvı LS-LB besiyerinde gece boyunca büyütülen kolonilerden bölüm 

2.14’de anlatıldığı gibi Roche High Pure Plasmid Isolation Kit’i ile plazmid izolasyonu 

yapılmıştır. Zeytin beta glukozidaz geninin, vektörün içerisinde var olduğunu göstermek 

adına çift restriksiyon enzimi ile kesim uygulanmıştır. 
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%1’lik agaroz jelde görüntülenen kesim reaksiyonu sonucunda; karşılaştırmalı olarak 

XhoI/EcoRI kesimi uygulanmamış rekombinant plazmid (P2P5 Plazmidi) ve XhoI/EcoRI 

kesimi uygulanmış rekombinant plazmid (P2P5 Plazmidi) arasındaki boyut farkı 

görülmektedir (Şekil 3.6). Kesim uygulanmamış insert içeren plazmidin yaklaşık 5000 bp 

boyutunda olması beklenirken, jelde halkasal formda yaklaşık olarak 3000 bp olarak 

görülmektedir. Kesim uygulanmış plazmid için ise, serbest kalan yaklaşık 1700 bp’lik 

beta glukozidaz cDNA’sı ve plazmidin doğrusal formdaki hali 3000 bp’den biraz 

yukarıda görülmektedir. Zeytin beta glukozidazına ait cDNA Şekil 3.6’da kutucuk 

içerisine alınarak gösterilmiştir. 

Aynı zamanda insert içeren vektöre ilişkin dizin analizi sonuçları EK A-2’de verilmiştir. 

 

Şekil 3.6 Rekombinant Plazmidde Zeytin Beta Glukozidaz cDNA’sının Entegrasyon 
Kontrolü* 

*M1: Biotech Rabbit 100 bp DNA Ladder, 1: Kesim Uygulanmamış P2P5 Plazmidi 2: 
Kesim Uygulanmış P2P5 Plazmidi M2:Lambda DNA/EcoR I+Hind III Marker  

3.5 Rekombinant Vektörün Doğrusal Hale Getirilmesi  

Rekombinant ekspresyon vektörünün Pichia pastoris X-33 genomuna tekli krossing-

over mekanizmasıyla entegrasyonunu sağlamak amacıyla vektör tek bölgeden Sac I 

enzimiyle kesilmiş ve plazmid transformasyona hazırlanmıştır. Kesim koşulları bölüm 

2.16’de anlatıldığı gibidir.  
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%1’lik agaroz jel ile yapılan elektroforez sonucundakesim reaksiyonu uygulanan 

plazmidlerin doğrusal hale getirildikleri anlaşılmıştır (Şekil 3.7). 

 

Şekil 3.7 P2P5 plazmidi Sac I kesimi* 

*M:Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker 1,2: 1 Numaralı P2P5 Plazmidi Sac I Kesimi 3,4: 
2 Numaralı P2P5 Plazmidi Sac I Kesimi 

3.6 Pichia pastoris X-33 Hücresine Kimyasal Yolla Transformasyon 

5 µl plazmidlerden kullanarak bölüm 2.18’de anlatıldığı gibi kurulan transformasyonlar 

zeocin içeren YPDS besiyerine ekilmiş ve koloni oluşumu için 30 °C’de 3-10 süre ile 

büyümeye bırakılmıştır. Geçen süre sonunda P2P5 plazmidine sahip hücreye ait petride 

yalnızca bir adet koloni oluşumu gözlenmiştir (Şekil 3.8). 

 

Şekil 3.8 Pichia pastoris’e Aktarılmış Rekombinant Koloni 
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3.7 Maya Hücrelerinde Zeytin Beta Glukozidaz Geni’nin Entegrasyonun Kontrolü 

Lityum Asetat protokülü maya hücrelerinden genomik DNA çıkarılmıştır. Pichia pastoris 

AOX bölgesine özel tasarlanan AOX 1 primerleri ve beta glukozidaz genine özel 

tasarlanmış P5 primer ile PCR kurulmuştur. PCR ürünleri %1.5’lik agaroz jelde 

görüntülenmiştir.  

 

Şekil 3.9 Genin Mayada Entegrasyonunu Gösteren PCR Sonuçları* 

*1:pPicZB 5’AOX1/3’AOX1 PCR’ı 2: X-33 5’AOX1/P5 PCR’ı 3: X-33 5’AOX1/3’AOX1 PCR’ı 
M: EcoR I / Hind III ʎ Marker 4: P2P5 5’AOX1/3’AOX1 PCR’ı 5: P2P5 5’AOX1/P5 PCR’ı 

Jel sonucuna göre; birinci kuyuda pPicZB vektörüne ait AOX1 geni (~ 2.2 kb) ve 

vektörün 323 baz çiftlik bir bantı görülmektedir. İkinci kuyu, X-33 hücresi ile kontrol 

olarak kurulmuş PCR’dır ve gene özgü reverse primer ile bant oluşumu 

görülmemektedir. Üçüncü kuyuda görülen bant, X-33 suşunun AOX1 genidir (~ 2.2 kb). 

Dördüncü kuyuda yer alan ilk bant (~ 2.2 kb) AOX1 geni, hemen altındaki bant ise 

zeytin beta glukozidaz genine vektörden gelen 323 baz çifti eklenmiş şeklidir (~ 1.700 

bp + 323bp). Beşinci kuyuda görülmekte olan bant ise (~ 1.700 bp) zeytin beta 

glukozidaz genidir. Elde edilen sonuçlara dayanarak, zeytin beta glukozidaz geninin 

Pichia pastoris genomuna entegre olduğu anlaşılmıştır. 
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3.8 Zeytin Beta Glukozidaz Enzimine Ait Ekspresyon Sonuçları  

Rekombinant enzimin ve X-33 intraselüler beta glukozidazına ait ekspresyon sonuçları 

aşağıda gösterildiği gibidir. 

3.8.1 Hücrelerin Büyüme Hızına İlişkin Grafik 

BMMY ve MM besiyerlerinde büyüyen hücrelerin 600 nm’deki absorbanslarına ilişkin 
grafik Şekil 3.10 ve 3.11’daki gibidir. 

 

Şekil 3.10 MM Besiyerinde 600nm’deki Büyüme Eğrisi 
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Şekil 3.11 BMMY Besiyerinde 600nm’deki Büyüme Hızı Grafiği 

3.8.2 Bradford Ölçümü Sonuçları 

Örneklerin Hazırlanan protein standartlarına ait Şekil 3.12‘da verildiği gibidir. 

 

Şekil 3.12 Bradford Yöntemi ile BSA standartları kullanılarak belirlenen Protein 

Standartı Grafiği 

Standart çözeltilerin protein miktarları referans olarak alınmış ve 595 nm’de ölçülen 

absorbanslar doğrultusunda protein miktarları tayin edilmiştir. Absorbans değerleri 
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standart grafiğinde elde edilen denkleme uyarlanmıştır ve net protein miktarı 

hesaplanmıştır.  Hesaplanan değerler Çizelge 3.1 ve 3.2’de  verilmiştir. 

Çizelge 3.11 BMMY Besiyerindeki Örneklere İlişkin Protein Miktarları 

Örnekler X-33 P2P5 

Saatler 24 48  72 96 24 48 72 96  

Absorbans 
Ortalamala

rı 

595 nm 

 

0,335 

 

0,268 

 

0,232 

 

0,353 

 

0,323 

 

0,219 

 

0,257 

 

0,393 

Standart 
Eğri 

Denklemin
e Göre 
Protein 
Miktarı 
(µg/ml) 

 

 

278,83 

 

 

223 

 

 

193 

 

 

293,83 

 

 

268,83 

 

 

182,16 

 

 

213,83 

 

 

327,16 

Dilüsyon 
Faktörü 

20 20 

Dilüsyon 
Faktörü İle 

Çarpımı 

 

5576,6 

 

4460 

 

3860 

 

5876,6 

 

5376,6 

 

3643,33 

 

4276,6 

 

6543,3 

 

Net Protein 
Miktarı 
(mg/ml) 

 

5,576 

 

4,460 

 

3,860 

 

5,876 

 

5,376 

 

3,643 

 

4,276 

 

6,543 

 

 

Çizelge 3.12 MM Besiyerindeki Örneklere İişkin Protein Miktarları 

Örnekler X-33 P2P5 

Saatler 24 48  72 96 24 48 72 96  

Absorbans 
Ortalamaları 

595 nm 

 

0,341 

 

0,301 

 

0,329 

 

0,383 

 

0,324 

 

0,296 

 

0,409 

 

0,231 
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Çizelge 3.2 MM Besiyerindeki Örneklere İişkin Protein Miktarları (devamı) 

Örnekler X-33 P2P5 

Saatler 24 48  72 96 24 48 72 96  

Standart 
Eğri 

Denklemine 
Göre 

Protein 
Miktarı 
(µg/ml) 

 

 

284,11 

 

 

250,5 

 

 

273,83 

 

 

 

318,83 

 

 

270,22 

 

 

246,611 

 

 

408,416 

 

 

192,16 

Dilüsyon 
Faktörü 

10 10 

Dilüsyon 
Faktörü İle 

Çarpımı 

 

2841,1 

 

2505 

 

2738,3 

 

3188,3 

 

2702,2 

 

2466,11 

 

4084,16 

 

1921,6 

Net Protein 
Miktarı 
(mg/ml) 

 

2,841 

 

2,505 

 

2,738 

 

3,188 

 

2,702 

 

2,466 

 

4,084 

 

1,921 

3.8.3 pNPG Yapay Substratı ile Kurulan Enzim Assay Sonuçları 

Rekombinant zeytin beta glukozidazının pNPG substratı ile verdiği reaksiyon 

sonucunda elde edilen aktivite sonuçları Şekil 3.13 ve Şekil 3.15’deki gibidir.  

Ayrıca enzim aktivitesinin total protein miktarına oranlanması ile belirlenen spesifik 

aktivite değerleri de Şekil 3.14 ve 3.16 de belirtilmektedir. 
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Şekil 3.13 MM Besiyerinde pNPG Substratına Karşı Aktivite Sonuçları (U/ml) 

 

Şekil 3.14 MM Besiyerinde pNPG Yapay Substratına Karşı Spesifik Aktivite 

Minimal metanol besiyerinde; 24, 48, 96. Saatlerde X-33 ile neredeyse aynı seyirde 

aktivite gösteren P2P5 kültürü, 72. Saatte U/ml olarak X-33’ün yaklaşık 3 katı kadar 

aktivite göstermiştir. 

Spesifik aktivite bakımından P2P5 kültürünün, 24, 48, 72 ve 96. Saatlerde X-33 

kültürüne göre giderek artış gösteren bir grafik izlediği ve zeytin beta glukozidazını 
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üreten P2P5 kültürünün spesifik aktivitesinin, X-33 kültürünün beta glukozidaz 

aktivitesine kıyasla 72. Saatte 2.02 kat fazla olduğu belirlenmiştir.  

 

Şekil 3.15 BMMY Besiyerinde pNPG Substratına Karşı Aktivite Sonuçları (U/ml) 

 

Şekil 3.16 BMMY Besiyerinde pNPG Yapay Substratına Karşı Spesifik Aktivite (U/mg) 

Bu sonuçlara göre; BMMY besiyerinde eksprese edilen kültürlerinin aktivitelerinde 24, 

72 ve 96. Saatlerde X-33’ün P2P5’e oranla pNPG substratına karşı daha fazla aktivite 

gösterdiği, 48. Saatte ise aktivitelerin neredeyse eşit olduğu görülmektedir.  
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Öte yandan, aktivitelerin total protein miktarına oranlanması ile belirlenen spesifik 

aktivitede BMMY besiyerinde 48. Saate P2P5’in X-33’e kıyasla 1.2 kat fazla aktivite 

gösterdiği görülmüştür.  

3.8.4 MUG Yapay Substratı ile Kurulan Spot Assay Sonuçları 

 

Şekil 3.17 BMMY ve MM Besiyerine Ait Ham Ekstrelerin MUG Spot Testine Ait UV 
Görüntüsü* 

*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 substratının zeytin beta glukozidazıyla hidrolizini gösterebilmek amacıyla eşit 

miktarda protein örneği substrat ile karıştırılmış ve agar üzerine noktalar halinde 

uygulanmıştır. Oda sıcaklığında inkübasyonun ardından UV altında yapılan 

görüntüleme sonucunda MM besiyerindeki örnekler için 72. Saat P2P5 örneği (6. spot) 

maksimum ışımayı yaparken, BMMY besiyerinde en fazla ışımayı 48. Saat P2P5 örneği 

(12. spot) göstermiştir. Elde edilen bulgular pNPG ile ölçülen enzim aktivitesi 

sonuçlarıyla da korelasyon göstermektedir. 

3.8.5  SDS-PAGE Sonuçları 

SDS-PAGE jelinde yürütülen örneklerin boyama sonrası görüntüleri aşağıdaki gibidir.  
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Şekil 3.18 MM Besiyerinde Ham Ekstrelerin SDS-PAGE Görüntüsü* 

*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 ekstratların 24, 48, 72 ve 96. Saatlerde alınan örnekleri Şekil 

3.18’deki gibi %15’lik SDS-PAGE jelinde görüntülenmiştir. Aktivitesinde de belirgin fark 

gözlenen 72. Saat P2P5 örneğine ait bant kutucuk içerisine alınmıştır. Bu bant markerın 

75 kDa’luk bantından daha aşağıda bir bant olarak gözlenmiştir.  

 

Şekil 3.19 BMMY Besiyerinde Ham Ekstrelerin SDS-PAGE Görüntüsü* 

*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 ekstratların da 24, 48, 72 ve 96. Saatlerde alınan örnekleri 

Şekil 3.19’daki gibi %15’lik SDS-PAGE jelinde görüntülenmiştir. Şekil 3.18’deki 

görüntüye benzer şekilde en yüksek aktiviteye sahip 48. Saat P2P5 örneği markerın 75 

kDa’luk bantından aynı zamanda hizasındaki diğer bantlardan da daha aşağıda bir bant 

olarak görülmektedir. Bahsi geçen bant kutucuk içerisinde belirtilmiştir.  

 

Şekil 3.20 MM ve BMMY Besiyerlerindeki Ham Ekstratların Afinite Kolon ile Saflaştırma 
Görüntüsü*  

*M: Biorad Protein Precision Marker, 1: Altta kalan sıvı, 2: Yıkama 1, 3: Yıkama 2, 
4:Elüsyon 1, 5:Elüsyon 2, 6: Elüsyon 2, 7: Elüsyon 1, 8: Yıkama 2, 9: Yıkama 1, 10:Altta 
kalan sıvı (1.-5. kuyular MM Besiyerine, 6.-10. kuyular BMMY Besiyerine aittir)  

IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) yöntemi ile saflaştırılması yapılan 

MM besiyeri 72. Saat P2P5 örneği (1-5. Kuyular) ve BMMY 48. Saat P2P5 örneğinin (6-

10) %12’lik SDS-PAGE jeline ait görüntü Şekil 3.20’de gösterilmiştir.  

Elüsyon kuyularında görülmekte olan yaklaşık 37 kDa’luk oldukça yoğun bantlar, bir 

çalışmada Pichia pastoris’in kendi mitokondriyal alkol dehidrogenaz enzimine 

atfedilmiştir [76] . 

X-33’e ait proteinlerden yapılan kontrollede gözlendiği üzere, elüsyonlarda üstlerde 

görülen bantların da Pichia pastoris’ten gelen kontaminantlar olduğu görülmüştür. 

Rekombinant proteine ait bantlar gözlemlenememiştir. 



50 

 

 

Şekil 3.21 MM Besiyeri 72 Saat Örneğinin Afinite Kolon ile Doğal ve Denatüre 
Koşullardaki Saflaştırma Görüntüsü* 

*1: Altta kalan sıvı, 2:Yıkama 1, 3: Yıkama 2, 4: Elüsyon 1, 5: Elüsyon 2, M: Biorad 
Protein Precision Marker, 6: Elüsyon 2, 7: Elüsyon 1, 8: Yıkama 2, 9: Yıkama 1, 10: Altta 
kalan sıvı  (1-5. Kuyular Doğal Koşullardaki 6-10. Kuyular ise Denatüre Koşullardaki 
Saflaştırmaya Aittir.)  

Doğal ve denatüre koşullarda yapılan IMAC saflaştırma deneyi sonuçları Şekil 3.21’de 

verilmiştir. Protein örnekleri %12’lik SDS-poliakrilamid jelde analiz edilmiştir.  

Her iki saflaştırmada da resine Pichia pastoris’e ait proteinler bağlanmış ve 

rekombinant proteinin saflaştırılması sağlanamamıştır. 
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BÖLÜM 4 

TARTIŞMA VE ÖNERİLER 

E.C. 3.2.1.21 Enzim Komisyon Numarasına sahip β-D Glukopiranosid Glukohidrolazlar 

evrensel olarak, yaşayan organizmaların tüm domainlerinde bulunmaktadırlar. 

Selülozik biyokütle degredasyonu, hayvanlarda glikolipitlerin ve egzojen glikozidlerin 

yıkımı, mikroorganizmalarda biyokütle dönüşümü, bitkilerde koku salınımı, 

lignifikasyon, sekonder metabolitlerin modifikasyonu gibi çeşitli biyolojik süreçlerde rol 

oynamaktadırlar. 

Endüstriyel olarak da önemli bir enzim olan beta glukozidazlar, zeytinin olgunlaşma 

sürecinde acı tadının giderilmesinden sorumludur. Ayrıca çeşitli şarap, meyve suyu gibi 

ürünlerin de aromatik bileşiklerinin arttırılmasından sorumludur.  

Zeytine özgü fenolik bir bileşik olan Oleuropein antioksidan, antimikrobiyal, 

antienflamatuar, antiviral ve antikarsinojenik etkileri ile farmakolojik olarak öneme 

sahip bir maddedir. Beta glukozidaz aktivitesi ile hidrolizlenerek, esteraz enzimi 

varlığında antioksidan etkiye sahip hidroksitriosol ve antiviral etkiye sahip elenoik asit 

oluşturmaktadır.   

Araştırma laboratuvarımızda önceki çalışmalarda zeytin yaprağından beta glukozidaz 

geni kodlayan mRNA elde edilmiştir. Daha sonra tam uzunlukta beta glukozidaz geni 

klonlanmıştır. 
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Bu çalışmada zeytine ait beta glukozidaz geni heterolog ekspresyon sistemi Pichia 

pastoris’e klonlanmış ve farklı besiyerlerinde intraselüler olarak ekspresyonları 

sağlanmıştır. 

Elde edilen sonuçlar şu şekildedir: 

1.   İntraselüler olarak beta glukozidaz ürettiği bilinen Pichia pastoris mayasında, 

histidin kuyruğu taşıyan zeytin beta glukozidazını heterolog olarak üretmeyi 

amaçlayan bu çalışmada, intraselüler Pichia pastoris beta glukosidazının 

aktivitesi ile rekombinant zeytin beta glukozidaz aktivitesini ayırd edebilmek 

amacıyla X-33 suşunun ekspresyonu eş zamanlı olarak izlenmiş ve sonuçlar 

karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. Yapay substratlar ile rekombinant 

proteine ait yapılan testlerde, farklı besiyerlerinde farklı zaman aralıklarında 

ekspresyon seviyelerinin değişim gösterdiği görülmüştür. MM besiyerinde 

üretimi yapılan zeytin beta glukozidaz enzim aktivitesi, X-33 suşundaki 

intraselüler beta glukozidaz enziminin aktivite düzeyi ile karşılaştırıldığında hem 

total aktivite (U/ml) hem de spesifik aktivite (U/mg) olarak daha yüksek olduğu 

görülmüştür. Öte yandan MM besiyerinde 72. Saatte en yüksek aktivite 

görülürken, BMMY besiyerinde ise zeytin beta glukozidaz aktivitesinin 48. 

saatte daha fazla olduğu belirlenmiştir. Ekspresyon süresi göz önüne alındığında 

BMMY besiyeri daha avantajlı görünse de, MM besiyeri hem besiyeri 

kompozisyonu hem de X-33 beta glukozidazına kıyasla daha yüksek aktivite 

farkı göstermesi bakımından, zeytin beta glukozidazının Pichia pastoris 

mayasının hücre içerisinde heterolog üretiminde tercih edilebilir 

görünmektedir.  

2.   SDS-PAGE yöntemi ile belirtilen zaman aralıklarında alınan örnekler analiz 

edilmiş ve aktivite sonuçlarını doğrulayacak şekilde MM besiyerinde 72. Saatte, 

BMMY besiyerinde ise 48. Saatte diğer saatlerden daha farklı boyutta bir bant 

gözlenmiştir. Görüntülenen rekombinant proteine ait bantlar yaklaşık olarak 

70-72 kDa boyutundadır. Eksprese edilen rekombinant proteinin, 2009 yılında 

W.WANG, yine 2009 yılında Romero-Segura ve ve arkadaşlarının yaptıkları 

çalışmalarda belirttikleri, zeytin Beta glukozidazına ait sırasıyla 61 [77] ve 65.4 
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kDa’luk [78] proteinden daha büyük olduğu görülmektedir. Bunun olası 

nedeninin translasyon sonrasında hücrede meydana gelen modifikasyonlar 

olabileceği düşünülmektedir.  

Afinite kromatografisi ile yapılan saflaştırma çalışmaları sonucunda rekombinant 

enzim saf bir şekilde elde edilememiştir.  Bunun nedeninin, Pichia pastoris’in hücre 

lizatında bulunan ve nikel taşıyan resine bağlanabilen proteinler olduğu 

düşünülmüştür. 2013 yılında yapılan bir çalışmada, Pichia pastoris’e ait başta 

mitokondriyal alkol dehidrogenaz olmak üzere diğer kontaminantların nikel taşıyan 

resine bağlanabildikleri ve bu proteinlerin “knock out” mutasyon ile elimine 

edilmesinin ardından hedeflenen proteinin saflaştırılmasının sağlandığı bildirilmiştir 

[76].  

Bu çalışma içerisindeki saflaştırma işleminin farklı basamaklarında kolondan elde 

edilen örnekler SDS-PAGE ile analiz edilmiş ve ‘altta kalan sıvı’ örneğinde 

görülmeyen, ancak ‘elüsyon’ örneğinde yoğun bir şekilde bulunan bir bantın varlığı 

gözlenmiştir. Bu bantın mitokondriyal alkol dehidrogenaz enzimine (yaklaşık 37 

kDa) ait olabileceği ve bu enzimin söz konusu resine güçlü bir şekilde bağlanması 

nedeniyle rekombinant enzimin kolona bağlanamadığı düşünülmektedir.  

Ayrıca proteinin katlanması sırasında C-terminalde bulunan histidin kuyruğunun 

proteinin iç kısımlarında kalarak afinite kolona bağlanamamış olması olasılığı 

düşünülmüş ve saflaştırma denatüre koşullarda da tekrarlanmıştır. Ancak yine 

mitokondriyal alkol dehidrogenaz enzimine ait bantın gözlenmiş olması, 

rekombinant enzimin rezine bağlanamamış olması olasılığını güçlendirmektedir.  

Laboratuvarımızda ekspresyonu yapılmış olan zeytin beta glukozidazına ait 

saflaştırma çalışmaları devam edecektir. Rekombinant proteinimizin saflaştırılması 

için öncelikli olarak SEC (Size Exclusion Chromatography) uygulanarak proteinlerin 

boyutlarına göre ayırımı sağlanacak ve beta glukozidaz aktivitesi gösteren 

fraksiyonlar bir araya getirilerek IMAC saflaştırma işlemleri denenebilecektir. 

Sonraki çalışmalarda saflaştırılan enzimin biyokimyasal karakterizasyonunun 

yapılması da planlanmaktadır. 
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EK-A  

DİZİN ANALİZİ SONUÇLARI  

A-1 pGEM-T EASY VEKTÖRÜNE KLONLANMIŞ KALIP OLARAK KULLANILAN ZEYTİN 

BETA GLUKOZİDAZ DNA’SININ DİZİN ANALİZİ SONUÇLARI 

A-1.1 T7 İLERİ PRİMER KULLANILARAK YAPILAN DİZİLEME 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 GERİ PRİMER KULLANILARAK YAPILAN DİZİLEME SONUCU  

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

A-2 İNSERT İÇEREN REKOMBİNANT VEKTÖRE AİT DİZİN ANALİZİ SONUÇLARI 

A-2.1 5’ AOX1 PRİMERİ İLE YAPILAN DİZİLEME 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 PRİMERİ İLE YAPILAN DİZİLEME 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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