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Gluten, tahillar olarak bilinen bugday, arpa, ¢avdar ve yulafta bulunan bir protein
grubudur. Bu bitkisel proteinin vicuda alinmasi ile ince bagirsakta emilim
bozuklugunun 6n planda oldugu, sistemik bir hastalik olan ¢6lyak hastaligi meydana
gelmektedir. Gluten iceren yiyeceklerin diyete eklenmesi ile birlikte; kusma, yagl
ishal, kilo alamama ve karin sisligi gibi bulgular gézlenmektedir. Glutensiz diyet,
¢olyak hastaliginin tek tedavisidir. Glnlmuzde, glutenin toksik olmayan fragmanlara
parcalanmasimi saglamak amaciyla bakteriyel ve fungal oligopeptidazlarin kullanilmas1
da umut vadeden alternatif bir tedavi olarak degerlendirilmektedir. Aspergillus
niger’den elde edilen Prolil Endopeptidaz (PEP) enzimi gluteni timiyle sindiren bir
enzimdir.

Bu calismada Prolil Endopeptidaz (PEP) enziminin pET22b vektorii kullanilarak
E.coli ekspresyon sisteminde rekombinant olarak Gretilmesi hedeflenmistir.
Ekspresyon susu olarak E. coli BL21 (DE3) pLysE hiicreleri kullanilmustir. Inkliizyon
cisimcigi olusumu gozlenen PEP enziminin yeniden katlanmasi saglanmis ve PEP
proteini afinite kolon kromotografisi yontemiyle saflastirilmistir. Saflastirilan PEP
enzimi gluten ve sentetik substrat (benziloksikarbonil-glisin-prolin-p-nitroanilid)
kullanilarak aktivite testi yapilmistir. Sonugta, rekombinant olarak tretilen PEP enzimi
280 mg/L verim ile elde edilmis ve gluteni pargaladig: tespit edilmistir. Uretilen PEP
enzim pH 6 da optimum aktivite gostermis olup, optimum sicakligi da 30°C olarak
bulunmustur.
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ABSTRACT

PhD. THESIS

PRODUCTION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PROLYL
ENDOPEPTIDASE (PEP) ENZYME, FOR GLUTEN FREE FOOD
PRODUCTION

BELMA SENOL
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

(SUPERVISOR:)PROF. DR. ISA GOKCE

Gluten is a group of protein found in wheat, barley, rye and oats known as grains.
Celiac is a systemic disease in which malabsorption in the small intestine is at the
forefront and occurs with the intake of these vegetable proteins into the body. With the
addition of gluten-containing foods to the diet, symptoms such as vomiting, fatty
diarrhea, inability to gain weight and abdominal distension are observed. Gluten-free
diet is the only treatment for celiac disease. Today, the use of bacterial and fungal
oligopeptidases that break down gluten into non-toxic fragments is considered as a
promising alternative therapy. Prolyl Endopeptidase (PEP) enzyme obtained from
Aspergillus niger is an enzyme that completely digests gluten.

In this study, it was aimed to produce recombinant A. niger Prolyl Endopeptidase
(PEP) enzyme in E. coli expression system using the pET22b vector. E. coli BL21
(DE3) pLysE cells were used as the expression strain. The PEP enzyme, which was
observed in a form of inclusion bodies, then it was refolded and the PEP protein was
purified by affinity column chromatography. The activity test of the purified PEP
enzyme was performed using gluten and benzyloxycarbonyl-glycine-proline-p-
nitroanilide that is a synthetic substrate. As a result, produced PEP enzyme was
obtained at a yield of 280 mg / L and it was capable to digest gluten. The PEP enzyme
demonstrated its optimum activity at pH 6 and its optimum temperature was 30°C.

2020, 87 PAGES

KEYWORDS: Gluten, Prolyl EndoPeptidase (PEP), Celiac, Aspergillus niger,
E. coli, Recombinant enzyme.
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1.GIRIS

Enzimatik reaksiyonlar; secici, hizli, yiksek verimli ve istenmeyen yan (rin
olusturmama gibi birgok Ustlin 6zelliklere sahiptir. Bu 0zellikleri; gida, hayvan yemi,
biyoyakit, deterjan, tekstil ve kagit gibi gesitli pazarlar i¢in enzimleri dnemli araclar
haline getirmektedir. Gida islemede kullanilan geleneksel enzimlerin ¢ogu, dogal ve
biyolojik olarak parcgalanabilir kabul edilmektedir. Enzimlere olan talep, yillar i¢inde
istikrarli bir sekilde artmaktadir. Endiistriyel enzimlerin kiiresel pazar1 2018 yilina kadar
7 milyar dolara ulasmistir ve Oniimiizdeki yillarda daha da biiylimeye devam etmesi
beklenmektedir (Schomburg ve ark., 2013).

Bununla birlikte, mevcut endiistriyel islemlerin ¢ogu; asir1 sicaklik, asitlik/bazlik ve
yiiksek tuzluluk kosullar1 nedeniyle geleneksel enzimlerin biitiinliigline zarar
vermektedir. Bu baglamda, endiistriyel islem ortamlarina dayanabilecek niteliklere
sahip yeni enzimlerin kesfi, biyokatalizin gelecegi i¢in ¢ok Oonemlidir (Schomburg ve
ark., 2013).

Gida endistrisinde de, bircok drunlerin elde edilmesinde enzimler énemli rol
oynamaktadirlar. Uzun yillardir, enzimlerin aktivitesi sayesinde, peynir ve ekmek gibi
birgok gidanin iiretimi gergeklesmektedir. Enzimatik reaksiyonlar sonucunda yine,
yogurt ve fermente Urlinler de Uretilmektedir; fakat bu Urtnlerde, mikroorganizmalar,
saflastirilmis enzimlerden daha ¢ok bu reaksiyonlarin ger¢eklesmesini saglamaktadirlar
(Smith  ve ark.,1997). Bacillus, Streptomyces, Actinoplanes, Micrococcus,
Kluyveromyces, Aspergillus, Candida, Rhizopus, Endothia, Mucor ve Morteirella
cinslerine ait bakteri, kiif ve mayalar, enzim iiretiminde yaygin olarak kullanilan
mikroorganizmalardir. Endiistriyel enzimlerin ¢ogu; daha ylksek ekspresyon seviyesine
sahip olmasi veya patojenik organizmalardan kaynaklanan enzimlerin ekspre
edilebilmesi, yliksek saflik ve daha ucuz iiretim gibi avantajlar dolayisiyla modifiye
mikroorganizmalar tarafindan {Uretilmektedir. Ayrica modifiye mikroorganizmalar,
enzimlerin endistriyel islemlerde kullanim 6zeliklerinin iyilestirilmesi igin protein

miithendisligi ¢aligmalarina da olanak saglamaktadir (Wiseman, 1987).



Gida endiistrisinde, enzimlerin %80°i hidroliz amach kullanilmaktadwr. Bu amagla
kullanilan enzimlerin %60’1n1 proteazlar, %30’unu karbohidrazlar, %3’ini lipazlar ve
%?7’sini de diger enzimler olusturmaktadir. Bunlardan proteolitik enzimler (proteazlar)
ise, bira, peynir, soya sosu vb. c¢esitli gidalarm {retiminde ve besin Ogesi olan
proteinlerin enzimatik parcalanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Proteazlarin baglica
kaynaklari; gida maddesinin  kendisi olabileceg§i gibi, gidalarda  gelisen
mikroorganizmalar tarafindan da salgilanabilmekte veya izole edilmis enzim
preperatlar1 seklinde gidaya ilave edilmektedir. Ornegin, balik sosu iiretiminde veya etin
olgunlastirilmasinda gidadaki mevcut enzimler kullanilmaktadir. Peynir iiretiminde ise;
hem mikroorganizmanin olusturdugu enzim, hem de enzim preparatlari (rennet) etkili
olmaktadir. Proteazlardan ekmekgilik endistrisinde de gidanin yapisini degistirme
ozelliginden dolay1 yararlanilmaktadir. Bugday unundaki depo proteini olan gluteni
hidrolize etmekte ve bu sayede hamur viskoelastik bir 6zellik kazanmaktadir. Boylece,
hamurun yogrulma 6zelligi iyilesmekte, sekil verilmesi kolaylagsmakta ve ekmek kalitesi
de artmaktadir (Tucker ve Woods, 1995).

Colyak hastaligi da bugday ve benzeri tahillardaki depo proteini olan glutenin
yenilmesiyle ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir. Gluten proteini, glutamin ve prolin
aminoasitleri bakimindan oldukca zengindir ve insanin iist gastrointestinal sisteminde
zayif sindirilmektedir. "Gluten" terimi bugdayin biitiin protein bilesenini ifade eder;
gliadin ise glutenin sadece alkolde ¢Oziinen ¢olyak hastalari igin toksik bilesen olan
kismidir (Shan ve ark., 2002).

Colyak hastaligi, cocuklarda ve erigkinlerde niifusun % 1’ine yaklasan oranlarda
goriilmektedir (West ve ark., 2003; Bingley ve ark., 2004). Hastalik sadece Avrupa
tilkelerinde degil, Orta Dogu, Asya, Giiney Amerika ve Kuzey Afrika’da da gorulir
(Catassi ve ark., 1999; Sood ve ark., 2003; Shahbazkhani ve ark.,2003; Tatar ve ark.,
2004). Hastaligin su anki tek tedavisi ise sadece “glutensiz diyet” tir (Murray ve ark.,
2003). Diger bir yaklagim da, oral enzim takviyeleri ile gliadinlerin enzimatik
hidrolizidir. Bu amagla oral bir enzim olarak A. niger adi verilen kifden elde edilen
Prolil Endopeptidaz (AN-PEP) tanimlanmistir. AN-PEP, diisik pH da bile aktivite
goOsterebilmesinin yanisira pepsin tarafindan sindirime karsida direnclidir. Bu sayede,

yiyeceklerin  midede  kaldigi  siire igerisinde  bile  gluten  molekilini



parcalayabilmektedir. AN-PEP enziminin agizdan alinmasinin glutensiz diyetin yerini
alamayacagi, ancak ara swra veya yanlislikla gluten alimi oldugunda sindiriminin
saglanacag1 yonlinde olup, umut verici bir tedavi olarak gindemdedir (Stepniak ve ark.
2006).

Bu tez calismasinda, modern biyoteknolojik yontemlerden olan rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak PEP enzimi iiretilmistir. Bu enzim, gluteni tumiyle sindiren bir
enzimdir. Uretilen PEP enzimi geni A. niger organizmasma aittir. Bu organizmaya ait
gen biyoinformatik araglar kullanilarak belirlenmis ve kodon optimizasyonu yapilarak
Biomatik firmasma sentez ettirilmistir. pET22b vektorii icerisinde gelen PEP geninin
ekspresyonu E. coli BL21 (DE3) plySE susunda gerceklestirilmistir. Uretilen PEP
proteinin hiicrede inklizyon cisimcikleri seklinde bulunmasindan dolayi, inklizyon
protokolii ile yeniden katlanmasi saglanilarak, afinite kolon kromatografisiyle
saflagtirilmis ve saflastirilan enzimin gluteni ve sentetik substratin1 pargalama etkinligi

aktivite testiyle gosterilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI/KURAMSAL TEMELLER/GENEL BiLGILER

2.1. Enzimler

Enzimler, kimyasal tepkimelerin hizin1 artiran biyomolekiillerdir (Smith ve ark., 1997;
Garrett ve Grisham, 1999). Enzimlerin ¢ogu protein yapisinda olup, bazi RNA
molekdillerinden olan ribozimler de tepkimeleri katalizlemektedir (Cech, 2000; Lilley,
2005). Enzim tepkimelerinde reaksiyona giren maddelere substrat (reaktan) denir ve
enzimler substrati farkli triinlere donistiirmektedir. Enzimler tepkimenin aktivasyon
enerjisini azaltarak, tepkime hizin1 artirmaktadirlar. Tepkimelerin dengesini degistirmez
ve katalizledikleri tepkime sonucunda tiikenmezler. Fakat enzimler ¢ogu katalizérden
farkli olarak ¢ok daha spesifiktirler. 4000°den fazla biyokimyasal tepkimeyi, enzimlerin
katalizledigi bilinmektedir (Bairoch, 2000).

Enzim aktivitesini aktivatorler artirirken, inhibitorler azaltan molekiillerdir. pH, basing,
radyasyon, sicaklik, metal iyonlari, ortamin iyonik siddeti vb. faktorler ile substrat ve
enzim konsantrasyonu da enzim aktivitesini etkilemektedir. GuUnumizde enzim
teknolojisinin hizli bir sekilde gelismesiyle enzimler bircok temel alanda kullanilmaya
baslanmistir. Bu alanlarin basinda gelen gida sanayisinde enzimlerin kullanimina olan
ihtiyac her gecen giin daha da artmaktadir. Li ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklar1 bir
calismada, o giin i¢in yaklagik olarak 4000 enzimin tanimlanmis oldugunu ve bunlardan
sadece 200 tanesinin mikrobiyal orjinli enzimler ve yaklasik 20 enziminde ticari olarak
blyuk o6lcekte Uretilebildigini belirtmisglerdir. Enzim iiretim prosesi, biyokimyasi ve
fermantasyon islemlerinin gelistirilmesi sayesinde bu sayilar giderek artmaktadir (Li ve

ark., 2013).



Cizelge 2.1. Endustriyel enzimlerin kullanim alanlar1 (Renugopalakrishnan ve ark.,

2005)

Uygulama Alani Kullanilan Enzim

Fungal alfa-amilaz enzimler

Ekmek
endustrisi

Proteazlar
Bebek gidalar1 | Tripsin

Bira tiretiminde arpanin ezilmesi
ile enzimler salinir.

Arpa enzimlerinin endustriyel
uretimi
Alkol enduistrisi | Amilaz, glukanaz, proteazlar

Betaglukanazlar ve
arabinoksilanazlar

Amiloglukozidaz ve
pullulanazlar

Proteazlar

Asetolaktatdekarboksilaz
(ALDC)

Meyve sulari Selllazlar, pektinazlar

Geng gevis getirici hayvanlarin
midesinden elde edilen Rennin

Mikroorganizmalar tarafindan

Sut endustrisi tiretilmis enzimler

Rokfor peyniri
Lipazlar
Laktazlar
Et yumusatmas: | Papain

Amilazlar, amiloglukosidazlar ve
glukoamilazlar

Nisasta

endistrisi )
Glukoz izomeraz

Ornekler

Undaki nisastanin sekere pargalanmasini katalizler.
Mayanin seker tizerindeki etkisi ile CO, meydana
gelir. Ekmek ve ekmek tirtinleri yapiminda
kullanilirlar.

Undaki proteaz seviyesini azaltmak icin, biskiivi
imalatgilar1 kullanirlar.

Bebek gidalarinin  6nceden  sindirimi
kullanilirlar.

amacityla

Nisasta ve proteinleri pargalayarak basit sekerler,
aminoasitler ve peptitler Uretir, bunlar da
fermantasyonda kullanilirlar.

Arpadaki dogal enzimler yerine,biracilikta yaygin
olarak kullanilirlar.

Malttaki polisakkarit ve proteinleri parcalarlar.

Arpa bulamacmi (wort) ve biranin filtrelenme
ozelliklerini iyilestirirler.

Diisiik kalorili bira yapim1 ve fermantasyonun
ayarlanmasi i¢in kullanilirlar.

Biranin saklanmasi sirasinda olusan bulanikligin
giderilmesini saglar.

Diasetil olusumunu engeller.

Meyve sularinin berraklastirilmast i¢in kullanilirlar.

Peynir dretimi, proteinin hidrolizi igin kullanilir.

Sit endustrisinde artarak kullanilmaktadir.
Mavi kifll rokfor peynirinin tiretimi sirasinda,
peynirin olgunlagsmasinda kullanilir.

Laktozu, glikoz ve galaktoza parcalar.

Pigirilecek etin yumusamasini saglar.
Nisastayi, glikoza ve ¢esitli suruplara doniistiiriir.

Nisastali malzemelerden yiiksek fruktozlu misir
surubu iiretiminde glikozu fruktoza dondistiiriir. Bu
suruplarin kuvvetli tatlandirict 6zellikleri ve ayni
tatlilik derecesi i¢in siikroza kiyasla daha diistik
kalori degerleri vardir.
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Cizelge 2.1. (Devami) Endiistriyel olarak kullanilan bazi enzimler (Li ve ark., 2013)

Uygulama Alani

Kagit endiistrisi

Biyoyakit
endustrisi

Biyolojik
camasir tozu

Kontakt lens
temizleyicileri

Kauguk
endustrisi

Fotograf
endustrisi

Molekduler
biyoloji

Kullamilan Enzim

Amilaz
Ksilanaz
Seliilaz
Lipaz
Ligninazlar

Selilazlar

Ligninazlar

Baslica proteazlar, bunlar

bakteriler tarafindan hiicre disina

salgilanirlar.

Amilazlar

Lipazlar

Selilazlar

Proteazlar

Katalaz

Proteaz (fisin)

Restriksiyon enzimleri,
ligaz ve polimerazlar

DNA

Ornekler

Amilaz, nisastanin viskozitesini diigiirerek, kagidin
sekillenmesi ve kaplanmasini kolaylastirir.

Ksilanaz, renk gidermek i¢in kullanilan g¢amagir
suyu miktarini azaltir.

Seliilaz lifleri diizgiinlestirir, su ¢ekilmesini artirir ve
mirekkep giderilmesini kolaylastirir.

Lipazlar, kalinlig1 azaltir.

Ligninazlar, lignini sindirip kagid1 yumusatirlar.

Selulozu, fermente edilebilir sekerlere pargalamak
i¢in kullanilir.

Lignin atiklarin kullanimini saglar.
Giysilerden protein lekelerinin ¢ikarilmasi igin
kullanilir.

Bulasik makinasi deterjanlarinda, dayanikli nisasta
lekelerinin ¢ikarilmasinda kullanilir.

Yag lekelerinin cikartilmasmi kolaylagtirmak i¢in
kullanilir.

Camasir yumusaticilarinda kullanilir.

Kontakt lenslerden enfeksiyon olmamast igin,
proteinleri ¢ikarmak i¢in kullanilir.

Peroksitten oksijen Uretilerek lateksten stinger,
kauguk imal etmek i¢in kullanilir.

Artik fotograf filmindeki jelatini ¢ozerek icindeki
gumiisii elde etmek i¢in kullanilir.

Gen mithendisliginde DNA’nin manipiilasyonu igin,
farmakoloji, tarim ve tipta kullanilir.

Restriksiyon sindirimi ve polimeraz zincir
reaksiyonu igin esastirlar. Molekiiler biyolojinin,
ayrica adli tipta da 6nemli bir yeri vardir.
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2.2. Gida Endiistrisinde Kullanilan Enzimler

Enzimler gida endiistrisinde geleneksel gida isleme tekniklerine gore daha etkili,
giivenli ve ¢evre dostu alternatifler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ferrer ve arkadaslari
2016 yilinda yaptiklart bir ¢alismada, endiistriyel enzim piyasasmnin 2017 yilinda
yaklagik 6.1 milyar dolar olacagi ve bu rakamin 2022 yilma kadar 8.5 milyar dolara
ulasacaginin beklendigini belirtmislerdir (Ferrer ve ark., 2016).

Gida endiistrisi endiistriyel enzim piyasasinin biiylik cogunlugunu olusturmaktadir.
Gida endiistrisinde enzimler; siit, firincilik, icecek, yaglar, et ve fonksiyonel gidalar gibi
cesitli yiyeceklerin iiretilmesinde kullanilmaktadir. Gida islemede kullanilan 55°ten
fazla farkli enzim triinii bulunmaktadir ve yeni gida enzimlerinin kesfi ile say1 gittikce
artacaktir (Van Oort, 2010). Viskozitenin azaltilmasi, tattaki degisimler,
ekstraksiyonlarin gelistirilmesi, biyodoniisiim ve sentez gibi pekg¢ok islem i¢in gida
proseslerinde enzimlerden yararlanilmaktadir. GRAS (Genellikle guvenli olarak kabul
edilen) olarak kabul edilmis kaynaklardan elde edilen enzimlerin, gida endiistrisinde
kullanilmas1 gerekir. Cunkli rekombinant enzim iretiminde kullanilan konakg1
mikroorganizmalarm toksijenik ve patojenik potansiyelleri oldukca énemlidir (Garrett
ve Grisham, 1999). Gidalarin islenmesinde kullanilan bu rekombinant enzimlerin insan
saghgina olumsuz etki etmemesi gerekmektedir. Bunu saglamak i¢in de Yya
fermantasyon kosullar1 optimize edilerek mikroorganizmanin toksinler gibi sekonder
metabolitleri tiretmesi engellenmis ya da ¢esitli mutasyon yontemleri ile organizmanin

patojeniteden sorumlu genleri tahrip edilmistir (Bairoch, 2000).

Mikroorganizmalar eski zamanlardan beri gida fermantasyonunda ve birgok gida
maddesinin hazirlanmasinda fermantasyon asamalarinda kullanilmaktadir (Soccol ve
ark., 2005). Gida endiistrisinde kullanilan mikrobiyal enzimler gida endiistrisinde
onemli bir rol oynarlar. Clnk( bitki ve hayvanlardan elde edilen enzimlerden daha
kararhdirlar. Fermantasyon teknikleri ile daha az zaman ve alan igerisinde etkin bir
maliyetle uretilebilirler ve ylksek tutarhiliklart nedeniyle proses modifikasyonu ve
optimizasyonu ¢ok kolay bir sekilde yapilabilmektedir (Gurung ve ark., 2013). Bu
enzimlerin birgogu gida, deterjan, kagit ve tekstil gibi ¢esitli endiistriyel sektorlerde ¢ok

sayida uygulama bulmaktadir (Pandey ve ark.,2000). Gida endiistrisinde, glikoz



suruplar, kristal glikoz, yiiksek fruktozlu misir suruplar1 ve maltoz suruplari iiretiminde
kullanilir. Deterjan endiistrisinde nisasta bazli lekeleri ¢ikarmak igin katki maddesi
olarak, kagit endiistrisinde ise uygun kagit kaplamasi igin nisasta viskozitesinin
azaltilmasinda, tekstil endiistrisinde de tekstil liflerinin hasillanmasinda kullanilir (De
Souza ve Magalhées, 2010). Benzer sekilde proteazlar, lipazlar veya ksilanazlar gibi
enzimlerinde gida sektorlerinde genis uygulama alanlar1 vardir. Cizelge 2.2.°de,
mikrobiyal kokenli c¢esitli gida enzimleri hakkinda ayrmntili ve gincel bilgiler

verilmistir.

Cizelge 2.2. Mikrobiyal enzimlerin gida endiistrisindeki uygulamalar1 (Raveendran ve
ark., 2018)

Mikrobiyal enzim Uygulama

Pisirme, mayalama, nisasta sivilastirma
Ekmek kalitesinin iyilestirilmesi

Pirin¢ kekleri yapimi

Meyve suyunun aritilmasi

o-amilaz

Bira Uretimi
Glukoamilaz Ekmek kalitesinin iyilestirilmesi
Yiksek glikoz ve yiiksek fruktoz suruplari

Bira sanayi

Etin yumusatilmasi

Siitiin pihtilagmasi

Ekmek kalitesinin iyilestirilmesi

Proteaz

Insanlarda laktoz intoleransmin azaltilmasi
Lakt -galaktosidaz
aktaz (p-g ) Prebiyotik gida bilesenleri

Peynir lezzet gelisimi

Lipaz Cedar peyniri tretimi

Peynir aromasi geligimi

Fosfolipaz o .
P Lipolize siit yag1 tiretimi




Cizelge 2.2.(Devami) Mikrobiyal enzimlerin gida endiistrisindeki uygulamalar
(Raveendran ve ark., 2018)

Mikrobiyal enzim Uygulama

Meyve suyunda aroma ve kokunun arttirilmasi

Esteraz Diyet lifinin deesterlestirilmesi
Kisa zincirli aroma esterlerinin tiretimi
Hayvan yemi
Selillaz yvany
Meyve suyunun berraklastiriimasi
Meyve suyunun berraklastiriimasi
Ksilanaz
Bira kalitesinin 1yilestirilmesi
Pektinaz Meyve suyunun berraklastirilmasi

Gida raf Omriini uzatma

Glikoz oksidaz
Gida lezzetini gelistirme

Saraptan polifenol uzaklastirma

Lakkaz .
Pisirme
Gidalarin korunmasi (glikoz oksidaz ile)
Katalaz Peynir dretiminden dnce sutten hidrojen peroksitin
uzaklastirilmasi
Peroksidaz Gidalarmn lezzet, renk ve besin kalitesinin gelistirilmesi
Asparaginaz Pisirme sirasinda akrilamid olusumunun azaltilmasi
Acilik giderici Meyve suyunda ac1 tadin giderilmesi

enzimler- naringinaz Sarap aromasi




Gida endiistrisinde siklikla kullanilan mikrobiyal enzimler sunlardir:

a-amilazlar

a-amilazlar (EC 3.2.1.1), polisakkaritlerin a-1,4 glikozidik baglarin1 hidroliz eden,
nigastay1 hidrolize edip kisa zincirli dekstrinleri ureten enzimlerdir (Sindhu ve ark.,
2017). Bu enzimler tiim canli organizmalarda yaygin olarak bulunurlar. o-amilazlarin
cogu metalloenzimlerdir, aktiviteleri, stabiliteleri ve butlnlukleri i¢in kalsiyum iyonlar1
gerekmektedir (Sindhu ve ark., 2016). o-amilazlarin gida endistrisindeki genis
uygulamalar1 firincilik, mayalama, nisastayr sivilastrmanin yani sira sindirimi de
saglamaktir (Couto ve Sanroméan, 2006). Ekmek endustrisinde, ekmek kalitesini
artirmak igin lezzet arttirici olarak disaridan ilave edilirler. Ekmegin tadini, kabuk
rengini ve pisirme ozelliklerini gelistirirler. Nisasta endiistrisinde, nisastay1 glikoz ve
fruktoz suruplarina doniistiirmek i¢in ve nisasta sivilastirma asamasinda kullanilirlar

(van der Maarel ve ark., 2002).

Proteazlar

Proteazlar, proteinlerde ve polipeptitlerde bulunan peptit baglarini1 hidrolizi eden
enzimlerdir. Deterjan ve eczacilikta yaygin olarak kullanilirlar, bunu gida endiistrisi
takip eder. Piyasadaki endistriyel enzimlerin %60’ temsil ederler (Singh ve ark.,
2016). Proteaz enzimi pazarma yonelik kiiresel talep, 2014-2019 doneminde yillik %
5.3 ’liik bilesik bliylime oraninda biiyiimektedir. Deri islemede ve biyolojik iyilestirme

proseslerinde uygulama buldukga taleplerin daha da artmasi beklenmektedir.

Proteaz enzimlerinin baglica kaynaklar1 bitki, hayvanlar ve mikroorganizmalardir
(bakteriler ve funguslar). Proteazlar iki gruba ayrilir: polipeptit zincirleri Gzerindeki etki
alanina bagli olarak ekzopeptidazlar ve endopeptidazlardir (Rao ve ark., 1998).
Ekzopeptidazlar polipeptit zincirlerinin uglarina etki ederken, endopeptidazlar polipeptit
zincirlerinin i¢ bolgelerinde hidrolize ederler. Endopeptidazlar ayrica aktif bolgede
bulunan katalitik kalintiya dayanarak alt1 gruba ayrilir: serin, aspartik, sistein, metallo,
glutamik asit ve treonin proteazlardir (Li ve ark., 2013). Bitki proteazlar1 olan
bromelain, fisin ve papain, gida endiistrisinde mayalama, etin yumusatilmasi, sttin

pihtilastirilmasi ve sindirime yardime1 olmasi gibi ¢esitli uygulamalar i¢in yaygin olarak
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kullanilmaktadir (Patel ve ark.,2013). Ek olarak, proteazlar ayrica gida proteinlerinin
lezzetini, besin degerini, ¢oOziinirligini ve sindirilebilirligini gelistirmek, ayrica
pihtilasma ve emiilsifikasyon dahil fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmek i¢in kullanilir

(Aruna ve ark., 2014).

Proteazlar ekmek endiistrisinde ekmek, firincilik tiriinleri, kraker ve waffle Gretimi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu enzimler yogurma suresini azaltmak, ekmekteki
gluten agimi diizenlemek, doku ve lezzeti iyilestirmek i¢in kullanilir (Miguel ve ark.,
2013; Tucker ve Woods., 1995). Aspergillus usamii kaynakli asit proteaz, bugday
gluteninin fonksiyonel 6zelliklerinin iyilestirilmesi ig¢in basariyla kullanilmistir (Deng
ve ark., 2016). Asidik fungal proteazlar, diisiik pH’da bile verimli olduklarindan biranin

aminoasit profilini dengeleyerek biranin fermantasyonunu iyilestirmek i¢in kullanilirlar.

Proteazlarm bir diger onemli uygulamasi siit endiistrisi ile iliskilidir. Dogal olarak
olusan proteazlar, peynirin lezzet Ozelliklerine 6nemli Olglide katkida bulunurlar.
Peynirin olgunlagsmasini hizlandirmak, stt Grlnlerinin fonksiyonel &zelliklerini
degistirmek ve alerjik 6zelliklerini azaltmak i¢in kullanilir (Damhus ve ark., 2013).
Peynir yapiminda, proteazlar ayrica parakazein ve makropeptitler Gretmek icin ve

spesifik peptit bagini hidrolize etmek i¢in de kullanilirlar (Salleh ve ark., 2006).

Laktaz ( p -Galaktosidaz)

Laktozun hidrolizi, gida endiistrisinde 6nemli bir biyoteknolojik sirectir (Rosenberg,
2006). B-galaktosidaz enzimi laktozun hidrolizini katalize eder. Hidrolaz ailesine aittir.
B-galaktosidaz, bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar dahil ¢ok sayida biyolojik
sistemden elde edilebilir (Panesar ve ark., 2010). Endiistriyel uygulamalarda, iki ana -
galaktosidaz smifi birincil 6neme sahiptir. Bunlar soguk aktif ve termostabil f-
galaktosidazdir. Ticari 6lcekte B-galaktosidaz, st ve sut driinlerine uygulanmalari igin
GRAS mikroorganizmalar kullanilarak iretilmektedir. Laktaz, insanlarda laktoz
intoleransini azaltmak igin siit ve siit bazli iirlinlerde kullanilir. Laktazin bir bagka
onemli uygulamasi da, peynir alt1 suyunda laktoz hidrolizidir. Peynir tretiminin bir yan

urtini olan peynir alt1 suyunun ana bilesenleri laktoz, proteinler ve mineraller olup,
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besinsel degeri yiiksek bir bilesendir (Pivarnik ve ark., 1995; Wolosowska ve
Synowiecki., 2004).

Lipazlar

Lipazlar, uzun zincirli trigliseritlerin hidrolizini katalize eden enzimlerdir. Yaglar1 ve
lipitleri sindirmek igin, insanlarin ve diger hayvan tiirlerinin midesinde ve pankreasinda
dogal olarak bulunurlar (Fink ve ark., 1984). Mikrobiyal lipazlar bakteri, fungus ve
maya tarafindan dretilir. Bu enzim, gida, biyoyakit, deterjanlar ve hayvan yemi gibi
cesitli endiistrilerde uygulama bulmaktadir. Deri, tekstil ve kagit isleme
uygulamalarinda da kullanilir (Gerits ve ark., 2014). Lipazlar; unlu mamdiller, sit,
meyve suyu, bira ve sarap endiistrilerinde sik¢a kullanilmaktadir. Cesitli endiistrilerde
bircok uygulama bulmasina ragmen, lipazin pazar payr kiiresel endiistriyel enzim

pazarinin %10 undan daha azdir (Guerrand, 2017).

Ticari lipazlar esas olarak siit Uiriinlerinde aroma gelisimi ve yag igeren diger gidalarin
islenmesi i¢in kullanilirlar (Aravindan ve ark., 2007). Hidrolizden sonra serbest yag
asitleri tiretmek ic¢in siit yaglarma etki ederek peynirlerin karakteristik lezzetini
gelistirebilmektedir (Jooyendeh ve ark., 2009). Farkli kaynaklardan elde edilen lipazlar
kullanilarak farkli peynir tipleri yapilabilir. Lipaz katalizi, peynirin dokusunu ve
yumusakligini artirir. Lipazlar ayrica gesitli firin iirinlerinin raf dmriinii uzatmak igin,
tereyag1 ve margarinde lezzet gelistirme maddeleri olarak da kullanilirlar (Aravindan ve
ark., 2007). Sarap gibi alkollii iceceklerde, lipaz kullanilarak aroma modifiye
edilir. Palmitik ve stearik asitlerin varligi nedeniyle 37 °C’lik bir erime noktasina sahip
olan ve 37 °C’de kolayca eriyebilen kakao yagmin kalitesii artirmak i¢in de kullanilir
(Sharma ve ark., 2001; Jaeger ve Reetz 1998).

Fosfolipazlar

Fosfolipazlar segici olarak fosfolipidleri yag asitlerine ve diger lipofilik maddelere
ayirir. Fosfolipazlar gida endiistrisinde en énemlisi yaglarin, siit {irlinlerinin Uretiminde
ve ¢esitli unlu mamullerin liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica gesitli

bitkisel yaglarin gamimnin giderilmesinde, peynir imalatinda ve ekmek imalatinda
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uygulamalar bulmaktadirlar. Fosfolipazlar yagin stabilitesini arttirmak veya peynir, siit,
tereyagi ve dondurmanin verimini en ist diizeye ¢ikarmak igin gesitli siit Girtinlerinin

islenmesinde de kullanilir (De Maria ve ark., 2007).

Esterazlar

Sulu ¢ozeltide, esterazlar, esterlerin asit ve alkole par¢alanmasimi kolaylastirir. Buna ek
olarak, esterazlar uzun zincirli asilgliserollerden ziyade kisa zinciri hidrolize eder, bu
nedenle lipazlardan farklidir. Esterazlar gida endiistrisinde ve alkolli igecek
endiistrilerinde 6nemli bir rol oynarlar ve burada ¢esitli meyve sularinda yag ve yagin
modifikasyonu, koku ve aroma dretimi i¢in kullanilirlar (Panda ve Gowrishankar,
2005).

Lipoksigenazlar

Lipoksigenazlar (LOX), bir cis, cis-l,4-pentadien iceren lipitlerde ¢oklu doymamis yag
asitlerinin dioksijenasyonunda rol oynarlar. LOX’lar gida endiistrisinde aroma
iretiminde ve ayrica ekmek yapiminda kullanilirlar. Soya fasulyesi lipooksigenazlari

(LOX), en ¢ok ¢alisilan lipooksigenaz enzimidir (Cumbee ve ark., 1997).

Selulazlar

Seliilazlar, glikoz birimlerini serbest birakmak i¢in, polimerik seliiloz Uzerinde etKili
olan ve B-1,4 baglantilarmi hidrolize eden enzimlerdir. Endo-(1,4)-p-D-glukanaz (EC
3.2.1.4), ekzo-(1,4)-pB-D-glukanaz (EC 3.2.1.91) ve B-glukozidazlar olmak (zere (EC
3.3.1.21) (Schulein, 1988) l¢ ana seliilaz sinifi vardir. Seliilazlari endiistriyel tiretimi
esas olarak mikrobiyal kaynaklardan, ¢zellikle de bakterilerden ve funguslardan elde
edilir. Meyve suyu endustrisinde islem performansini ve verimini arttirmak,
ekstraksiyon yontemlerini iyilestirmek, meyve sularinin aritilmasi ve stabilizasyonu i¢in
diger yumusatict enzimlerle kombinasyon halinde uygulanir (Grassin ve
Fauquembergue, 1996). Ayrica kayisi, mango, erik, papaya, armut ve seftali gibi
meyvelerden nektar ve pire eldesinde viskozitesini azaltir, gigek ve tohumlardan
flavonoidlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilir. Ayrica turunggillerin aciligmi azalttigi,
aroma ve tadi iyilestirdigi bildirilmektedir (Sajith ve ark., 2016). Selulazlar zeytinyag1
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ekstraksiyonunda, sarap iretiminde verimi ve kaliteyi arttrmak igin igin diger
enzimlerle birlikte kullanilmaktadir (Galante ve ark., 1993; Bamforth, 2009).

Ksilanazlar

Ksilanazlar, hemiseliilozun ana bir bileseni olan ksilanlar1 aymrmak igin
mikroorganizmalar tarafindan iiretilir. U¢ ana enzim endoksilazlar, ekzoksilazlar ve p-
ksilosidazlar sinerjist olarak hareket eder ve hemiselilozdaki ksilan omurgasinin
pargalanmas1 igin gereklidir. Ksilanazlar, aktinomiset bakteriler ve mantarlar gibi
mikroorganizmalar tarafindan tretilir. Ksilanaz iireten baslica aktinomiset bakteri tlrleri
Streptomyces spp., Bacillus spp. ve Pseudomonas suslaridir (Sanghi ve ark., 2010; Bajaj
ve Singh., 2010; Sharma ve Chand, 2012). Ksilanaz iireten baslica fungus tirleri
Aspergillus spp., Fusarium spp. ve Penicillium spp. mikroorganizmalaridir. Mantar

ksilanazlar1 bakteri veya mayadan daha yiliksek aktiviteye sahiptir (Mandal, 2015).

Karbonhidrat hidrolize edici enzimler genellikle ekmek yapim endiistrisinde kullanilir.
Hamurun reolojik 6zellikleri, nisasta olmayan polisakkaritlerin enzimatik hidrolizi ile
iyilestirilir (Martinez-Anaya ve Jiménez .,1997). Ksilanaz, ekmek yapim endiistrisinde
diger enzimlerle yaygin olarak kullanilmaktadir. Ekmek hacmini artirabilirler ve bu
sayede ekmek Kkaliteside artmaktadir. Ksilanaz, biskuvilerde lezzeti gelistirmek igin
kullanilir. Ayrica meyve suyu (retiminde ekstraksiyon, aritma ve stabilizasyonu

gelistirerek 6nemli bir rol oynamaktadir (Camacho ve Aguilar.,2003).

Pektinazlar

Pektinazlar, pektik polimerlerde glikozidik baglarin hidrolizini katalize eden
enzimlerdir. Domates, ananas, portakal, elma, limon posasi, portakal kabugu ve diger
narenciye meyvelerinde bulunan pektik maddeler bu enzim i¢in dogal substrat gorevi
gorir. Pektinazlar, termostabilitelerini ve verimlerini arttirmak amaciyla dogal ve
rekombinant mikroorganizmalardan Uretilirler (Rebello ve ark., 2017). Pektinaz ilave
edilen meyve sulari, enzimsiz olanlara gore daha net bir gériiniime ve filtre edilebilirlige
sahiptir (Saadoun ve ark., 2013). Elma ve muz gibi dogal olarak elde edilen meyve

sularinin bulanikligimi azaltmanin yani sira, pektinazlar iceceklerin rengini ve lezzetini
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de iyilestirirler. Jelatin ve pektin ilavesi, meyve sularinin viskozitesini ve bulanikligini
blylk o6lglde artirir ve bulanikligin giderilmesi, meyve suyu firetiminin en pahali
kismidir. Meyve sularinda pektinazlar gibi biyojenik enzimlerin kullanilmasi, iyi
sonuclar elde etmek icin mekanik mayselemeden neredeyse dokuz kat daha iyi etki eder
(Pedrolli ve ark., 2009; Tapre & Jain, 2014).

Glikoz oksidaz

Glikoz oksidaz (EC 1.1.3.4), oksidorediiktaz ad1 verilen genis bir enzim ailesine aittir.
Glikoz oksidaz, 1928’de Muler (Muler, 1928) tarafindan kesfedilen bir
flavoproteindir. Céziinmiis oksijen varliginda, enzimin glikozu glukonik aside
dontistiirebilecegini  belirtmistir. Glikoz oksidaz Uretimi ilk olarak A. niger ve
Penicillium glaucum’ dan kesfedilmistir. A. niger tiirleri yaygin olarak glikoz oksidaz
iretimi i¢in kullanilir ve suslar1 daha fazla miktarda glikoz oksidaz iiretebilir (Kona ve
ark.,2001). Penicillium adametzii, hiicre dis1 glikoz oksidaz {iretimi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir kiifdiir (Mikhailova ve ark., 2000). Farkli bakteri tiirlerinin de glikoz

oksidaz tirettigi bildirilmektedir.

Glikoz oksidazm, ilag ve gida endiistrileri gibi ¢esitli endiistrilerde ve biyoyakit
Uretiminde genis kullanimi vardir (Zhu ve ark., 2006). Gida endiistrisinde diyabetik
iceceklerden ve yumurta akindan glikoz ve oksijeni gidererek gida iirlinlerinin lezzetini,
aromasmi ve stabilitesini arttirir. Glikoz oksidaz gida tiriinlerinin rengini, dokusunu,
lezzetini, raf dmrini iyilestirir ve ¢iiriimeyi onler. Glikoz oksidaz gida ambalajlarinda,

oksijeni uzaklastirarak raf dmriinii uzatmak i¢in kullanilir (Hanft ve Koehler, 2006).

Katalaz

Katalaz (EC 1.11.1.6), aerobik organizmalarda bulunan tetramerik bir proteindir.
Hidrojen peroksit ayrigmasina yardimci olur. Bu enzim, A. niger ve Micrococcus
luteus gibi mikrobiyal kaynaklardan ve sigir karacigerinden Uretilir. Mikroorganizmalar
genellikle hizli biiyiime, kolay kullanim ve istenen Urunli elde etmeleri, genetik
ayarlama gibi avantajlar1 nedeniyle enzim uretimi i¢in kaynak olarak tercih edilir (Puri
ve ark., 2012; Singh ve ark., 2007). Kumas endiistrisinde katalaz, fazla hidrojen

peroksidi kumastan uzaklagtrmak i¢in kullanilir. Bu enzim g¢ogunlukla gida isleme
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endlstrisinde diger enzimlerle birlikte kullanilir. Katalaz, genellikle gidalarin
korunmasi i¢in glikoz oksidazlarla birlikte kullanilir. Ayrica, siit isleme endiistrisinde
stitten peroksidi ortadan kaldirmak icin, firmncilik endiistrisinde ve gida ambalajlarinda
glikozu gidermek igin, gidalarin oksidasyonunu ve bozulabilirligini kontrol etmek icin
uygulanir (Sirbu, 2011).

Peroksidaz

Peroksidazlar (EC 1.11.1.7), prostetik grup olarak demir (I11) protoporfirin IX igeren
oksidorediiktaz proteinleridir. Peroksitlerin indirgenmesini, ¢ok ¢esitli organik ve
inorganik bilesiklerin oksidasyonunu Kkatalize eder (Hamid wve Khalil, 2009).
Peroksidazlar bitkilerde, mikroorganizmalarda ve hayvanlarda bulunur.Peroksidaz,
hidrojen peroksit veya diger peroksitleri kullanarak ¢ok cesitli substratlar1 katalize eder

(Holm, 1995).

Bu enzim gida endiistrisinde gidalarin lezzet, renk, tekstiir ve besin kalitesini artirmak
icin kullanilir. Endustride fenolik atik sularmn aritilmasinda kullanilir. Ayni zamanda,
konserve sebzelerde haslama isleminin yeterince yapildigi bu enzimin tespit edilmemesi
ile dogrulanir (Regaldo, 2004).

Asparaginaz

Cesitli mikrobiyal olarak iretilmis enzimler arasinda, asparaginazlar farmasotik,
nutrasotik ve endistriyel olarak yaygin kullanilan 6nemli bir enzim sinifidir. Asparajin,
insanlar icin zorunlu olmayan bir aminoasittir, oysa kanserli hiucreler icin dnemli bir
aminoasittir. Bu nedenle, asparajinin tikenmesi, antikanser ajan olarak bu enzimin
temelini olusturan kanserli hiicrelerin blyumesini kritik olarak etkilemektedir. Yagda
kizartma ve pisirme gibi ¢esitli gida isleme yoOntemleri, asparajinin bilinen bir

kanserojen olan akrilamide doniismesine neden olur (Krishnapura ve ark., 2016).

Acilik giderici enzimler- Naringinaz

Naringinaz (EC 3.2.1.40) esas olarak narenciye meyvelerinde bulunan aci flavanon

glikozit olan naringinin parcalanmasindan sorumludur (Puri ve Banerjee., 2000).
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Naringinazin fungus kaynaklarinin artan verimi nedeniyle bakteriyel kaynaklardan daha
baskin olarak kullanildigi goriilmektedir. Naringinaz, meyve sularindaki aciligi
gidermek i¢in gida islemede 6nemli bir role sahiptir. Biyopolimerler ve tatlandiricilar
gibi cesitli gida katki maddeleri ramnosidaz veya naringinaz kullanilarak
sentezlenebilir. Yine, naringinazin B-glukozidaz ve arabinosidaz ile birlikte baska bir

kullanim1 sarabin aromasmi iyilestirmektedir (Gallego ve ark., 1996).

2.3. Colyak Hastahi

2.3.1. Giris

Colyak hastaligit (CH), (celiac sprue, glutene duyarli enteropati), ince bagirsak
mukozasinda villusun tahribatina sebep olan ve genetik olarak duyarli insanlarda,
bugdaydaki gliadinler, cavdardaki sekalinler ve arpadaki hordeinlerin (Di Sabatino ve
Corazza, 2009) alinmasiyla uyarilan kronik bir enflamatuardir. Yulaftaki aveninlerin
durumu ise hala tartismalidir. Gliadinler, sekalinler ve hordeinler yiiksek oranda
glutamin (=%38) ve prolin (=%20) aminoasitleri icermektedir. Yulaf prolamini
aveninler de ise prolin aminoasitlerinin oran1 ~%210°dur (Auricchio ve ark., 2004).
Literatiirdeki baz1 calismalar, yulaf tiiketiminden sonra higbir semptom gézlenmedigini
ve biyopsi sonug¢larinda mukozanin zarar gormedigini gostermektedir (Dissanayake ve
ark., 1974; Holm ve ark., 2006). Ote yandan, abdominal siskinlik olusumu, bagirsak
semptomlarmin artmasi ve ayrica yulaf tiiketiminden sonra villus hasar1 da bildirilmistir
(Lundin ve ark. 2003; Peraaho ve ark., 2004). Genel olarak, sinirli miktarda saf ve

kirlenmemis yulaf zararsiz olarak kabul edilmektedir (Rashid ve ark., 2007).

2.3.2. Mekanizma ve tam

Colyak hastaligima genetik ve ¢evresel faktorler neden olmaktadir. Spesifik insan l6kosit
antijeni (HLA) smif II genleri olarak bilinen, HLA-DQ2 ve HLA-DQ8’in ¢ogunun
¢olyak hastalarinda bulundugu rapor edilmistir (Catassi ve Fasano, 2008a). Genetik
yatkinlik, bugday, arpa ve cavdar tiiketiminin etkileri ve emzirme dénemi gibi diger

baz1 ¢cevresel faktorler Sekil 2.1°de gOsterilmistir.
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Sekil 2.1. Colyak hastaliginda rol oynayan faktorler (Di Sabatino ve Corazza, 2009)

Giriste belirtildigi gibi, gliadin yiiksek prolin ve glutamin igerigine sahiptir. Prolin
sonrasini par¢alama aktivitesi olmayan insan sindirim sistemi enzimleri gliadin tizerinde
baskin bir etkiye sahip degildir (Stepniak ve ark., 2006; Lindfors ve ark., 2008). Ince
bagirsakta, doku transglutaminaz (tTG) ile glutamin deamidasyonu meydana gelir ve bu
glutamik asit olusumuyla sonuglanmaktadir. Gliadin peptidleri deamidasyondan sonra
HLA i¢in, artan bir afiniteye sahiptir. Proinflamatuar sitokinleri serbest birakan bagirsak
T hiicreleri, gliadin peptidleri ve HLA molekiilleri arasindaki etkilesim ile aktif hale
gelmektedir.  Enterositler hasarlidir, enflamatuar hiicrelerinin lamina propria
infiltrasyonunun meydana gelmesi ile bagirsak kriptlerinin ¢ogalmasi artacak ve villus
atrofisi (kdrelme) meydana gelecektir (Sekil 2.2) (Catassi ve Fasano, 2008b; DiSabatino

ve Corazza, 2009). Sekil 2.4’ de mekanizma ayrmntili olarak gosterilmistir.

T hicresi aktivasyonu ile ilgili olmayan baska bir mekanizma da rapor edilmistir. T

hiicreleri tarafindan taninmayan biyolojik olarak aktif dizilerin mevcudiyeti, dogal
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bagisiklik aktivasyonuna neden olmaktadir. Hiicresel biiyiime ve tirozin kinaz

reseptorlerinin aktivitesini artirmaktadir (Auricchio ve ark., 2004).

(a) ) (0)

Sekil 2.2. Colyak hastaliginin farkli donemlerinde villus yapilarmin resimleri (@)
Atrofik olmayan lezyon (b) Kisaltilmis villuslu atrofik (c)Artik saptanamayan villuslu
atrofik (Di Sabatino ve Corazza, 2009)

Gliadinin zararli etkisi ¢olyak hastalarmda ince bagirsak iizerinde olmaktadir. ince
bagirsak mukozasindaki absorpsiyonu saglayan, villi adi verilen parmak seklindeki
cikintilar, gluten alimi ile kisalmakta veya tamamen ortadan kalkarak bagirsak ig
yiizeyinin diizlesmesine sebep olmaktadir. Boylelikle, absorpsiyonun yapildigi yiizey
azaldig1 i¢in besin alimi da zorlasmaktadir (Turksoy ve Ozkaya, 2006; Ozugur, 2011).
Bunun sonucu olarakta, ¢6lyak hastalarinda vitamin ve mineral eksikligi Siklikla

gorilmektedir.

Wikl

Sekil 2.3. Saglikli (solda) ve c¢oOlyak hastasi (sagda) bireylerin bagirsak dokusu
(Anonim, 2011)
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Sekil 2.4. Kazanilmis ve dogal immiin yanit mekanizmalarin1 gosteren ¢6lyak hastalik
lezyonu (A). Gluten peptitleri epitelyal bariyer boyunca gecirilmekte ve doku
transglutaminaz (tTG) ile deamine olmaktadir. Lamina propria’daki CD4+T hcreleri
antijen sunan hicrelerin hicre yizeylerinde bulunan HLA-DQ2 veya HLA-DQS8
molekdlleriyle sunulan gluten peptitlerini tanimaktadir. Epitelyumda CD8+ T hicreleri
NKG2D gibi dogal katil (NK) hiicre reseptorlerini eksprese etmektedir. Gluten i¢in
spesifik olan B hiicreleri ve tTG’ler lamina propria’dadir. (B). NKG2D tarafindan
upregule olan intraepitelyal T hicreleri direkt olarak MIC molekullerini eksprese eden
enterositleri yok etmekte ya da TCR (T hiicre reseptorii) aktivasyon esigini
diisirmektedir. Gluten, IL-15 ekspresyonunu tesvik ederek NKG2D ve MIC
ekspresyonunu baslatmaktadir. (C). HLA-DQ2 ve HLA-DQS8 molekiilleri tTG tarafinca
deamine edilmis gluten peptitlerine yiiksek afinite ile baglanmaktadir. (D). Gluten
spesifik T hiicreleri intramolekiiler yardimla tTG’ye karsi antikor olusumunu kontrol

etmektedir (Sollid ve Jabri, 2005).

Avrupa nifusunda her 100-550 kisiden biri ¢olyak hastasidir (Fasano ve Catassi, 2001).
Her yasta goriilebilen bir bagisiklik sistemi hastalig1 olup, ¢ocuklarda ve yetigkinlerde

Omur boyu devam eden bir hastaliktir (Trancone ve Jabri, 2011). Belirtileri bireyler
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arasinda c¢ok cesitlidir. Kronik ishal, karin agrist ve siskinlik, gaz sikayetleri, kusma,
malabsorpsiyon, biyiime geriligi, istahsizlik, demir eksikligi, anemi, spesifik olmayan
artrit, eklem agrilari, depresyon, agiz i¢inde olusan aftlar, ciltte kasmtili dokiintiiler ve
diistik kemik mineral yogunlugu gibi belirtilerin bir kismi kisiden kisiye degisiklik
gOstererek gorulmektedir (Mearin, 2007). Clnki bu sorunlar, sadece ¢olyak hastaligia
0zgii degildir ve diger saglik sorunlarmi da hatirlatmaktadir. Bu sebeple, tanis1 zaman
alabilmektedir. Ote yandan, baz1 durumlarda hicbir belirti bile yoktur. Sonug olarak;
teshis edilen vakalar, genel hastalarin kii¢iik bir kismin1 olugturmaktadir (Sekil 2.5).

10
[ Genel olgular

1 Tam komulmus olgular
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Sekil 2.5. Farkli iilkelerde ¢olyak hastaligi prevalansi. Beyaz ¢ubuklar klinik olarak tani

konulmus olgulari, gri cubuklar genel olgular1 temsil eder (Catassi ve Fasano, 2008a)

Buzdagi modeli, klinik durumun mevcut durumunu gostermek icin ¢ok faydali bir
gosterimdir (Sekil 2.6). Sekilde buzdaginin tepesi, glutensiz bir diyeti takip eden tani
konmus c¢olyak hastast kisilerinden olugmaktadir. Su seviyesinin altinda ise, teshis
edilmemis ¢Olyak hastalar1 vardir. Bunlarda hicbir belirti yoktur ve belirtileri CH ile
baglantili degildir. Sonunda, buzdag: altindaki potansiyel ¢Olyak hastalar1 mevcuttur.
Onlar genetik olarak uygundurlar, fakat hastalik gelismez (Gallagher ve ark., 2004;
Mearin, 2007).

21



Sekil 2.6. CH’nin buzdag1 modeli (Maki ve Collin, 1997)

CH’nim tanisi, anti-gliadin (AGA), antiendomisyal (EMA) ve anti-doku transglutaminaz
(anti-tTG) gibi serum antikorlarmin tespitinden olusmaktadir. AGA, tedavi almayan
¢oOlyakli hastalarin bagirsak sekresyonlarinda ve serumda bulunmaktadir. AGA, IgA ve
IgG antikorlar1 tayini genellikle ELISA ile yapilmaktadir. Colyak hastaliginda AGA

testinin duyarlhiligi ve 6zgiilliigii hasta popiilasyonuna gore degisiklik gostermektedir.

Colyak hastaliginin tanisinda AGA IgG’nin duyarliligi yiiksek olmasina ragmen;
romatoid artrit, sjogren sendromu, sarkoidoz, pemfigus ve atopik egzema gibi cesitli
otoimmun hastaliklarda da pozitif olabilmektedir. Bu nedenle hem IgA ve hem de 1gG
tipi AGA’nin tayin edilmesi, testin duyarliligini ve 6zgiil agirligini artirmaktadir (Bode
ve Gudmand, 1994). Tek basma IgA bakilmasi ise total IgA eksikliginde yanlis negatif
sonug verebilecegi i¢in sakincalidir. Glutensiz diyet sirasinda AGA’nin negatiflesmesi
ve gluten alinmasindan sonra yeniden pozitif olmasi olasi bir mukoza relapsini
gostermektedir (Mayer ve ark.,1989; Kilander ve ark.,1987) EMA, ilk kez 1983’de
tanimlanip diiz kas fibrillerinin etrafindaki kollajen dokuya kars1 gelismektedir
(Chorzelski ve ark., 1983). EMA IgA, ¢olyak hastaliginda en spesifik antikor olup
duyarlilik ve o6zgilliigii hemen hemen %100’diir. Hastaligin tanisinda tarama testi
olarak kullanilmas1 Onerilen antikor testinin EMA olmasma ragmen bu testin

kullanimni sinirlayan iki faktor vardr:

1-Iki yasm altindaki cocuklarda duyarli olmamast,
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2-Selektif IgA eksikligi olan ¢dlyak hastalarinda yanlis negatif sonu¢ verebilmesidir.
(Crabbe ve Heremans, 1967). EMA titresi, mukozadaki hasarm siddeti ile iligkilidir ve
glutensiz diyete basladiktan sonraki 6 ay veya 1 yil i¢inde negatiflesir (Ferreira ve ark.,
1992). Bir serolojik ¢alismada gosterilmistir ki; biitiin antikor testlerinin (AGA IgG ve
IgA, EMA) pozitif veya negatif olmasi ile %99 oraninda ¢6lyak hastaliginin olup
olmadig1 belirlenebilmektedir (Burgin-Wolff ve ark., 1991). Elde edilen sonucu
dogrulamak i¢in ince bagirsak biyopsisi veya oral endoskopi yapilmasi gerekmektedir
(Leon ve ark., 2005).

Colyak hastaliginin; Tip I Diyabet hastaligi, dermatit herpetiformis, otoimmdin tiroidit,
vaskiilit, otoimmiin alopesi ve hepatit vb. otoimmiin hastaliklarla da ayn1 zamanda bir
iliskisi oldugu bilinmektedir (Ledn ve ark., 2005). Colyak hastaliginin diger
hastaliklarla olan iliskileri su sekildedir:

e CH, Tip I Diyabet hastalarinin %5’inde gortlmektedir.

e Addison hastaligi, alopesi areata, otoimmun tiroidit, Sjogren sendromu ve
romatoid artrit ¢olyak ile iliskili otoimmiin hastaliklardandir.

e Down Sendromlu hastalarda genel popllasyona gére CH 25 kat daha sik
gorulmektedir.

e CH eger tedavi edilmezse hastalarin uzun vadede bagirsaklari geri doniisii

olmayacak sekilde zarar gormektedir.

Hastaligin ilerlemesi sonucunda ¢dlyak hastasi olan bireyler maligniteler agisindan da
risk altindadirlar (Oriin, 2005).

CH tedavi edilmezse vitamin ve mineral eksiklikleri, laktoz intoleransi, uzun vadede
demir eksikligi, osteoporoz ve osteopeni (kemik erimesi), infertilite (gebe kalamama),
diistik dogumlar, kas kramplari, santral ve periferik sinir sistemi hastaliklari, safra
kesesi hastaliklari, epileptik nobetler, ataksi, demans, migren, miyopati, Ig A eksikligi,
karaciger enzimlerinde bozukluk, mikroskobik kolit, daha da ilerlerse bagirsak

lenfomasi, bagirsak kanseri gibi hastaliklara sebep olabilmektedir.
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2.3.3. Klinik bulgular

Colyak hastalig1 ¢ok farkli semptomlar ve bulgularla kendisini gostermektedir. Son
zamanlarda; karin sisligi, ishal, istahsizlik gibi semptomlar daha az gorilmektedir
(Ravikumara ve ark., 2006). Bazi hastalarda bulgular belirgin olurken, bazilarinda gok
hafif gorilebilmektedir (Lindfors ve ark., 2011). Bu 6zelligi nedeniyle, ¢dlyak hastaligi
5 klinik tiple degerlendirilmektedir:

1. Tipik (Klasik) CH
2. Atipik CH

3. Sessiz CH

4. Potansiyel CH

5. Latent CH

Tipik (Klasik) Ch

Tipik (Klasik) c¢Olyak, daha cok bebek ve kigik cocuklarda, 6-24. aylarinda ek
besinlere baslaninca gluten alimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Karinda sislik, halsizlik,
istahsizlik, kusma, kronik ishal, biliyiime geriligi, adale zayiflig1 gibi belirtiler
goriilmektedir. Emilim ve sindirim bozuklugu 6n planda olmaktadir. Demir, folik asit
ve D vitamini eksikligi (kemik gelisme bozukluklari) ile kanamaya egilim (pihtilasma

bozukluklar1) sik¢a goriilmektedir.

Ayrica tanida laktoz intoleransi (siite bagh karm agrisi, siskinlik, ishal) ve bazi paraziter
hastaliklarin (giardiasis) mutlaka arastirilmas1 gerekmektedir (Ravikumara ve ark.,

2006; Lindfors ve ark., 2011).

Atipik Ch

Hastaligin bu tiiriine ise genellikle 5-6 yas istii biiylik cocuklarda ve eriskinlerde
rastlanmaktadir. Genellikle bulgular ¢ok hafif goriiliir ve sindirim sistemi dig1 bulgular1
on planda olmaktadir. Hastalar tek bir belirti ya da bulguya sahip olabilmektedir. Boy

kisaligi, pubertede gecikme, dis minesi defektleri ve demir eksikli§inin yaninda
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sindirim sistemine ait tekrarlayan karmn agrisi, bulanti, kusma, karaciger enzimlerinde
yiikselme ile kabizlik gibi tipik olmayan bulgular goriilebilmektedir. Bu hastalara tani
koymak olduk¢a zor olmaktadir. S6z konusu sikayetleri olan kisilerde ¢dlyak

hastaliginin mutlaka diisiiniilmesi gerekmektedir.

Atipik ¢olyak huzursuz bagirsak sendromu ile karisabilmektedir. Agiklanamayan demir,
folik asit ve B12 vitamini eksikligi ile kemik gelisme problemleri, tekrarlayan karin
agrisi, karm sisligi ve serum albiimin diizeyinde diisme gibi durumlarda da ¢olyak
hastaliginin akla getirilmesi 6nem tasimaktadir (Ravikumara ve ark., 2006; Lindfors ve
ark., 2011).

Sessiz Ch

Colyak acisindan herhangi bir sikayeti ve bulgusu bulunmayan bireylerin, yakinlarina
¢olyak hastalig1 teshisi konmasmin sonucunda, yapilan aile taramalarinda veya herhangi
bir bagka nedenle yapilan tetkiklerde tesadiifen tipik ¢olyak hastaliginin rastlanmasidir
(Ravikumara ve ark., 2006).

Potansiyel Ch

Colyak testlerinde pozitif sonu¢ ¢ikan, ancak ince bagirsak biyopsileri normal ya da
minimal degisiklik gosteren bir durumdur. Sonraki yillarda gluten hassasiyeti
cikacagindan diizenli doktor kontrolinde izlenmesi gerekmektedir (Lindfors ve ark.,
2011).

Latent Ch

Enteropatisi olmayan ancak, HLA genine sahip ve hayatlarmin bir doneminde glutene
duyarli enteropatisi gelisen kisilerdir. CH belirtileri bu kisilerde olabilir ya da
olmayabilir. Ayn1 zamanda serolojik testlerde de, antikorlar1 da pozitif ya da negatif
olabilir (Lindfors ve ark., 2011).
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2.3.4. Gluten proteinlerinin toksik fragmanlan (¢olyak hastaligindan sorumlu

peptitler)

CH’na sebep olan epitoplarin, gliadin ve diger prolaminlerde bulunan glutamin (=%38)
ve prolin (=%20) aminoasitlerinden zengin peptitlerin oldugu bildirilmistir (Mika ve
ark., 2015). Gliadinlerin toksisitesi gliadinlerin gastrointestinal enzimler tarafindan
hidrolizi sonras: iiretilen peptitlerden kaynaklanir. Uzunluklar1 farkli olan bu peptitlerin
N- ya da C- terminallerindeki peptit baglari, gastrik, pankreatik ve ince bagirsak
fircams1 kenar membranlarindaki endo ve ekzo peptidazlara karsi direnglidirler
(Cavaletti ve ark., 2014). Gliadinlerin tersiyer yapilar1 toksisiteden sorumlu degildir
(Wieser ve Kieffer, 2001). Gliadini toksik yapan ana nedenler;

¢ Diisiik sindirimi,

e Bagrsak T hiicreleri i¢in epitoplarin varligi,

e Doku transglutaminaz ile deamidasyon sonrast HLA molekiillerinin daha yiiksek

afinitesi,

e T hiicreleri tarafindan taninmayan biyolojik aktif dizilerin varligidir (Auricchio
ve ark., 2004; Kémen, 2010).

a-Gliadinlerin N-terminal alani, ¢olyak hastaliginin ana aktivatoriidiir ve toksik olarak
belirtilen peptid dizileri PSQQ ve QQQP olarak belirlenmistir (Wieser, 1995). Toksik
olarak belirtilen bazi1 fragmanlar, a-gliadinin 31-43 fragmanlaridir (Marsh ve ark.,
1995). Immiin epitop veritabaninda, (Immune Epitope Database- IEDB) c¢olyak
hastalig1 ile ilgili bugdaya ait, 94’1 a-gliadin geninde, 74’i y-gliadin geninde, 12’si o-
gliadin geninde, 8’i diisiik molekiil agirlikli glutenin geninde ve 2’si ylksek molekdl
agrlikli glutenin geninde olmak fiizere toplam 194 adet T hiicre uyarici epitop
belirlenmistir (Comino ve ark., 2013). Glutende bulunan en 6nemli CH-immiinojenik
sekansin a-gliadindeki 33-mer peptidi oldugu bildirilmistir. Buna kargm 890’1 asan o-
gliadin aminoasit sekansinin sadece 19°u 33-mer peptidi icermektedir. Bu nedenle,
hangi tahil tiiriiniin, hangi konsantrasyonlarda 33-mer fragmanlarini igerdigi dnemlidir.
Schalk ve arkadaglari, tahillardan elde edilen unlarm 91-603 pg/g araliginda 33-mer
peptidi icerdigini, ancak a2-gliadinleri kodlayan D-genomunun bulunmamasi nedeniyle

tetraploid ve diploid bugday tiirlerinde (makarnalik bugday, emmer ve siyez bugday1)
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33-mer peptidine rastlanmadigini bildirmislerdir (Schalk ve ark., 2017). Shan ve
arkadaslari, a2-gliadinde bulunan 33-mer peptitlerinin intestinal peptidazlara karsi
direngli oldugunu gostermislerdir. Ortiisen ii¢ farkli T hiicre epitopu iceren ve giiglii bir
immiin yanit baglatan 33-mer peptidi en glc¢li immiin dominant gluten peptidi olarak
kabul edilmektedir (Shan ve ark., 2002).

2.3.5. Glutensiz diyet ve Grln pazar

Glutenin diyetten kesin olarak ¢ekilmesi ¢olyak hastalar1 igin ¢ok 6nemlidir. Ciinkii tek
tedavisi glutensiz diyettir. En basta bugday olmak Uzere, arpa, cavdar ve yulaf igeren
urunleri ¢olyak hastalarinin tiketmemesi gerekmektedir (Holm ve ark., 2006).
Hazirladiklar1 yiyeceklerde ana tahil grubunu, piring ve musir olusturmaktadir. Soya,
patates gluten icermediginden, ¢olyak hastalar1 tarafindan hem kendileri hem de unlar1
tiketilebilmektedir. Colyak hastalarinda, diger besin Ogeleri ve vitamin eksikligi
saptandiginda, bunlar disardan destekleyici tedavi olarak diyetlerine eklenmelidir.
Colyak hastasi bireyleri, bagirsak epitelinin hasarina bagh olarak gelisen ve sekonder
disakkaridaz enzimi eksikliginden dolayi, bagirsak mukozasi diizelene kadar ilk
haftalarda sut, st drunleri, meyve ve meyve sularindan da kagmmalar1 gerekir (Green
ve Cellier, 2005).

Sik1 bir glutensiz diyetin takibi sonrasi, mukozal iyilesmeye ve saglikli ince
bagirsaklara kavusulmaktadir. Codex Alimentarius’ta (Codex Alimentarius Komisyonu,
2008), glutensiz diyet drunleri olarak tanmimlanan yiyeceklere ait 6zellikler asagida

verilmistir:

a) “Glutensiz gidalarda gluten miktar1 kuru madde iizerinden 20 mg/kg’1 gecemez.”

b) “Gluteni azaltilmis gidalarda gluten miktar1 kuru madde tizerinden 100 mg/kg’1

gecemez.”

c) “Dogast geregi gluten icermeyen bilesenler ile gluteni azaltilmis bilesenlerin
karisimmdan olusan gidalarda gluten miktar1 kuru madde iizerinden toplam 100 mg/

kg’1 gecemez.”
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d) “Bu teblig kapsaminda yer alan iiriinlerin belirlenen limitleri agmamasi amaciyla,

iiretim hattinda kontaminasyonun énlenmesi igin gerekli tedbirler alinmalidir.”

Uygulamada, tolere edilen gluten miktar1 kisiden kisiye degismektedir. Literatirde,
bugiine kadar kesin olarak ifade edilememis ve ¢esitli literatiir ¢alismalarinda farkl
smirlar belirtilmistir. Genellikle, giinde 10 mg’dan daha az gluten alimi muhtemelen
zararsiz olarak kabul edilir ve kodeks standardina gore ¢ok distiktiir (Akobeng ve
Thomas, 2008). Ozellikle diisiik gluten iceren gidalar agisindan, uygulamada (20-100
ppm) esigi dikkate alinmaktadir. Ote yandan, gida iiriinlerinde gluten konsantrasyonu
yerine gluten alimi esigini toplam olarak belirtmek daha uygundur (Akobeng ve
Thomas, 2008; Mearin, 2007).

Glutensiz diyette yer alan serbest ve sakincali besinlerin neler oldugunun ¢dlyak
hastalar1 ve yakinlar1 tarafindan iyi bilinmesi gerekmektedir. Cdlyak hastalarinin,

tiiketebilecegi ve tilkketemeyecegi gidalar Cizelge 2.3 de belirtilmektedir:
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Cizelge 2.3. Colyak hastalar1 igin, serbest ve yasak olan yiyecekler (Anonim, 2020)

SERBEST

YIYECEK GRUPLARI YiYECEKLER

Piring, piring unu ve nisasta ile
yapilmis  yiyecekler, patates,

TAHILLAR musir ve soya fasulyesi unu ile
yapilmis  ekmek,  tarhana,
karabugday

Sebze corba, piring corba,
piringle yapilmis yayla gorba,

CORBALAR mercimek ve mercimek unu
corba, et ve tavuk sular1 ile
yapilmis ¢orbalar

Bugday, cavdar unu katilmamis
her tirli tath, seker, bal,
pekmez, lokum, komposto,
hosaf, siitlii tatlilar

TATLILAR

ET, BALIK, KUMES

HAYVANLARI, Her tlrll et yemekleri, etli kuru
SAKATATLAR Ve baklagiller yemekleri
YUMURTA

KURU BAKLAGILLER Hepsi
SEBZE-MEYVE Hepsi

SUT ve TUREVLERI Siit, yogurt, peynir, piring ve

piring unu ile yapilan tatlilar

Cay, thlamur, siit, ayran, meyve
ICECEKLER sulari, limonata, gazoz, kolal
icecekler, sahlep

29

YASAKLANAN
YiYECEKLER

Bugday, yulaf ve cavdar unu ile
yapilmis  her tirli  yiyecek=
Bulgur, makarna, sehriye, eriste,
kuskus, biskuvi, simit, dondurma
kiilahi, ekmek, tarhana, yarma,
irmik, kraker, borek, pasta, ¢orek,
galeta unu,

Sehriye ¢orba, un gorbasi, tarhana
corba, diiglin ¢orba, unlu domates
gorba, eriste corbasi, her tlrll
hazir ¢orba

Unlu tathilar (baklava, tulumba,
revani, lokma, vs.), kek ve
pastalar, corek, gofret, kurabiye,
cikolata, puding

Ekmek konmus kofte, bulgurlu
kiymali yemekler, unla kizartilmig
balik, sosis

Hicbiri

Hicbiri

Bugday unu konmus siitlii tatlilar,
bulgur konmus yogurtlu ve siitlii
corbalar

Boza,

Not: Limon suyu, greyfurt,
mandalina ve portakal sulart ilk
hafta verilmez.


https://www.wikizero.com/w/index.php?title=Bebek_g%C4%B1das%C4%B1&action=edit&redlink=1
https://www.wikizero.com/w/index.php?title=Et_yumu%C5%9Fatmas%C4%B1&action=edit&redlink=1

Bu noktada, hastalar cesitli zorluklarla karsilagirlar. Bir¢ok gida iiriiniiniin 6rnegin,
ekmeklerin ve hamur iglerinin igeriginde yaygin olarak gluten bulunmakta ve
tuketilmektedir. Piyasadaki mevcut glutensiz iriinler smirli sayidadir. Mevcut olan
tiriinlerde ¢ok pahalidir ve bunlar genellikle nisasta bazhidir ve diger glutenli Grlnlerle
karsilastirildiginda kalorisi yuksek, kaliteside diisiiktiir. Dogal olarak glutensiz gidalarin
kontaminasyonu, glutensiz bugday nisastasi iginde kalan gluten ve gidalarm yanlis
etiketlenmesi gibi problemlerle de karsilagilmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 glutensiz
bir diyeti takip etmek oldukc¢a zordur. Alerjen uyarilar1 paketlerin iizerine mutlaka
yazilmalidir. Sosyal baski da bir bagska 6nemli faktordiir, bu da hastalar1 0zellikle de
gencleri gluten iceren gidalar tiiketmeye zorlamaktadir (Mearin, 2007; Leffler ve ark.,
2008; Catassi ve Fasano, 2008b; Lerner, 2010).

Tim dunyada glutensiz Grunler blytyen bir pazar olusturmaktadir. Birkag sirket ekmek,
makarna, kurabiye, biskiivi vb. gibi glutensiz trinler tretmektedir. Ulkemiz pazarmndaki
uriinler agirlikli olarak ithal tirinlerden olusmaktadir. Glutensiz ekmek ve un karisimlari
(METVAK A.S., Sinangil Gida San. Tic.ve Paz. A.S., Istanbul ve Ankara Halk Ekmek
A.S.), glutensiz biskiivi (Pronot, Eti Gida San. ve Tic. A.S.) ve glutensiz miisli (Doga
Bitkisel Uriinler San. ve Tic. A.S.) iilkemizde iiretilen tek iiriinlerdir. Ithal edilen
iirtinler neredeyse 10 kat daha fazla yiiksek maliyetlere sahip ve bu da onlar1 daha az
ekonomik hale getirmektedir. Uriinlerin yiksek maliyeti nedeniyle, hastalar glutensiz

diyet Urtinlerine uymakta zorluk cekmektedirler (Kémen, 2010).

2.3.6. Yeni terapiler

Glutensiz diyetin bir¢ok olumsuz sonucu oldugu i¢in, ¢dlyak hastaliginin tedavisinde
alternatif teknikler incelenmistir. Oral enzim takviyeleri ve laktik asit bakterileri ile
gliadinlerin enzimatik hidrolizi dnemli yaklasimlardan biridir. Bir oral takviye olarak,
A. niger ad1 verilen kiifden elde edilen Prolil EndoPeptidaz (PEP) tanimlanmistir. AN-
PEP, mide pH’inda aktiftir, diisiik pH ve pepsin tarafindan sindirime karsi direnglidir
(Stepniak ve ark. 2006). Prolil OligoPeptidaz’in (POP) mide asidinde etkisini biylk
Olglide yitirmesinden dolayi, (PEP)’1n gluteni sindirmesi POP’dan 60 kat daha fazladir
(Meresse ve ark., 2009). Diisiik pH’da aktivite g0Osterebilecek maya kaynakli prolil

endopeptidazin (PEP) duodenumda T hiicre aktivasyonunu 6nledigi bildirilmisse de, bu
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etki ancak yuksek dozlarda kullanildiginda gegerli olmaktadir. Diisiik dozlarda ise
enzim aktivitesi, immuno stimulan peptidlerin epitelden gecisini engelleyememektedir.
Fakat, yine de PEP glutensiz diyete yardimci ve umut verici bir tedavi olarak
arastirilmasi gerekmektedir (Pyle ve ark., 2005).

Laktik asit bakterileri (LAB) , gluteni enzimatik olarak parcalama da diger bir
segenektir. Eksi hamur gluten ve LAB.’ nin her ikisini de icermekle dikkat cekmektedir.
LAB ile maya proteazlarmin kombinasyonu uygulanarak gluten miktar1 10 mg/kg’in

altina diisiirtilmiistiir (Yagmur, 2013).

HLA-DQ2 / DQ8’in bloke edilmesi, goz oniinde bulundurulmasi gereken baska bir
husustur (Mearin, 2007). Alternatif olarak, segici (doku transglutaminaz) tTG’in
inhibisyonu kullanilabilir ancak bu prosediiriin diger 6nemli biyolojik mekanizmalara

etkileri bilinmemektedir (Leon ve ark., 2005).

Tahil zararlis1 siineden elde edilen sistein ve serin endopeptidaz grubu enzimlerin
gluteni etkin bir sekilde pargaladigi tespit edilmistir. Corek otu bitkisinden elde edilen
enzimle de gliadin fraksiyonlarmin tiimiiniin pargalanmasi 24 saat inkiibasyon

sonucunda gergeklestigi goriilmiistiir.

Gliadinlerdeki biyolojik aktif peptid dizilerini elimine etmek icin, glutenin genetik
modifikasyonu ile ilgilide bir¢ok ¢alisma vardir (Ledn ve ark., 2005). Bolgeye yonelik
bugdayin mutajenezi pisirme kalitesinin etkilenmedigi bir avantaja sahiptir. Ancak, sik
sik tekrarlanan aminoasit dizileri nedeniyle pratikte zordur. Diger yandan, antijenik
peptitlerin gelismesini miimkiin kilan spesifik epitoplar tanimlanabilmektedir (Catassi

ve Fasano, 2008b).

2.4. Gluten

Glutensiz Gidalar Tebligi’ne gore, gluten terimi, genel olarak “bugday, arpa, cavdar,
yulaf, tritikale veya bunlarin melezlerinde veya tiirevlerinde bulunan, suda ve 0.5 M

NaCl’de ¢oziinmeyen, bazi insanlarin intolerans gosterdigi proteinlerdir” (Glutensiz

Gidalar Tebligi, R.G. Sayist: 25242, R.G. Tarihi: 27.09.2003). Ayni tahillarin depo
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proteinlerinden olup, prolamin proteinleri olarak adlandirilan bu proteinler, bugday
gluteninin %50’sini (gliadinler) olusturan ve %40-70’lik etil alkolde c¢6zllebilen
proteinlerdir (Rosell ve ark., 2014). Toplam bugday proteininin yaklasik %80-85’ini
olusturan bugday depo proteinidir (Van der Borght ve ark., 2005). Gluten proteini olgun
bugday tanesinin, unun elde edildigi kismi olan endosperminde bulunur ve nisasta
granillerinin etrafinda bir ag yapi1 olusturur. Genellikle su ve seyreltik tuz ¢ozeltisinde
¢coziinmez (Goesaert ve ark., 2005).

Yas gluten (6z), bugday veya bugday unundaki, suda ¢6ziinen proteinlerin (albiimin),
seyreltik tuz c¢ozeltilerinde ¢6zinen proteinlerin (globulin) ve nisastanin %2’lik
tamponlanmig tuz g¢ozeltisiyle yikanarak uzaklastirilmasi ile elde edilmektedir. Yas
gluten, kuru maddede %75-86 oraninda protein ve %65 oraninda su igermektedir.

Geriye kalan kisimda ise, karbonhidrat ve lipid bulunmaktadir (isleroglu ve ark., 2009).

Tahillardaki depo proteinleri, etanolde ¢oziinebilen prolaminler ve polimerik gluteninler
olmak ftizere iki grup altinda toplanmaktadir (Ciclitira ve ark., 2005). Gluten kompleksi,

gliadin ve glutenin proteinlerinin bir karisimidir (isleroglu ve ark., 2009).

Gliadinler alkolde, gluteninler ise seyreltik asit icerisinde ¢ézlnurler. Sadece molekul
ici disiilfit baglar1 igeren gliadin, tek zincirli monomerik bir proteindir (Ginzle ve ark.,
2008). Gliadinler, elektroforetik olarak molekiiler agirliklarina gore a (alfa), B (beta), y
(gama) ve ® (omega) gliadinler olmak tizere dort ayr1 gruba ayrilirlar (Shewry, 2009).
Bunlarm hepsi ¢olyak hastalarinda toksik etki gosterir (Erdil ve Ates, 2005). Gliadinin
zararll etkisinin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Ulusoy ve ark., 2002).
Molekiil agirligt 30 000 ve 80 000 arasinda olan gliadinler, sulu halde son derece
yapiskandir. Hamurun oOnemli reolojik 06zelliklerinden olan viskoz akis1i ve

uzayabilirligi, gliadinler saglar (Van der Borght ve ark., 2005; Ozugur, 2011).

Gluteninler ise diisiik molekiil agirlikli (LMW) (30 000 ve 60 000 arasinda) ve yiiksek
molekiil agirlikli (HMW) (65 000 ve 90 000 arasinda) altbirimlere ayrilir. Gluteninler
¢ok zincirli, yuksek polimerik proteinlerdir ve molekiil agirhg: yaklasik 80 000 ve
birka¢ milyon arasinda degismektedir. Bu nedenle hamurun uzamaya kars1 direncinden

yani elastikiyetinden sorumludur (Van der Borght ve ark., 2005; Géanzle ve ark., 2008).
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Gluten proteinleri yiksek oranda prolin icermeleri (toplam proteinin %14°{) (Saldamli
ve Temiz, 2007) nedeniyle, gastrointestinal sistemde proteolitik yikima karsi olduk¢a
dayaniklidir. Ayrica, transglutaminaz (TG) enzimi igin de yiiksek glutamin icerigi ile
gluten, iyi bir substrattir (Catassi ve Fasano, 2008; Ozugur, 2011). Gluten, hamurun
viskoelastik ozelliklerinden sorumludur (isleroglu ve ark., 2009). Karakteristik
ozellikleri; yiiksek kaliteli hamur hazirlanmasi i¢in onu 6nemli bir bilesen yapmaktadir.
Bu nedenle; firmcilik endiistrisinde onemlidir. Mayali firin triinlerinde, sekerlerin
fermentasyonu sonucu olusan CO; gazini tutarak, hamurun kabarmasini saglamaktadir.
Firinlama sirasinda gluten proteinlerinin denatiire olmasiyla hamur stabilize olmakta ve
urlinuin i¢ yapis1 ve hacmi gelismektedir (O’Neill, 2010). Glutenin hamur reolojisindeki
bu islevsel Ozelligi biiyiik molekiilli gliadinleri ve gluteninleri i¢ermesinden
kaynaklanmaktadir (Saldamli ve Temiz, 2007). Glutamin ve prolin aminoasitleri ile
zengin olan gluten proteinlerinin beslenmeyle alinmasiyla da, ince bagirsakta sindirime
direng gostermesi ile baslayan ve otoimmiin bir bagirsak rahatsizligi olan ¢o6lyak
hastaligi ortaya ¢ikmaktadir (O’Neill, 2010).

2.5. Pep Enzimi

Prolil endopeptidaz (PEP), prolil oligopeptidaz (POP) olarak da bilinen prolinden
sonrasint kesen insanlarda PREP geni tarafindan kodlanan bir enzimdir (Vanhoof ve
ark., 1994). PREP proteinin ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 2.7 *de verilmistir. 11k énce tavsan
beyninin sitozoliinde bir oligopeptidaz olarak tanimlanmis ve Pro-Phe bagindaki non-
peptid bagini par¢alamaktadir. PEP enzimi, alfa-melanosit uyarici hormon, anjiyotensin,
norotensin, oksitosin, P maddesi ve vazopresin gibi peptid hormonlarinin ve
ndropeptitlerin olgunlagsmasi ve parcalanmasinda rol oynamaktadwr. Aktivitesi, 10
kDa’dan daha az oligopeptitler tizerinde etkilidir ve prolinden 6nceki peptid bagi trans-

konfigirasyonu icin mutlak bir gereksinime sahiptir (Oliveira ve ark., 1976).
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Sekil 2.7. PREP proteininin ii¢ boyutlu yapisi (Homo sapiens (insan), NCBI )

Prolil endopeptidaz (PEP), proline 6zgi endoproteaz olup, EC 3.4.21.26 olarak da
bilinir ve serin proteaz ailesine aittir, peptitlerin i¢ prolin kalintilarin1 parcalama
yetenegine sahiptir (Walter ve ark., 1980). PEP yapisal ve fonksiyonel olarak, S9
peptidaz ailesinin alt Uyeleri olan; dipeptidil peptidaz 1V (EC 3.4.14.5), oligo peptidaz B
(EC 3.4.21.83) ve acyl-aminoasil peptidaz (EC 3.4.19.1) ile yakindan iliskilidir. Bu
nedenle, bu enzim sinifi gluteni pargalamak veya ¢olyak hastalarmi tedavi etmek gibi
potansiyel farmasotik ve diger terapotik kullanim igin (Stepniak ve ark., 2006; Mitea ve
ark., 2008) kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Bazi ¢alismalarda, bugday ve arpa
gluteninin bozulmasi incelenmistir ve Flavobacterium meningosepticum (Yoshimoto ve
ark., 1980) ve Xanthomonas spp. (Szwajcer ve ark., 1992), Aeromonas hydrophilia
(Kanatani ve ark.,1993), Sphingomonas capsulata (Kabashima ve ark., 1998),
Halobacterium halobium S9 (Capiralla ve ark., 2002), Lactobacillus helveticus (Sridhar
ve ark., 2005), Myxococcus xanthus (Gass ve ark., 2005), A. niger (Edens ve ark.,
2005; Lopez ve Edens , 2005 ; Xianchang ve ark., 2009) ve Aspergillus oryzae (Riggle
ve Fisher , 2009) ’dan prolil endopeptidaz ekstrakte edilmistir. Ancak, bunlarin toksik

gluten peptitlerini parcalama yetenegi sadece in vitro kosullar altinda bakilmistir.

Janssen ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢ok yeni bir ¢aligmada, farkl tipte gluten
iceren bir dizi diyet takviyeleri, gluteni parcalayan enzimler ile bugdaym immiinojenik
gliadin peptitlerini parcalama yetenekleri agisindan test edilmislerdir. Bu enzim

preparatlarinin hicbiri, Hollanda’da saglik, beslenme ve materyal alanlarinda aktif ok
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uluslu bir girket olan DSM tarafindan iretilen, A. niger Prolil Endopeptidaz (AN-PEP)
harig, digerlerinin alerjenik peptitleri par¢alayamadiklar: goriilmiistiir (Janssen ve ark.,
2015).

Prolil endopeptidaz, yaklasik 30 aminoasit uzunlugundaki peptidler icindeki prolil
aminoasitlerinin  C-terminal tarafindaki peptid baglarini kesen bir sitozolik prolil
endopeptidazdir. Sadece kisa protein kalintilari, bir gecit filtresi mekanizmasi gorevi
goren, farkli B tabakali bolgesi nedeniyle prolil endopeptidazin aktif bdlgesine
girebilmektedir (Fulop ve ark., 1998; Filop ve ark., 2000).

Degismis PREP aktivitesi, otizm spektrum bozukluklari, cesitli sizofreni ve klinik
depresyon gibi psikolojik hastaliklar ile de iliskilidir (Momeni ve ark., 2005). Bununla
birlikte, prolil endopeptidazin depresyon patofizyolojisinde oynadigi rol ile ilgili
celiskili bilgiler vardir; daha onceki calismalarda depresyon hastalarinda enzimin azalan
aktivitesi belgelenirken, ancak daha yeni c¢alismalar ayni enzimin inhibisyonunun,
depresif belirtilerinin hafiflemis oldugunu gostermektedir (Maes ve ark., 1995;
Khlebnikova ve ark., 2012).

Baz1 prolil endopeptidaz tiirleri, gluten igeren bugday iiriinlerinin, ¢élyak hastaligini
siddetlendirme egilimini azaltmak i¢in ¢alismalarda kullanilmistir (Stepniak ve ark.,
2006). Birkac prolil endopeptidaz inhibitérlerininde, nootropik ve antidepresan
ilaglar1 olarak onerildigi bilinmektedir (Morain ve ark., 2007; Jarho ve ark., 2007; Kanai
ve ark., 2008 ve Khlebnikova ve ark., 2009).

Colyak hastaliginin tedavisinde enzim terapotiklerinin roliinii gdsteren sema Sekil 2.8
’de verilmistir: Gluten a-gliadin de dahil birgok glikoproteinden olusur. Enflamasyon ve
hastaliga sebep olan o -gliadinin kismi hidrolizi sonucunda olusan bir PQ dipeptit
proteaza direncli peptittir. Midede fonksiyonel olan ve imminojenik peptitleri spesifik
olarak parcalayabilen bir enzim, potansiyel olarak bu hastalik i¢in bir terapétik olarak

etki gostermektedir.
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Example

a-gliadin . .
MVRVPVPQLQPQNPSQQOPQ |m.munog?nlc
EQVPLVQQQQFPGQQQPFPP oligopeptides
QOPYPQPQPFPSQQFYLQLQ
PFPQPQLPYPQPQLPYPQPQ LQLQPFPQPQ
LPYPQPQPFRPQQPYPQSQP partial LPYPQPQLPY
Gl ey degradation  PORQLPYRQP Inflammation
LIPCRDVVLQQHSIAYGSSQ > QPF }( and Disease
VLQOSTYGLVQQLCCQOLWQ
IPEQSRCOAIHNVVHAIILH T FLQPQQPFPP T
000000000000PLSQVSFQ . QQPQOPYPQQ
QpooOYPSGoGsFoesone  astricand PQOPFP PQ-specific
QAQGSVQPQOLPQFEEIRNL intestinal proteases endoprotease
ALETLPAMCNVYIPPYCTIA
PVGIFGTNYR

Sekil 2.8. Pep enziminin ¢alisma mekanizmasi (Gordon ve ark., 2012)

2.5.1. Pep enzim uygulamalari

Gilinlimiizde, ¢6lyak immiinoreaktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla gluteni
azaltmaya ya da modifiye etmeye yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bitkilerden, 6zellikle
gluten iceren tahillar (Triticum sp., Secale cereale, Hordeum vulgare) ve papayadan
(Carica papaya); funguslardan A. oryzae (AO) ve A. niger (AN); bakterilerden
Sphingomonas capsulata (SC), Myxococcus xanthus (MX), Flavobacterium
meningosepticum (FM), Rothia mucilaginosa (RM), Pseudomonas aeruginosa (PA),
Bacillus spp., Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. ve daha az miktarda da tahil
zararhist Rhizopertha dominica gibi bdceklerden gluteni parcalayabilen enzimler elde
edilmistir. Ayrica, Kumamax ve Kuma030 olarak bilinen enzimler, Rosetta Molekuler
Modelleme tarafindan Alicyclobacillus sendaiensis’ten As-kumamolisin endopeptidazi
tasarlanmustir (Sekil 2.9) (Scherf ve ark., 2018).

36



Gluten Modifikasyonu

Gluten Depradasyono

Bitki Fungal Bakseriyel Biicek Tasarlanmiy
Peptidazlan Peptidazlar Peptidazlar Peptidazlars Peptidazlar
-

'ﬂ"" Spesifik Azpergillus Rhyzopertha KumaMax
Jestrak] Peptidazlar onizas dominica Kumal30
Triticum EP-B? ,
ER R |m e
Secals Fapaya (AN-PEP) Sphingomonas Elegi hamur,
Karikain ;
ceveals, capsulata, Lactobacillus spp.
Hordeum Mixacoccus Streprococcus
vurgars Frarithus, thermaphilus,
Diger Flavobacterium | | Bifidobacterium
Raothia Lb plantarum,
mucilaginosa, Padiacoceus
Preudamonas PERIGSOCEUS,
aSTUSINGSA, Lb. helvsticus
Bacillus spp.

Sekil.2.9. Gluten degradasyonu veya gluten modifikasyonu icin enzim kaynaklari
(Scherf ve ark., 2018; Sahin, 2019)

Genel olarak peptidazlar (EC 3.4), hidrolazlar (EC 3) sinifina aittir ve peptit baglarini
hidrolize ederler. Ekzopeptidazlar sadece polipeptit zincirlerinin sonunda, oysa
endopeptidazlar polipeptit zincirleri arasinda hareket eder ve bu da onlar1 gluten
parcalanmasinda daha etkili hale getirir. Endopeptidazlar, katalitik mekanizmasina gore,
serin endopeptidazlar (EC 3.4.21), sistein endopeptidazlar (EC 3.4.22), aspartik
endopeptidazlar (EC 3.4.23), metalloendopeptidazlar (EC 3.4.24) ve treonin
endopeptidazlar (EC 3.4.25) olarak bilinen alt boliimlere ayrilmaktadir (Uluslararasi
Biyokimya ve Molekiiler Birligi Biyoloji, 2016). Gluteni pargalayan peptidazlar; ya
karigimlar (6rnegin; arpa malt ekstrakti)) (Knorr ve ark., 2016), ya saflastiriimis
ekstraktlar (6rnegin; AN-PEP) (Stepniak ve ark., 2006) ya da EP-B2 gibi rekombinant
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ekspresyon ile elde edilmislerdir (Gass ve ark., 2006). Alternatif olarak, Lactobacillus
spp. igeren eksi hamur fermantasyonu kullanilmistir (Di Cagno ve ark., 2002).

Fungal peptidazdan, 6zellikle AN-PEP’in, pH 2-8 araliginda ¢alistigi, optimum pH’s1 4-
5 olup, mide asiditisine dayanabilmekte ve pH 8.0 degerinde de aktivitesinin %20’sini
koruyabilmektedir (Loponen, 2006). Montserrat ve arkadaslar1 yaptiklari tibbi bir
caligmada, oral AN-PEP enzim ilavesinin glutensiz diyetin yerini alamayacagini, ancak
yanliglikla gluten tiiketimi oldugunda sindirimi destekleyecegini belirtmislerdir
(Montserrat ve ark., 2015). Yapilan diger tibbi ¢alismalarda, Flavobacterium
meningosepticum ve capsulata’den elde edilen PEP ile arpadan elde edilen EP-B2’de
de, glutenin bozunmasina yonelik olumlu sonuglar elde edilmistir (Matysiak ve ark.,
2005; Gass ve ark., 2007). Fakat bu ¢alismalar diisiik mide pH’sinda smirlt kalmistir.
Ayrica, glutenin onikiparmak bagirsagina ulasmadan tamamen pargalanmasi igin

enzimin ylksek konsantrasyonlar1 gerekmektedir (Schuppan ve Junker., 2007).

Teknolojik yapilan ¢alismalarda ise, bugday, arpa, cavdardan elde edilen iiriinlerde,
AN-PEP kullanimi ile gluten miktar1 20 ppm’in altina distirilmistir (Guerdrum ve
Bamforth., 2012; Walter ve ark., 2014; Walter ve ark., 2015; Knorr ve ark., 2016).

Walter ve arkadaslar1 (2014), ¢imlenmis ve ¢imlenmemis bugday kepegini ve ekmek
icecegini (bread drink) AN-PEP ¢6zeltisi ile muamele etmislerdir (Walter ve ark.,2014).
5 g bugday kepegine, 50 uL. AN-PEP (400 mg/mL) cozeltisi ve 20 mL saf su ilave
ederek, 24 ve 48saat inkiibe etmislerdir. Cimlenmemis bugday kepegindeki gluten
derigimi 107 285 ppm’den 24 ve 48 saat inkiibasyon sonunda sirasiyla 127 ppm ve 5
ppm’e diismiistiir. Baslangic gluten derisimi 5335 ppm olan c¢imlenmis bugday
kepeginde 24 ve 48 saat inklbasyon sonunda 6lgllen gluten derisimi sirasiyla 16 ppm
ve Olcim limitinin altinda tespit etmislerdir. 5 mL ekmek i¢ecegine (0.1-10 mg/mL
derigimler), hazirlanan AN-PEP cozeltisinden 50 pL ilave ederek 0-30 dakika inkube
etmiglerdir. Baglangi¢ gluten derigsimi 82.5 ppm olan ekmek i¢eceginin gluten derigimini
10 dakika inkibasyon sonunda 20 ppm’in altinda bulmuslardir. Ayni arastirmacilar
baska bir c¢alismada ¢avdar ununu 500 mg/mL derisimde hazirlanan AN-PEP
cOzeltisiyle muamele etmislerdir. Baglangicta 56 173 ppm olan gluten derigimi 48 saat
inkiibasyon sonunda 20 ppm’in altina dismiistiir (Walter ve ark., 2015; Sahin, 2019).
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2.6. Rekombinant DNA Teknolojisi

2.6.1. Rekombinant DNA teknolojisinin temelleri

Rekombinant DNA Uretiminde, (gen klonlanmasinda) 6nemli olan asamalar asagidaki
sekil 2.10° daki gibidir.

e Hedef DNA’nin (veya RNA) saf olarak elde edilmesi,

e Hedef genin PCR ile ¢ogaltilmasi,

e Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi,

e Vektdr DNA’s1 ile gen DNA’sinin birlestirilmesi (Ligasyon),

¢ Olusan rekombinant vektdriin hedef hiicreye transformasyonun yapilmasi,
e Seleksiyon,

e Olusturulan rekombinant vektoriin kontrol edilmesi (Arda, 2000).

~ Yabanci DNA

:e";i‘sbf'zz:k _{orassa e * lgilenilen bélge
ggni EcoRl1 S
EcoRI

lEcoR_I

m Yapiskan uglar ——
-

DNA ligaz

rDNA
DNA MSQV
I - = = = I

Bakteri Bakteriyel Antibivotikli. bakteri petrisi
o 4 % petrisi
hicresi |( « ) kromozom I
—
klonlama f / = <= |

EcoRI

A

Y

fgd:ce rDNA igeren bakteriler
e b

== DNA
klon saflaghimas

oo

Sekil 2.10. Plazmid kullanarak gen klonlanmasi ve rekombinant DNA eldesi (Anonim,
2019)

2.6.2. Hedef DNA’min (veya RNA) elde edilmesi

Klonlamanin ilk asamasi, istenilen gen Urliniini kodlayan geni igeren prokaryotik (veya
Okaryotik) hicre genomunun (DNA veya RNA) saf ve yiksek miktarda elde edilmesi

veya genin sentezlettirilerek almmasidir DNA kendine 6zgu kimyasal ve fiziksel

39



ozelliklere sahip olmasi nedeniyle diger hiicre bilesenlerinden kolay ve saf bir sekilde
ayrilabilir. Ayrica, gen bankalar1 araciligiyla optimize edilmis yapay gen sentezi de
yaptirilabilir (Arda, 2000).

2.6.3. Hedef genin PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile gcogaltilmasi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile DNA’nin hedeflenen bdlgesinin milyonlarca kopyasi
olusturulabilmektedir. PCR ile DNA’nin ¢ogaltilabilmesi i¢in reaksiyon karisiminda
cogaltilacak olan kalip DNA; bu DNA’da ¢ogaltilmas1 planlanan bolgenin iki ucundaki
DNA dizisini 6zgiil olarak taniyip, ona baglanacak olan primerleri; primerlere baglanip
bunlara 3’ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan DNA polimeraz enzimi;
sentezde kullanilacak deoksiniikleotit trifosfatlar; polimerazin calismasi icin gerekli
tampon gorevi yapacak malzemeler, tuzlar ve enzimin g¢aligmasi i¢in Onemli bir
kofaktor olan Mg*? iyonlar1 gerekir (Arda, 2010 ).

2.6.4. Restriksiyon endontkleaz enzimleri ile kesim

Restriksiyon enzimleri, bir bakterinin kendine 6zgii DNA’y1 kesmezken yabanci bir
DNA’y1 tamidig1 ve onu belirli bolgelerden kestiginin anlasilmasi ile kesfedilmistir.
Bakterinin kendi DNA’s1 baz1 6zgiin bazlara (A ve C) metil grubu baglanarak modifiye
edildiginden restriksiyon enzimleri tarafindan hidrolizlenememektedir. Restriksiyon
enzimleri DNA igerisindeki belirli bir diziyi tanir ve bu bolge modifiye olmamis ise
buradaki fosfodiester bagini hidrolizlerler (Sultuybek ve ark., 1995). DNA’y1 kesebilen
bu enzimlerin isimlendirilmesi izole edildikleri bakteriler temel alinarak yapilir (Cizelge

2.4).

Kesim sonucunda DNA uclarinda birbirine komplementer niikleotitler ortaya ¢ikar. Bu
uclara genellikle komplementer ya da yapigkan ug denir. Bazi enzimler ise DNA’nin her
iki iplik¢igini ayni noktada kestigi icin herhangi bir yapiskan ug ortaya ¢ikmamaktadir.
Bu tip uclara kit (blind) uc denir (Sultuybek ve ark., 1995).

Restriksiyon enzimleri ile kesilme sonucu DNA’nm 5" ucunda fosfat grubu, 3" ucunda
bir hidroksil grubu ortaya ¢ikar. Hazirlanan genomik DNA segmentleri ile vektor

DNA’s1 birlesecek duruma getirilir.
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Vektorlerde bulunan, spesifik antibiyotik direnclilik markerler1 (amp', kan', tet', lac,
vs.) sayesinde, istenilen geni tastyan kolonileri tespit etmeyi saglar. Dogal plazmidler

yerine, suni plazmidlerden klonlamada daha ¢ok yararlanilir.

Cizelge 2.4. Bazi restriksiyon enzimleri (Bardakci ve ark., 2009)

Enzim Organizma Tamima Bolgesi
EcoRlI Escherichia coli G|AATTC
BamHI Bacllus amyloliquefaciens G|GATCC
Balll Bacillus globigii A|GATCT
Hindll1I Heamophilius influenza A|AGCTT
Pstl Providencia stuartii CTGCA|G
Sall Streptomyces albus G|TCGAC
Smal Serratia marcescens CCC|GGG
Hpal Heamophilius parainfluenza GTT]|AAC
Taql Thermus aquaticus T|CGA
Hinfl Heamophilius influenza G|ATC

2.6.5. Gen DNA’sinin vektor DNA’s1 ile birlestirilmesi (ligasyon)

Saf olarak hazirlanan genomik DNA segmentleri ile vektor DNA (eger plazmid ise)
16°C’de birlikte 3-5 dakika inkiibasyona birakilir. Boylece, karsilikli yapiskan uglarin
birlesmesi, DNA ligaz enzimi ilavesi ile saglanir. DNA ligaz enzimi bu islevini,
DNA’nin bir ucundaki 5°-P (fosfat) ile diger DNA’nin 3’-OH ucu arasinda fosfodiester
baglar1 kurarak gerceklestirir. Bu islem sonunda birlesen molekiiller (rekombinant
plazmid) olusabilecegi gibi resirkiilarizasyon nedeniyle birlesmeyen genomik DNA
segmentleri ve plazmid DNA’s1 da meydana gelebilecektir. Ayrica, plazmidle sadece
genomik DNA segmenti degil, ortamda ¢ok sayida bulunan diger genleri tasiyan veya

tasimayan ve uygun uzunluktaki segmentler de birlesebilirler (Nelson ve Cox, 2005).
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2.6.6. Olusan rekombinant vektor DNA’nin alici hiicreye aktarilmasi

Genomik DNA ve vektor birlesmesinden olusan konjugat, belirli miktarda konakg1
kompetant E. coli ile birlikte birakildiktan sonra 42°C’de 1s1 sokuna maruz birakilarak
transformasyon iglemi gerceklestirilir. Kompetan hiicre hazirlamak i¢in uygun sekilde
yetistirilmis E. coli bakteri hiicreleri icinde uygun tuzlar ve Ca*? iyonlar1 bulunan steril
bir kaba transfer edilerek bir miktar bekletilir bu esnada ortamda bulunan CaCl; E. coli
’nin yuzeyini, sirkiler plazmid DNA’s1 igin gegirgen hale getirir ve rekombinant

plazmid kolayca bakteriye gecebilir (transformasyon) (Arda, 2000).

2.6.7. Seleksiyon

Hedef geni tasiyan plazmidin aktarildigi E. coli kolonilerini digerlerinden ayirmak, gen
aktarma tekniginin en Onemli bir asamasini olusturur. Ampisilin, kanamisin gibi,
antibiyotiklere diren¢ genlerini bircok plazmit icermektedir. Rekombinant plazmitlerin
secimi, besi ortamina eklenen, bu antibiyotik diren¢ genleri sayesinde olacaktir (Kaplan
ve ark., 2002).

2.6.8. Klonlamanin dogrulanmasi

Klonlama isleminin dogrulugu giiniimiizde temel olarak ii¢ yolla yapilmaktadir. Bunlar
PCR analizi, plazmit DNA’larin restriksiyon dogrulama kesimi yapilmasi ve DNA’nin
dizi analizinin yapilmasidir. PCR analizi yapilarak hizli bir sekilde klonlama isleminin
dogruluguna bakilabilir. Yapilan PCR iiriinii dogrudan agaroz jel elektroforezinde
kosularak rekombinant plazmitin dogrulanmasina bakilir. Klonlamanin dogrulamasini
tam olarak kesinlestirmek icin, elde edilen rekombinant plazmid DNA’nin dizi

analizinin yapilmasi gerekir (Sambrook ve ark., 1989).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Donanimlar

Tez calismalarinda faydalanilan donanimlar ve bunlarmn tireticileri Tablo 3.1.’de yer

almaktadir.

Tablo 3.1. Donanimlar ve ureticileri

Donanim Uretici

50L otoklav HMC HIRAYAMA

Bio TDB100 Termostath Blok Isitict BIOSAN

Buzdolabi VESTEL GTP 455A
Calkalayici Inkiibator BIOSAN ES 20
Calkalayici Inkiibator ZHICHENG - ZHWY111C
Dikey Sogutucu +4°C UGUR

Eksi 80 dondurucu HETTICH

Etlv MEMMERT

Giic kaynagi BIORAD

Isitic1 Magnetik Karistirict

VELP SCIENTIFICA ARE

Kar makinesi VISION

MDsoo mikrodalga firin ARCELIK

Mikro 22R santrifij HETTICH

Sonikator SONICS (VCX130)

Spin Cihaz BIOSAN, Combi Spin FVL 2400N
UV Gosterici SYNGENE SYTC/1422

UV/VIS Spektrofotometresi VARIAN CARRY 50

Yiiksek Hizli Santrifuj VISION VS 30 000i
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3.1.2. Kimyasallar

Tez c¢aligmalarinda kullanilan kimyasal

almaktadir.

Tablo 3.2. Kimyasallar

ve bunlarin fireticileri Tablo 3.2° de yer

Kimyasallar Uretici

Agar BD Bacto™ Agar
Agaroz Sigma Aldrich
Akrilamid Amresco
Ampisilin Sigma Aldrich
APS Biorad

BamHI Takara

Beta Merkaptoetanol Carlo Erba
Bezamidin Merck

BSA Promega
CaCl..2H20 Carlo Erba
Dietilen Glikol Sigma

DMSO Merck

DTT Bio Basic
EcoRl Takara

Etanol Merck
Gliserol VWR

HCI Merck

IPTG Amresco
Imidazol Merck

Jelden DNA izolasyon Kiti Geneaid
KCH3COO Merck

KCI Sigma
Kloramfenikol Sigma

LB Broth Base

Invitrogen lennox L Broth Base
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Tablo 3.2. (Devami) Kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Markasi
Metanol Merck
NaH2PO4 Carlo Erba
Ndel Takara

PCR Master Mix Thermo Scientific
Plazmit DNA saflastirma kiti Geneaid
PMSF Sigma Aldrich
SDS Serva
TEMED Biorad
Tripton BD BactoTM
Tris Sigma Aldrich
Vital bugday gluteni Dogalsan
Xhol Takara
Z-Gly-Pro-Pna Sigma
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3.1.3. Cozeltiler

Asagida hazirlanma detaylar1 yer alan soliisyonlar tez ¢alismalarinda kullanilmiglardir.

FSB Solusyonu: 100 g gliserol, 7.5 g CaCl..2H.0, 10 mL 1 M (pH:7.5) KCH3COO,
7.4 g KCI alindi, pH degeri 6.5 olarak ayarlandi ve toplam hacim 1 L’ye tamamlanarak
otoklavlama islemi yapildi.

PIPES’li Tampon Soliisyonu: KOH ile pH degeri 6.8’ e getirilen 0.5 M, 50 mL PIPES
solusyonunun 20 mL’si suda ¢ozundurilen 18.64 g KCI, 6.92 g MnCl ve 1.66 g CaCl:
980 mL karigimma ilave edildi. Hacim 1 L’ye tamamlandiktan sonra 0.45 pum’lik

filtreden gegirildi, steril stok siselerine boliindii ve -20°C’de muhafaza edildi.

Sitrik asit-Na;HPO4 (Mcllvaine ) tamponu farkh pH degerlerinde hazirlanmis olup

bu tamponlar asagida yer almaktadir:

pH:2.2: 400 pL 0.2 M Na2HPO4 ve 19.6 mL 0.1 M sitrik asit soliisyonu karistirildi.
pH:3:4.11 mL 0.2 M NaxHPO4 ve 15.89 mL 0.1 M sitrik asit soliisyonu karistirildi.
pH:4:7.71 mL 0.2 M NaxHPO4 ve 12.29 mL 0.1 M sitrik asit soliisyonu karistirildi.
pH:5: 10.3 mL 0.2 M NazHPO4 ve 9.7 mL 0.1 M sitrik asit soliisyonu karistirildi.

pH:6: 12.63 mL 0.2 M Na;HPO4 ve 7.37 mL 0.1 M sitrik asit soliisyonu karistirildi.
pH:7:16.47 mL 0.2 M Na;HPO4 ve 3.53 mL 0.1 M sitrik asit soliisyonu karistirildi.
pH:8: 19.45 mL 0.2 M Na2HPO, ve 0.55 mL 0.1 M sitrik asit solisyonu karistirildi.

Tris-HCI tamponu (0.1 M pH:9): Yaklasitk 10 mL saf suda ¢dzundurilen 0.24 g
Tris’in pH degeri 1 M HCI ile 9’a ayarland1 ve saf suyla toplam hacmi 20 mL’ye

tamamlandi.

Tris-HCI tamponu (0.1 M pH:10): Yaklasitk 10 mL saf suda c¢ézindurulen 0.24 g
Tris’in pH degeri 1 M HCl ile 10’a ayarland1 ve saf suyla toplam hacmi 20 mL’ye

tamamlandi.

IPTG: 1.5 gram IPTG tartildi, 15 mL steril suda ¢Ozulterek steril 0.2 um’lik filtreden

gecirildi, mikrottplere bolindi ve -20°C’ye saklandi.
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Kloramfenikol Soluisyonu: Oncelikle mutlak etanolde kloramfenikol 34 mg/mL olacak
sekilde ¢oziildi daha sonra filtreden (0.2 um’lik) gecirilerek steril edildi.

Ampisilin Antibiyotigi: 1.5 gram ampisilin tartilarak 15 mL saf suda ¢6zildi. Daha
sonra steril mikrotiplere bdlmek igin 0.2 pm’lik filtreden gegirildi ve -20°C’de

depoland:.

LB Solusyonu: 1 L suda c¢ozindurulen 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base’li
solusyondan 1 L alind1 ve 250’ser mL olacak sekilde iki tane stok sisesine konuldu,
3.75 g agar ilave edilip karistirilarak otoklavlandi. Kalan LB soliisyonu erlenlere 50 mL
ve deney tlplerine 4 mL miktarlarinda konularak agizlar1 ¢ok kiigiik agik kalmak
sartiyla aliiminyum folyo ile kapatildi ve otoklavlandi (LB: 10 g tripton,10 g tuz ve 10 g
yeast ektrakt)

Sodyum Dodesil Silfat (SDS) Elektroforez Jeli: SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezinde asagidaki soliisyonlar kullanilmistir.

Alt Tampon: pH degeri 8.8 olarak ayarlanmak tizere 4 g SDS (%0.4) ve 182 g Tris
(2.5 M), 1 L saf suda ¢ézilda.

Ust Tampon: pH degeri 6.6 olarak ayarlanmak tizere 4 g SDS (%0.4) ve 60.5 g Tris
1.5 M 1 L saf suda ¢ozilda.

Yuaratme Jeli: 2.7 mL %40 akrilamid, 4 mL su, 2.25 mL alt tampon, 20 uL TEMED
ve 50 ulL %10 APS.

Yukleme Jeli: 0.35 mL %40 akrilamid, 2.55 mL su, 1 mL st tampon, 10 uL TEMED
ve 50 ul %10 APS .

Kasete dokiilme asamasinda biitiin maddeler konuldu ve en son TEMED ilave edildi.
Yiriitme jelinin  polimerlesme asamasinda yiikleme jeli ilizerine dokiildi ve bu

asamanin tamamlanmasi beklendi.

Elektroforez Tamponu (1X): 1 g SDS, 14.4 g Glisin, 3 g Tris bilesiklerinin tizerine

saf su konularak toplam hacimleri 1 L yapildi.
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SDS Ornek Yiikleme Tamponu (5X): 1000 pL %21’lik Bromfenol mavisi, , 5 mL
gliserol (%50), 2 mL %10’luk SDS, 0.5 mL B-ME (B- Merkaptoetanol), 0.6 mL 1 M
Tris-HCI (pH 6.8) ve 0.9 mL saf su karistirildi.

SDS Jel boyama (Staining) Soltusyonu: 450 mL metanol igerisinde 0.5 g Coomassie
Brillant Blue R-250 ¢oziindiikten sonra filtre kagidindan gegirildi, tizerine 450 mL saf
su ve 100 mL asetik asit eklendi.

Destaining Soltsyonu: 800 mL saf su, 100 mL asetik asit ve 100 mL metanol karigim
haline getirildi.

Amonyum Persulfat (APS-%010): 5 mL saf su icerisinde 0.5 g APS ¢ozundirildd.
Afinite Kromatografisiyle Saflastirmada Kullanilan Cozeltiler:

NaH:PO4-Na;HPO4 tamponu: pH degeri 8.0’e ayarlanmak uzere, 0.2 M 435 mL
Na;HPOs ve 65 mL 0.2 M NaH2PO4 karistirildiktan sonra toplam hacim 1 L’ye saf su

ile tamamlanda.

Yikleme Tamponu: 2.92 g NaCl 500 mL NaH2PO4-Na>HPO4 tamponunda (pH:8.0)
¢ozalda.

Tris Tamponu: Bir miktar su icinde 12.12 g tris ¢6zlldli, pH degeri derisik HCI1

kullanilarak 7.5’a ayarlandi ve 2.92 g NaCl eklendi. Hacim su ile 1 L’ye tamamlandi.

Yikama Tamponu: 25 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM NaH2POs-Na;HPO4
(pH:8.0): 0.85 g imidazol, 2.92 g NaCl 500 mL NaH2POs-Na;HPO4 tamponunda
(pH:8.0) ¢ozildu.

300mM immidazol Tris/HCI Tamponu: 2.04 g imidazol 100 mL Tris/HCI tamponu
icinde ¢oziildii ve pH degeri derisik HCI kullanilarak 7.5’a ayarlandi.

Elisyon Tamponu: 300 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM NaH2POs-Na;HPO4
pH:8.0): 10.2 g imidazol, 2.92 g NaCl 500 mL NaH;POs-Na;HPO4 tamponunda
(pH:8.0) cozuldu.
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Refolding (Yeniden Katlanma) i¢in Kullanilan Cozeltiler:

I.Protokol i¢in kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir:

Yeniden Katlanma Tamponu: Saf su igerisinde 100 mM Tris-HCI, 10 mM DTT, %20
gliserol (pH:8.0) olmak lizere ¢ozildi.

Suspansiyon Tamponu: Saf su icerisinde 1 mM DTT ,50 mM Tris-HCI (pH:8.0)
¢ozalda.

Diyaliz Cozeltisi: Saf su igerisinde Diyaliz Cozeltisi igin, 100 mM NaCl iceren 20 mM
Tris HCI (pH:8.0) olmak Uzere ¢ozulda.

Cozme Tamponu: Saf su icerisinde 50 mM Tris-HCI (pH:8.0) 8 M Ure (pH:8.0)

olmak tizere ¢ozildu.
Resuspansiyon Tamponu: Saf su igerisinde %2.5 triton X-100, 50 mM Tris-HCI
(pH:8.0), %20 sukroz ¢dzildu.

I1. Protokol i¢in kullanilan ¢6zeltiler asagida verilmistir:

Baglama Tamponu: Saf su icerisinde 5 mM imidazol, 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 6

M guanidin hidroklorir, 1 mM 2-merkaptoetanol pH:8.0 olmak Uizere ¢ozulda.

Yikama Tamponu: Saf su icerisinde 20 mM imidazol, 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 6

M dre, 1 mM 2-merkaptoetanol pH:8.0 olmak Uzere ¢ozild.

Yeniden Katlanma (Refolding) Tamponu: Saf su icerisinde 20 mM imidazol, 20 mM
Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 1 mM 2-merkaptoetanol pH:8.0 olmak izere ¢6zuldu.

Elisyon Tamponu: Saf su icerisinde 500 mM imidazol, 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl,

1 mM 2-merkaptoetanol pH:8.0 olmak lzere ¢6zuldi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Proteini kodlayan genin nikleotid dizisinin tasarimi

PEP enziminin Gretimi ic¢in gerekli olan DNA dizisine literatiir ve biyoinformatik
caligmalar yapilarak NCBI sitesinden ulagilmistir (Aksesyon numarasi: AX458699.1).
Klonlama vektorii olarak pET22b vektorii secilmistir (Sekil 3.1) ve NCBI’dan alinan
gen dizisine E. coli K12 susu i¢in biyoinformatik araglar kullanilarak kodon
optimizasyonu yapilmistir. Kodon optimizasyonu ¢alismalarinda PEP geninin nikleotid
sekansinda bulunan ve E. coli K12 mikroorganizmasinda diigiik siklikla ifade edilen
kodonlar, daha yiiksek siklikla ifade edilen kodonlarla yerleri degistirilmistir. Kodon
optimizasyonu i¢in  jCat kodon optimizasyon programi  kullanilmigtir
(http://www.jcat.de/). “CLUSTAL Omega(1.2.1) Multiple Sequence Alignment”
programi kullanilarak, DNA hizalama islemi yapilmuistir.

Klonlama islemlerini kolaylastrmak icin ve B plani1 olarak bagka vektorlere de geni
klonlamak i¢in dizinin basina Ndel ve BamHlI, dizinin sonuna EcoRl ve Xhol
restriksiyon enzim kesim bolgesi eklenmistir. B planmi olarak ¢alismanin devaminda
primerler tasarlanarak laboratuvarda bulunan diger vektor sistemlerine de klonlama
yapma olanag1 saglayabilmesi ag¢isindan 6nemlidir. Ek olarak nikleotid dizisi Uretilen
proteinin kolaylikla saflastirilmasini saglamak igin 6 Histag niikleotid dizisi eklenmistir.
Biyoinformatik araclarla diizenlenen gen dizisi (Cizelge 3.2.) Biomatik firmasina sentez

ettirilmistir.
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Cizelge 3.1. A.niger’e ait Pep proteinine ait optimize edilmis nukleotid dizisi ve
kodladig1 aminoasit dizisi

Atg gga tcc cgt gcc ttc tcc get gtec gect gct gcg gecec ctg gecg cte tcect tgg

gcg tct ctg gct cag gct gct cgc ccc cgt ctt gtg ccc aag cct gtc tct cgg cca gcc
tct agt aaa tcg gct gcg acc acg ggc gag gct tac ttt gag cag ctg ctg gac cat cat
aat ccg gag aag ggc acc ttt tcc cag agg tac tgg tgg agt act gaa tac tgg ggt ggt
cct ggg tca ccg gtc gtc ctc ttt act cct gga gag gtc tct gcg gat ggc tat gag ggg
tat CSC acc aat ggg act ctc act ggt gtc tat gcg cag gag atc cag ggt gcc gtc aft
ctc att gag cac cgc tac tgg ggt gat tct tct cct tat gag gtg ctc aat gcc gaa act
ctt cag tac ctc aca ctg gac caa gcc att ctg gac atg acc tac ttc gcg gag acg gtg
aag ctg caa ttc gat aac agc acc cgc agc aat gcg cag aat gct ccc tgg gtc atg gtc
ggt gga tca tac agt ggt gcc ttg acg gct tgg acc gaa tct gtc gcg cct gga acg ttc
tgg gct tac cat gcg act agt gct cct gtg gag gct atc tac gac tat tgg caa tac ttt
tac ccc atc cag caa ggt atg gca cag aac tgc agc aag gac gtg tct ctg gta gcc gag
tat gtc gat aaa att gga aag aac gga act gcc aag gag cag cag gca ctc aag gaa ttg
ttt ggt ctg gga gct gtt gag cat ttt gat gac ttt gcc gct gtc ctc ccc aac gga ccg
tac ctc tgg caa gac aac gac ttt gcc acg gga tac tct tcc ttc ttc cag ttc tgt gac
gcc gtc gag ggt gtc gaa gcg ggc gcg gca gta acc ccc ggc ccc gag ggt gtc gge ctc
gaa aag gcc ctg gcc aac tac gca aac tgg ttc aat tca acc att ctc cct gat tac tgc
gca agc tac ggc tac tgg acc gac gaa tgg agc gtc gcc tgc ttc gac agc tac aac gcc
tct agc ccc atc tac acc gat acc tcc gta ggc aat gcg gtc gat cgc caa tgg gaa tgg
ttc ctc tgc aac gag cct ttc ttc tac tgg cag gac ggt gct ccc gag ggc acc tcc acc
att gtg ccc cga ctc gtc agc gcg tcc tac tgg caa cgg caa tgt ccg ctc tac ttc ccc
gaa acg aac ggc tac acg tac ggc agc gcg aag ggt aag aac gcc gcg acg gtg aac agc
tgg acc ggt gga tgg gat atg acc cgc aac acg acg cgg ttg atc tgg acg aac ggg caa
tat gac ccc tgg cgg gac tcc ggt gtg tct agc act ttc cgg ccc ggt gga ccg cfg gcg
agc acg gcg aat gaa ccc gtg cag att atc ccg ggc gga ttc cat tgc tcg gat ttg tat
atg gcg gat tat tat gcg aat gag ggg gtt aaa aag gtg gtg gat aat gag gtg aag cag

atc aaa gag tgg gtg gag gag tat tat gcc cac cac cac cac cac cac tga
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3.2.2. Pep geninin vektorlere klonlanmasi ve sentezi

Pep geni ile birlikte pET22b(+) vektoriiniin dairesel haritasi, pET22b’nin klonlama

bolgesinin restriksiyon enzimleri ile birlikte verilen detayli DNA dizisi, klonlamanin

yapildig1 enzimler de daire igine alinarak Sekil 3.1’ de gosterilmistir.

TT terminator

Xhal (x33)

EcoRI(wds)

&ma I{zo09)

AP Agelfass)
P I(sBag) M T(8o8)
Baa Tiséss) Prolil EndoProteaz
Pt I (1og2)
. Spel{nd
pET22b-Prolil EndoProteaz Bl less)
Gg78 bp

Ageliisz8)
Bam HI (17870
Ndel (177a)
Xhal {x8x=)
T7 promoter primer

/ BITI (x78)

Eco 4710 (z953) Eco 471 (z005)
Eco 47T (2506) Sph1izo7s)
Mhu I (2800)
Apaliz8n)
Eco RV (z050)
Hpal(ziod)
TT promcber peimer B69348-3
Ealll T7 promober lag operator

Eagl
Sall  Hind Il _ Nadi

[ AL
TR T T ——— I ‘ ........
Nt | A5 | pelB loader Mea |

alifuli
S000
000

Gene name:Prolil
EndoProteaz
Clone ID#:W2478-3
RES: Xbal/Xhol

TT terrninator primar 252337-3

Sekil 3.1. Pep geni ile birlikte pET22b(+) vektoriiniin dairesel haritasi, pET22b’nin

klonlama bdlgesinin restriksiyon enzimleri ile birlikte verilen detayli DNA dizisi

(Novagen, 2019).
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3.2.3. Pep genini igeren plazmitin gogaltilmasi

Firma tarafindan yapay olarak sentezlenen PEP genini tasiyan plazmitin (pET22b)
cogaltilmasi i¢in, pET22b plazmiti kompetent hale getirilen E. coli DH5a hiicrelerine 1s1
sokuyla transfer edilmistir. Transforme edilen E. coli DH5a hiicreleri 1:2 oraninda 100
mg/mL ampisilin antibiyotigi igeren kati besiyerinde, bir gece boyunca 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen koloniler, 4 mL’lik 1:2
oraninda 100 mg/mL ampisilin antibiyotigi iceren sivi besiyerinde, gece boyu 37°C’de
yetistirilmistir. “Presto Mini Plazmit DNA izolasyon kiti” kullanilarak, protokole uygun
bir sekilde pET22b DNA kiiltiirii saflastirilmistir.

PIPES’li kompetent hiicre hazirlanmasi

e -80°C’de stoklanan DHS5a hiicreleri LB besiyerinli petrilere inokiile edilerek 16
saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildu.

e Inkiibasyon isleminden sonra, petriden 1 koloni almarak icerisinde 25 mL SOB
besiyeri bulunan 250 mL’lik erlene inokdile edildi ve 250 rpm’de 37°C’de 6 saat
inkiibasyona birakildi. I¢inde 250 mL SOB bulunan 3 tane erlen kiltiir icin
hazirland1 ve bunlara 25 mL’lik DH5a kiiltiiriinden sirastyla 10 mL, 4 mL ve 2
mL inokile edildi. Erlenler 18-22 °C arasi 150 rpm’de 14 saat boyunca
inkiibasyona birakild1.

e 45 dakikada bir kulturlerin 600 nm’deki OD degerleri 6lgiildii, s6z konusu deger
0.55’e ulastiginda kiiltiir calkalayicidan alindi ve 10 dakika buz banyosunda
bekletildi.

e Hiuicreler 2500 g (3900 rpm) +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant
kismi uzaklastirildi. Gerekli hassasiyet gosterilerek santrifiij sisesindeki
besiyerinin tamamu ¢ikartildi.

e Hiicrelere 0°C deki 80 mL PIPES’li tampon katild1 ve hassas sekilde yeniden
stispansiyon haline getirildi ve bu hicreler 2500 g (3900 rpm), +4°C ‘de 10
dakika santrifiije birakildi. Bu islemden sonra tiipiin i¢indeki tampon soliisyon

tamamen uzaklastirild.
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e 0°C’de ki hiicrelere 20 mL PIPES’li tampon ilave edildi ve hassas bir sekilde
tekrar stispansiyon haline getirildi, 1.5 mL DMSO eklenerek hafif bir sekilde
karigtirildi ve 10 dakika siireyle buz banyosunda inkiibe edildi.

e S0z konusu inkiibe igleminden sonra hiicreler hizla steril mikrotiiplere boliindii,
siv1 azot igerisine atilarak hizlica donmasi saglandi ve bu hiicreler -80°C’de
muhafaza altina alindi (Inoue ve ark., 1990).

Transformasyon

e PIPES’li kompetent hiicre hazirlanmasi isleminde -80°C’de muhafaza edilen
kompetent hicreler buz banyosu igcinde 200 pL alinarak sogutuldu, steril
ependorf tlplere konuldu, lzerine 0,5 puL plazmid DNA (PEP) ilave edilen bu
karisim 1 saat boyunca buz banyosuna alindi ve daha sonra 42°C’de 2 dakika 1s1
sokuna ugratildi.

e Bu soktan sonra karisim tekrar buza gomiilerek 5 dakika bekletildi ve bu siirecin
sonunda hucrelerin Gzerine 200 puL LB besiyeri eklendi. Bu islemden sonra
hicreler 37°C 240 rpm’de 20 dakika inklbe edildi.

e Yukarida yer alan islemlerin sonunda her bir tiip birer antibiyotikli petriye
yayma Kkiiltiir yontemi ile yayilarak 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakild1
(Hanahan, 1985).

Plazmit DNA saflastirilmasi

Kolonilerin petrilerden elde edilmesi saglandiktan sonra, pET22b vektor sistemi igin,
karisiminda ampisilin ve kloromfenikol bulunan 4 mL’lik steril sivi LB igerisine tek
koloni seklinde inokile edildi ve gece boyu 37°C’de inkiibe edilerek yetistirildi.
Santriflij yOontemiyle mikrotiiplerde toplanan hiicrelerden “Geneaid Presto Mini
Plasmid” kiti kullanarak asagida detaylar1 yer alan protokole gére plazmit DNA
saflastirildi.

Hucrelerin Toplanmasi:

Bakteriyel hicre kiltiiri 1.5 mL mikrosantrijiij tiipiine aktarildi ve oda sicakliginda 1 dk

stireyle 15 000 rpm’de santrifiij yapildi. Siipernatantn tamami dokildii.
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Resuspansiyon:

Pelet vorteksle iyice karigtirilmadan 6nce 200 uLL PD1 Tamponu eklendi ve bu karisim

2 dk oda sicakliginda bekletildi.

Hiicre Parcalanmasi:

Resiispansiyon asamasinda oda sicakliginda 2 dk bekletilen Pelet Tampon Karigimina
200 pL PD2 Tampon eklendi ve bu karisim yavag yavas 10 defa alt iist edildikten sonra
oda sicakliginda tekrar 2 dk bekletildi.

Notralizasyon:

300 puL. PD3 eklenen karigim hassas ve hizli bir sekilde 10 defa karistirildiktan sonra
oda sicakliginda 1 dk bekletildi.

DNA Baglanmasi:

Karigim 6nce 15 000 rpm’de 6 dk santrifijlendi ve daha sonra stipernatant PDH Kolon
konulup 30 saniye 15 000 rpm’de santrifiijlendi.

Yikama:

e Bu cer¢evede once altta bulunan sivi dokiildii, kolona 600 pL “Wash Solution”
eklendi ve daha sonra 2 dk sireyle 15 000 rpm’de santrifilj yapildi. Altta yer
alan s1v1 atild1 ve kolon ayni tiipe tekrar konuldu. Ek islem olarak olarak 3 dk

sireyle Wash Solution’in kalan miktarini ayirmak amaciyla santrifiij yapildi.

e Yukarida yer alan ek islem sonrasinda kolon 1.5 mL mikrosantriflj tlplne
konuldu, 50 uL steril saf su kolonun tam merkezine ekledi ve 60°C’de 2 dk
bekletildi.

e 15000 rpm’de 2 dk santrifiije alinarak plazmit DNA’lar saflagtirildi

3.3. PEP Enziminin Uretilmesi (Indiikleme)

E. coli BL21 (DE3) pLysE susu, protein ekspresyon c¢aligmalarinda kullanildi. Stok
hicreler -80°C’lik ortamdan g¢ikarildiktan sonra, 4 pL kloramfenikol ve 8 pL
ampisilinden olusan 4 mL’lik LB besiyerine inokile edildi ve akabinde 37°C’de 240
rom’de 1 gece yetistirildi. Yetistirilen bu hiicreler FSB’li kompetent hiicre hazirlama

protokoliiyle uyumlu olarak kompetent haline getirildi.
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3.3.1. FSB’li kompetent hiicre hazirlanmasi

e 50 mL steril LB (Luria Bertani) besiyeri bulunan iki tane erlene gece inkiibasyona
birakilan kiiltiirden birer mL alinarak eklendi ve 37°C, 250 rpm’de inkiibasyona
brrakildi.

e Gece inkiibasyona birakilan kiiltiirden birer mL alind1 ve i¢inde 50 mL steril Luria
Bertani (LB) besiyeri olan 2 tane erlene eklendi. Erlenler 37°C’de 250 rpm’de

inkiibasyona birakildi.

Erlenlerin inkiibatérden alinmasi asamasinda optik yogunluk sartlarina 6zen gosterildi.
600 nm’de absorbansin yaklasik 0.7 degerine ulastigi anda bu islem yapildi
Inkiibatérden alman erlenler daha sonra +4°C 5000 rpm’de 10 dakika santrifiije
brrakildi. Siipernatant kismi ¢ikartildi ve pelet kismma 50 mL soguk Dondurulmus
Saklama Tamponu (FSB) soliisyonu eklendi. Vorteks islemi ¢ok iyi bir sekilde yapildi
ve akabinde erlenler buz banyosunda 1 saat bekletildi. Bu siire¢ tamamlandiktan sonra
10 dakika +4°C’de 4000 rpm’de santriftije alindi. Stipernatant kismu ¢ikartildiktan sonra
8 mL soguk FSB c¢ozeltisi pelet iizerine eklendi ve tlipe vurarak ¢éziinmesi saglandi.
Peletin tamaminin ¢oziilmesinden sonra tizerine 560 ul. DMSO eklenen tip 3 saat buza
gomiildii. Bu islemlerin tamamlanmasiyla kompetent hiicre hazir hale gelmis oldu

(Hanahan, 1983).

Yukaridaki kisimda ifade edilen transformasyon protokolii ¢ercevesinde kompetent
hiicrelere pozitif plazmitler aktarildi. Bu islemden sonra yayma ydntemiyle iginde
kloramfenikol ve ampisilin antibiyotigi bulunan LB Agar besiyerine ekildi ve 37 °C’de
bir gece inkiibasyona birakildi. Cogalan hiicrelerden birer koloni alinarak besiyere
inokile edilmesinden sonra 37°C’de 240 rpm de gece boyu inkiibe edildi. Bu islemin
tamamlanmasindan sonra 600 mL antibiyotikli LB bulunan 2 L’lik steril erlenlere

hiicreler inokule edildi.

Saat bast optik yogunlugun kontrolii titizlikle yapildi ve 600 nm’deki absorbanslari
okunarak yetistirilme islemi siirdiiriildii. Vektor sistemine uyumlu bir sekilde optik
yogunluk degeri (OD) 0.7 oldugunda IPTG ilave edildi ve indiiklendi. 3 saat

inkiibasyon isleminden sonra erlenler alindi ve 8 dakika siirecinde 6000 rpm’de
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santrifiije birakildi. Yapilan bu islemler sonucunda toplanan E. coli BL21 (DE3) pLysE
hicreleri saklanmak tizere -20 °C’lik ortama kaldirild1 (Guda ve ark., 1995).

3.3.2. E. coli BL21 (DE3) pLysE hucrelerinin parcalanmasi

FSB’li kompetent hiicre hazirlanmasi islemi sonucunda toplanan (Kisim 3.3.1) ve
saklanmak Uzere -20 °C ‘lik ortama kaldirilan E. coli BL21(DE3) pLysE hucreleri, buz
icine gomiili halde alinarak, fiizerine yiikleme tamponundan (pH:8) eklendi ve
stispansiyon haline getirildi. 100 mM benzamidin ilavesi yapildiktan sonra siispansiyon
buz iizerine tekrar yerlestirildi. Buz tlizerinde bulunan hiicreler 1 saat miiddetle sonikator
vasitasiyla parcalandi. Siipernatant kismi 6000 rpm’de 10 dakika surede santriftj ile
alindi. Aliman bu sipernatant 30 000 rpm ve +4°C’de 60 dk santrifujlendi ve
karigimdaki hidrofobik olan hiicre materyalleri ve diger hidrofobik proteinlerin
¢Oktiiriilmesi saglandi. Yapilan bu islemlere ragmen, elde edilmek istenen proteinin

pelette oldugu ve inkliizyon cisimcikleri olusturdugu gézlemlendi.

3.3.3. Pep enzimi icin inklizyon cisimeigi olusumunun azaltilmasi ve Pep enzimi

icin refolding (yeniden katlanma)

E. coli BL21(DE3) pLysE hicrelerinin pargalanmasinda olusan inklizyon
cisimciklerinin ¢oziindiiriilerek PEP enzimi i¢in yeniden katlanmasina ait verilen

kararin uygulanmasinda dnce asagida detaylariyla ifade edilen I. protokol isleme alindu:

E. coli hicrelerinde ve LB besiyerinde blyutilen hicrelerin OD’si 0.7 oldugunda 0.1
mM IPTG ile indiiklendi. Indiiklemeden 6 saat sonra toplanan hiicreler -20 °C ortamima
kaldirildi. Bu ortamdan alinan hiicreler Tris-HCI buffer (50 mM Tris, 0.1 mM DTT,
pH:8.0 ) ile siispanse hale getirildikten sonra bu hucrelere lizozim enzimi eklendi ve
sonikatorle 90 dk. pargalandi. Parcalama islemi tamamlandiktan sonra 12 000 rpm de 15
dk santrifiije birakildi ve bu siirecte elde edilen pelet iki kez (50 mM Tris-HCI (pH:8.0),
%2.5 triton X-100, %20 sikroz) icerikli reslispansiyon tamponla siuspanse edildi,
yikandi (5mL/g) ve akabinde 12 000 rpm de 15 dk santrifiije birakildi. Santrifuj

slirecinin tamamlanmasindan sonra pelet 8 M {iire iceren 50 mM Tris-HCI tampon
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(pH:8.0) ile (5mL/g) 5 saat boyunca hassasiyetle karistirilip ¢6ziildii ve tekrar 12 000
rpm’de 15 dk santrifiije birakildi.

Elde edilen siipernatant {izerine nihai protein yogunlugu 0.2 mg/mL’den az olmak Uzere
damla damla soguk yeniden katlanma tamponu (100 mM Tris-HCI, 10 mM DTT, %20
gliserol (pH:8.0)) eklendi ve 4°C’de 16 saat hassas bir sekilde karistirildi. Karistirma
isleminin tamamlanmasindan sonra 12 000 rpm de 15 dk santrifiij yapildi, slipernatant
almarak 100 mM NacCl iceren 20 mM Tris HCI (pH:8.0) ortaminda diyaliz edildi. Elde
edilen iriin yiikkleme tamponuyla (100 mM Tris/HCI (pH:7.5)) yikanmis Ni-NTA
agaroz i¢eren kolana uygulandi ve kolondan gelen bittin fraksiyonlar toplandi. 10 mM
imidazol iceren 100 mM Tris/HCI (pH:8) tamponuyla protein yiiklenmis kolon
yikanarak kolon yapisina tutunmus biitlin proteinlerin bu yapidan ayrilmasi saglandi ve
akabinde 300 mM imidazol iceren, 100 mM Tris/HCI (pH:8) tamponuyla kolona
tutunmus olan protein eliie edildi (Melissis ve ark., 2010). Her fraksiyondan alinan
ornekler jel ylkleme tamponuyla karistirildi, 100 °C’de 2 dakika denatiire edildi ve
onceden hazirlanmis olan SDS PAGE jelinin kuyucuklarina yiiklendi. Fazla boyasi

¢ikarilmis olan boyali jel daha sonra bir tarayici ile tarandi ve dijital ortama alindi.

E. coli BL2I(DE3) pLysE hiicrelerinin parcalanmasinda olusan inklizyon
cisimciklerinin c¢ozindurulerek PEP enzimi i¢in yeniden katlanmasina ait verilen
kararin uygulanmasinda daha sonra asagida detaylariyla ifade edilen I1. protokol isleme

alindzi:

Liziz:
Miktar1 5 mL/g olmak Uzere pelet Gzerine 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl (pH:8)
eklendikten sonra hiicreler siispanse edildi. Siispanse edilmis olan bu hiicrelerin tizerine

10 mg lizozim 100 pL bezamidin eklenerek 45 dakika slrecinde sonikasyona ve
akabinde 4°C’de 12 000 rpm de 20 dakika santrifiije birakildi.

Yikama:

Miktar1 5 mL/g olmak Gzere 0.5 M NaCl, %2’lik Triton-X, 2 M re 20 mM Tris-HCI
pH:8 cozeltisi eklendi ve %62 power 4 cycle 5 dakika sonikatdrde tutuldu. Bu

islemlerin tamamlanmasindan sonra 2 kez +4 °C ‘de 12 000 rpm’ de 20 dakika
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santrifije birakildi. 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl pH:8.0 tamponu, Triton X-100 ve

iireyi uzaklastirmak icin tekrarlandu.
Ekstraksiyon:

6 M guanidin hidroklorir, 20 mm Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazol,1 mM 2-
merkaptoetanol pH:8 tamponu, 5 mL/g olacak sekilde ilave edilip, oda sicakliginda 30-
60 dakika karistirild ve 12 000 rpm de 20 dakika santrifiije birakildi.

Saflastirma:

Once 5 mL su ile 1 mL Ni-NTA rezin ile kolon dikkatlice yikandiktan sonra kolona 10
mL ekstraksiyon tamponu konuldu. Santrifiijden aliman 6rnek kolona verildi ve kolon
10 mL yikama tamponuyla tekrar yikandiktan sonra bu sefer 20 mm imidazolle bir kez

daha yikandi ve akabinde refolding yapild1.
Refolding:

Yikama tamponundan baslayarak 6-0 M iire gradienti olusturuldu. 1 mM 2-
merkaptoetanol, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol, 20 mM TrisHCI, temelinde sirasiyla
6M, 5M, 4M, 3M, 2M, 1M ve OM dre iceren tampondan 5’er mL olacak sekilde, 0,1-1
mL/dk hizla kolondan gegirildi.

Ellsyon:

Kolondan 10 mL 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazol, 1 mM 2-
merkaptoetanol pH:8.0 ve 10 mL 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 10 mM imidazol, 1
mM 2-merkaptoetanol pH:8.0 tamponunun gecirilmesinden sonra protein nihai olarak
20 mL 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 300 mM imidazol, 1 mM 2-merkaptoetanol
pH:8.0 tamponu ile elie edildi.

3.3.4. Pep enziminin aktivesinin belirlenmesi

Ticari substrat igin Endoproteaz (EPR) aktivitesi, Edens ve digerleri tarafindan
bildirilen metodoloji kullanilarak belirlendi. Sentetik substrat (Z-Gly-Pro-pNA,
benzyloxycarbonyl-glycine-proline-p-nitroanilide) énce 250 uM g¢ozelti hazirlamak igin
60 °C’de 1.4 dioksan (%40 su) icinde ¢Ozuldi. Endoproteaz (EPR) aktivitesi, bir
sitrat/disodyum fosfat tamponunda (Mcllavine) (pH=5.0), 37°C’de sentetik substrat
olarak Z-Gly-Pro-pNA kullanilarak belirlendi. Reaksiyon {rtnleri, 410 nm’de
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spektrofotometrik olarak izlendi. Endoproteaz (EPR) aktivitesinin bir Gnitesi, yukardaki
kosullar altinda dakikada 1 pmol p-nitroanilidi hidroliz etmek i¢in kullanilan enzim

miktari olarak tanimlanmistir (Edens ve ark., 2005).

3.3.5. Pep aktivitesi Uzerine baz parametrelerin etkisi

pH’nin etkisi

Enzimin optimum aktivite gostermis oldugu pH degerinin tespit edilmesi amaciyla, pH
2.2-8 arasinda Mcllavine tamponu ve pH 9-10 da Tris-HCI1 tamponu kullanildi, bu
sekilde farkli pH degerlerine sahip (2.2-10), %1’lik substrat ¢ozeltileri hazirland.

Tampon ve substrat karisimi 30°C’de 5 dakika inkiibe edilerek aktivite tayini yapildi.
Inkiibasyondan sonra enzim ilave edilerek 5 dk inkiibe edildi ve sogutma islemine
gecildi. Bu islemler bittikten sonra 410 nm dalga boyunda nanodropla absorbans
Olciimii yapildi. Kor olarak, esit hacimde substrat ve tampon ¢ozeltisi kullanildi. Bagil
enzim aktivitesi % olarak en yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri esas

almarak tespit edildi.

Sicakligin etKisi

Sicakligin enzim aktivitesi lizerindeki etkisini tespit etmek icin 25, 30, 37, 50, 60,
70°C’lik sicakliklarda Olgtimler yapildi. Bu asamalarda substrat ve tampon karigimi
tanimlanan optimum pH degerinde 5 dakika inkilbe edildi ve bu islemden sonra enzim
ilave edilerek 5 dk daha kaynatildi. Kaynatma islemi bitince sogutma islemine gegildi

ve 410 nm dalga boyunda nanodropla absorbans dl¢iimii yapildi.

Absorbans degerinin en yiiksek goriildiigii sicaklik degeri esas alinarak % bagil enzim

aktivitesi tespit edildi.
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Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Enzimler 30, 40, 50, 60°C’lik sicakliklarda 30 dakikalik araliklarla 0, 30, 60 ve 90 dk
boyunca termal stabilitesinin tespit edilmesi i¢in inkiibe edildi. Sonra optimum sartlarda

aktivite tayini on inkiibasyon yapilarak belirlendi.

Substrat konsatrasyonunun enzim aktivitesi tUzerine etkisi

Enzim aktivitesine substrat konsantrasyonun etkisini tespit etmek amaciyla, optimum
kosullarda ki enzim aktivitesi de§isen substrat miktarma (5,10,15,25,30,40 pL) kars

tanimlandu.

Michaelis-Menten kinetik modeli ve Lineweaver-Burk modelleri kullanilarak Olgtim
sonuglart yorumlanmistir. Enzim-substrat spesifikligi i¢in, kullanilan kinetik modeller
Km Ve Vmax degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir. Sabit enzim konsantrasyonuna
kars1 substrat konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak ulasilan maksimum hiz noktasi
Vmax ‘dir. Maksimum hizin yarisma (Vmax/2) karsilik gelen substrat derisimi (Michaelis-

Menten sabiti) Km degeri olarak belirtilmektedir. Vo reaksiyonun hizidir.

Michaelis-Menten modeli; Vo = V m[S]
Km +[S]
Lineweaver-Burk modeli; 1 _ Ko (1)+i
Vo Vmx S V ex

Enzim aktivitesi ayrica Socha ve arkadaslarmin metoduna gore (2015), A.niger
PEP’min aktivite tayinin de %60°lik etanolde ¢oziilen gluten, enzim: gliadin oranmi 1: 25
olacak sekilde enzimin g¢alistigi optimum kosullarda proteolize birakildi. 1 saat sonra
sonlandirilip, 6rnekler SDS-PAGE’e yiiklendi (Sekil 4.9) (Socha ve ark., 2015).

61



4, BULGULAR
4.1. Pep Enziminin Uretilmesi (Indiikleme)

DNA dizileme icin gonderilen plazmitler, E. coli BL21 (DE3) pLysE susuna transfer
edildi. Transformasyon yapildiktan sonra, petrilere ekilen kolonilerden birer koloni
alinarak, 4 mL’lik antibiyotikli LB tlplere inokile edildi ve bir gece boyu 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda bu kulttrler, antibiyotikli 50 mL’lik LB besiyerlerine
transfer edildi ve 240 rpm’de 37°C’de ¢alkalayici inkiibatorde inkiibasyona birakild.

Optik yogunluk 0.7 oldugunda IPTG ile indiikleme yapildi. Daha sonra 4 saat daha
inkiibe edilen hiicrelerden, SDS PAGE’de analiz edilmek tizere numuneler alind1 (Sekil
4.1).

75 kDa

58 kDa
50 kDa

Sekil 4.1. pET22b vektor sistemi igin indikleme SDS-PAGE goruntiisu. 1 ve 3 numarali
kuyucuklarda pET22b plazmidini iceren, indiklenmeden 6nceki E.coli BL21 pLysE
hicreleri, 2 ve 4 numarali kuyucuklarda indiiklendikten sonraki pET22b plazmitini
iceren E.coli BL21 pLysE hiicreleri ve 5 numarali kuyucuk Protein marker (SeeBlue®
Plus2 Pre-stained Protein Standard)
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Indiiklemenin ardindan, saklanan hiicreler -20°C’den c¢ikarilarak buz {izerinde
sonikatorle parcalandi. Karisimdaki hidrofobik proteinlerle hidrofobik hiicre
materyallerini ¢oktlirmek amaciyla, sonrasinda +4°C’de 30 000 rpm’de 1 saat santrifiij
edildi. Sopernatant ve peletten farkli miktarlarda ornekler alindi. Peletten alinan
ornekler hem SDS o6rnek yukleme tamponuyla, hem de resuspansiyon buffer ile
cozllerek jele yuklendi. Protein olup olmadiginin dogru bir sekilde analiz edilmesi i¢in
bu asamada peletin etkin bir sekilde ¢6ziilmesi saglandi. Siipernatant kismu afinite kolon
kromotografisiyle saflastirilma islemine tabi tutuldu. Afinite kolon kromotografisinde,
kolondan eliisyon i¢in imidazol iceren eltisyon tamponu ve kolon dolgu maddesi olarak
Ni-NTA agaroz rezin kullanildi. Fraksiyonlar, SDS-PAGE ile analiz edildi. SDS-PAGE
gorintust sonucu, PEP proteininin pelette oldugu gozlemlendi. Sonucta, elde etmeye
calistigimiz proteinimizin inklizyon cisimcikleri seklinde ¢oktiigii anlasildi (Sekil 4.2).

58 kDa

Sekil 4.2. pET22b vektor sistemi igin saflastirma SDS-PAGE goérintiisi. 1. Indiiklenmemis
PET22b plazmiti iceren E. coli BL21(DE3) pLysE hiicreleri, 2. indiikleme sonrasi pET22b
plazmiti iceren E.coli BL21 (DE3) pLysE hcreleri, 3. Sonikator ile pargalanan pET22b
plazmiti iceren E.coli BL21 (DE3) pLysE hiicreleri, 4. Ultrasantrijiij sonrast pET22b plazmitini
iceren E.coli BL21 (DE3) pLyskE hucreleri, 5. Yiiksek hizda santrifiij sonrasi elde edilen
stpernatant, 6. Yiiksek hizdaki santrifiij sonrasi elde edilen peletten farkli miktarlarda alinan
ornek (SDS 6rnek yiikleme tamponu ile ¢oziilmiistiir), 7. His-Link afinite rezini iceren kolonun
pH:7.5 tamponu ile yikanmasi sonucu alinan soliisyondan alinan 6rnek, 8. 300 mM immidazol
iceren tamponla kolonun yikanmasi sonucu aliman ve Pep enzimini igeren elisyon 9. Protein
Marker (NZY Colour Protein Marker I1).
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4.2. Pep Enziminde Inkliizyon Cisimcigi Olusumunun Azaltilmasi

Bu amagcla, E. coli hiicreleri kompetent hale getirilerek, hucrenin inkliizyon cisimcigi
olusturmas1 engellendi. Plazmit, E. coli BL21(DE3) pLysE hiicrelerine 1s1 sokuyla
transfer edildi. Daha sonra LB besiyeri ve 0.1 mM IPTG konsantrasyonunda E. coli
hiicreleri yetistirildi. Sonucta protein Uretimi gergeklesti, ancak proteinin ¢ozinlr formu

elde edilememisti.

4.3. 1. Protokolle, Pep Enzimi icin Yeniden Katlanma (Refolding) ve Pep

Enziminin Afinite Kromatografisiyle Saflastiriimasi

LB besiyeri ve E. coli hicrelerinde biyutilen hicreler OD: 0.7 oldugunda 0.1 mM
IPTG ile indiiklendi. indilklemeden 6 saat sonra toplandi. Sonrasinda, toplanan hiicreler
sonikatorle parcalanma islemine tabi tutuldu. Santriflj isleminden sonra, toplanan
pelette yeniden katlanma (refolding) prosediirii uygulandi (Bkz.: bashk 3.3.3).
Kromatografide saflastirilip, elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE’de analiz edildi (Sekil
4.3 ve Sekil 4.4).

5 kDa

58 Kd 3 kDa

48 kDa

Sekil 4.3. Yeniden katlanma (refolding) prosesinin SDS-PAGE ile analizi. 1. Sonikator
ile pargalanmigs E. coli hiicreleri 2. 12 000 rpm’de santrifiij sonrasi elde edilen
supernatant, 3. 12 000 rpm’de santrifiij sonrasi elde edilen pelet (resiispansiyon
tamponu ile ¢ozlilmiistiir), 4. Reslispansiyon tamponu ile iki kez yikanmis siipernatant
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5. Resiispansiyon tamponu ile iki kez yikanmis pelet, 6. 5 saat sonra supernatant 7.
Yeniden katlanma (refolding) soliisyonu igerisinde ¢oziilmiis siipernatant 8. Yeniden
katlanma (refolding) soliisyonu igerisinde ¢oziilmiis pelet 9. Protein marker
(NZYColour Protein Marker 11)

58 kDa

Sekil 4.4. Kolondan saflastrma prosesinin SDS-PAGE goruntiisi 1. Diyaliz sonrast
kolana yiiklenen Ornekten asagi akan siiziintii, 2. Kolonun pH:7,5 tamponu ile
yikanmasi sonucu soliisyondan alinan ornek, 3. Protein marker (Page Ruler Plus
Prestained Protein Ladder) 4,56 Kolondan 300 mM imidazol iceren ellisyon
tamponunun gecirilmesiyle elde edilen siizlint (Elisyon 1,2,3) 7. Diyaliz 6ncesi kolona
yuklenen 6rnek 8. Diyaliz sonrasi kolona yiiklenen 6rnek

4.4. 11. Protokolle, Pep Enzimi icin Yeniden Katlanma (Refolding) ve Pep

Enziminin Afinite Kromatografisiyle Saflastirilmasi

LB besiyeri ve E. coli hucrelerinde buydtdilen hiicreler OD: 0,7 oldugunda 0.1 mM
IPTG ile indiiklendi ve indliklemeden 6 saat sonra toplandi. Sonrasinda, hiicreler
sonikatorle parcalanma ilemine tabi tutuldu. Il. protokoldeki gibi santrifiij isleminden
sonra toplanan pelette yeniden katlanma (refolding) prosediirii uygulandi (Bkz.: 3.3.3)
Afinite kromatografisiyle saflastirilip, fraksiyonlar SDS-PAGE’de analiz edildi. (Sekil
4.5 ve Sekil 4. 6).
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5 kDa
72 kDa
5 kDa

6 kDa

Sekil 4.5. Yeniden katlanma (Refolding) prosesinin SDS-PAGE ile analizi. 1.
Indiikleme &ncesi pet22b plazmitini iceren E. coli BL21(DE3) pLysE hiicreleri, 2.
Indiikleme sonrasi pet22b plazmitini iceren E. coli BL21(DE3) pLysE hiicreleri, 3.
12000 rpm’de santriflij sonrasi elde edilen siipernatant, 4. 12000 rpm’de santrifj
sonrasi elde edilen pelet, 5. Yikama tamponu ile iki kez yikanmis siipernatant, 6.
Yikama tamponu ile 2.kez yikanmis pelet, 7. 1.basamak sonrasi siipernatant, 8.
3.basamak olan ekstraksiyon sonrasi siipernatant, 9. 3.basamak olan ekstraksiyon
sonrasi ¢Oziilmiis pelet, 10. Protein marker (20% Tris-glycine SDS-PAGE).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 4.6. Kolondan saflastirma prosesinin SDS-PAGE goruntisi. 1. Kolon sonrasi elde
edilen supernatant, 2. Son islemdeki pelet, 3. Kolona yiklenen 6rnekten asagi akan
stiziint{, 4. Kolonun pH:7.5 tamponu ile yikanmasi sonucu soliisyondan alinan 6rnek 5.
Protein marker (20% Tris-glycine SDS-PAGE), 6, 7, 8, 9, 10 ve 11. Kolondan eliisyon
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tamponunun (300 mM imidazollu) gecirilmesiyle elde edilen stzlntiler (Eltsyon 1, 2,
5,7,9, 10).

4.5. Pep Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Schégger ve von Jagow metoduna gore (1987), A. niger PEP’in aktivite tayinin de
%6011k etanolde ¢oziilen gluten, pH=3 ¢ ayarlanan 0.1 M sitrat buffer1 ile, enzim:
gliadin oranmi 1:25 olacak sekilde 55°C’de proteolize birakildi. Isaat sonra durdurulup,
ornekler SDS-PAGE ’e yiiklendi (Sekil 4.7).

Ticari substrat i¢cin Endoproteaz EPR aktivitesi, Edens ve digerleri tarafindan bildirilen
metodoloji kullanilarak belirlendi. i1k olarak sentetik substratimiz Z-Gly-Pro-pNA
(benzyloxycarbonyl-glycine-proline-p-nitroanilide) , 250 UM ¢ozelti hazirlamak ig¢in 60
°C’de 1,4 dioksan (%40 su) icinde ¢ozlldiu. Endoproteaz EPR aktivitesi, bir sitrat/
disodyum fosfat tamponunda (pH 5.0), 37°C’de sentetik substrat olarak Z-Gly-Pro-pNA
kullanilarak belirlendi. Reaksiyon iirtinleri, 410 nm’de spektrofotometrik olarak izlendi.
Endoproteaz EPR aktivitesinin bir tinitesi, yukardaki kosullar altinda dakikada 1 pmol

p-nitroanilidi hidroliz etmek icin kullanilan enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

1 2 3

Sekil 4.7. Pep enzim aktivitesinin SDS-PAGE ile analizi. 1. DNA marker (Hyper
Ladder 1 kb), 2. Enzim ilave edilince aktivite, 3. Enzim icermeyen gluten 6rnegi.
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4.5.1. Pep aktivitesi Uzerine baz1 parametrelerin etkisi
4.5.2. pH’nin etkisi

PEP enziminin, optimum aktivite gostermis oldugu pH degerinin tespit edilmesi
amaciyla, farkli pH degerlerindeki (2.2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) tamponlar kullanilarak, Z-
Gly-Pro-pNA substrat1 varliginda, enzim aktivitesi tayinleri yapildi. pH-% bagil aktivite
egrisi, elde edilen aktivite degerleri kullanilarak ¢izildi (Sekil 4.8). Cizilen egri
grafigine gore, optimum pH’nin 6 oldugu goriilmektedir. Analizler li¢ tekrarli olarak

yapilmistir.

Delta OD Bagil Aktivite
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80
60
40

20

0 2 4 6 8 10 12
pH

Sekil 4.8. Pep enzimin pH bagimlik egrisi

4.5.3. Sicakhgn etkisi

Sicakligm enzim aktivitesi iizerindeki etkisini tespit etmek i¢in; 25, 30, 37, 50, 60,
70°C’lik sicakliklarda ve pH 6 da o6lgtimler yapildi. Sicaklik-% bagil aktivite egrisini
cizmek igin, elde edilen aktivite degerleri kullanildi (Sekil 4.9). Cizilen egriye gore,

optimum sicaklik 30°C olarak belirlenmistir. Analizler ti¢ tekrarli olarak yapilmistir.
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Delta OD Bagil aktivite
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Sekil 4.9. Pep enzimin sicaklik bagimlik egrisi

4.5.4. Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Termal stabiliteyi belirlemek icin enzimler, 30, 40, 50 ve 60°C’lik sicakliklarda; 0, 30,
60 ve 90 dk boyunca inkiibe edildi. On inkiibasyon uygulamasindan sonra optimum
sartlarda aktivite tayini yapildi. Zaman-kalan aktivite (%) egrisini ¢izmek igin elde
edilen aktivite degerleri kullanild1 (Sekil 4.10). Enzimin 60°C’de 90 dk sonunda
aktivitesini neredeyse tamamen kaybettigi belirlendi. 60°C’de 60 dk sonunda
aktivitesini yaklasik %84, 50°C’de ise 90 dk sonunda ise aktivitesini yaklasik %83
oraninda kaybettigi belirlendi.
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Sekil 4.10. Pep enzimin 1s1l kararlilik egrisi

4.5.5. Substrat konsatrasyonunun enzim aktivitesi Uzerine etkisi

Enzim aktivitesine substrat konsantrasyonun etkisini tespit etmek amaciyla, optimum
kosullardaki enzim aktivitesi de§isen substrat miktarma (5,10,15,25,30,40 pL) karsi
tamimlandi. Linewear-Burk egrisi ¢izmek i¢in, elde edilen veriler kullanildi. Km degeri

5.37 MM, Vmax 0.025 mM / s olarak belirlendi (Sekil 4.11).

YV (s) Hacimsel Aktivite

600
y =210,74x + 39,217
R?=0,9998

500
400
300
200
100

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

1/S

Sekil 4.11. Pep enzimi i¢in Linewear-Burk egrisi
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TARTISMA ve SONUC

Bu c¢aligmada, c¢olyak hastalar1 igin sorun olusturan glutenin, biyoteknolojik
yontemlerden olan rekombinant DNA teknolojisiyle tretilen PEP enzimiyle giderilmesi
aragtirtlmigtir. PEP enzimi, bakteriyel ekspresyon sisteminde iiretilmistir. Bakteriyel
ekspresyon sistemleri, hizli, yiiksek miktar ve diisiik maliyette protein iretiminden
dolay1 oldukc¢a yaygin olarak tercih edilmektedir. Fakat iiretilecek protein biiyiik oldugu
zaman, protein katlanmalari, inkliizyon cisimcigi olusturma yatkinligi ve post-
translasyonel modifikasyonlar1 gegeklestirememesi gibi durumlarda bu sistemin
dezavantajlaridir. PEP enzimi geni, A. niger organizmasmin gen dizisinden olup
biyoinformatik araglar kullanilarak kodon optimizasyonu gerceklestirilmistir. Niikleotid
sekans aminoasit sekansi degistirilmeden E. coli hucresine gore kodon optimizasyonu
yapilmistir. Bu sayede PEP enziminin E. coli hiicresinde ekspresyon seviyesinin

artirilmasi amaglanmuistir.

E. coli BL21 (DE3) pLysE hiicrelerine transformasyon islemi yapilmistir. Ekpresyon
calismalarinda indiikleyici ajan olarak IPTG kullanilmistir ve hiicreler O.D 0.7 ye
geldikten sonra indiikleme islemi gergeklestirilmistir. Ortama IPTG ilave edilmeden
once erlenden 1 mL alinarak hiicreler santrifiij edilmis ve pelet resiispanse edilerek
Uzerine 100 pL sds oOrnek yikleme tamponu eklenmistir. Bu islem indiikleme
yapildiktan 3 saat sonra alinan hiicrelere ayni sekilde uygulanmustir. Sekil 4.4 ‘de bu
alinan iki 6rnegin karsilastirilmasi verilmektedir. Indiikleme &ncesi ve sonrasi hiicreler,
bizim rekombine vektori icermeyen pLysE hiicresi ile karsilastirilarak hiicrelerin PEP
enziminin tretip tiretmedigi karsilagtirilmistir. Bu sonuca gore indiikleme sonrasinda
yaklagik 58 kDa agirliginda PEP enziminin varhigir goriilmistiir. Ancak, saflastirma
sonras1 proteinin pelette, inkllizyon cisimcikleri olusturdugu goriilmiistiir. Iki farkl
inkliizyon prosediirii uygulanmustir. Ilk protokolle, 1 L bakteri kiiltiiriinden 280 mg gibi
cok yuiksek miktarda protein elde edildi. Ancak Il. protokol sonrasi elde edilen protein
miktar1 az oldugu igin, ilk protokol sonrasi elde edilen protein Sonraki asamalarda
kullanilmistir. PEP enzimini {iirettigi belirlenen hiicre alinarak biiylik 6l¢ekte {iretim
yapilip saflastirilmas: gerceklestirilerek ilk olarak eliisyonlarin spektrofotometrede

absorbans 280 nm deki degerlerine bakilmistir. Bu degerlerde eliisyon 1, eltisyon 2 ve
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elusyon 3 de protein varligi gozlemlenmistir ve SDS-PAGE analizi yapilmistir. SDS-

PAGE analizine gore elisyon 1’den alinan 6rneklerle aktivite testi yapilmustir.

Socha ve arkadaslari, Aspergillus’un (Aspergillus spp., A. oryzae, A. niger) farkli
tirlerinden elde edilen fungal proteazlarin, bir substrat olarak bugday gliadinleri
uzerindeki proteolitik aktivitesine bakmislardir. En etkili proteolitik aktiviteyi, A.niger
’den elde edilen asit proteazda gozlemislerdir. Bugday gliadinleri ve diisitk molekiiler
agirlikl peptitler tamamen pargalanmistir (Sekil 1). Ancak, A. spp. ve A. oryzae ’den
elde edilen proteaz, gliadini tamamen parg¢alayamamus, 15 kDa’dan daha klgik peptitler
saptamiglardir (Socha ve ark.,2015).

Aspergillus oryzac Aspergillus niger
|6 § 1T 1

1 2 M b | = M
116
6.2
45
35
25
184
14.4

Sekil 12. Aspergillus spp., A. oryzae ve A. niger’den izole edilen spesifik fungal
proteazlar kullanilarak , 60 dakika sonras1 SDS-page ile , bugday gliadinlerinin molekiil
agrrliklarinin tayini ve hidroliz derecesi.

Sekil 4.7.°de goriildiigii gibi, bizim irettigimiz PEP enzimi de gliadini tamamen

parcalamis ve literatiirdeki ile ayn1 sonuclar gozlenmistir.

Literatiirdeki caligmalara bakildiginda, elde edildigi mikroorganizmalara gére PEP ’in
optimum pH ve pH stabiliteleri: A. oryzae ve A. niger’den ekstrakte edilen PEP’in
maksimum aktivitesi sirastyla pH 4 ve 4.2, stabil pH’mmn 3-5 oldugu gériilmiistiir. Ote
yandan, diger prolil endopeptidazlarm alkali pH’ta maksimum aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Ornegin; Halobacterium halobium S9 (pH 8.7), Sphingomonas capsulata
(pH 8.5), Pseudomonas sp. KU-22 (pH 8), Xanthomonas sp. (pH 7.7) ve Aeromonas
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hydrophila (pH 7.7) dir. Flavobacterium meningosepticum (pH 7) ve insan beyninde
(ph 6.8)” de en yiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Shetty ve ark., 2017).

Ayni arastirmacilar yaptiklar1 ¢alismaya gore, elde edildigi mikroorganizmalara gore
PEP’in optimum sicakligi: A. niger 42°C, Pseudomonas sp. KU-22 45°C,
Sphingomonas capsulata 43°C, Halobacterium halobium S9 40°C, Flavobacterium
meningosepticum 40°C, A. hydrophila 30°C ve insan beyninde 37°C olarak
bulunmustur (Shetty ve ark., 2017).

Arisoy ve arkadasi, yine PEP ailesinden, mikrobiyal Dipeptidil Peptidaz 1\VV’iin enzim-
substrat spesifikligini belirlerken pNA ile isaretlenmis sentetik Gly-Pro-pNA ve Ala-
Pro-pNA substratlarini kullanmiglar ve Gly-Pro-pNA peptit dizisine ait K degeri 0.57
MM ve Vmax degeri 0.017 mM min?; Ala-Pro-pNA substratma ait Km degeri 2.90 mM
ve Vmax degeri 0.018 mM min™? olarak belirlemislerdir (Arisoy ve Ustiin Aytekin.,
2018).

Shetty ve arkadaslari; Sphaerobacter thermophilus’dan rekombinant olarak elde
ettikleri PEP’in, molekiiler agirhigmi 77 kDa, optimum pH’in1 6.6, optimum sicakligini
63°C, Lineweaver Burk grafigine gore de, reaksiyon ¢Ozeltisinde 4.16 mg protein

oldugunda, Vmax Ve Kp sirasiyla 3.47 mM / s ve 1.5 mM olarak bulmuslardir.

Kang ve ark., Pichia pastoris de ekspresyonu yapilan AO-PEP’in (A. oryzae), farkli
substratlarda kinetik parametrelerini 40°C ve pH 4’de belirlemislerdir. AO-PEP’in, Ala-
Pro-pNA’ya karsi katalizor aktivitesinin olmadigini, fakat Z-Gly-Pro-pNA, Ala-Ala-
Pro-pNA ve Z-Ala-Ala-Ala-Pro-pNA’y1 hidrolize etme kapasitesine sahip oldugunu
gormiislerdir. Z-Gly-Pro-pNA’nmn; K, kcat ve kcat / Ki sirastyla 0.37 mM, 105.7 s 2
ve 285.7 s 1 mM ! oldugunu belirlemislerdir. Z-Ala-Ala-Ala-Pro-pNA ‘nin ve (Km =
0.56 MM, Keat = 93 S°%, Keat / Km = 166.1 st mM ™) ve Ala-Ala-Pro-pNA’nin (K,
0.28 MM, Keat = 139.4 571, Keat / Km = 496.4 s mM™?) olarak belirlemislerdir (Kang ve
ark., 2015).

Kang ve ark., bagka bir calismada da yine substrat ¢esidinin reaksiyon hizi {izerindeki

etkisini aragtirmiglardir. Sentetik substratlar olarak Z-Gly-Pro-pNA, Ala-Pro-pNA, Ala-
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Ala-Pro-pNA ve Z-Ala-Ala-Ala-Pro-Pna kullanmiglardir. Sonuglar, AO-PEP’in
dipeptidli Ala-Pro-pNA’y1 hidrolize etmedigini gérmiislerdir. Ala-Ala-Pro-pNA igin
daha yiiksek afinite goriilmiistiir. (Km = 0.18 mM, kcat = 107.4 5%, Keat / Km = 596.67
s mM™Y). Diger iki substratin Z-Gly-Pro-pNA (Km = 0.26 mM, Keat = 240 S, Keat /
Km =24 s mM™) ve Z-Ala-Ala-Ala-Pro-pNA (Km = 0.37 MM, Keat = 75 2, Keat / Km =
202.7 s mM™) olarak belirlenmistir. Yapilan iki ¢alismada da goriildiigii gibi, Km
degerleri literatiirde ¢ok disiiktir (Kang ve ark., 2014).

Bu ¢alismada da, E. coli BL21 (DE3) pLysE hiicresinde ekspresyon yaptigimiz PEP
enzimi pH 2.2-8 araliginda ¢aligmakta ve optimum pH’s1 6, 25-50°C sicaklik araliginda
caligmakta oldugu ve optimum sicakligi da 30°C olarak bulunmustur. Asidik pH da
maksimum aktiviteye sahip oldugu go6zlenmistir. Enzimimizin ¢ok genis bir pH
araliginda calismasinin avantaji sayesinde, maya da ekspresyonu yapildiginda mide
asiditesinden etkilenmeyip bagirsaga gegecek ve ¢olyak hastaligi i¢in bir umut olacaktir.
Enzim-substrat spesifikligini belirlerken pNA ile isaretlenmis florojenik sentetik Z-Gly-
Pro-pNA substrati kullanilmistir. Reaksiyon c¢ozeltisinde 1 mg proteinimiz olup,
Lineweaver Burk esitligine gore de, Vmax Ve Km swrasiyla 0.025 mM/s ve 5.37 mM
olarak bulunmustur. Bir enzimin Kmn degeri ne kadar diisiik ise substrata afinitesi o
kadar yuksektir. Enzimimizin Ky degerinin nispeten yiiksekligi enzimin substrata
afinitesinin diisiik oldugunu gostermektedir. Bu durum refolding islemlerinden kaynakli
proteinin substrata olan afinitesinde bir azalmanin s6z konusu olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu calisma ile, ilk kez E. coli’de AN-PEP enziminin rekombinant dretimi ve
saflastirilmasi {izerine yeni bir metodoloji sunmus olduk. Uretilen rekombinant PEP
enziminin bu ¢alisma sonucunda aktivite gosterdigi ortaya koyulmustur. Sonug olarak,
bu caligmada {rettigimiz rekombinant AN-PEP enzimi glutensiz gida iiretiminde
kullanilabilir niteliktedir. Ancak, gida endiistrisinde kullanmak i¢in, maya veya
Okaryotik ekspresyon sistemlerinde PEP enziminin Uretilmesi ve kullanimi daha uygun
olacaktir. Daha sonraki ¢aligmalarda ise iilkemizin ve mevcut pazarmn ihtiyaglar1 géz
oniinde bulundurularak bu potansiyelin en iyi sekilde degerlendirilmesi

hedeflenmektedir.
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