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OZET

Doktora Tezi

ENDUSTRIYEL KULLANIM AMACLI KIMOZIN ENZIMININ ALTERNATIF BIR
SISTEMLE REKOMBINANT OLARAK URETILMESI, SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Yakup ULUSU

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Isa GOKCE

Son yillarda peynir endiistrisinde siit pihtilagtirici enzimlerle alakali olarak alternatif
sistemler olusturulmaya baslanmistir. Bu calismada kimozin enzimini kodlayan DNA
dizisi Escherichia coli i¢in nadir kodonlardan arindirilarak pTOLT vektor sistemine
klonlanmis ve enzim iretilmistir. Tol-A-III proteini ile fiizyon olarak iiretilen enzim
aktivite gostermis, optimum sicakligi 40 oc, optimum pH’s1 ise 6,5 olarak bulunmusgtir.
Calismanin uzun donem hedefinde iilkemizin endiistriyel enzimler konusunda genel
itibariyle tiiketici konumunda olmasindan dolayi, rekombinant enzim {retim
sistemlerini kullanarak ve bu sistemler {izerinde maliyet/performans oranini en optimal
diizeyde tutacak modifikasyonlar1 yaparak, iilkemizin enzim iretimi konusunda
tilketicilikten treticilige gecisine katki saglamaktir.

2012, 87 sayfa
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

EXPRESSION, PRUFICATION AND CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT
CHYMOSIN FOR INDUSTRIAL USAGE USING AN ALTERNATIVE
EXPRESSION SYSTEM

Yakup ULUSU

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. isa GOKCE

Novadays alternative systems are established about milk clotting enzymes in cheese
industry. In this work chymosin gene coding DNA fragment are optimised from rare
codons for Escherichia coli, cloned to the pTOLT expression systems and chymosin
enzyme produced as a fusion protein. Chymosin enzyme that is produced as a fusion to
the TolA-111 was active, its optimum temperature 40 °C, and optimum pH 6,5. Long
term aim of this work is producing industrial enzymes using recombinant expression
systems because our country generally is a buyer of these enzymes. | would like to
contribute to enzyme production of our country by modifying these systems with
optimising cost-performans rate.
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1. GIRIS

Enzim Nedir ?

Enzimlerin ¢ogu amino asitlerin peptid baglariyla baglanmasi ile olusan ve
biyokimyasal yada fizyolojik pek c¢ok tepkimeyi katalizleyen protein yapisindaki
biyopolimerlerdir. Enzim tepkimelerinde, reaksiyona giren molekiillere substrat denir ve
enzim bunlar farkli molekiillere, iirlinlere doniistiiriir. Bir canli hiicredeki tepkimelerin
hemen tamami yeterince hizli olabilmek igin enzimlere gerek duyar. Enzimler
substratlar1 i¢in son derece segici olduklari igin ve pek ¢ok olasi tepkimeden Sadece
birkacini hizlandirdiklarindan dolayi, bir hiicredeki enzimlerin kiimesi o hiicrede hangi

metabolik yollarin bulundugunu belirler (Smith, 1997; Garrett ve Grisham, 1999).

Sekil 1.1. Kimozinin {i¢ boyutlu yapis1 (Gilliland ve ark., 1990)

Mikrobiyal hiicre, hayvan ve bitki dokular: tarafindan tretilebilen enzimler genellikle
endiistride; formasotik, gida, tekstil, deri, yem ve deterjan sanayilerinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.



Enzimlerin endiistri uygulamalarindaki ¢ok cesitli alanlarda kullanilmasi; immobilize
edilmesi yoluyla tekrar tekrar kullanilabilmesi ve iiretimdeki uygunluklari nedeniyledir.
Enzimlerin gida endiistrisinde bu denli fazla kullanimlari dogal olarak {iretim
maliyetlerini de etkilemektedir. Endiistride kullanilan enzim pazari iki milyar dolari
asmis durumdadir. Bu pazarin yarisindan fazlasini ise gida iiretiminde kullanilan

enzimler olusturmaktadir (Spdk, 2006).

Enzimler, endistride istenilen reaksiyonlarin katalizlenmesinde kullanilirlar.
Giliniimiizde ihtiya¢ duyulan enzimlerin az bulunur olmalar1 ve yiiksek maliyetleri s6z
konusu bu uygulamalar1 giiclestirmektedir. Iste bu noktada da devreye mikrobiyal
enzim kullanimi girmektedir. Proteaz, lipaz, katalaz, laktaz, trans glutaminaz gibi
enzimler siit ve siit Uiriinlerinin iiretimi ve kalitelerinin artirilmast i¢in kullanilan baglica
mikrobiyal kaynakli enzimlerdir. Mikrobiyal enzim kullanimi diinyada gida
endiistrilerinde yeni kalite ve fiziksel Ozellikte siit ve siit iiriinlerinin gelistirilmesi

yoniinden 6nem tagimaktadir (Er ve Sarimehmetoglu, 2009).

Etimoloji ve Tarihce

1700"erin sonlarinda mide salgilar1 tarafindan etin sindirildigi, tiikiiriik ve bazi bitki
Oziitlerinin nigastay1 sekerlere doniistiirdiigii  biliniyordu. Ancak, bunun hangi
mekanizmayla oldugu bilinmiyordu. 19. yiizyilda, Louis Pasteur, maya tarafindan
sekerin alkole doniismesini (fermantasyonu) arastirirken, fermantasyonun maya

hiicrelerinde bulunan bir canli gii¢ tarafindan meydana geldigi sonucuna varmaistir.

1878'de Alman fizyolog Wilhelm Kiihne (1837—-1900) ilk defa enzim terimini kullandi.
Daha sonralar1 enzim sozciigii canli olmayan bilesikler (Ornegin pepsin) igin
kullanilmig, canlilar tarafindan iiretilen kimyasal aktiviteler i¢in de "ferment" sézcligi

kullanilmaya baslanmigtir (Dubos, 1951).

1897'de Eduard Buchner (Sekil 1.2.) i¢inde canli hiicre bulunmayan maya ekstresinin
sekeri fermante etme yetenegi oldugunu gostermistir.  Siikkroz  sekerinin

fermantasyonuna yol agan enzime "zimnaz" adimi vermistir ve 1907'de "hiicresiz



fermantasyonun kesfi’nden” dolayr Nobel Kimya Odiilii’nii kazanmistir. Buchner'in
ornegi izlenerek enzim adlar katalizledikleri tepkimelere gore adlandirilir. Tipik olarak
substratin veya reaksiyon tipinin adinin sonuna -az eklenir. Ornegin, laktaz, laktozu

pargalayan enzimdir. DNA polimeraz, DNA polimerleri olusturan enzimdir.

Sekil 1.2. Eduard Buchner (Anonim 2011g).



2. KAYNAK OZETLERI (KURAMSAL TEMELLER / GENEL BILGILER)

2.1. Hiicrede Enzim Aktivitesinin Kontrolii

2.1.1. Enzim Uretimi

Enzim genlerinin yazilimi ve ¢evirimi hiicredeki ortamdaki degisikliklere bagli olarak
hizlandirlabilir veya yavaglatilabilir. Gen diizenlenmesinin bu sekline enzim
indiiksiyonu ve inhibisyonu denir. Ornegin, bakteriler penisilin gibi antibiyotiklere kars1
direng gelistirebilir. Ciinkii penisilin molekiilii i¢in ¢ok 6nemli olan B-laktam halkasini
hidrolizleyen B-laktamaz adli enzimler indiiklenir. Bir diger 0&rnek, ilag
metabolizmasinda 6nemli yer tutan Sitokrom P450 oksidaz adli karaciger enzimleridir.

Bu enzimlerin induksiyonu veya inhibisyonu, ila¢ etkilesimlerine yol agabilir.

2.1.2. Enzimlerin Boliimlendirilmesi

Kompartmanlasma ile farkli metabolik yollar farkl: hiicresel bolmelerde cereyan eder.
Ornegin, yag asitleri, sitozol, endoplazmik retikulum ve Golgi aygitinda bir grup enzim
tarafindan sentezlenir, sonra, mitokondride B-oksidasyon yoluyla enerji kaynagi olarak

bagka bir grup enzim tarafindan kullanilir (Faergeman ve Knudsen, 1997).

2.1.3. Enzim inhibitor ve Aktivatorleri

Enzimler, enzim inhibitdrleri ve aktivatdrleri tarafindan diizenlenirler. Ornegin, bir
metabolik yolun son iirlinii sikca bu yolun ilk enziminin (genelde ilk tersinmez)
inhibitoridiir, boylece yolun son iriiniiniin miktar1 diizenlenir. Bu bir negatif geri

besleme mekanizmasidir.



2.1.4. Cevrim Sonrasi Degisim

Enzimler c¢evrim sonrasi degisim (post-translational modification) araciligiyla
diizenlenir. Bu tiir degisimler arasinda fosforilasyon ve glikozilasyon sayilabilir.
Omegin, viicuttaki insiilin tepkisinde, glikojen sentaz gibi c¢esitli enzimlerin
fosforilasyonu, glikojenin sentez veya yikimini kontrol eder. Boylece hiicrelerin kan
sekerine uygun cevap vermesini saglar. Cevirim sonrasi degisime bir diger Ornek,
polipeptit zincirin kesilmesidir. Bir sindirim proteazt olan kimotripsin, Once
kimotripsinojen olarak inaktif bir sekilde pankreas tarafindan iiretilir, bu haliyle mideye
tasindiktan sonra orada kesilerek etkinlestirilir. Boylece, sindirim yoluna girmeden
enzimin pankreas ve diger dokulara zarar vermesi engellenir. Bir enzimin bu tip inaktif
onciil (prekiirsér) haline zimojen denir. Inaktif onciil maddelerden aktif enzim

tiretilmesi islemine ise zimojen aktiflesmesi ad1 verilir (Doble ve Woodgett, 2003).

2.1.5. Farkh Ortamda Aktiflesme

Bazi enzimler farkli bir ortamda yer alinca etkinlesirler. Ornegin sitoplazmanin
indirgeyici ortamindan periplazmadaki yiikseltgen ortamina veya yiiksek pH'den diisiik
pH'ya geldiginde enzimin aktivitesi degisebilir. Ornegin influenza viriisiindeki
hemaglutinin, asitli ortamda meydana gelen yapisal bir degisiklik ile etkinlesir, bu

degisiklik hiicre i¢cindeki lizozomlara girdiginde meydana gelir (Carr ve Kim, 2003).

2.2. Mikroorganizmalarin Urettikleri Biiyiik Molekiil Agirhikh Bilesikler

Mikroorganizmalarin mikrobiyal teknoloji agisindan ©nemli olan biiyiilk molekiil
agirlikli makro molekiilleri proteinler ve polisakkaritlerdir. Her iki tip makro molekiiliin
de mikroorganizmalarca tiiretimi glinimiizde artan bir sekilde devam etmektedir.
Rekombinant DNA teknolojisi ile normalde az miktarda iiretilen proteinlerin miktarlar

artirilmaktadir. Ticari olarak mikrobiyal iiretimi yapilan proteinler iki cesittir:



v Enzimler

v’ Terapétik proteinler

Enzim uygulamasi ¢ok gelismistir. 1980’lerin sonundan itibaren Pazar paylar1 10.000

ton ve 2 milyar dolara ulagsmustir.

Proteinlerin modifikasyonunu iceren rekombinant DNA teknolojisi uygulamalarinin
enzim iiretiminde onemli pay1 vardir. Ornegin glukoz izomerazin optimum pH’sinin
diisiiriilmesi yiiksek fruktoz surubu eldesinde onemli olan normal enzimin yol actig

karamelizasyonu (esmerlesme) ortadan kaldirmustir.

Tedavi edici Ozellikte olan bazi proteinler ve peptidler insan ve hayvanlardan yeteri
kadar saflikta ve yiiksek verimlilikte elde edilemezler. Bu nedenle rekombinant DNA
teknolojisi proteinlerin biyolojik fabrikalar olarak nitelenebilecek bakteriler (en sik
kullanilan1 E. coli) ve mayalar (en sik kullanilan1 Saccharomyces cerevisiae) ig¢inde
iretilmelerine olanak vermistir. Terapotik proteinlerin sahip olmasi gereken o6zellikler
sunlardir:

%95’den daha fazla saf olmalidirlar,

Kontaminant DNA 10 pg/doz’dan daha az olmalidur,

Endotoksinler belirtilen diizeyin altinda olmalidir,

D N N NN

Saflagtirmada kullanilan toksik kimyasallar belirlenen diizeyin altinda
olmalidir,
v' Spesifik aktivite minumum diizeyin istiinde, tercihen maksimum
olmalidir,

v Mikroorganizma igermemelidir.

2.3. Endiistriyel Enzimler

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan
elde edilmektedir. Clinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal

kaynakli enzimlere gore;



v' Katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi,
v’ istenmeyen yan iiriin olusturmamalari,
v' daha stabil ve ucuz olmalari,

v’ fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir.

Bugiine kadar 2000°den fazla enzim tanimlanmis ve bunlardan yaklasik 100 tanesi ticari
olarak kullanima uygun bulunmustur. Fakat giiniimiizde bunlardan sadece 20 tanesi

endistriyel amagla tiretilmektedir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin;

%359’unu proteazlar,
%28’ini karbohidrazlar,

%3 linti lipazlar

IR NERNERN

%10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir.

Karbohidrazlar grubuna giren a-amilaz iiretimi %13 ile 6nemli bir yer tutmaktadir

(Wiesman, 1987).

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi iiriinlerin kullanim alanlarmin cesitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmas1 nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler
ile ilgili alaninda yapilan gesitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. Ozellikle son
yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden
yararlanilarak enzim tiretimi biiyilk boyutlara ulagmis ve kullanimi giderek

yayginlagmustir.

2.3.1. Proteazlar

Proteazlar enzimlerin olduk¢a kompleks bir grubunu olustururlar ve oldukga farkl
fizikokimyasal ve katalitik 6zelliklere sahiptirler. Proteazlar, camasir deterjanlari, deri,
et, siit, ilag, bira, fotografcilik gibi bir¢cok endiistri dallarinda kullanilmaktadir.
Mikroorganizmalardan elde edilen proteolitik enzimler diinya ¢apinda deterjan
endiistrilerinde en fazla kullanomi olan enzimlerdir. 30 yil boyunca deterjanlardaki

proteazlarin 6nemi, kii¢iik katki maddesinden anahtar bilesen olma konumuna dogru



degismistir. lyi bir deterjan enzimi oksitleme ajan1 ve agarticilarla beraber stabilitesini
koruyabilmelidir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin biiyiik bir kismi1 agartma/oksitleme
ajanlarmin varliginda stabilitesini koruyamamaktadir. Bu nedenle enzim tabanl
deterjanlarin daha iyi stabiliteye sahip olmasi i¢in rekombinant DNA teknolojisi
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, mikrobiyal cesitliligi derinlemesine inceleyerek
ticari olarak daha kullanigh enzimler {iretebilen mikroorganizmalarin bulunma sansi da
daima vardir (Oberoi ve ark., 2001). Klasik olarak deterjanlar yiiksek yikama
sicakliklarinda kullanilmaktadir. Simdilerde alkalin proteazlarin tanimlanmasinda genis
sicaklik araliklarinda etkili olmas1 oldukga ilgi ¢cekmektedir. Diger taraftan gilinlimiizde
deterjan endiistrisi, yikama sicakliginin diisiiriilmesi ve deterjan kompozisyonunun
degismesi yoniinde c¢aligmalar yapmakta, fosfat tabanli deterjanlar1 uzaklastirarak,
deterjan uygulamalar1 i¢in daha uygun yeni alkali proteazlar lizerinde durmaktadir

(Jasvir ve ark., 1998).

Proteazlarin diger ilging bir kullanom alan1 ise deniz Crustacea atiklarinin
deproteinizasyonudur. Kimyasal iglemlerin iistesinden gelmek i¢in mikroorganizmalarin
veya proteolitik enzimlerin kullanilmasi {izerine ¢aligmalar yapilmaktadir (Yang ve ark.,
1999). Kitin ve tiirevleri c¢ok yonlii biyolojik aktiviteleri ve zirai kimyasal
uygulamalarindan dolay1 biiyiik ekonomik degere sahiptir. Deniz Crustacean’lari ise
kitin bakimindan oldukca zengindir. Klasik olarak deniz atik materyallerinden kitinin
hazirlanmas1 gii¢lii asit ve bazlar kullanarak demineralizasyon ve deproteinizasyon
gerektirmektedir. Bununla beraber kimyasallarin kullanilmasi kitinin deasetilasyonunu

kismi olarak gerceklestirmektedir. Kimyasal uygulamalar ayn1 zamanda atik sularda
notralizasyon ve detoksifikasyon yapilmasini gerektirmektedir. Bu nedenle kimyasal
uygulamalardan dogan =zararlarin Ustesinden gelmek icin alternatif olarak
mikroorganizmalarin veya proteolitik enzimlerin kullanilmasi gliindemdedir (Oh ve ark.,

1999).

2.3.2. Deterjan Endiistrisinde Enzimler

Deterjan endiistrisinde enzimler 6nemli yer tutarlar. Camasir deterjanlarinin % 80’1

agirliklarinin % 0.015- 0.025°1 kadar proteolitik enzim igerirler.



Proteolitik bir enzim olan subtilizin Bacillus’tan elde edilir ve 65 °C’in iizerindeki
sicakliklarda bile etkindir. Bu enzimin termostabilitesini arttirmak igin genetik
miihendisligi caligmalar1 yapilmis ve protein molekiiliiniin 218. amino asidi olan
aspartik asit, serin ile degistirilmistir. Yine 104. amino asit olan tirozin, fenil alanine

dontstiiriilerek pH 11°de aktif olan subtilizin elde edilmistir.

2.4. Kimozin

Diinya iizerinde siit endiistrisinde, peynir yapimi i¢in yilda 100 milyon dolar degerinde
kimozin kullanilmaktadir. Bu genis kullanimi nedeniyle biiyiik 6l¢ekte rekombinant
kimozin iretimi yoluna gidilmis ve inek kimozini E. coli’de klonlanmistir. Bu
rekombinant kimozin Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) nin 1990°da insan tiiketimi

icin onayladig ilk genetik miithendisligi iiriinii olmustur.

Siit tirtinleri teknolojisinde siit ve siit iirlinlerinin iiretimi ve kalitenin artirilmasi, laktoz
intoleransi olan bireyler i¢in laktozsuz gidalarin gelistirilmesi gibi bazi 6zel diyet
irlinlerinin hazirlanmas1 ve ozellikle istenilen kalite ve tekstiire ulasabilmek icin
modifiye edilmesi, peynir iiretiminde peynir olgunlagsma siiresinin azaltilmasi ve kalite
ile beraber besin degerinin artirtlmasi igin yapilan uygulamalarda mikrobiyal enzimler
kullanilmaktadir (Neelakantan ve ark., 1999). Yeni enzim ve kiiltiirlerin siit
iiriinlerindeki uygulamalarda artan kullanimi, peynirin raf dmriintin uzatilmasi, peynirde
diizglin tat gelisiminin saglanmasi ve olgunlastirilma agamalarinda yardimer olmaktadir
(Er ve Sarimehmetoglu, 2009). Peynir yapiminda en kompleks islem siitiin
pihtilagtirilmasidir. Geleneksel olarak siit pihtilasmasini saglayan enzimler, hayvansal
kaynaklardan (buzag abomasumu) elde edilmektedir. Son yillarda ise siit pihtilastiric
enzimlerle alakali olarak alternatif sistemler olusturulmaya baslanmistir. Diger
hayvanlar, bitkiler ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilen pihtilastirict enzimlerin
kullanim1 gelismeye baslamistir. Bununla birlikte pihtilagtirict enzimin kaynagina gore
performansi ve peynirin kalitesi direkt olarak etkilenmektedir (Broome ve Limsowtin,

1998).
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Endiistriyel kullanim amaglh kimozin genellikle rennet veya rennin olarak adlandirilir.
Rennet temel olarak peynir yapim endiistrisinde kullanilan bir aspartik proteaz ¢esididir
(Ustunol ve Hicks, 1990). Bu proteazlar aktif bolgelerinde Asp-32 ve Asp-215 olmak
iizere iki tane aspartik asit rezidiisii tasirlar (Vallejo ve ark., 2008). Enzim kazein
proteinini Phe-105 ve Met-106 arasinda bulunan peptid bagimi kirarak, ¢oziinmeyen
para-k-kazeini olusturur ve bu da sonugta siitiin piht1 olusturmasini saglar (McMahon ve

Brown, 1984).

His Phe-Met Lys

N e
98 105106 111

k-Kazein
Kimozin

His Phe Met Lys

N [
98 105 106 111

Para-x-Kazein Glikomakropeptid

Sekil 2.1. Kimozin reaksiyonu (Anonim, 2012a)

Sigir stitiindeki azotun yaklasik % 80’ini kazein proteini olusturur. Kazein alfa S1, alfa
S2, B ve kappa (x) olarak baslica 4 farkli proteinin, sirasiyla 40:10:35:12 oranlarinda bir
araya gelmesiyle olugsmustur. Biitiin kazein tiirleri fosfor icermektedir. Alfa S1, Alfa S2
ve P alt gruplart yiiksek fosfat icerikleri sayesinde Ca®* iyonlarini giiclii bir sekilde
baglayarak presipitat (¢okelek) olusturur (Foltman, 1987).



11

Sekil 2.2. Kazein proteininin ii¢ boyutlu yapist (Anonim 2012Db)
Siitiin koagiilasyonu iki asamada gergeklesir.

v’ Birinci safha proteolitik basamaktir. Bu safhada enzimatik parakazein
(insoluble) ve TCA’da ¢oziinebilen glikomakropeptidler tiretilir.

v Ikinci safha ise koagiilasyon basamagidir ki, bu da parakazeinin 20 °C’nin
iizerindeki sicakhiklarda Ca®* iyonlar1 tarafindan ¢okeltilmesi veya

peltelestirilmesini kapsar (Fox, 1988).

Renin’ in kazeinat sistemine etkisi boyunca 6ncelikli olarak x-kazein saldiriya ugrarken
diger kazein fraksiyonlar1 daha az etkilenir. x-kazein fraksiyonlarinin pH 6.7’de renin
ile enzimolizi sirasinda Ca™ iyonlarmin yoklugu, para- k-kazein fraksiyonlarinin
presipitasyonuna neden olur. Reninin aktivite gdstermesi sisteme Ca'" iyonlarmimn
eklenmesi ile miimkiindiir. Para- k-kazein kalsiyum yoklugunda kalsiyuma hassas olan
kazeinlerle etkileserek onlarin ¢okelmesini dnler. Kalsiyum iyonlarinin varliginda ise,
kalsiyuma hassas kazein fraksiyonlar1 ¢6ziinmeyen para-k-kazein fraksiyonlariyla pihti
olustururlar. Kimozin, k-kazeindeki Phe'® ile Met'® arasindaki bagi kirarak siit
pihtilagmasini baslatir. Bu bag siitteki diger peptid baglarina nazaran asit proteinazlara
kars1 ¢ok daha hassastir. Bu tekil hassasiyet ¢ok ciddi ilgi uyandirmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda bu iki amino asit arasindaki dipeptid bagi (HPhe-MetOH)
hidrolize edilememistir. Aym sekilde Phe-Met bagini igeren {i¢lii ve dortlii peptidlerde
de bu bag kirllamamustir. Fakat bu bagi i¢eren bir pentapeptiddeki (HSer-Ser-Phe-Met-
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AlaOH) bag hidrolize edilmistir. Bu ise enzim substrat iligkisinin peptid uzunluguyla

olan iliskisini belirlemektedir (Hill, 1968; Hill, 1969).

Bu proteazlar geleneksel olarak siit pihtisi (¢okelek) olusturmak ve farkli tiplerde peynir
iiretimi i¢in siklikla kullanilirlar. Peynir endiistrisinde kullanilan bu enzimlerin en etkili
olanm1 kimozindir (Rao ve ark., 1998). Peynir endiistrisinde kimozin disinda kullanilan
diger bazi spesifik olmayan aspartik proteazlar peynirde tat acilagmasina, protein
iceriginde azalmaya ve hatta peynir yapimi sirasinda ¢ok ciddi verim kayiplarina yol

acabilmektedir (Beppu, 1983).

Kimozin canlilarda 16 amino asiten olusan bir sinyal peptidinin de dahil oldugu
preprokimozin olarak sentezlenir. Bu sinyal peptidi kismi1 prokimozin olusturulurken
degrege olarak ortadan kaybolur. Prokimozin 40.777 Da molekiil agirligina sahip bir
propeptiddir. Prokimozin asidik pH ortami1 bulunan midede amino terminal ucunda
bulunan 42 aminoasitlik propeptid kismini1 kaybederek aktif kimozin molekiiliini
olusturur. Aktif kimozin 35.600 Da molekiil agirligina sahiptir ve 323 amino asitten
olusmustur (Pedersen ve ark., 1979). Sentetik substratlarla yapilan caligmalar
sonucunda kimozinin pH 4.2’den 3.7’ye kadar uzanan genis bir optimum pH araligina

sahip oldugu belirlenmistir (Mohanty ve ark., 1999).

Pscudokimozin
< i >
Pre Pro Kimozin
< > <€ > € >
-16 1 28 43 365

Sekil 2.3. Kimozin enzimin sematik yapis1 (Mohanty ve ark., 1999)

Rekombinant kimozinin avantajlar1 soyle siralanabilir: Artan peynir mayas: ihtiyaci
buzag1 kesmeden karsilanabilir, cok daha biiylik miktarlarda tiretim yapilabilir, standart
kalite ve maksimum verim saglanir, enzimin saflig1 yiiksek oldugu ve pepsin icermedigi
icin peynirin olgunlagma siireci kusursuz gergeklesebilir, kalitesiz sirden kullanimindan

dolay1 kaynaklanan peynir kusurlarina rastlanmaz (Dervisoglu ve ark., 2007).
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Gegmis yillarda yapilan c¢alismalarda; Kim ve Kim (1986), Cheddar peynirinin
olgunlagsmasi iizerine Mucor kaynakli enzimin etkisini incelemislerdir. Bu ¢alismanin
sonucunda Mucor miehei enzimiyle iiretilen peynirini buzagi kimozin enzimi ile tiretilen
peynire gore peynir suyuna gecen yag ve protein oraninin daha yiliksek oldugunu

belirlemislerdir.

Sahan ve Konar (1990) yaptiklar1 ¢alismada mikrobiyal kaynakli enzimlerin (Mucor
miehei, Mucor pusillus Mucor miehei, Mucor pusillus ve Endothia parasitica)
genellikle asit proteaz oldugunu ve abomasum kaynakli peynir mayasina gore daha
yiiksek proteolitik aktiviteye sahip olduklarini belirlemistir. Ancak bu mikrobiyal
kaynakli kimozinin peynirin tat ve tekstiiriinde c¢esitli bozulmalara yol ag¢tigini

belirlemislerdir.

Yun ve ark., (1993) mozerella peynirini Endothia parasitica, Mucor miehei ve
hayvansal kaynakli kimozin olmak iizere 3 farkli pihtilastirict ile tretmislerdir.
Endothia parasitica, Mucor miehei ve hayvansal kimozin ile yapilan mozerella
peynirindeki pH, rutubet, yag, protein, tuz ve Ca parametrelerinde 6nemli bir faklilik

olmadigini belirlemislerdir.

Eraz (1996), Mucor miehei ve abomasumdan elde edilen pihtilagtirici enzimler
yardimiyla iiretilen beyaz peynirin 6zelliklerini belirlemek amaciyla yaptig1 ¢calismada,
abomasum kimozini ile iiretilen peynirin protein olmayan azot igeriginin % 0,185,
Mucor miehei ile yapilan peynirin ise % 0,217 oraninda protein dis1 azot igerdigini

bildirmistir.

Vallejo ve ark., (2008) Pichia pastoris siipernatat kiiltiiriinde rekombinant kimozin
enzimini tretmislerdir. Bu mikroorganizmay1r se¢cme nedenleri, mikroorganizmanin
kendine yabanci rekombinant proteinlerin iiretiminde ve sekresyonunda ¢ok kullanish
olmasidir. Vallejo ve ark., buzagi abomasumundan RNA izole etmisler ve daha sonra
preprokimozin, prokimozin ve kimozinin DNA sekanslarini izole ederek bunlart Pichia
pastoris’e ekspresse ettirmislerdir. Bu ¢alisma ile Vallejo ve ark., aktif rekombinant

kimozin enziminin tretimini Pichia pastoris’te ilk kez gerceklestirmislerdir. Fakat
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iiretim asamasinda rekombinant E. coli ve Pichia pastoris suslarinin se¢imi i¢in zeosin
antibiyotiginin kullanmalar1 maliyeti artirmistir. Ayrica bu sekilde zeosin antibiyotigini
kullanarak yapilan bu {iretim sistemi biiyiik ¢apta kiiltiir uygulamalarini (Fermentor ve

bioreaktor) ekonomik olmamasindan dolayr miimkiin kilmamaktadir.

Vega-Hernandez ve ark., (2004) emzikli kegi abomasumundan preprokimozin
cDNA’sim1  karakterize ederek klonlamislardir. Daha sonra iiretmis olduklari
rekombinant plazmitleri Kluyveromyces lactis ve Saccharomyces cerevisiae hiicrelerine
transforme etmislerdir. Her iki transformant organizmanin da kiiltiir siipernatantlar1 asit
pH’daki aktivasyonlarindan sonra siit phtilastirict aktivite gostermislerdir. Uretmis
olduklar1 rekombinant keci kimozininin kazein fraksiyonlarina karsi proteolitik

aktivitesini 0l¢miisler ve enzimin 6zellikle k-kazeini hidrolize ettigini belirlemiglerdir.

El-Sohaimy ve ark., (2010) buzag:i abomasumundan RNA izolasyonu yapmislar ve bu
saflagtirdiklar1 RNA’lardan da RT-PCR yontemiyle kimozinin cDNA’sin1 tiretmiglerdir.
Daha sonra el ettikleri cDNA’y1 kullanarak E. coli’de rekombinant kimozin iretmeyi
basarmislardir. Arastiricilar iirettikleri kimozin ile yaygin olarak kullanilan emsallerini
karsilastirdiklarinda rekombinant kimozinin digerlerine gore %105 oraninda daha fazla

pihtilastirict aktiviteye sahip oldugunu gérmiislerdir.

2.5. Siit

Siit; i¢erdigi protein, laktoz, mineral maddeler, vitamin ve yag yoniinden oldukga zengin
bir besin maddesidir. Siit proteini olan kazein ile siit karbonhidrati olan laktozun dogada
sadece siitte bulunmasi siitin degerini daha da arttirmaktadir (Biiytlikkilic ve

Arpacioglu, 1990).

Siitiin bilesimi bir¢ok faktoriin etkisiyle degisir. Cizelge 2.1°de goriildiigii gibi elde
edildigi hayvan tiirlerine gére kurumadde miktar1 % 11-38 arasinda, yag miktar1 %1.8-

22.0 arasinda, protein miktart %2.5-15.5 arasinda, laktoz miktar1 %1.3-7.0 arasinda, kiil
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miktar1 ise %0.5-2.6 arasinda degismektedir. Teknolojik ve ekonomik agidan

incelendiginde , siitiin kurumaddesi biiyiik 6nem tasir.

Cizelge 2.1. Cesitli tiir siitlerin ana besin 6geleri (Metin, 2003).

Stit Tiird Kuru Madde (%) Siit Yag1 (%) Protein (%) Laktoz (%) Kiil (%)
Insan 12.4 3.8 1.0 7.0 0.2
Inek 12.6 3.7 3.4 4.7 0.7
Manda 17.2 7.4 3.5 5.4 0.8
Koyun 19.3 7.4 55 4.8 1.0
Kegi 13.2 4.5 3.2 4.1 0.8
Kisrak 11.2 1.9 2.5 6.2 0.5
Fil 23.4 14.3 4.9 3.4 0.8
Esek 12.0 1.8 2.5 6.1 0.5
Kopek 24.9 10.5 12.2 1.3 0.9
Deve 13.6 4.5 3.6 5.0 0.7
Ada Tavsam 30.6 10.5 155 2.0 2.6
Kedi 17.9 3.3 9.1 4.9 0.6
Fare 30.9 14.8 11.8 2.8 1.5
Domuz 20.5 8.8 7.3 3.3 1.1
Ren Geyigi  33.3 16.9 115 2.8 1.4
Balina 37.5 22.0 12.0 1.8 1.7

2.6. Diinya’da Siit ve Siit Uriinleri Sektorii

Diinya siit {irtinleri tiretimi son 30 yilda 6zellikle de 1980’11 yillarin ilk yarisindan sonra
baz1 degisiklikler gostermis, bu degisiklik diinya tliketimi ve ticaretini de etkilemis
diinya ticaretine konu olan {iriin ¢esidi artmistir. 1980°1i yillara kadar siit iiriinleri diinya
ticaretinde tereyagi ve peynirin bir hakimiyeti s6z konusu iken, son yillarda peynirin
yani sira, siit, dondurma ve yogurt gibi siit iirlinlerinin de diinya ticaretinde giderek
onem kazandigi goriilmektedir. Peynir ve tereyagmin diinya ticaretindeki dnemlerini

korumakla birlikte miktar olarak siitiin gerisine diistiikleri bildirilmektedir.

Cizelge 2.2° de goriildiigii gibi diinya peynir liretimi 1970-2003 yillar1 arasinda %120,
tereyagi tiretimi %40,6, siit tozu iiretimi ise %300 oraninda artis gostermistir. SOz
konusu yillar arasinda iiretim artiglart miktar olarak degerlendirildiginde iiretim artiginin
peynirde 9.360.131 ton, tereyaginda 2.326.925 ton oldugu ve inek siitiinden yapilan siit

tozu iiretimindeki artigin ise 1.880.652 ton oldugu goriilmektedir.



16

Cizelge 2.2. Baslica Uriinler Itibariyle Diinyada Siit Uriinleri Uretimi (Degerler ton

olarak ifade edilmistir) (Metin, 2003)

Yil 1970 1972 1999 2000
Uriin

2001 2002

2003

Peynir 7.737.067 8514.161 15.893.816 16.841.524 17.321.133 17.321.133
Tereyagi 5725771 6.047.429 7.066.246 7.298.110 7.622.614  7.963.967
Siittozu  940.182 1132238 2423282 2507.179  2.635540  2.719.494

(Inek)

17.097.198
8.052.696
2.820.834

2.7. Peyir Uretimi

Peynir tiretimi, Diinya ¢apinda biiyiik bir tarimsal iiretimdir. Birlesmis Milletler Gida ve

Tarim Orgiitii'ne gére 2004 yil1 diinya iizerindeki peynir iiretimi 18 milyon ton dur. Bu

kahve tanesi, ¢cay yapragi kakao tanesi ve tiitiin yillik iiretiminden daha fazladir. Peynir

iiretiminin en biiyiik lilkesi Amerika Birlesik Devletleri'dir. Diinya iiretiminin yiizde 30’

unu temin eder, bunu Almanya ve Fransa takip eder.

Cizelge 2.3. En iist peynir iireticileri (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii)

(Anonim 2012c)

En Ust Peynir Ureticileri — 2006 (1,000 metrik ton)
ABD 4,275
Almanya 1,994
Fransa 1,858
Italya 1,154
Hollanda 714
Polonya 579
Brezilya 495
Misir 462
Arjantin 425
Avustralya 395

2.8. Peynir ihracatcilar

En biiyiik peynir ihracatcis1 (parasal degere gore), Fransa olup, ikinci Almanya (miktar

bakimindan birinci olmasina ragmen). En {ist on ihracaatc1 icinde sadece Irlanda, Yeni

Zelanda, Hollanda ve Avustralya ihracat amacl peynir iiretir. Uretimlerinin ihracat
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yiizdeleri sirastyla: %95, %90, %72 ve %65 dir. Fransa'nin peynir iiretiminin sadece
%30 u ihrag edilir ki bu da onu en biiyiik ihracaatci yapar. Diinya'nin en biiyiik peynir
iireticisi Amerika Birlesik Devletleri marjinal bir ihracat¢idir, ¢linkii onun iiretiminin

biiyiik cogunlugu i¢ tikketimde kullanilir.

Cizelge 2.4. En iist peynir ihracatgilar1 (2004) (UN Gida & Tarim Organizasyonu-

(FAO))

En iist peynir ihracatcilarn (.000 US § degeriyle)
Fransa 2,658,441
Almanya 2,416,973
Hollanda 2,099,353
Italya 1,253,580
Danimarka 1,122,761
Avustralya 643,575
Yeni Zelanda 631,963
Belgika 567,590
Irlanda 445,240
Birlesik Krallik 374,156

Almanya en biiyiik peynir ithalat¢isidir. Birlesik Krallik ve Italya ise ikinci ve iigiincii
en biiyiik ithalat¢ilardir (FAO).

2.9. Peynirin Kokeni

Peynir kokenleri insanlik kadar eskiye dayanan bir yiyecektir. Ne kadar eskiye
dayandigina dair kesin bilgi olmasa da, olasi ¢ikis noktalar1 Orta Asya, Orta Dogu ya da
Avrupa olarak tahmin edilmektedir. Yayginlagsmasmin Roma Imparatorlugu
zamanlarinda oldugu diisiiniiliir. ilk {iretimi igin 6nerilen tarih M.O. 8. binyil (koyunun
evcillesitirildigi tarih) ile 9. binyila kadar degisir. Ik peynirin Orta Dogu insanlar1 ve
Orta Asya gogebe Tiirk’leri tarafindan yapildigi disiinilmektedir. O zamanlar
yiyecekleri saklayic1 06zelligi nedeniyle hayvanin derisi ya da i¢ organlar
kullanilmaktaydi. Bu i¢ organlardan olan midede (iskembe) saklanan siitiin buradaki
enzimlerle (kiiltiirle) mayalanmasi iizerine lor haline gelmesi peynirin ilk olusumu

hakkindaki teorilerden biridir (Ridgwell, 1986; Reich, 2002).
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2.10. Kisi Basina Yilhk Tiiketim

Yunanistan, Diinya'da kisi basina ortalama 31,1 kg peynirin tlketildigi en biiylik
tilkketici llkedir. Fransa, 26,1 kg tiiketimle en biiylik ikinci peynir tiiketen iilkedir.
Amerika Birlesik Devletlerinde peynir tiikketimi ¢abuk bir sekilde artmistir ve 1970-
2003 yillart arast ii¢ katina ¢ikmistir. 2009 ylinda peynir tiikketimi kisi basina 14,8
kilograma ulagsmistir. Bunun da ana unsurlarindan biri pizza tiiketiminin son yillarda
giderek artis gostermesidir. Tiirkiye ise 19,4 kg/kisi oramiyla listenin dokuzuncu

sirasinda yer almaktadir (USDA-US Dairy Agency).

Cizelge 2.5. En iist peynir tiikketicileri (Canadian Dairy Information Centre)

En Ust Peynir Tiiketicileri | Kisi Basina Yilhk
(2009) Toplam Peynir
Tiiketimi (kg)

Yunanistan 31.1
Fransa 26.1
Izlanda 25.4
Almanya 22.6
Isvigre 21.4
Hollanda 21.0
Italya 20.9
Finlandiya 20.7
Tiirkiye 19.4
Isvec 18.9
Avusturya 17.4
(Cek Cumhuriyeti 16.7
Israil 16.4
Norveg 15.3
Amerika 14.8
Kanada 12.3
Avusturalya 12.0
Arjantin 11.3
Macaristan 11.0
Ingiltere 10.9
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2.11. Peynirin Besin Ozellikleri

Tiim diinyada sevilerek tliketilen ve yiizlerce ¢esidi bulanan peynir, yeterli ve dengeli
beslenme diisiiniildiigiinde, 6nemi inkar edilemeyecek temel bir fermente siit tiriintidiir.
Peynirin beslenmedeki yeri ve bilesimindeki besin O6geleri asagida tek tek agiklanmistir

(Anonim 2011h).

2.11.1. Siit yagi

Uretiminde kullanilan siitteki yag oranma bagl olarak peynirdeki yag oranlari gesitlilik
gosterebilir. Tiketiciler genellikle tam yagli peynirleri tercih etmektedir. Cilinkii siit
yaginin, peynirin duyusal kalitesine olumlu etkisi biiyliktiir. Tam yagli beyaz peynir ve
tam yagl kasar peyniri yaklasik % 20-30 oraninda siit yag1 igerir; bu nedenle kalp-
damar problemi olmayan ve 6zellikle biiyiime ¢agindaki bireylerin giinliik diyetlerinde

yer almasi gereklidir.

2.11.2. Protein

Peyniri besin olarak 6énemli yapan, igerigindeki biyolojik degeri yiiksek proteinlerdir.
Kullanilan siitteki protein orani, peynirin ¢esidi ve islenme metoduna bagli olarak
farklilik gostermektedir. Peynirler % 10 ila % 30 oraninda protein igerebilirler. Cok
cesitli faktorlerce etkilenmekle ve kaynaktan kaynaga degismekle birlikte insan
viicudunun giinliik 45-50 gram proteine ihtiyaci vardir. Bu miktarin yaklasik yarisinin

hayvansal protein kaynaklarindan karsilanmasi gereklidir.

2.11.3. Laktoz

Laktoz, siit sekeri diye de bilinen ve yalnizca siitte bulunan bir disakkarittir. Peynir
yapimu sirasinda laktoz biiytik olcilide laktik aside doniisiir, bir kism1 peynir alt1 suyuna
gecer, icinde kalan da olgunlagsma boyunca laktik aside doniislir Yani peynir bir
karbonhidrat kaynagi degildir. Ayrica peynir az miktarda laktoz igerdiginden, laktoz



20

intolerantlar i¢in rahatsizlik yaratmayacak bir siit tirtiniidiir (Peynirde yaklasik 1-3 g/100

g laktoz bulunur).

2.11.4. Kalsiyum ve Mineraller

Kalsiyum kemik ve dis gelisimi igin yagsamsal bir mineraldir. Peynirdeki kalsiyum
biyolojik degeri yliksek olan yani insan viicudu tarafindan kolayca kullanilabilen
formdadir. Kalsiyum ayrica kaslarin kasilmasi ve sinir iletimi i¢in viicuda gereklidir.
Cocuklarin, hamile ve emziren kadinlarin ve menopoz donemindeki kadinlarin kalsiyum

ihtiyac1 artar.

Peynirde, yag oranina bagli olarak degisen miktarlarda yagda ¢6ziinen vitaminler
(A,D,E ve K) bulunur. Peyniri vitamin yoniinden 6nemli yapan, bilesimindeki B grubu
vitaminlerdir; bunlar suda ¢oziinen vitaminlerdir. Beyaz peynir B2, B6 ve B12
vitaminleri i¢in kaynak sayilabilecek nitelikte bir siit {irlinlidiir. Her giin tiiketilmesinde

yarar vardir (Anonim, 2011a).

2.12. Peynir Cesitleri

Peynirin lokal anlamda pek ¢ok ¢esidinin olmasiyla beraber IDF (International Dairy
Federation-Uluslararas1 Siit Federasyonu) 500 farkli peynir ¢esidini tanimlamistir. Bu
cesitlilikler olgunlastirma siiresinin uzunlugu, tekstiir, yapim metodu, yag igerigi, siit

tipi, yapildig1 bolge gibi birgok farkli kritere gore belirlenir.
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Sekil 2.4. Peynir Cesitleri (Anonim 2012d)

2.13. Peynir Nasil Yapilir ?

2.13.1. Pihtilastirma

Peynir tiretiminde ilk basamak siitiin kat1 olan pitht1 ve sivi olarak da peynir alti suyu
olarak ayrilmasidir. Bu islem siitiin eksitilmesi ve rennet ilavesi olarak iki basamakta
gergeklestirilir.  Siitlin  eksitilmesi direk sirke asidi gibi asitlerin eklenmesiyle
yapilabilindigi gibi, genellikle starter kiiltiir kullanimi tercih edilmektedir. Starter kiiltiir
bakterileri siitteki laktozu laktik asite ¢evirirler. Bu bakteriler ayn1 zamanda bazi
enzimleri de iirettiklerinden dolay1 peynirin olgunlagsmasi asamasinda ve nihai tadin
olusturulmas: islemlerinde de gorev yapabilirler. Peynirlerin ¢ogunda starter kiiltiir
olarak Lactococci, Lactobacilli veya Streptococci familyalarindaki —bakteriler
kullanilmaktadir. Isvigre peynirinde ise starter kiiltiirde bunlara ek olarak bir de
Propionibacterium shermani kullanilir ki, bu bakteri peynirin olgunlagsmasi esnasinda

CO; baloncuklar iireterek peynirin gézenekli olmasini saglar (Fox, 1999).

Baz1 peynirler sadece sadece asidifikasyonla pihtilastirilirlarken, peynirlerin biiyiik bir

cogunlugunda rennet kullanilir. Rennet peyniri, sadece asitle pihtilastirilana goére ¢ok
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daha sert ve elastiki bir yapiya kavusturur. Rennet ile peynir yapiminda pH’1 ¢ok fazla
disirmeye gerek kalmadigindan, olgunlasma esnasinda is gorecek olan bakterilerin

daha fazla hayta kalma sanslar1 olacaktir (Fox, 1999).

Bu islem esnasinda peynir 1slak ve jel halindedir. Ancak peynirin satisa sunulabilinmesi
icin suyu alinmis, tuzlanmis ve paketlenmis olmasi gerekmektedir. Suyun alinmasi igin

pelte kiiciik parcalara ayrilir ki bu da suyun siiziilmesini kolaylastirir.

Baz1 sert peynir tiirleri 35-55 0C’ye kadar 1sitilarak sularin ¢ok daha fazla
uzaklastirilmas1 saglanir. Peynirin son tadini almasi esnasinda kullanilan siitlin
ozelliginin ve starter kiiltiirdeki bakterilerin fonksiyonu oldugu i¢in genellikle bu tiir

peynirlerin yapiminda termofilik bakteriler kullanilir.

Tuz, peynire tuzluluk tadin1 vermesi yaninda baska rollere de sahiptir. Ornegin pthtidaki
suyu ¢ekerek peynirin raf omriiniin artirilmasinda (kiiflenmeyi onleyerek) 6nemli rol
oynamasinin yani sira, proteinlerle etkileserek peynirin tadinin sabit kalmasini da saglar.

Bazi peynirler salamura banyolarindan gegirilirken, bazilar1 da direkt olarak kuru tuzla

tuzlanabilir (Fox, 2000).

Peynirin tadin1 ve yapisi etkileyen baska etmenlerde vardir. Ornegin; germe: Piht1 sicak
su igerisinde gerilir ve yogrulur. Bu iglem peynire lifli (tel tel) bir yap1 kazandirir. Bu

teknik 6zellikle Mozerella peynirinin yapiminda kullanilir.

2.13.2. Olgunlastirma

Yeni yapilan bir peynir genellikle yavan bir tada sahiptir. Elastiki bir yapis1 vardir. Bu
ozellikler bazen hosa giden peynir olarak goriinse de normalde peynir kontrollii
sartlarda dinlenmeye birakilir. Bu periyot olgunlastirma (ripening) periyodu olarak
adlandirtlir ve birkag giinden pek ¢ok yila kadar uzanan bir siire alabilir. Peynir
yaslandikca mikroplar ve enzimler yapiyr ve yogun tadi degistirirler. Bu doniisiim

biiyiik 6l¢lide kazein proteinin yikiminin ve siit yaginin amino asitlerle, aminlerle ve
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yag asitleriyle olusturdugu komplekslerin bir sonucudur. Bazi peynirlerin

olgunlagmalari sirasinda bazi bagka bakteri ve kiifler eklenebilir (Fox, 1999).
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Sekil 2.5. Peynir Uretimi Akis Semas1 (Anonim 2011b)

2.14. Rennet

Peynir, siit proteininin peynir mayast veya kiiltiirii ile pihtilastirilmasi ve bu pihtidan
peynir altt suyunun (whey) ayristirilmasiyla elde edilen fermente bir siit iirliniidiir.
Geleneksel peynir iiretiminde siit peynir mayasiyla pithtilagtirilir. Bu maya bir enzimdir

ve gorevi bir siit proteini olan kazeini par¢alamaktir.

Bu enzimlerin genel adi proteazlardir. Bunlarin en kalitelisi kappa kazeini parcalama

etkisine sahip olan kimozindir (Pepsin de bu enzimlerden biridir). Kappa kazein
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parcalaninca siit siv1 halini kaybederek pihtilagsmaya baglar. Bu enzimler gevis getiren

hayvan buzagilarinin dérdiincii midelerinden (sirden) elde edilir.

2.15. Rennet Cesitleri

2.15.1. Dana Mayasi

Dana midesinden elde edilir. Peynir yapiminda gerek tek basina, gerekse domuz ve pili¢
mayalariyla beraber kullanilir. Kaliteli peynirlerin hemen hepsinde dana mayasi

kullanilir.

2.15.2. Domuz Mayasi

Bilhassa ¢edar peynirinin yapiminda kullanilir. Elde edilmesi kolay ve ucuzdur.

Cogunlukla dana mayasina karistirilarak kullanilir.

2.15.3. Pili¢ Mayasi

Iyi peynir yapimma elverisli degildir. Daha ziyade dana ve domuz mayalarina katilarak

kullanilir.

2.15.4. Mikrobik Mayalar

Ozellikle vejetaryenler bu mayay1 tercih ederler. Bacillus polymyyat, B. mesentericus,
B. subtilis adli mikroplardan elde edilir. Bunlardan sadece B.subtilis’ten elde edilen
enzim dana mayasiyla beraber kullanilirsa iyi sonug vermektedir. Genellikle kalitesiz

peynir yapiminda kullanilirlar. Elde edilen peynirlerin agir bir kokusu vardir.
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2.15.5. Mantar Mayalari

Mucor pusillus, Endothia parasitica, Mucor meihei’den elde edilir. Dana mayasina gére

performanslar1 ¢cok diistiktiir.

2.15.6. Kimyasal Kaynakh Mayalar

Bunlar genetik miihendisligi tirtinleridir. Gen miihendisleri buzag1 genlerini mikroplara
aktararak kimozin iiretmeyi bagarmislardir. Bu tip enzime ilk FDA onay1 1989 yilinda

verilmis ve bat1 {ilkelerinde bol miktarda kullanilmaktadir.

2.15.7. Mayasiz Peynir

Bu tabir iki anlam ifade eder. Birincisinde peynir asitle ¢cokeltilir (lor, ¢okelek). Digeri

ise kullanilan enzimin hayvansal degil bitkisel kaynakli olmasidir (Dogruyol, 2007).

Pek c¢ok aspartik ve diger tip proteinazlar bitkilerden elde edilir. Bunlarin bir kismi
pihtilastirict olarak denenmisltir. Benincasa cerifera, Calotropis procera, Dieffenbachia
maculata, Solanum dobium’un meyve kisimlari, Centaurea calcitrapa, ve Cynara
cardunculus ¢igekleri, incir (Ficus carica), kenger otu (Cynara cardunculus) ananas
(Ananas sativa) ve hintyagi tohumu (Ricinus communis) gibi bitkilerden elde edilen
protezlarin siitii pithtilastirabildigi saptanmistir. Ancak sigir siitiinden peynir yapiminda
kullanimlari, genel olarak basarisizdir. Cilinkii siit pithtilastirma aktiviteleri asirt
proteolitik bulunmugstur. Asir1 proteoliz peynir veriminde azalmaya ve olgun peynirde
aroma (acilik) ve tekstlir (yumusama) kusurlarina neden olabilir (Sousa ve ark., 2001;

Low ve ark., 2006).

2.16. Maya ile Tlgili Tartisma Konular

Peynir mayastyla ilgili olarak diinya dlgeginde siiregelmekte olan ve halende sicakligini
koruyan bazi tartisma konulari vardir. Bu tartigmalarin basliklar1 asagidaki sekilde

Ozetlenebilir.
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2.16.1. Dini Duyarhhk

Islam dini ve Musevilik et {iriinlerinin tiiketimiyle alakali olarak bir takim kurallar
koymustur. Bunlar geleneksel yollarla iiretilen peynir mayasini da kapsar. Amerika’daki
Islami Yiyecek ve Igecekler Konseyi (Islamic Food and Nutrition Council of America)
su aciklamay1 yapmustir, her hangi bir gidanin helal olabilmesi i¢in belli baz1 hayvan
iirlinleri ile bazi hayvan {iriinleri ile baz1 islemlerden gegmemis olmasi gerekmektedir.
Konu peynir mayasi oldugunda (danadan dahi elde edilse) dananin usuliine uygun
kesilmis olmasi ve elde edilen mayanin Miisliimanlar i¢in yasaklanmis katki maddesi
icermemesi ve uygun olmayan bir isleme tabi tutulmamasi sarttir. Benzer sartlar

musevilikte de gegerlidir.

2.16.2. Hayvan Haklari

Hayvan haklart savunuculart (peynir elde etmek i¢in baska alternatifler varken) maya
elde etmek amaciyla bir buzagmin sadece midesini ¢ikarmak i¢in bogazlanmasinin
insani olmayacagini iddia etmektedirler. Onlara gbre peynir yemek isteyenler genetik ve

mikrobiyal kaynakli mayalarla tiretileni tercih etmelidirler.

2.16.3. Genetik Miihendisligi

Genetik miithendisligi geleneksel peynir mayasina alternatif kimozin enzimini tiretmeyi
basarmistir. Buzagidan alinan kimozin geni normal sartlarda kalin bagirsaklarda
yasayan bir bakteri olan Escherichia coli gibi bazi1 mikroorganizmalara aktarilarak bu
mikroorganizmalarin mikro diizeyde kimozin {iretmesini saglayan bir atdlyeye

doniistiiriilmesi saglanmistir.

Hayvan genetik materyali bir kez bakteri igerisine asilandiktan sonra artik buzagi
hiicresine ihtiya¢ duyulmamakta ve daha sonra iiretilen mikroplar bu geni tasiyarak,

devamli maya tliretmektedirler.
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Kimozin genini tasiyan DNA’lar Escherichia coli’den baska farkli mikroorganizmalara
da transfer edilmis ve enzim tiretimi gerceklestirilmistir. Bunlar; Kluyveromyces lactis,
Aspergillus niger ve Pichia pastoris gibi mikroorganizmlardir. Ozellikle Kluyveromyces
lactis arciligiyla kimozin iretimi ciddi ticari boyuta ulasmistir. Diinya kimozin
pazarmin yaridan fazlasi K. lactis ile rekombinant olarak iretilen enzim ile

karsilanmaktadir

Bu iirlinler hayvanlardan elde edilen enzimlerle esdeger liriinlerdir. Bunlar sayesinde
hayvan kaynakli maya piyasasindaki dalgalanmalarin oniine gegilmistir. Giiniimiizde

peynirlerin yaklasik% 70’1 bu iirlinlerle elde edilmektedir.

Bu mayalarin peynir piyasalarinda sagladigi kolaylik ve rahatlamanin yani sira olasi
baz1 riskleri de mevcuttur. Gen teknolojisinin tasidigi potansiyel tehlikeler peynir

mayalari i¢inde s6z konusudur.

2.16.4. Vejetaryenlik

Vejetaryenler i¢in hangi tip peynir mayasinin uygun oldugu konusu zaman zaman
vejetaryenler arasinda tartigmalara neden olmaktadir. Bazi vejetaryenler siit ve siit
driinlerini tiiketmezler. Siit Uriinlerini tiiketenler i¢cin ise hayvan kaynakli mayalar
yerine, mantar ve bakterilerden elde edilen mayalar tercih edilir. Bazi vejetaryen

kuruluglar ise gen miihendisligi {riinlerinin kullanimini1 onaylamiglardir (Dogruyol

2007).

2.17. Endiistriyel Enzimlerin Kullanim Alanlar

Enzimler, spesifik katalizorlere gerek duyulan kimya endiistrisinde ve diger entistriyel
uygulamalarda kullanilir. Ancak, enzimler genelde katalizleyebildikleri tepkime sayisi,
organik ¢oziicii ve yiiksek sicakliklarda stabiliteleri agisindan sinirlidirlar. Bu yiizden
protein miihendisligi aktif bir aragtirma sahas1 olmustur, konusu yeni 6zelliklere sahip
enzimlerin tasarimidir. Bunun i¢in ya rasyonel tasarim ya da laboratuvar ortaminda in

vitro yontemler kullanilir.
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Cizelge 2.6. Endiistriyel Enzimlerin Kullanim Alanlar1 (Renugopalakrishnan ve ark.,

2005)

Uygulama

Kullanilan enzim

Ornekler

Ekmek endiistrisi

aH aH aH o

lHl"::ll \'(: H .\-(:II l,1‘-(:“

L= L= (= L=

! ! ! !
Y on B oW HO i HE oM

Fungal alfa-amilaz
enzimleri normalde
50 derecede
etkisizlesirler ve
pisirme sirasinda

Undaki nigastanin sekere
parcalanmasini katalizler.
Mayanin seker iizerindeki etkisi
ile karbon dioksit meydana gelir.
Ekmek ve ekmek tiriinleri
yapiminda kullanilir.

oH oH oH H

I“'\l'::II \(: H “"\-(:II I\'\-'::II

Alfa-amilaz nisastadan imha olurlar. m; ”“; “m;;““; “m': “m c “(_” -
seker monomerlerinin ' ' '
serbestlesmesi
reaksiyonunu katalizler Biskiivi imalatcilart undaki
Proteazlar proteaz seviyesini azaltmak igin
kullanirlar.
- Bebek gidalarinin 6nceden
Bebek gidalar Tripsin sindirimi amactyla kullanilirlar.
Selulazlar, Meyve sularmin
Meyve sulari pektinazlar berraklastirilmasi.
Et yumusatmas Papain P1§1r11ecek etin yumusamasini
saglar.
Peroksitten oksijen liretilerek
Kaucuk endiistrisi Katalaz lateksten siinger kaucuk imal
etmek i¢in kullanilir.
Seliilozu fermente edilebilir
. s Seliilazlar sekerlere parcalamak i¢in
Biyoyakit endiistrisi
kullanilir.
Ligninazlar Lignin atiklarin kullanimi
Enfeksiyon olmamast i¢in
Kontakt lens Proteazlar kontakt lenslerden proteinleri

temizleyicileri

cikarmak amaciyla kullanilir.

Fotograf endiistrisi

Proteaz (fisin)

Artik fotograf filmindeki jelatini
¢ozerek i¢indeki giimiisii elde
etmek i¢in kulanilirlar.
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Alkol endiistrisi

Malt iiretimi i¢in arpanin
¢imlendirilmesi.

Bira iiretiminde arpanin
ezilmesi ile enzimler
salinir.

Bu enzimler nigasta ve
proteinleri parcalayarak basit
sekerler, amino asitler ve
peptitler tiretir, bunlar

da fermantasyonda kullanilir.

Arpa enzimlerinin
endiistriyel tiretimi

Biracilikta yayginca kullanilir,
arpadaki dogal enzimler
yerine kullanilirlar.

Amilaz, glukanaz,
proteazlar

Malttaki polisakkarit ve
proteinleri pargalarlar.

Betaglukanazlar ve
arabinoksilanazlar

Arpa bulamacini (wort) ve
biranin filtrelenme
ozelliklerinin iyilestirilmesi.

Amiloglukozidaz ve

Diistik kalorili bira yapimi ve

pullulanazlar fermantasyonun ayarlanmasi.
Proteazlar Biranin saklanmasi sirasinda
olusan bulanikligin
giderilmesi.
Asetolaktatdekarboksilaz | Diasetil olusumununun
(ALDC) engellenmesi.

Siit endiistrisi

Geng gevis getirici
hayvanlarin midesinden
elde edilen Rennin.

Peynir liretimi, proteinin
hidrolizi i¢in.

Tl 3 &,‘W, LA - Mikroplar tarafindan Sut endiistrisinde artarak
= = iiretilmis enzim kullanilmaktadir.

Lipazlar Mavi kiiflii Rokfor peynirinin
iiretimi sirasinda peynirin
olgunlagmasinda kullanilir.

Laktazlar
Laktozun glukoz ve galaktoza
parcalar.

Rokfor peyniri
Nisasta endiistrisi Amilazlar,

CH:OH

Q
OH

OH OH
OH

Glukoz

FHOM - chyoH
HO

Fruktoz
OH

amiloglucosideazlar ve
glukoamilazlar

Nisastay1 glukoza ve cesitli
suruplara doniistiirtir.

Glukoz izomeraz

Nisastali malzemelerden
yiiksek fruktozlu misir surubu
iiretiminde glukozu fruktoza
doniistiiriir. Bu suruplarin
kuvvetli tatlandiric1 6zellikleri
ve ayni tatlilik derecesi igin
stikroza kiyasla daha diisiik
kalori degerleri vardir.



http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Sjb_whiskey_malt
http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Alpha-D-Fructofuranose
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Kagit endiistrisi

Bir kagit fabrikasi.

Amilaz

Ksilanaz
Selilaz

Ligninazlar

Nisastanin daha diistik
viskoziteye indirerek kagidin
sekillenmesi ve kaplanmasini
kolaylastirir.

Ksilenaz, renk gidermek i¢in
kullanilan ¢amasir suyu
miktarini azaltir.

Seliilaz lifleri diizgtinlestirir,
su ¢ekilmesini artirir ve
miirekkep giderilmesini
kolaylastirir; lipazlar kalinlig
azaltir; ligninazlar lignini
sindirip kagid1 yumusatirlar

Biyolojik camasir tozu

Baslica proteazlar, bunlar
bakteriler tarafindan
hiicre digina salgilanir

Giysilerden protein lekelerinin
¢ikarilmasi i¢in kullanilirlar.

Bulasik makinasi
deterjanlarinda, dayanikli

Amilazlar nisasta lekelerinin
c¢ikarilmasinda kullanilirlar.
Yag lekelerinin ¢ikartilmasini

Lipazlar kolaylastirmak i¢in
kullanililar.

Seliilazlar Camasir yumusaticilarinda

kullanilir.

Molekiiler biyoloji

DNA ¢ift sarmali.

Restriksiyon enzimleri,
DNA ligaz ve
polimerazlar

Gen miihendisliginde
DNA'nin manipiilasyonu i¢in,
farmakoloji, tarim ve tipta
kullanilir. Restriksiyon
sindirimi ve polimeraz zincir
reaksiyonu i¢in esastirlar.
Molekiiler biyolojinin ayrica
adli tipta da 6nemli bir yeri
vardir.



http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:DNA123_rotated
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2.18. Enzim Teknolojisi

Enzimlerin endiistriyel siireclerde kullanilmalari islemlerine “enzim teknolojisi” denir.

Enzim Teknolojisi:

v’ Mikrobiyal islemler (liretici suslarin se¢imi, gelistirilmesi vb.),

v Enzimlerin fermentasyon yoluyla iiretimleri (biiytik 6lgekte tiretimi igin

yapilan besiyeri, ortam kosullar1 vb. diizeylerdeki optimizasyonlar),

v' Katalitik etkinligin arttirilmasi i¢in enzimlerin ti¢ boyutlu yapilarinin

degistirilmesi (protein miihendisligi),

v Izolasyonlar1 ve immobilizasyonlar1 (enzimlerin ¢éziinmeyen destek
materyaller yardimiyla suda ¢oziinmeyen hale getirilmesi) ¢caligmalarini

kapsar.

Enzimler binlerce yildir bilingsizce de olsa insanlar tarafindan peynir, bira ve ekmek
yapiminda kullanilmislardir. Giinlimiizde enzimlerin kullanildigi endiistriyel alanlar
oldukga ¢esitlenmis ve mikroorganizmalar kullanilarak her yil iiretilen saf enzimlerin
miktarlar1 500 ton gibi degerlere ulasmistir. 2000 yilinda endiistriyel enzimler i¢in
pazardaki toplam deger yaklasik 2 milyar dolardir ve biiylime hiz1 yilda % 5-10’dur
(Anonim 2012e).

2.18.1. Mikrobiyal Enzim Uretimi

Bu yolla enzim {retiminin ilk asamast uygun katalitik 6zgiilliik ve istenilen fiziksel
ozellikleri tagiyan mikroorganizmanin se¢imi ile baslar. Mikroorganizma diizeyindeki
modifikasyonlar genellikle hiicre basmna iiretilen enzim miktarinin artirilmasina
yoneliktir. Ayrica kiiltlir ortami ve fermentasyon kosullar1 da enzim iiretim maliyetini

diisiirmeye yonelik olan 6nemli parametrelerdendir.
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Sus se¢iminde uygun fiziksel Ozellikler tasiyan enzimlerin se¢imi genellikle bir
organizmanin optimum Ureme kosullar1 ile enzim Ozellikleri arasinda pozitif
korelasyonun varligi esasina dayanir.  Omegin iireme sicakhigi ile hiicre disi
proteazlarin stabilitesi arasinda pozitif bir iliski vardir. Hiicre i¢i enzimler iizerine

cevresel kosullarin etkisi s6z konusu degildir.

Farkli mikroorganizmalar tarafindan ayni reaksiyonu katalizleyen enzimlere
izofonksiyonel enzimler denir. Bu izofonksiyonel enzimler farkli pH optimumlar1 gibi
degisik ozellikler tasirlar. Bu farkli o6zellikler istenenler mikroorganizma sec¢iminde

kriter olur.

2.18.2. Koji Prosesi (Solid-State Fermentasyon)

Mikroorganizmalar kat1 ya da yar1 kati tavalardaki besiyerlerinde iiretilirler. Bu kati
substratlar bugday kepegi, bugday sapi, piring kabugu, arpa, suyu cikarilmis seker
kamigi vb. dir. Cogunlukla bu kati1 substratlar proteazlar, lipazlar, seliilazlar ve
oksidazlar gibi enzimlerin iiretiminde funguslar igin kullanilir. Bu tip fermentasyonda
kontaminasyondan korunmak, sabit sicaklik, havalandirma ve nemlendirme saglamak
zordur (Anonim 2012e).

Sekil 2.6. Solid State Fermentasyon (Anonim 2012¢)
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2.18.3. Fermentor Kullanimi

Modern yontemdir. Bu fermentdrlerin  kullanimi  Solid state fermantasyonun
olumsuzluklarini ortadan kaldirir. Mikrobiyal enzim iiretiminde baslica 4 c¢esit

ferment6r kullanilir:

v' Karstiricili tank tipi fermentor
v" Bubble column

v Air lift

v" Packed bed

Karistiricili Tank Tipi Fermentor

Bir motor yardimiyla pervaneler kullanilarak karistirmanin saglandigi fermentor tipidir.

Besiyeri ortamina asit-baz ilave edilerek istenilen pH’da sabit tutulabilir.

Motor
Asit/Baz

ilavesi

Sterilizasyon

icin buhar Kopiik k.II‘ICl‘
girisi Stvi Seviyesi

Karistirici
Sogutma Besiyeri
kabi1

Sekil 2.7. Karistiricili tank tipi fermentor (Anonim 2012¢)
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Bubble Column Fermentor

Alttan hava saglanarak uygun karisim ve havalandirmanin elde edildigi uzun, silindirik

kolonlardir.

Sekil .2.8. Bubble Column Fermentor (Anonim 2012f)

Air Lift FermentOr

Havalandirma ve karistirma, havanin reaktor icerisinde asagi ve yukari yonlii ¢cevrimi

ile saglanir.

Sekil 2.9. Air Lift Fermentdr (Anonim 2012g)
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Packed Bed FermentOr

Kiiltiir ortami1, substrat pargaciklarindan veya immobilize enzimden olusan dolgulu

yatak icerisinden gegirilir. Uriin siirekli ya da kesikli proseslerle elde edilir.

Sekil 2.10. Packed Bed Fermentor (Anonim 2012h)

2.19. Enzim Saflastirma Metodlar:

2.19.1. Enzim Kaynagindan Enzimin Cikarilmasi

Bu islem her kaynak icin farkli sekillerde yapilabilir. Mesela bakteri i¢in sonikasyon

kullanilirken, bitki i¢in ezme yontemi kullanilabilir.

2.19.2. Santrifiijleme

Degisik basamaklarda uygulanabilecek bir islemdir. Bir 6nceki basamaktan sonra hiicre
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organellerinin ve biiyiik partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilabilir. Bunun yani sira
amonyum siilfatla ¢oktlirme isleminden sonra da yapilir. Cok defa basvurulabilecek bir

islemdir.

2.19.3. Amonyum Siilfatla Coktiirme

Belirli doygunluk derecesine gore eklenen amonyum siilfat degisik molekiil
agirligindaki enzimlerin ¢okmesine neden olur. Coktiirme islemlerindeki istenilen aralik

bulundugunda kismi saflastirma yapilabilinir.

2.19.4. Diyaliz

Istenmeyen kiigiik maddelerden (6rnegin tuzlardan) kurtulmak icin yapilan bir islemdir.

2.19.5. Isitma

Aranilan enzimin de 6zellikleri goz onilinde bulundurularak belirli dereceye kadar 1sitma

islemi yapildiginda ilgilenilmeyen diger bazi proteinler elemine edilebilinir.

2.19.6. izoelektrik pH’ya Gére Coktiirme

Aranilan enzimin izoelektrik pH’sma gore belli bir pH aralifinda karistirilarak

coktiirme islemi yapildiginda birgok protein ortamdan uzaklastirilabilinir.

2.19.7. Kolon

Saflagtirma islemlerinden en ¢ok saflastirma derecesi veren islemdir. Molekiil
blytikligi, elektriksel yiik, afinite gibi degisik 6zelliklerden yararlanilarak hazirlanan

kolonlardan numune gegirildigi zaman yiiksek bir saflagtirma yiizdesi elde edilir.
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2.20. Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin ¢éziinmeyen destek gorevi gbren materyaller (matriksler) yardimiyla suda
¢Oziinmeyen hale getirilmeleri immobilizasyondur. Mikrobiyal hiicreler de enzimler
gibi immobilize edilir. Tiim hiicrelerin immobilize edilmesi saf enzimin gerekli
olmadig1 proseslerde kullanilan ucuz ve hizli bir metoddur. Enzim immobilizasyonunda

bes temel yontem vardir.

2.20.1. Kovalent Baglama

Enzimler kimyasal olarak kovalent baglarla seliiloz, sefadeks, agaroz, poliakrilamid,

porlu seramik gibi suda ¢oziinmeyen tasiyicilara baglanirlar.

Enzim

Kovalent bag
Polimer

Sekil 2.11. Kovalent baglama yontemiyle immobilizasyon (Anonim 2011f).

2.20.2. Capraz Baglama

Enzimler glutaraldehit, alifatik diaminler gibi bifonksiyonel reaktiflerle c¢apraz
baglanirlar. Bu reaktifler enzim molekiilleri arasinda bag olustururlar. Glutaraldehit
enzim molekiillerinin amino gruplarindan, diaminler ise karboksil gruplarindan ¢apraz

baglarlar (Anonim 2011c).
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Enzim

Sekil 2.12. Capraz baglama yontemiyle immobilizasyon (Anonim 2011c).

2.20.3. Adsorbsiyon
Enzim molekiillerinin tasiyicilarin yiizeyine adsorblanmalar1 esasina dayanir. Kolay bir

yontemdir. Agaroz, sefadeks tiirevleri, seliiloz tiirevleri, metal tuzlari ve mineraller

adsorban olarak kullanilirlar.

' Enzim

Rezin

Sekil 2.13. Adsorbsiyon yontemiyle immobilizasyon (Anonim 2011d).

2.20.4. Tutuklama

Enzimler yapay ya da dogal polimer kafesleri i¢inde tutuklanirlar. Polimer kafesler i¢ine
substrat girer ve {iriin disar1 ¢ikar. Capraz bagl poliakrilamid jeller, Ca alginat, kappa

karragenan bu polimerlerin 6rneklerindendir.
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Enzim

Polimer
kafes

CECY YT I

Sekil 2.14. Tutuklama yontemiyle immobilizasyon (Anonim 2011e).

2.20.5. Kapsiilleme

Enzimler cesitli tipteki membranlar i¢ine alinirlar. Bu membranlar yar1 gegirgendir.
Disiik molekiil agirlikli substratt ve molekiilleri gegirirler. Hegza metilen diamin

mikrokapsiillemede kullanilar.

Ayrica bu yontemlerin kombinasyonlar1 da, tutuklama-gapraz baglama, kapsiilleme-

capraz baglama gibi, enzim immobilizasyonunda kullanilir.

Polimer

Sekil 2.15. Kapsiilleme yontemiyle immobilizasyon (Anonim 2011f).
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2.21. Gen Klonlamasi

Glinimiizde gen klonlamas1 c¢aligmalar;; gen izolasyonu, gen bankalarinin
olusturulmasi, genlerin giivenlik altina alinarak onlarin yap1 ve fonksiyonlari lizerinde
arastirmalar yapilmasi, klonlanan genlerin iizerinde mutasyonlar yapilarak fonksiyonel
bolgelerin belirlenmesi, DNA dizi analizlerinin kolaylastirilmasi, DNA asilarinin
olusturulmasi ve rekombinant proteinlerin agiklatilmasi gibi amaglarla yapilmaktadir.
Rekombinant DNA ya da rekombinant DNA teknolojisi, ¢ogunlukla farkli biyolojik
tiirlerden elde edilen DNA molekiillerinin, genetik miihendislikle kesilmesi ve elde
edilen farkli biyolojik kaynakli DNA pargalarinin birlestirilmesi islemine ve bu islem
sonucu Uretilmis olan yeni DNA molekiiliine verilen isimdir. (Brown, 1990; Alberts ve
ark. 1994; Lewin, 2000; Kuk ve Erensoy, 2008 ).

Rekombinant DNA teknolojisi, glinlimiizde genetik hastaliklarda tani, rekombinant asi
yapimi, bagka canlilardan gen transferi yoluyla transgenik bitki ve hayvan soylari elde

edilmesinde siklikla kullanilmaktadir (Alper, 2003; Alper, 2004).

Yabanci DNA

::;:);Z:;'k _"prasmia Feorrany Lgilenilen balge
geni EcoRl]
EcoRI

EcoRI

Yapiskan uglar —-"”\
— \

DNA ligaz
DINA insertion i )
I - =3 E—3 —

Bakteri Bakteriyel Antibivotikli, bakteri isi
akteri ; petrisi
hicresi kromozom

[E (=) @j +

v

-
[~
Zz
p S

klonlama ! | . & ]
Sadece rDNA igeren bakteriler
S O CD Kiiltir .y Dbiyir
= L
i flagtil
saflaghlmas: O go

Sekil 2.16. Plazmid kullanarak gen klonlanmasi ve rekombinant DNA eldesi (Anonim,
2010a)
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Rekombinant teknolojisi; Hamilton Smith tarafindan 1970’de Heamophilius.
influenzae’den elde edilen restriksiyon endoniikleaz enzimlerin kesfi ile baslamistir. Bu
enzimler O6zgin DNA bolgelerini tamyip DNA’y1 bu 06zgiin bolgelerden kesen
enzimlerdir (Sultuybek ve ark., 1995).

2.22. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri

Niikleik asit metabolizmasi lizerindeki onlarca yildir siiren ¢alismalarin bir sonucu olan
bir dizi enzimin varligi, rekombinant DNA teknolojisi icin ¢ok dnemlidir (Nelson ve

Cox, 2005).

Restriksiyon enzimleri, bir bakterinin kendine 6zgli DNA’y1 kesmezken yabanci bir
DNA’y1 tanidig1 ve onu belirli bolgelerden kestiginin anlagilmasi 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 bdlge modifiye olmamis ise

buradaki fosfodiester bagini hidrolizlerler (Sultuybek ve ark.,1995).

Her bir bakteri tiiriinde farkli diziyi taniyan bir restriksiyon enzimi bulunmakla birlikte
bazi bakterilerde birden fazla restriksiyon enzimi vardir. Restriksiyon enzimlerinin en
belirgin 6zelligi DNA {izerinde tamidiklar1 baz dizilerinin ¢ift yonlii bir simetri
gostermesidir. Komplementer iki DNA zincirinde belirli bir ugtan (5' veya 3' ucundan)
baslayarak okundugunda ayni baz dizisini igeren bu dizilere “polindrome” (ters yonden
okundugunda ayni anlami veren) adi verilmektedir (Sekil 2.17). Restriksiyon enzimi
tarafindan, bir iplik iizerindeki 6zgiin iki baz arasinda bulunan fosfodiester baglari
kirilirken diger iplikteki esdeger bazlar arasindaki fosfodiester baglar1 da kirilir. Kesim
sonucunda DNA uglarinda birbirine komplementer niikleotitler ortaya ¢ikar. Bu uglara

genellikle komplementer yada yapiskan ug¢ denir (Sultuybek ve ark.,1995).
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GAATTC
CTTAAG

Sekil 2.17. Yapiskan uglu (polindrom dizili) restriksiyon enzim kesim bolgesi (Anonim,
2010Db)

Bazi enzimler ise DNA’nin her iki iplik¢igini ayni noktada kestigi icin herhangi bir
yapiskan u¢ ortaya ¢ikmamaktadir (Sekil 2.18). Bu tip uglara kiit (blind) u¢ denir
(Sultuybek ve ark.,1995).

CCCGGG
GGGICCC

Sekil 2.18. Kiit u¢lu restriksiyon enzim kesim bolgesi (Anonim, 2010Db)

Restriksiyon enzimleri ile kesilme sonucu DNA’nimn 5' ucunda fosfat grubu, 3' ucunda
bir hidroksil grubu ortaya c¢ikar. Her restriksiyon enzimi, ii¢ harften olusan bir kisaltma
ile belirtilmekte ve enzimin izole edildigi bakteri genomunu ve tiiriinii simgelemektedir
(Cizelge 2.7) (Sekil 2.19). Ayni1 bakteride birden fazla enzim izole edildiginde I, II, 11T

gibi kisaltmalar ismin sonuna eklenmektedir (Watson ve ark., 1983).

Cizelge 2.7. Bazi restriksiyon enzimleri ve izole edildigi bakteriler (Anonim, 2010b)

Enzim Organizma Tamima Bolgesi
EcoRlI Escherichia coli G|AATTC
BamHI Bacllus amyloliquefaciens G|GATCC
Bgl Il Bacillus globigii A|GATCT
Hind I Heamophilius influenza A|AGCTT
Pst | Providencia stuartii CTGCA|G
Sal | Streptomyces albus G|TCGAC
Sma | Serratia marcescens CCC|GGG
Sau 3A Staphylococcus aureus JGATC
Hinf'l Heamophilius influenza G|ATC
Hpa | Heamophilius parainfluenza GTT|AAC
Taq | Termus aquaticus T|CGA



http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:EcoRI_restriction_enzyme_recognition_site
http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:SmaI_restriction_enzyme_recognition_site
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o B penpu——— oA EAATTCET O T - ———— 3
I S ——— AT ST AL S A GA AT — ———— Ao
¢ EcoR1
B mm——— CCOTAGCS AATTCETCTTA=———— I
G S ——— SEATCECTTA R EOAAA T - ———— A

Sekil 2.19. Restriksiyon enzimi EcoR I ile kesim (Anonim, 2010c)

2.23. Gen DNA'simin Vektor DNA's1 ile Birlestirilmesi

Saf olarak hazirlanan genomik DNA segmentleri ile vektor DNA (eger plazmid ise)
37°C - 40°C'de birlikte 3—5 dakika inkiibasyona birakilir. Boylece, karsilikli yapiskan
uclarin birlesmesi saglanir. Yapiskan uglart birbirine baglamada, ortama, DNA ligaz
enzimi de ilave edilir ve birlesme saglamlastirilir. DNA ligaz enzimi bu islevini,
DNA'nin bir ucundaki 5'-P (fosfat) ile diger DNA’nin 3'-OH ucu arasinda fosfodiester
baglar kurarak gergeklestirir (Arda, 2000).

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 (Arda, 2000).

DNA’y1 6zgiil dizilerinden keserek, bir dizi kii¢iik pargalar olusturulur. Bunun ardindan
agaroz jel elektroforezi yapilarak istenen uzunluktaki pargalar belirlenir. Hedeflenen
DNA parcasi izole edildiginde, DNA ligaz enzimi kullanarak benzer sekilde kesilmis
klonlama vektoriine baglanir (Sekil 2.20). Karsilik gelen tamamlayict yapiskan uglarin
baz eslesmeleri bu baglama tepkimesini kolaylastirir. Kiit uglarda ancak daha az
verimlilikle baglanabilir. Ornegin; EcoR I tarafindan olusturulan bir DNA pargasi
BamH I tarafindan olusturulan bir pargayla baglanmayacaktir. Baglanmakta olan uglar

arasina sentetik DNA pargalar1 (baglayicilar) sokularak, yeni DNA dizileri
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olusturulabilir. Restriksiyon enzimleri i¢in ¢oklu tanima dizilerine sahip DNA

pargalarina ¢oklu baglayicilar denir (Nelson ve Cox, 2005).

Enzim DNA zincirlerini

aymi bolgelerden keser Gé E ’ Yabanci DNA

e

N ONY

O [0
415
415
)2 C)
A C
e
-l

\ DNA parcalann DNA
ligaz enzimi ile

birlestirilir
c
RO Fitaa NG T DOOOK
o[ [ W K
Yapigkan

!
2 [THTDoOOONK

Rekombinant DNA

Sekil 2.20. EcoR I ile kesim sonrasi; DNA ligaz enzimi ile uglarin baglanmasi (Anonim,
2010e)

2.24. Rekombinant Plazmid DNA'sinin Alic1 Hiicreye Aktarilmasi

Vektor olarak plazmidlerin) kullanildigi durumlarda alici hiicre olarak da bu

plazmidlerin ait oldugu uygun konake1 E. coli, segilerek kullanilir (Arda, 2000).

Vektor ve genomik DNA segmentleri birlesmesinden olusan konjugat, yeteri miktarda
konakg1 E. coli ile birlikte bulundurulduktan sonra, i¢inde uygun bir sivi besi yeri ve
Ca*? iyonlar1 bulunan erlenmayere transfer edilirler. E. coli 60-90 dakika kadar 37°C'de

tiretilir. Ortama katilan CaCl, E. coli min yiizeyini, sirkiiler plazmid DNA's1 i¢in
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gecirgen hale getirir ve rekombinant plazmid kolayca bakteriye transfekte olur (Arda,
2000).

2.25. Gen Uriiniiniin Kontrolii

Bakteri i¢inde veya ayni zamanda disa salgilandigi durumlarda filtratlardan, gen tirtinii
saptandig1 hallerde aktivite, saflik, zararsizlik, yan etkileri vs. etkinliklerinin dikkatlice
incelenmesi gerekmektedir. Bakteri icinde veya filtratlarda bulunan gen iiriinleri,
bakterilere ait endo- ve ekzo- proteinlerle, toksin veya toksik maddelerle, enzimlerle,
metabolitlerle, vs. yabanci ve zararli maddelerle kontamine olabilirler. Bu nedenle gen
trtiniiniin  bunlardan ayrilmast ve saf olarak elde edilmesi gereklidir. Bunun ilk
asamasini klonlamada kullanilan mikroorganizmalarin iyi secilmesi olusturur. Ayrica,
bakteri icinde bulunan endoenzimler ve disa salgilanan ekzoenzimler (hidrolitik
enzimler) sentezlenen gen iirlinli proteinini hidrolize ederek ayristirabilir ve etkinligini

bozabilirler. Bazen de gen iiriinii, bakteri igin toksik olabilir (Arda, 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

“ARCELIK” MDsgq mikrodalga firin,

“BIORAD” DNA Engine, PCR makinesi,
“BIORAD” Gii¢ kaynag1 (SDS ve agaroz i¢in),
“BIOSAN” Bio TDB-100 Termostatli Blok Isitici,
“BIOSAN” Combi Spin FVL 2400N, Spin Cihazi,
“BIOSAN” ES 20, Calkalayic1 Inkiibatér,

“GEL LOGIC 200” Agaroz jel fotograf makinesi,
“HETTICH” Mikro 22R santrifiij,

“HETTICH” -80 dondurucu,

“HMC-HIRAYAMA veya HICLAVE HV-50L" otoklav,
“VARIAN CARRY 50” UV/VIS Spektrofotometresi,
“MEMMERT” Etiiv,

“OPTIC-PRO” 4830P Tarayici,

“SONICS (VCX130)” Sonikator

“SYNGENE” SYTC/1422, UV Gosterici,

“UGUR” Dikey Sogutucu +4°C,

“VELP SCIENTIFICA” ARE, Isitici-Magnetik Karistirici,
“VESTEL” GTP 455A, Buzdolabz,

“VISION” VS 30 000i, Yiiksek Hizli Santrifiij,
“VISION” Kar makinesi,

“ZHICHENG” ZHWY-111C, Calkalayic1 inkiibatér,
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3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

LB Broth Base “Invitrogen- lennox L Broth Base”
Agar “BD Bacto'™ Agar”

KCI “Sigma”

CaCl,.2H,0 “Carlo Erba”
Gliserol “Euromedex”
KCH3COO “Merck”

DMSO “Merck”

Ampisilin “Sigma Aldrich”
Kloramfenikol “Sigma”
Tripton “BD- Bacto™”

Maya ekstrakt “Difco”

NaCl “Tekkim”

D-glukoz monohidrat “Alfa Aesar”
IPTG “Amresco”

Agaroz “Bioron”

Etidyum bromiir “ICN”
Akrilamid “Amresco”

SDS “Serva”

APS “Biorad”

TEMED “Biorad”

PIPES “Alfa Aesar”

Tris “Sigma Aldrich”

HCI “Merck”

PMSF “Sigma Aldrich”
Bezamidin “Merck”

Imidazol “Merck”

MgCl; “Riedel de Haén”
MgS0O,.7H,0 “Riedel de Haén”
Etanol “Merck”
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Metanol “Merck”

Plazmid DNA saflagtirma kiti “Promega”

PCR iiriinleri temizleme kiti “Bio Basic”

Q solution “Qiagen”

MgCl;, “Qiagen”

Tag DNA Polimreaz “Fermentas”

Not I “Promega”

Mlu I “Promega”

Tampon D “Promega”

Tampon H “Takara”

BSA “Promega”

BSA “Takara”

T, DNA ligaz “Promega”

T, DNA ligaz tamponu “Promega”

Triton X100 “Takara”

Siringa filtresi “Sartorius / Minisart”

Pfu DNA Polimeraz “Laboratuarimiz tarafinan iiretilen”
Pfu DNA Polimeraz Tamponu “Laboratuarimiz tarafinan tiretilen”
Azokazein “Sigma-Aldrich”

CsHsNazO7 “Sigma-Aldrich”

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

LB cozeltisi: 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base 1 | suda ¢6ziildii. Hazirlanan 1 1’lik
cozelti 400’er ml olacak sekilde 2 tane stok sisesine alindi1 ve lizerine 6 g agar ilave

edilip karistirildi, otoklavlandi.

Artan LB ¢ozeltisi yaklagik 5 ml olacak sekilde deney tiiplerine konuldu ve agiz
kisimlar1 aliiminyum folyo ile kapatildi, otoklavlandi.

(LB: 10 g yeast ekstrakt, 10 g tripton, 5 g tuz)
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FSB_cozeltisi: 7,4 g KCI, 7,5 g CaCl,.2H,0, 100g gliserol, 10 ml 1M (pH=7,5)

KCH3;COO alinarak pH=6,2’ye ayarlandi ve hacim 1 I’ye tamamlandi. Otoklavlandi.
Ampisilin: 1g ampisilin alinarak 10 ml steril suda ¢6ziildii. Enjektore alinarak; nitro-
seliloz membrandan siiziilerek 1 ml olacak sekilde ependorf tliplerine alindi ve

dondurucuda saklanda.

Rich media: 5 g tripton, 4 g maya ekstrakt, 2,5 g NaCl ve 1 g D-glukoz monohidrat

tartild1 ve toplam hacim deiyonize su ile 500 ml’ye tamamlandi ve otoklavlandi.

IPTG: 1 g IPTG, 10 ml steril suda ¢oziildi ve nitro seliiloz membrandan stiziildii. 1’er

ml olacak sekilde ependorflara béliindii ve dondurucuya (-20 °C) kaldirildi.

Aqgaroz Elektroforez Jeli: 1 g agaroz iizerine 100 ml 1x TAE tamponu eklendi ve

mikrodalga firinda eritildikten sonra tlizerine 5 pl etidyum bromiir eklendi ve kasete

dokiildii.

SDS Elektroforez Jeli:

Yiiriitme jeli: 2,7 ml %40 akrilamid, 2,25 ml alt tampon, 4 ml su, 50 ul %10 APS ve
20 ul TEMED.

Yiikleme jeli: 0,35 ml %40 akrilamid, 1 ml ist tampon, 2,55 ml su, 50 ul %10 APS ve
10 pl TEMED.

Tim maddeler katildi ve en sona TEMED eklenip kasete dokiildii. Yiriitme jeli

polimerlestikten sonra lizerine ylikleme jeli dokiildii ve polimerlesmesi beklendi.

PIPES’li Tampon Cézeltisi: 0,5 M, 50 ml PIPES c¢ozeltisi hazirlandi. KOH ile pH
6,7’e getirildi. Ardindan 6,92 g MnCl,, 1,66 g CaCl, ve 18,64 g KCI 980 ml suda

¢oziildii. Uzerine 20 ml PIPES ¢ozeltisi eklendi ve hacim 1 I’ye tamamlandi. 0,45
um’lik Nalgene filtreden gecirildi ve steril siselere boliinerek, -20°C’de saklandi.

Tris Tamponu: 12,115 g tris alinarak bir miktar suda ¢oziildi. pH derisik HCl ile 7,5’e

getirildi. 2.922 g NaCl (50 mmol) eklendi ve hacim su ile 1 I’ye tamamlandi.
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PMSF cozeltisi: 200 pg PMSF %99’luk 1 ml etanol ile ¢oziildii.

Imidazol cézeltisi: (300 mM) 2,045 g imidazol, bir miktar tris tamponunda ¢oziildii.

Son hacim tris tamponuyla 100 ml’ye getirildi.
SOB: (Super Optimal Broth) 20 g tripton, 5 g maya ekstrakti, 2 ml 5 M NaCl, 2,5 ml 1
M KCI, 10 ml 1 M MgCl; ve 10 ml 1 M MgS0O,.7H,0 biiyiik bir behere alinarak tizeri

deiyonize su ile 1 I’ye tamamlandi, iyice karistirildi ve otoklavlandi.

Kloramfenikol Cozeltisi: Kloramfeikol 34 mg/ml olacak sekilde mutlak etanolde

¢oziildii ve 0,2 mikron filtreden gecirilerek steril edildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. PCR islemleri i¢in Primerlerin Tasarimm (pTOLT sistemi i¢gin)

Kimozin enziminin iretimi i¢in gerekli olan DNA dizisi, DNA kiitiiphanelerinden
belirlendi ve E. coli mikroorganizmasi i¢in biyoinformatik araglar kullanilarak nadir
kodonlardan arindirilarak kodon optimizasyonu yapildi.

Cizelge 3.1. a. Kimozin enzimin Bos taurus’a ait dogal DNA dizisi

a)

b. Kimozin gen sekansinin dogal ve optimize edilmis hali

1 GGGGAGGTGG CCAGCGTGCC CCTGACCAAC TACCTGGATA GTCAGTACTT

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

TACCTCGGGA
TGGGTACCCT
AGAAAGTCGT
AGCATGCAGG
CAGACAGTAG
GGGATCCTGG
AACATGATGA
GGCCAGGAGA
CACTGGGTGC
AGCGGTGTGG
AAGCTGGTCG
AACCAGTACG
TTTGAGATCA
GGCTTCTGTA
GTTTTCATCC
AAAGCCATCT

CCCccaeeeea
CTATCTACTG
CCACCTTCCA
GCATCCTGGG
GCCTGAGCAC
GGATGGCCTA
ACAGGCACCT
GCATGCTCAC
CCGTGACAGT
TTGTGGCCTG
GGCCCAGCAG
ATGAGTTTGA
ATGGCAAAAT
CCAGTGGCTT
GAGAGTATTA
GA

GGAGTTCACC
CAAGAGCAAT
GAACCTGGGC
CTATGACACC
CCAGGAGCCC
CCCCTCGCTC
GGTGGCCCAA
GCTGGGGGCC
GCAGCAGTAC
TGAGGGTGGC
CGACATCCTC
CATCGACTGC
GTACCCACTG
CCAGAGTGAA
CAGCGTCTTT

GTGCTGTTTG
GCCTGCAAAA
AAGCCCCTGT
GTCACTGTCT
GGGGACGTCT
GCCTCAGAGT
GACCTGTTCT
ATCGACCCGT
TGGCAGTTCA
TGTCAGGCCA
AACATCCAGC
GACAACCTGA
ACCCCCTCCG
AATCATTCCC
GACAGGGCCA

ACACTGGCTC
ACCACCAGCG
CTATCCACTA
CCAACATTGT
TCACCTATGC
ACTCGATACC
CGGTTTACAT
CCTACTACAC
CTGTGGACAG
TCCTGGACAC
AGGCCATTGG
GCTACATGCC
CCTATACCAG
AGAAATGGAT
ACAACCTCGT

TGGGAAGATC
CTCTGACTTC
CTTCGACCCG
CGGGACAGGC
GGACATCCAG
CGAATTCGAC
CGTGTTTGAC
GGACAGGAAT
AGGGTCCCTG
TGTCACCATC
GGGCACCTCC
AGCCACACAG
CACTGTGGTC
CCAGGACCAG
CCTGGGGGAT
GGGGCTGGCC

Nadir kodon optimizasyonu calismasinda sigir kimozin DNA dizisinde bulunan ve E.
coli K12 mikroorganizmasinda diisiik siklikla ifade edilen kodonlar, daha yiiksek
siklikla ifade edilen kodonlarla degistirildi. Ornegin E.coli’de Metiyonin igin nadir olan
AGA, CGG, CGA kodonlarinin yerine CGT kodonu; 16sin i¢cin CTA yerine CTG ve
Izoldsin i¢in de ATA yerine AUU kodonu yerlestirilmistir. Kimozin gen sekansiin
dogal olan1 ve optimize edilmis hali asagida birbirine hizalanmis olarak verilmistir.
DNA hizalama islemi BLAST-Basic Local alignment tool programi kullanilarak

yapilmustir.



b)

Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Dogal
Optimz
Wild
Optimz

Dogal

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

541

541

601

601

661

661

721

721

781

781

841

841

901

901

961

961
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ATGGGGGAGGTGGCCAGCGTGCCCCTGACCAACTACCTGGATAGTCAGTACTTTGGGAAG

FEErrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATGGGGGAGGTGGCCAGCGTGCCCCTGACCAACTACCTGGATAGTCAGTACTTTGGGAAG

ATCTACCTCGGGACCCCGCCCCAGGAGTTCACCGTGCTGTTTGACACTGGCTCCTCTGAC

Frrrrrrrrrrrrererrrreerrrrr e et e et et
ATCTACCTCGGGACCCCGCCCCAGGAGTTCACCGTGCTGTTTGACACTGGCTCCTCTGAC

TTCTGGGTACCCTCTATCTACTGCAAGAGCAATGCCTGCAAAAACCACCAGCGCTTCGAC

A
TTCTGGGTACCCTCTATCTACTGCAAGAGCAATGCCTGCAAAAACCACCAGCGCTTCGAC

CCGCGTAAGTCGTCCACCTTCCAGAACCTGGGCAAGCCCCTGTCTATCCACTACGGGACA

FEr 1 rrrrrrrerrrrrrerrr e et e et et e
CCGAGAAAGTCGTCCACCTTCCAGAACCTGGGCAAGCCCCTGTCTATCCACTACGGGACA

GGCAGCATGCAGGGCATCCTAGGCTATGACACCGTCACTGTCTCCAACATTGTGGACATC

FEErrrrrrrrrrrre e rrrerr e et e e e e e e e e e e
GGCAGCATGCAGGGCATCCTGGGCTATGACACCGTCACTGTCTCCAACATTGTGGACATC

CAGCAGACAGTAGGCCTGAGCACCCAGGAGCCCGGGGACGTCTTCACCTATGCCGAATTC

FEErrrrrrrrrrrre et e e e et e e e e e e e e e e e e
CAGCAGACAGTAGGCCTGAGCACCCAGGAGCCCGGGGACGTCTTCACCTATGCCGAATTC

GACGGGATCCTGGGGATGGCCTACCCCTCGCTCGCCTCAGAGTACTCGATACCCGTGTTT

FErrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et et et e
GACGGGATCCTGGGGATGGCCTACCCCTCGCTCGCCTCAGAGTACTCGATACCCGTGTTT

GACAACATGATGAACCGTCACCTGGTGGCCCAAGACCTGTTCTCGGTTTACATGGACCGT

Frrrrrerrrrrrer o rrrrrrrrr et e et r e e e
GACAACATGATGAACAGGCACCTGGTGGCCCAAGACCTGTTCTCGGTTTACATGGACAGG

AATGGCCAGGAGAGCATGCTCACGCTGGGGGCCATCAACCCGTCCTACTACACAGGGTCC

Frrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrerrerrrerr e rrrrr e e e e e
AATGGCCAGGAGAGCATGCTCACGCTGGGGGCCATCGACCCGTCCTACTACACAGGGTCC

CTGCACTGGGTGCCCGTGACAGTGCAGCAGTACTGGCAGTTCACTGTGGACAGTGTCACC

FEErrrrrrrrr et et et et e e e e e e e e e et e e
CTGCACTGGGTGCCCGTGACAGTGCAGCAGTACTGGCAGTTCACTGTGGACAGTGTCACC

ATCAGCGGTGTGGTTGTGGCCTGTGAGGGTGGCTGTCAGGCCATCTTGGACACGGGCACC

FEErrrrrrrrrrrrerrrerrre et e et errrerrrrrr et terr et rrrr
ATCAGCGGTGTGGTITGTGGCCTGTGAGGGTGGCTGTCAGGCCATCCTGGACACGGGCACC

TCCAAGCTGGTCGGGCCCAGCAGCGACATCCTCAACATCCAGCAGGCCATTGGAGCCACA

FErrrrrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e e et e et e e e
TCCAAGCTGGTCGGGCCCAGCAGCGACATCCTCAACATCCAGCAGGCCATTGGAGCCACA

CAGAACCAGTACGGTGAGTTTGACATCGACTGCGACAACCTGAGCTACATGCCCACTGTG

FErrrrrrrrrr e terrrrrrrr et e e e e et r e e e e e e
CAGAACCAGTACGATGAGTTTGACATCGACTGCGACAACCTGAGCTACATGCCCACTGTG

GTCTTTGAGATCAATGGCAAAATGTACCCACTGACCCCCTCCGCCTATACCAGCCAAGAC

Frrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr et e et e e e rr
GTCTTTGAGATCAATGGCAAAATGTACCCACTGACCCCCTCCGCCTATACCAGCCAGGAC

CAGGGCTTCTGTACCAGTGGCTTCCAGAGTGAAAATCATTCCCAGAAATGGATCCTGGGG

FErrrrrrrrrrrrr e e et e et et e
CAGGGCTTCTGTACCAGTGGCTTCCAGAGTGAAAATCATTCCCAGAAATGGATCCTGGGG

GATGTTTTCATCCGTGAGTATTACAGCGTCTTTGACCGTGCCAACAACCTCGTGGGGCTG

FEEErrrrrrrrer rerrrrrrr et ettt rrr e e e e
GATGTTTTCATCCGAGAGTATTACAGCGTCTTTGACAGGGCCAACAACCTCGTGGGGCTG

GCCAAAGCCATC 972

LT
GCCAAAGCCATC 972

60

60

120

120

180

180

240

240

300

300

360

360

420

420

480

480

540

540

600

600

660

660

720

720

780

780

840

840

900

900

960

960
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Gene Synthesis Specification Sheet _/ /\Dr

Order Date: 08/31/2011

Sales Nbr: 7141473
Ref ID: 79436041
Gene Name: pIDTSMART-KAN : ISAKMZN
Gene Size: 1013 bp Plasmid Weight: 1,869,193.8 g/male

Plasmid Map

|— ISAKMZN

—— M13 [-27) Reverse

pIDTSMART-KAN : ISAKMZN

M13 (-20) Forward—— [ 9
Ref ID: 79436041

1,869,193.8 g/mole
3025 bp

puc Origin/

\- Kanamycin

Sekil 3.1. IDT tarafindan sentezlenen kimozin genini tasiyan plazmit
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Sekil 3.2. pTOLT ekspresyon vektorii ve coklu klonlama bolgesi

125
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Sekil 3.3. pTOLT pilazmitinin restriksiyon enzim haritasi

Klonlama islemlerinde vektor olarak pTOLT vektorii secildi. Vektore klonlamak iizere
kimozin proteininin DNA dizisinin ¢ogaltilmasi i¢in PCR isleminde gerekli olan

primerler su sekilde dizayn edildi.

Primerler DNA Dizisi
Chy Notl tolt sense [TTTTTTTTTGCGGCCGCATGGGGGAGGT 29 be
Chy Mlul tolt reverse  TTTTTTACGCGTTCAGATGGCTTTGGCCAG 30 be

Secilen restiriksiyon enzim bdlgeleri segilen enzimin tanima bdlgesinin 5' ve 3'
yonlerinde optimum kesim i¢in en az kagar tane daha baz bulunmasi gerektigi goz

online almip (New England Biolab katalogunun “appendix” boliimiinde var olan
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cizelgelerden faydalanilmistir) asagida agiklandigi gibi ona gore se¢im ve restiriksiyon

enzimleri ile kesim yapilmistir (Anonim, 1998).

3.2.2. PCR ile Kimozin DNA’simin Amplifikasyonu

PCR (polimeraz zincir reksiyonu) islemleri igin satin alinan yiiksek safliktaki
oligonukleotidler DNAz olmayan saf su ile PCR islemlerinde kullanilacak

konsantrasyona seyreltildi ve asagidaki PCR karigimi hazirlandi.

PCR

32,5 ul H,O (DNAz & RNAz free)

5 pl 10x tamponu

2 ul MgCl;

2 ul ANTP karisimi (25 mM)

3 ul primer “sense”

3 pl primer “reverse”

2 ul kalip DNA (pIDTSMART-KAN:ISAKMZN)
0,5 pl Tag DNA polimeraz

Seklinde toplam 50 pl olan PCR tiipleri hazirlandi. PCR isleminde; Sicaklik degerleri
her bir dongii icin asagida gibi ayarlanmis ve toplamda 30-35 dongiiyle PCR islemi

tamamlanmastir.

1. Denatiirasyon: 94 °C
2. Primer Annealing: 55°C
3. Ekstensiyon: 72 °C

PCR islemleri gergeklestirildikten sonra 10 ul PCR karisimindan alinarak %1°lik agaroz

jelinde analiz edildi ve jelin fotografi alindi.
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3.2.3. PCR iiriinlerinin Saflastiriimasi

PCR islemi gergeklestirildikten sonra, DNA PCR karisim ¢dzeltisinden “Promega
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up” kiti kullanilarak iireticinin tavsiye ettigi

protokole uygun olarak saflastirildi.

3.2.4. Restiriksiyon Enzimleri ile Kesim

Kesimin ilk asamasi:

Cizelge 3.2. Birinci kesim i¢in gerenken madde miktarlar

Kimozin Geni I¢cin Kesim Vektor icin Kesim

DNA (20 ul) Vektor DNA (15 pl)

Buffer D (10x, Promega) (4 ul) Buffer D (10x, Promega) (4 pl)
BSA (10x, Promega) (4 pul) BSA (10x, Promega) (4 ul)
H,0O (10 pl) H20 (15 pl)

Mlu | (Promega) (2 pl) 2 ul Mlu I (Promega) (2 pl)

v' Cizelge 3.2°deki gibi olmak iizere, toplam hacmi 40 pl’lik tiipler hazirlandi ve
vortekslendi. Ardindan mikrosantrifiijle 3-5 saniye hizlica dondiiriilerek 37°C’de
inkiibasyona birakild1.

v 1 saat sonra tiipler alinarak hizlica dondiiriildii ve tekrar 37°C’de inkiibasyona
birakildi.

v 1 saat sonra tiipler alinarak; sadece vektorlere 1 ul Mlu I eklendi. Ardindan tim
tiipler hizlica dondiirtilerek tekrar 37°C’de inkiibasyona birakild1.

v' 1 saat sonra tiipler alinarak hizlica déndiiriildii ve tekrar 37°C’de inkiibasyona
birakildi.

v 1 saat sonra tiipler hizlica dondiiriildii ve tiipler alindu.

Seklinde siralanan islemlerle ilk kesim 4 saatte tamamlandi, “Promega Wizard® SV Gel

and PCR Clean-Up” kiti ile saflagtirildiktan sonra, ikinci kesime gecildi.
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Kesimin ikinci asamasi:

Cizelge 3.3. ikinci kesim igin gereken madde miktarlari

Kimozin Geni I¢in Kesim Vektor Icin Kesim

DNA (20 pl) Vektor DNA (15 pl)

Buffer H (10x,Takara) (4 ul) Buffer H (10x, Takara) (4 ul)
BSA (10x, Takara) (4 ul) BSA (10x,Takara) (4 ul)
H20 (6 ul) H,O (11 pl)

Not I (Takara) (2 pl) Not I (Takara) (2 pl)

Triton x100 (Takara) (4 ul) Triton x100 (Takara) (4 pul)

v' Cizelge 3.3.’deki gibi olmak tizere 40 ul’lik tiipler hazirland1 ve vortekslendi.
Ardindan tiipler hizlica dondiiriildii ve 37°C’de inkiibasyona birakildi.

v' 1 saat sonra tiipler almarak hizlica dondiiriildii ve tekrar 37°C’de inkiibasyona
birakildu.

v 1 saat sonra tiipler alinarak; sadece vektorlere 1 ul Not I eklendi. Ardindan tiim
tiipler hizlica dondiiriilerek tekrar 37°C’de inkiibasyona birakild1.

v' 1 saat sonra tipler alinarak hizlica dondiiriildii ve tekrar 37°C’de inkiibasyona
birakildi.

v 1 saat sonra tiipler hizlica dondiiriildii ve tiipler alindu.

v' Vektor plazmid DNA’st ve PCR driinleri ayr1 ayr1 Kesildikten sonra tekrar
“Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up” kiti kullanilarak saflastirildi.

3.2.5. DNA Ligasyonu

Kesilen vektor plazmid DNA’lar1 ve PCR iiriinleri Promega T4 DNA Ligaz kullanilarak
birlestirildi.

Ligasyon karisimi igin islemler asagidaki sekilde yapildi;
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Cizelge 3.4. Ligasyon i¢in gereken madde miktarlari

Ligasyon Karisim I Ligasyon Karisim I1

0,5 ul pTOLT plazmiti 2,5 ul pTOLT plazmiti

2 ul T4 DNA Ligaz Tamponu (Promega) 2 ul T4 DNA LigazTamponu (Promega)
16,5 ul Kimozin Geni 14,5 ul Kimozin Geni

1 ul T4 DNA Ligaz (Promega) 1 ul T4 DNA Ligaz

Cizelge 3.3.’teki gibi yapilan pipetlemenin ardindan, hazirlanan ligasyon karisimin
inkiibasyonu genelde +16 °C’de gece boyu gerceklestirildikten sonra transformasyon

islemlerinde kullanilincaya kadar +4 °C’de sakland.

3.2.6. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

3.2.6.1. FSB’li Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

v" 1 gece 6nce inokiile edilen kiiltiirden 1 ml ve 0,5 ml alinarak 2 tane steril erlene
eklendi. Uzerine 50 ml LB (Luria Bertani) eklenerek; 37°C ve 250 rpm’de inkiibasyona
birakildi.

v' Optik dansite, 600 nm’de absorbans yaklasik olarak 0,7 oldugunda erlenler
inkiibatérden alind1 ve +4°C 5 000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.

v' Siipernatant atildi. Pelet tizerine 50 ml soguk FSB (dondurulmus saklama
tamponu) ¢ozeltisi eklendi ¢ok iyi vortekslendi. Ardindan 1 saat buz banyosunda inkiibe
edildi.

v' 1 saatin ardindan; +4°C, 4 000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant atildu.
Pelet tizerine 8 ml soguk FSB ¢ozeltisi eklendi ve tlipe vurarak ¢oziinme saglandi.

v Peletin tamami ¢6zliniince tizerine 560 pul DMSO eklendi ve 3 saat buza gomiildii.

v" 3 saatin ardindan kompotent hiicre hazir hale geldi (Hanahan, 1983).
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3.2.6.2. PIPES’li Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

v Petriye DH5a. ekildi ve 16 saat inkiibe edildi.

v' 16 saatlik inkiibasyonun ardindan alinan petriden 1 koloni alinarak; i¢inde 25 ml
SOB bulunan 250 ml’lik erlene inokiile edilerek, 250 rpm ve 37°C de 6 saat inkiibe
edildi.

v' 6 saatin ardindan kiiltiir i¢in i¢cinde 250 ml SOB bulunan 3 tane erlen hazirlandi ve
bir 6nceki DH5a’dan; 10 ml, 4 ml ve 2 ml inokiile edildi. Hazirlanan erlenler 18-22°C
aras1 14 saat boyunca 150 rpm’de inkiibe edildi.

v' Kiiltiirlerin 600 nm’deki OD’leri her 45 dakikada bir okundu ve deger 0,55’e
ulastiginda kiiltiir calkalayicidan alindu.

v" 10 dakika buzlu-su banyosunda bekletildi.

v" Ardindan hiicreler +4°C’de 2 500 g (3 900 rpm)’de 10 dakika santrifiijlendi.

v Besiyeri bosaltildi ve santrifiij sisesinin i¢inde kalan besiyeri temizlendi.

v' Hiicrelere 0°C ‘deki 80 ml PIPES’li tampon ilave edilerek, hassas olarak yeniden
siispansiyon haline getirildi.

v' Hiicreler, +4°C 2 500 g (3 900 rpm)’de 10 dakika santrifiijlendi. Tiipiin i¢indeki
tampon bosaltild1 ve temizlendi.

v" Hiicrelere 0°C’de 20 ml PIPES’li tampon ilave edildi ve hassasca yeniden
siispansiyon hale getirildi.

v 1,5 ml DMSO eklendi, hafif¢e karistirildi. Buz banyosuna alindi ve 10 dakika
beklendi.

v Hizli bir sekilde hiicreler steril ependorf tiiplere boliindii ve hizlica donmasi i¢in

s1v1 azota atild1. Ardindan hiicreler -80°C’de sakland: (Inoue ve ark., 1990).

3.2.7. Transformasyon

v" Buz banyosunda bulunan kompotent hiicrelerden 250 pl’lik kisimlar alindi.
Gerekli sayida ependorfa pipetleme yapildi. Uzerine ¢aligilan kiiltiirden 3 ul eklendi ve
karistirilarak 1 saat buz banyosuna gomiildii.

v 1saatin ardindan 2 dakika 42°C’de 1s1 sokuna maruz birakildi.
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v' Tekrar buza gémiilerek 5 dakika inkiibe edildi.

v Uzerine 250 pl LB (veya kullanilan kompotente gore SOB) eklendi ve yarim saat
37°C ve 250 rpm’de inkiibasyona birakildi.

v' Yarim saatin ardindan her bir ependorf bir ampisilinli petriye dokiildii ve sprader

ile yayildi. 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi (Hanahan, 1985).

3.2.7. Plazmid DNA Saflastirilmasi

Petri tabaklarindan elde edilen koloniler 3 ml’lik ampisilin ihtiva eden (100 uM/ml)
steril stvi LB icerisine tek koloni olarak inokiile edildikten sonra 37 °C de gece boyu
inkiibe edilerek yetistirildiler. Santrifiijle ependorf tiiplerine toplanan hiicrelerden
plazmit DNA “Promega Wizard® Plus SV minipreps” kiti kullanarak asagidaki
protokole gore saflastirildi.

v' Ependorflarin tizerine 250 pl “hiicreleri yeniden siispansiyon haline getirme
cozeltisi” eklendi ve peletin siispanse edilene kadar ¢ok iyi vortekslendi.

v Uzerine 250 pl “hiicre pargalama ¢dzeltisi” eklendi. Birkag sefer manuel olarak alt
st edilerek karistirildi.

v 10 pl “alkalin proteaz” eklendi ve birkag sefer alt-iist edilerek karistirildi. 5 dakika
inkiibe edildi.

v' 350 pl “nétralizasyon ¢ozelti tamponu” eklendi ve birkag sefer alt-iist edilerek
karistirildi.

v' Ependorf tipleri maksimum hizda (15 000 rpm) 10 dakika santrifiijlendi.
Ardindan siipernatant kisim pipetle alindi (peletin gelmemesine 6zen gosterildi).

v" Alinan siipernatant, mini DNA baglama kolonuna verildi. 15 000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlendi ve eliiat atild1.

v' 750 pul yikama ¢ozeltisi kolona verildi ve 15 000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi ve
eltiat atild1.

v' 250 pl yikama ¢ozeltisi kolona verildi ve 15 000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi ve

eliat atild.
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v' Kolonda ¢ozelti kalmis olabileceginden bos kolon 15 000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendi ve eliiat atild1.

v" Kolona 100 pl “niikleaz bulunmayan su” verildi ve 1 dakika inkiibe edildi.

v' Ardindan 15 000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek, plazmid DNA’lar saflagtirildi

ve PCR analizi i¢in kullamlmak iizere -20 °C’de dondurucuda sakland.

3.2.8. Plazmid DNA’larin PCR ile analizi

Ligasyon reaksiyonu sonucunda olusturulan rekombinant pTOLT-CHY plazmiti E. coli
DH5a’dan saflastirildiktan sonra genin pilazmite dogru bir sekilde klonlanip
klonlanmadigin1 anlamak amaciyla Chy Notl tolt sense ve Chy Mlul tolt reverse
primerleri kullanilarak bir dogrulama PCR’1 gerceklestirildi. PCR reaksiyonunda kalip

olarak olusturulan rekombinant plazmit kullanildi.

15,5 ul H,O (DNAz & RNAZz free)

2,5 ul 10x Pfu Dna polimeraz tamponu
1,5 ul MgCl,

1,5 ul ANTP karisimi (25 mM)

1,5 pl primer “sense”

1,5 pl primer “reverse”

0,5 ul pTOLT-CHY plazmit DNA

0,5 pl Pfu DNA polimeraz

Seklinde toplam 25 pl olan PCR tiipleri hazirlandi. PCR isleminde; Sicaklik degerleri
her bir dongii i¢in asagida gibi ayarlanmis ve toplamda 30-35 dongiiyle PCR islemi

tamamlanmustir.
1. Denatiirasyon: 94 °C
2. Primer Annealing: 55 °C

3. Ekstensiyon: 72°C
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PCR islemleri gergeklestirildikten sonra 20 ul PCR karisimindan alinarak %1°lik agaroz

jelinde analiz edildi ve jelin fotografi alindi.

3.2.9. DNA Dizileme

Transforme olmus plazmid DNA’larindan 30 pl alind1 ve T7 promotor primeri ile dizi

analizi yapilmak tizere “REFGEN” firmasina DNA dizilemeye gonderildi.

3.2.10. Tol-A-111-Kimozin Fiizyon Proteinin Uretilmesi (indiikleme)

Protein ekspresyon calismalari i¢in E. coli BL21 pLysE susu kullamldi. -80 °C derin
dondurucudan ¢karilan stok hiicreler 4 pl kloramfenikol iceren 4 ml’lik LB besiyerine
inokiile edilerek bir gece 37 %C’de 250 rpm galkalama hizinda yetistirildi. Daha sonra
FSB’li kompetant hiicre hazirlama protokoliine uygun sekilde hiicreler kompetent hale

getirildi (Bkz 3.2.6.1).

Kompetent hiicrelere pTOLT-CHY plazmiti baglik 3.2.7°de anlatilan protokole gore
transfer edildi. Transformasyonun ardindan hiicreler igerisinde kloramfenikol ve
ampisilin bulunan LB Agar besiyerine yayma yontemiyle ekildi ve 1 gece 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Ureyen hiicrelerden birer koloni alarak tekrar igerisinde 4 ul
kloramfenikol ve 4 pl ampisilin bulunan 4 ml’lik LB besiyerine inokiile edilerek bir
gece 37 %C’de 250 rpm calkalama hizinda yetistirildi. Yetisen hiicreler 500 ml
ampisilinli LB bulunan 2 I’lik steril erlenlere ekildi. Her saat 600 nm’deki absorbanslari
okunarak yetistirildi. OD ~ 0,7 oldugunda 500 ul 1 M IPTG ilave edilerek indiiklendi.
IPTG’li 3 saatlik inkiibasyonun ardindan erlenler alinarak; 250 ml’lik santrifiij
kaplarinda, 6000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Toplanan E. coli BL21 pLysE
hiicreleri -20°C’de sakland1 (Guda ve ark., 1995).
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3.2.11. E. coli BL21 pLysE Hiicrelerinin Par¢alanmasi

Indiiklemenin ardindan -20°C’de saklanan hiicreler ¢ikarilarak buza gomiildii. Uzerine
100 mM Tris tamponundan (pH = 7,5) 10 ml eklenerek siispansiyon haline getirildi.
Siispansiyona 100 mM bezamidinden 50 ul eklendi ve vortekslendi. Uzerine 100 mM
PMSF’den 50 pl eklendi ve buz iizerine alindi. Buz iizerindeki hiicreler 3 mm ucu olan
sonikatdrle 7-8 tur yapildi. +4°C ve 6000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant
ayr1 bir tiipe alindi. Pelet {izerine yine 10 ml Tris tamponu eklenerek onceki iglemler
tekrar edildi. Bu sekilde yinelenen islemlerin ardindan hiicreler pargalanmis oldu ve

biitiin stipernatantlar birlestirildi.

3.2.12. Yiiksek Hizda Santrifiijle Proteinlerin Ayrim

Toplanan siipernatantlar 30 000 rpm ve +4°C’de 2 saat santrifiijlenerek, karigimdaki

hidrofobik proteinler ve diger hidrofobik hiicre materyalleri ¢oktiiriildii.

3.2.13. Afinite Kromatografisi ile Fiizyon Proteinin Saflastirilmasi

Once kiigiik bir polikarbonat kolon igerisine “Promega-Hislink” recineden (nikel bagl
dolgu maddesi) veya Ni-NTA agaroz (Qiagen) 3 ml kadar konulduktan sonra, kolon 100
mM Tris/HCI (pH = 7,5) tamponuyla yikandi. Santrifiij sonrasinda alinan protein
karisimi kolona tatbik edildi ve kolondan gelen biitiin fraksiyonlar toplandi. Protein
yiiklenmis kolon 30 ml 100 mM Tris/HCI (pH = 7,5) tamponuyla yikanarak kolonda
tutunmus diger proteinlerin ayrilmasi saglandi. 300 mM imidazol igeren, 100 mM
Tris/HCI (pH = 7,5) tamponuyla kolona tutunmus olan protein 3 ayri fraksiyon olarak
eliie edildi ve biitiin fraksiyonlar toplanarak bir gece boyu 5 It lik sodyum sitrat
tamponunda pH 7 de +4 °C’de diyaliz edildikten sonra fiizyon protein aktivite testlrinde

kullanilmak iizere +4 °C’de saklandi.
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3.2.14. SDS-PAGE ile Tol-A-111-Kimozin Fiizyon Proteininin Saflastirilmasinin
Analizi

Toplanan her fraksiyondan alinan 200 pl’lik numuneler 100 pl jel ylikleme tamponuyla
karistirilip, 100 %C’de 2 dakika denatiire edilerek énceden hazirlanan SDS PAGE
(sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi) jelinin kuyucuklarma 10’ar pl
yiiklendi. SDS-PAGE tamamlandiktan sonra distile su ile yikanan jel sonrasinda
Coomassie mavisi ile boyandi. Boyanan jel destain ile iyice temizlendikten sonra bir

tarayici ile taranarak dijital ortama alindi (Laemmli, 1970).

3.2.15. Saflastirilan Fiizyon Proteinin Kantitatif Analizi

Proteinin kantitatif analizi icin Once 2 adet kuartz mikro kiivete (1 ml kapasiteli)

proteinin i¢inde bulundugu tampon ¢ozeltiden (Tris/HCI pH = 7,5) konularak sifirlandu.

Sonra kiivetlerden birisine konulan protein numunesinin 280 nm de absorbansi okundu.
Bulunan absorbans degeri yiiksek oldugundan protein numunesi seyreltilerek absorbans
Olciildii (1 in altinda bir degere indirlidi). Seyreltmeden dolay1 belli bir katsayiyla
carpildiktan sonra toplam protein numunesinin absorbansi hesaplandi. Tol-A-IlI-
Kimozin fiizyonunun DNA dizisi alinarak once Expasy Translate tool’ u (Anonim,
2012j) kullanilarak fiizyonun amino asit dizisi belirlendi. Tol-A-ll1l-Kimozin fiizyon
proteininin belirlenen amino asit dizisi daha sonra Expasy ProtParam tool ‘u (Anonim,
20121) kulanilarak teorik molekiiler agirligi ve 280 nm deki extinction coefficient
(ekstinksiyon katsayis1) hesaplandi. Sonrasinda absorbsiyon, molekiiler agirligi ve
ekstinksiyon katsayist degerleri alinarak Lambert-Beer yasasina gore proteinin
konsantrasyonu mg/ml olarak hesaplandi ve buradanda litredeki verim bulundu (80

mg/L).
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3.2.16 Total Proteolitik Aktivite

Total proteolitik aktivite azokazeine dayali spektrofotometrik metodla belirlenmistir. 20
ul enzim ¢ozeltisinin, 50 mM, pH 7,5 olan Tris-HCI tamponunda ¢6ziilmiis 0,5 ml %
1,5’luk azokazein c¢ozeltisine ilave edilmesiyle reaksiyon baslatilmistir. 15 dakika
boyunca 25 °C’de inkiibasyona birakilmis ve reaksiyonun ilerlemesi saglanmustir. 15
dakikanin sonunda reaksiyon karisimina 0,5 ml % 20’lik triklorasetik asit (TCA)
ilavesiyle reaksiyon durdurulmustur. icerisinde reaksiyon karisimin bulundugu tiip 6 dk,
6500 rpm’de santrifiij edilmis ve slipernatantin absorbansi 340 nm’de dl¢iilmiistiir. Bir
tinite total proteolitik aktivite 1 ml enzim ¢ozeltisinin bir dakikada meydana getirdigi
absorbans farki olarak tanimlanmig ve total proteolitik aktivite U/mg protein olarak
belirlenmigtir. Kor olarak kullanilan ¢ozeltiye ise substrattan 6nce TCA eklenmistir

(Fernando ve Norman, 1993).

3.2.17. pH ve Sicakligin Proteolitik Aktivite Uzerine Etkisi

Optimum pH’nin belirlenebilmesi igin 25 °C de pH 3-9’a kadar degisen aralikta % 1,5
konsantrasyonundaki azokazeine karsi total proteolitik aktivite Sl¢iilmiistiir. Sonugclar
azokazeinin % hidrolizi cinsinden ifade edilmistir. Burada pH 3-6 aralig1 i¢in 50 mM

sodyum sitrat tamponu, pH 6-9 araligi i¢gin 50 mM Tris-HCI tamponu kullanilmustir.

Optimum pH belirlendikten sonra, optimum pH’da 20-70 C sicaklik araliginda
proteolitik aktivite hesaplanarak optimum sicaklik belirlenmistir. (D’ Ambrosio ve ark.,
2003).

3.2.18 Siit Pihtilastirma Aktivitesi

Siit pihtilastirma aktivitesi Berridge (1952)’ye belirlendi. Uretilen Tol-A-111-Kimozin
fizyon proteininin 100 pl’si, 1 ml 10 mM CaCl, igerisinde siispanse edildi. Bu
cozeltinin 100 pl’si 1 ml % 12 konsantrasyonunda 10 mM CaCl; igerisinde pH: 6,5’da

hazirlanmis olan yagsiz siit tozuna eklendi. Bu karisim 37 °C de piht1 olusana kadar



67

inkiibe edildi. 1 enzim @nitesi 1 ml yagsiz siit tozunu 37 °C’de 1 dakikada pihtilagtiran

enzim miktar1 olarak tanimlandi.



4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Kimozin DNA dizisinin PCR ile amplifikasyonu

Baslik 3.2.2. anlatilan PCR reaksiyonu sonucunda Bos taurus’a ait optimize edilmis

kimozin DNA dizisinin amplifiye edildigi goriildii.

986bp
947 bp

Sekil 4.1. Chy Notl tolt sense ve Chy MIlul tolt reverse primerleri kullanilarak yapilan
PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen agaroz jelgoriintiisii 1-4: Kimozinin
amplifiye edilmis DNA pargasi, 5: A / Hind 111-EcoR | DNA markéri
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4.2. PCR iiriinlerinin Saflagtirilmasi

PCR islemi gergeklestirildikten sonra, Kimozin DNA’s1 PCR karisim ¢ozeltisinden Bio
Basic PCR iiriinleri saflagtirma kiti kullanilarak, iireticinin 6nerdigi protokole uygun

olarak saflastirildi.

4.3. pTOLT-CHY Plazmid DNA’larimin PCR ile Analizi

Elde edilen PCR iiriinleri ve vektorler restiriksiyon enzimleriyle kesilip ligasyon iglemi
gerceklestirildikten sonra E. coli DH5a susu kullanilarak transformasyon islemi yapilip
ekilen ampisilin igeren petri tabaklarinda (bir gece sonrasi) beliren kolonilerden 3’er
ml’lik kiiltiirler inokiile edilmesinden sonra bunlardan plazmit DNA saflastirmasi

Promega Wizard® Plus SV minipreps kiti kullanilarak gerceklestirildi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

—| 3540 bp —

947 bp _/

Sekil 4.2. pTOLT-CHY pilazmitinin kalip olarak kullanilmasiyla yapilan dogrulama
PCR’1 sonucunda elde edilen agaroz jelgoriintiisii 1-13: PCR {iriinleri,
14: A / Hind I11-EcoR I DNA markorii
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Sekil 4.3. pTOLT-CHY plazmitinin restriksiyon enzim haritasi (a: dogrusal, b: dairesel)
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Xho 1

Not 1

pTOLTCHY

Sekil 4.4. Elde edilen pTOLT-CHY plazmit DNA’sinin sematik goriintiisii

Bu iglemlerden sonra olusturumus olan rekombinant pTOLT-CHY plazmitini pozitif
olarak tasiyan hiicrelerden izole edilen plazmit DNA’lar Universal T7 promotor primeri
ile beraber DNA dizileme (sequencing) islemi yapilmasi igin “Refgen” firmasina

gonderildi.

Kiomozin genini kodlayan DNA fragmaninin Tol-A-IIl proteinine fiizyon seklinde
herhangi bir g¢erceve kaymasi problemi olmaksizin basarili  bir sekilde
klonlayabildigimiz asagidaki DNA dizileme kromatogramindan (Sekil 4.5) alinan DNA

dizisi ile analiz edilerek ortaya ¢ikarilmistir.
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Sekil 4.5. pTOLT-CHY vektoriiniin DNA dizileme sonucunun kromotogram seklindeki goriintiisii
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4.4. Tol-A-111-Kimozin Fiizyon Proteinin Ekspresyon Calismalari

DNA dizileme igin gonderilen numunelerden Tol-A-lll-Kimozin’in iiretiminde
kullanmak tizere pTOLT-CHY plazmit DNA’lar1 E. coli BL21 pLysE susuna
transformasyon yapildi. Transformasyon yapilip ekilen petri tabaklardan dikkatlice birer
koloni alinarak 5 ml’lik LB ve ampisilin (100 pg/ml) ve kloramfenikol (34 mg/ml)
iceren kapakli kiiltiir tiiplerinde 37 °C’ de gece boyu yetistirildi. Bu kiiltiirler 500 ml’lik
100 pg/ml ampisilin ve 34 mg/ml kloamfenikl iceren LB besiyerlerine transfer edildi ve
37 %’de 250 rpm’de calkalayict inkiibatorde yetistirilmeye baglandi. UV
spektrofotometre ile yapilan dlgiimlerde OD gop ~ 0,7 oldugunda IPTG ile indiikleme
yapildi. Indiiksiyon sonrasinda yaklasik 3 saat kadar daha inkiibe edilerek yetistirilen
hiicrelerden alinan numuneler % 12’lik SDS PAGE’ye tabi tutuldu. Elektroforez
islemleri bittikten sonra SDS PAGE jelleri kasetlerden ¢ikartilarak Coomassie brillant
mavi boyasi ile boyandi. Boyama islemlerinin akabinde iyice yikanip temizlenen jeller

tarayici kullanilarak resim seklinde digital ortamna alindi.

75 kD

50 kD

Sekil 4.6.Tol A-I11-Kimozin fiizyon proteininin saflastirilmasinin %12’lik SDS PAGE
jelinde gosterilmesi 1. pTOLT plazmitini igeren E. Coli BL21 pLysE hiicre
lizat1, 2. His-Link afinite rezinini i¢eren kolondan elde edilen eliiat, 3. Afinite
kolonundan gegirilen siipernatant 4. Yiiksek hizda santrifiij sonrasi elde edilen
pelet 5. BioRad dual color precision plus protein markorii 6. pTOLT-CHY
plazmitini tagiyan indiiklenmemis hiicre lizat1
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Afinite kromatografisi ile saflastirilma isleminin ardindan, sekil 4.6.’de gorildiigii gibi
Tol-A-l11-Kimozin fiizyon proteini saflastirilmistir. Fiizyonun amino ucuna eklenen
histidinlerin (6 adet) nikele olan afinitesi ile fiizyon kolona baglanmis, diger proteinler

kolondan ayrilmis ve boylece saflastirma gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1. Tol-A-1lI-Kimozin fiizyon proteininin amino asit dizisi (1-123: Tol-A-Ill;
124-447 Kimozin proteini) (Anonim, 20121)

10 20 30 40 50 60

MHHHHHHSSN NGASGADINN YAGQIKSAIE SKFYDASSYA GKTCTLRIKL APDGMLLDIK

70 80 90 100 110 120
PEGGDPALCQ AALAAAKLAK IPKPPSQAVY EVFKNAPLDF KPGGGSLVPR GSRPELRAPY

130 140 150 160 170 180
GGRMGEVASV PLTNYLDSQY FGKIYLGTPP QEFTVLFDTG SSDFWVPSIY CKSNACKNHQ

190 200 210 220 230 240
RFDPRKSSTF QNLGKPLSIH YGTGSMQGIL GYDTVTVSNI VDIQQTVGLS TQEPGDVFTY

250 260 270 280 290 300
AEFDGILGMA YPSLASEYSI PVFDNMMNRH LVAQDLFSVY MDRNGQESML TLGAINPSYY

310 320 330 340 350 360
TGSLHWVPVT VQQYWQFTVD SVTISGVVVA CEGGCQAILD TGTSKLVGPS SDILNIQQAI

370 380 390 400 410 420
GATONQYGEF DIDCDNLSYM PTVVFEINGK MYPLTPSAYT SQDQGFCTSG FQSENHSQKW

430 440
ILGDVFIREY YSVFDRANNL VGLAKAI

Trombin Tanima Bolgesi (LVPR)

6 His Tol-A-111 Kimozin

Sekil 4.7. Uretilen Tol-A-111-Kimozin fiizyon proteininin sematik gdsterimi
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4.5, Saflastirilan Fiizyon Proteinin Kantitatif Analizi

“Expasy tools” sitesinde bulunan “ProtParam tool” una girilerek alinan verilerden Tol-
A-111-Kimozin fiizyon’unun teorik molekiiler agirhigi 48755,8 Dalton ve molar
absorbsiyon katsayisinin (extinction coefficient) ise 58260 M1cem? olarak
hesaplanmistir (Anonim, 20121). Daha sonra saflastirilan Tol-A-I11-Kimozin fiizyon
proteininin absorbanst 280 nm’ de UV spektrofotometresinde Olgiilerek, gerekli
hesaplamalar yapildiktan sonra saflastirilan proteinin  miktar1 (mg/ml) olarak

hesaplandiktan sonra toplam verim (80 mg/L) olarak bulunmustur.

4.6. Total Proteolitik Aktivite ve pH ile Sicakhigin Proteolitik Aktiviteye Etkisi

100 1~

80

60

40 A

20 -

Azokazeinin % hidrolizi

pH

Sekil 4.8. pH’nin proteolitik aktivite {izerine etkisi

Azokazeine dayali metodla belirlenen total proteolitik aktivite 0,98 = 0,01 U/mg protein
olarak belirlenmistir. Yine optimum pH 6,5 ve optimum sicaklik 40 °C’olarak

belirlenmistir. Analizler 3 tekrarl olarak yapilmistir.
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Sekil 4.9. Sicakligin proteolitik aktivite lizerine etkisi

4.7. Siit Pihtilastirma Aktivitesi

Berridge (1952)’ye belirlenen siit piht1 aktivitesi Tol-A-I11-Kimozin fiizyon proteinini
i¢in 200 U/ml olarak belirlenmistir.

Sekil 4.10. Tol-A-111-Kimozin fiizyon proteininin siit pihtilagtirma aktivitesi
E. Saflagtirilan Tol-A-l11-Kimozin proteini 1. pTOLT plazmitini igeren
hiicre lizati, 2. pTOLT-CHY plazmitini igeren indiiklenmemeis hiicre lizati.
3. E. Coli BL21 pLysE hiicre lizati
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Uretilen PTOLT-CHY plazmit vektorii ve uygun E. coli susu BL21 pLysE kulanilarak
Tol-A-III proteinine fiizyon olarak 80 mg/L verimle elde edilmesi basarildi. Saflastirilan
flizyon proteininin amino asit dizisi “Expasy Translate tool”u kullanilarak elde
edilmistir. Ileriki ¢aligmalarda {iretilen fiizyon proteini trombin ile Tol-A-llI
proteininden ayrilarak flizyon protein ile kimozin arasindaki aktivite farkliliklar

arastirilabilinir.



5. SONUC

Su anda iilkemizde hem endiistride hem de kirsal kesimde kullanilan peynir mayalari ii¢
grupta toplanmaktadir. Bunlardan ilki direk kimozin enziminin dogal kaynagi olan dana
sirdenin den izole edilen renin’dir. Ulkemizde bu yolla iiretim yapan firmalarin en
onemli sorunu yeterli dana kesimi yapilmadigindan hammadde problemidir. Tahmin
edilebilecegi gibi diinya ¢apindaki peynir endiistrisinin tamaminin kimozin ihtiyacini bu
yolla karsilamak miimkiin olmamaktadir. Ayrica sirdenden saflagtirma sirasinda pepsin
Kirliligi de olabilmekte ve bu da peynirin acilagsmasina ve tadinin bozulmasina sebep
olmaktadir. Ulkemizde bu yolla yani dogal kimozin eldesi i¢in bol miktarda hayvansal
sirden ithal edilmektedir ancak bu hayvanlarin hepsinin buzagi - dana olup olmadig1
bilinmemektedir bu da bilingli tiiketicilerin peynir tercihlerinde 6nem arz etmektedir.
Ikinci pihtilastirict kaynagi mikrobiyel pihtilastiricilardir, bu yolla peynir {iretim prosesi
esnasinda kimozinle birlikte bir¢ok yan {iriin organizma tarafindan ortama salinir ki,
bunlarda peynirin tat ve tekstiiriinde bozulmalara yol agar. Ugiincii kimozin kaynag: ise
aktivite sartlarin1 en optimal diizeyde saglamak i¢in gerekli modifikasyonlar yapilmas,
ekstra hi¢gbir enzimi igermeyen devamli olarak ayni kaliteyi saglayabilen rekombinant
kimozindir. Gilinlimiizde rekombinant kimozinin yerli iiretiminin hi¢ olmayis1 lilkemiz
icin ciddi bir doviz kaybina yol agmaktadir. Bu kapsamda rekombinant kimozin

tiretiminin iilkemiz i¢in bir katma degeri olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada tirettilen rekombinant kimozin enzimi miktar ve aktivite olarak yeterli
seviyede olmasina ragmen verimin organizma kiiltiiriinlin sadece erlenmayerler de
yapilmasindan dolay1 diigiik oldugu gozlemlenebilir ancak sistemin verimi fermentor
kullanilarak ve iiretim sartlarida optimize edilerek ¢ok daha artirilabilir. Ayrica fiizyon
olan enzim ekli olan flizyonundan ayrildig: takdirde aktivitesinde degisiklikler meydana

gelebilir, bu da verimi artiran faktdrlerden bir digeri olabilir.

Bu enzimi kullanilan sistem gibi prokaryotik olmayan S. cerevisiae, P. pastoris, K.
lactis ve H. polymorpha gibi sekresyon yapabilen 6karyotik sistemler kullanarak enzim

direk siv1 besi yeri ortamina salgilanarak kimozin elde edilebilir ki, bu hem ferment6r
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hem de devamli sistemler i¢in daha uygun olmaktadir. Bu sebeple yukaridaki

sistemlerden ikisi (P. pastoris, K lactis) ile ¢alismalar devam etmektedir.

Sonug olarak sinirli miktarda da olsa calismamizda rekombinant kimozin enzimi elde
edilmis olup, bu calisma bundan sonra yapilacak rekombinant kimozin ve benzeri

rekombinant enzimlerin iiretilebilmesi i¢in yol gosterici olacaktir.
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