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OZET

ZEYTIN (OLEA EUROPAEA L.) B-GLUKOZIDAZ GENININ PICHIA
PASTORIS'TE HUCRE DISI iFADESI

Serpil DEMIR
Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Yiksek Lisans Tezi

Tez Danigsmani: Yard. Dog. Dr. Senay VURAL KORKUT

f3- Glukozidazlar tim canh gruplarinda bulunan yaygin bir enzim grubudur. Glikozit
veya oligosakkaritlerin indirgen olmayan uglarindaki B-D-glukozil kékinin hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir. Reaksiyon sonucunda bitkilerde biyotik hasara karsi caydirici
kimyasallar, abiyotik strese uyum icin aktive edilmis hormonlar, hiicre duvari
lignifikasyonu icin monomerler, aromatik tat bilesikleri; mikroorganizmalarda seliilozik
biyokitlenin yikimiyla olusan glukoz; memelilerde diyetle alinan flavonoid glikozitlerin
emilebilir aglikonlari ya da yasli kan elemanlarinin hiicre zar lipitlerinin yikim Grlnleri
gibi cok cesitli bilesikler olusur. Turkiye’nin en 6nemli kiltir bitkilerinden biri olan
zeytin (Olea europaea L.) bocek ve patojen istilasina ve UV 1sinimina karsi koruyucu bir
fenolik bilesik olan oleuropeini 6zellikle yapraklarinda bol miktarda Uretir. Bu bilesik
ham zeytin meyvesinin acilligindan da sorumludur ve olgunlasma sirasinda ézgiin f3-
glukozidazlar tarafindan hidrolizlenmesi ile acilik giderilir. Hidroliz Grlinlerinden biri
olan oleuropein aglikonu antimikrobiyal, antioksidan, antidiyabetik vb. farmokolojik
Ozellikleriyle dikkat cekmektedir. Oleuropeinden, f-glukozidazin da dahil oldugu
hidroliz tepkimeleri sonucu Uretilen hidroksitirozol de c¢ok gigcli bir antioksidan
bilesiktir ve ayni zamanda antikarsinojenik, kalp hastaliklarindan koruyucu ozellikler
gostermektedir. 8-glukozidaz, zeytin endUstrisinin yan Griini olan yapraktan ve atik
isleme suyundan vyiksek katma degerli fenolik bilesiklerin Gretiminde ve zeytin

Xii



actiginin  giderilmesinde kullanim alani bulabilecek bir enzimdir.Bu ¢alismada,
laboratuvarimizda  daha onceki c¢alismalarda zeytin yapragindan klonlanan f-
glukozidaz geni gicli bir 6karyotik ekspresyon sistemi olan Pichia pastoris’e klonlanmis
ve ekstraselliler ekspresyonu gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Olea europaea L., 3-glukozidaz, yaprak, oleuropein, hidroksitirozol,
Pichia pastoris, klonlama, heterolog ekspresyon.

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESiI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

EXTRACELLULAR EXPRESSION OF OLIVE (OLEA EUROPAEA L.) 3-GLUCOSIDASE GENE
IN PICHIA PASTORIS

Serpil DEMIR

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT

- glucosidases are ubiquitous among all domains of living organisms. They catalyze
the hydrolysis of the R-D-glucosyl residue at the non-reducing ends of the
oligosaccharides and glycosides. Reaction causes various compounds such as,
deterrent chemicals against biological damage, activated hormones for adaptation to
abiotic stress, monomers for cell wall lignification, aromatic taste compounds in plants;
glucose from the destruction of cellulosic biomass in the microorganisms; absorbable
aglycones of dietary flavonoid glycosides or destruction products of cell membrane
lipids which belong to aged blood cells in mammals. Being one of Turkey’s the most
important cultivar plants Olea europaea L. produces large amounts of oleuropein
especially within leaves, a phenolic compound against insect or pathogen invasion and
UV radiation. Oleuropein is predominant in unripe olive fruit and is responsible for
pungency and is hydrolyzed by specific 8-glucosidases during ripening. Oleuropein
aglycon is one of the hydrolysis products and is outstanding with its antimicrobial,
antidiabetic, antioxidant etc pharmacological properties. Hydroxytyrosol is one of the
components of oleuropein and is a product of hydolysis reactions involving f3-
glucosidase. 1t is a potent antioxidant compound exhibiting anticarsinogenic and
cardiovascular preventative properties. fS-glucosidase has potential uses for
debittering olive fruits and valorization of abundant olive leaves and olive mill waste
water which are byproducts of olive industry. In this research, f-glucosidase gene
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which has been previously constructed from olive leaf has been extracellularly
expressed in Pichia pastoris, a eukaryotic expression system.

Keywords: Olea europaea L., [f5-glucosidase, oleuropein, Pichia pastoris,
hydroxytyrosol, olive leaf, cloning, heterologous expression.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 f-Glukozidazlar ve Siniflandirilmalan

S3-glukozidazlar (3-D-glukopiranosid glukohidrolazlar) tim canh gruplarinda evrensel bir
dagilim gosterirler. Selilozik biyokitle yikimi, siyanojenez, glukozile flavonoidlerin
serbest birakilmasi, lignoselllozdan etanol (retimi, fitohormon aktivasyonu gibi
biyolojik sitireclerde ¢cok 6nemli rol oynarlar. Glikozit ve oligosakkaritlerin indirgen
olmayan uglarindaki 3-D-glukozil kéklnin hidrolizini saglarlar, sonugta serbest bir R-D-

glukoz olusur. Ekzo-tip glikozit hidrolaz enzimleridirler, (Sekil 1.1).

(a) Endo-etkiven indirgen ug ekzo-etkiyen  (b)
* ‘ CH,OH R
- ; A o. o
s U 30 o . e BT W0 P D O o e
~4 -V 0 oV 0 oV 0 ~ oV OH
OH
? OH

indirgen olmayan uc ekzo-etkiyen

Sekil 1. 1 8-glukozidazin etki ettigi bag (a) ve substrati (b)

Katalizledigi reaksiyon cesidine gore E.C.3.2.1.21 olarak siniflandiriimislardir. R bagiyla
bagh D-glukozil kokleri cok cesitlidir. Ornegin, bademdeki  glukozit  “amigdalin”i
hidrolizleyen Amigdalin Hidrolaz, E.C.3.2.1.117 numarasina sahiptir. Henrissat , amino

asit dizinleri ve Uc¢ boyutlu yaplyl esas alan, substrat 6zgllligli ve reaksiyon



mekanizmasini iceren bitlncil bir siniflandirma sistemi gelistirmistir. Buna gore
olusturulan glikozit hidrolaz enzim ailelerindeki enzimler icin homoloji modellemeleri
yapilmasi hedeflenmistir[1]. Bu amagla kurulan CAZy (Carbohydrate Active Enzymes
database, http://www.cazy.org/) veri tabaninda giincel olarak 133 glikozit hidrolaz
ailesi listelenmistir ve siirekli giincellenmektedir. U¢ boyutlu yapilari, katalitik kokleri ve
mekanizmalari arasinda belirgin benzerlikler olan aileler ise “klan “ ismi verilen genis

gruplarda siniflandiriimistir.

Simdiye dek tanimlanmis olan f8-glukozidazlar bu enzim ailelerinden GH1, GH3, GHS5,
GH9, GH30 ve GH116 icinde siniflandiriimaktadir [2]. Daha 6nceki bir ¢calismada zeytin
yapragindan izole edilen cDNA ya dayanan f$- glukozidaz enziminin (Genbank erisim
numarasi AHB37683.1) yap! analiz ¢alismalarina gore enzim GH1 ailesinin 6zelliklerini
gostermektedir [3]. Bu calismaya gore enzimin cep sekilli substrat tanima bolgesindeki
korunmus aminoasitler f8-glukozidaz aktivitesini, korunmamis aminoasit kokleri ise
aglikon 6zgulligunit desteklemektedir. Ayrica aktif bolgeyi iceren (B/a)s —figi protein
alani bulunmaktadir. Bu yapi tabiatta ¢ok yaygin olarak goriliir ve neredeyse daima

enzim seklindedir [4],(Sekil 1. 2).

Bu enzimle ayni amino asit dizisine gevirimi yapilan, Ayvalik varyetesine ait bir cds dizisi

de bulunmaktadir(GenBank erisim numarasi: KF623043.1) .



Cys198-Cys206 E393
Cys184-Cys219

Cys184-Cys219
Cys198-Cys206

Sekil 1. 2 GH1 ailesinden Piring (Oryza sativa) Os4BGlul2 apo protein yapisi asimetrik
biriminin serit diyagrami gosterimi [5]

1.1.2 Enzimin islevleri ve Biyoteknolojik Kullanim Potansiyeli

1.1.2.1 Bitkilerde Savunma

Bitki savunma mekanizmalarindan biri ikincil bilesiklerdir. Bu bilesikler ¢ogunlukla
glukozile edilip etkinsizlestirilerek depo edilirler. Herbivor veya patojenlerin saldirisi
sonucu gerceklesen doku bozulmasi Uzerine normalde ayri bir bélmede tutulan f3-
glukozidazla temasa gecerler. Hidroliz sonucu serbest kalan aglikon kisim zehirli bir
bilesiktir. Bitkilerde yaygin olarak bulunan siyanojenik glukozitlerden zehirli HCN

olusturulmasi buna érnektir [6], [7].

Zeytin bitkisinin 6nde gelen fenolik bilesigi olan oleuropein, ayni aileden kurtbagri
bitkisinde de bulunur ve bir savunma mekanizmasi olarak, yiksek 6zgullikteki f-
glukozidaz tarafindan aktif bir protein denature edici bilesige dontsimi baslatilir [8],

(Sekil 1.3).

Benzer sekilde zeytin meyvesinde bulunan oleropein, f8-glukozidaz ile yikildiginda

olusan hidrolitik bilesikler bocek istilasina karsi koruma ve direng saglar [9] .
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Sekil 1. 3 Kurtbagn ( Ligustrum obtusifolium ) bitkisinde oleuropein aktivasyonu igin
onerilmis kimyasal model[8]

1.1.2.2 Meyve Olgunlagmasi ve Tat Bilesiklerinin Olusumu

Olgunlasma sirasinda hicre duvarinda etkinliginin artisi ve kompleks glikanlari

yikabilmesi meyve yumusamasinda rolii olabilecegini gostermektedir [10].



Gay, Uzum, portakal, seftali, gilek, elma, mango gibi pek ¢ok bitkide, glikozitlesmis
halde bulunan maskelenmis tat bilesikleri f8-glukozidazla hidrolizlenip serbest tat
olusturucu aglikon bilesikler olusturulur [11], [12]. Bu enzimlerin, katalitik 6zelliklerinin

gelistirilerek iceceklerin tatlarinin artirilmasinda kullanim potansiyelleri vardir [13].

1.1.2.3 Bitkilerde Hiicre Duvari Metabolizmasi

Hicre duvar lignifikasyonunda, monolignol glukozitlerinden monolignollerin (lignin
monomerleri) serbest birakilmasinda goérevli 6zgil f-glukozidazlarin gorev aldig

duslinilmektedir[14], [15].

1.1.2.4 Bitkilerde Abiyotik Strese Dayaniklilik

Bitkilerde kuraklk, soguk ve tuzluluk gibi abiyotik streslere cevap olarak absisik asit
miktarini artirmanin bir yolu, absisik asit-glukoz konjugatinin 8-glukozidaz enzimleriyle
hidrolizidir [16], [17]. Ayrica karanlik, yaslanma, susuzluk gibi fotosentezi engelleyen
stres durumlarinda hiicre duvari polisakkaritlerinin katabolizmasini saglayan f3-
glukozidazlarin aktivitesinde artis olmaktadir. Bu durumun da bitkilerin enerji
ihtiyaclarini  gidermede alternatif seker kaynagl olarak bu polisakkaritleri

kullanmalariyla ilgili oldugu distnilmektedir [18], [19].

1.1.2.5 Biyokiitle Yikimi

Temiz ve yenilenebilir bir enerji kaynagi olarak dikkat ¢ceken lignoseliilozdan biyoyakit
Uretiminde f3- glukozidazlar 6nemli rol oynamaktadir. Lignoselilozik biyokitle bitkisel
kaynaklidir ve bu teknolojide bitkinin tim kisimlari islenir, tarimsal ve odun
islenmesinden olugsan atiklar da kullanilabilir [20]. Biyokitlenin en az %401 seliilozdan
olustugu icin hidroliz yapan enzimlerden en 6nemlisi selllazdir. Seliilaz; ekzoglukanaz
(sellobiyohidrolaz), endoglukanaz ve f-glukozidazdan olusan bir c¢oklu enzim
kompleksidir (Sekil 1. 4). f-glukozidaz hidrolizin son basamagini katalizler ve toplam
tepkimenin hizini belirler ayrica son Uriin olan glukozun ters geri besleme etkisi
altindadir. Optimum miktarda ve glukoz direnci ylksek seliilaz lireten genetik olarak

donistiridlmis yapilar olusturulmasi konusunda ¢ok sayida calisma vardir [21].
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Sekil 1. 4 Seliilaz [22]

1.1.2.6 f- Glukozidazin Farmakolojik Kullanim Alanlari

ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy, Antikorla Yonlendirilmis Enzim-
Oncil ilag Tedavisi), gérece non-toksik bir &nciil ilacin segici olarak timor
hiicrelerindeki bir enzim tarafindan etkin toksik sekline dontstlirilmesi esasina
dayanir. Bunun icin aktive edici enzim monoklonal bir antikorla tliimoér hiicresine
yonlendirilir [23]. 8-glukozidazlar, glukozile edilerek etkisizlestirilmis 6ncdl ilacin timor

hlcresinde aktiflestirilmesi igin kullanim potansiyeline sahiptir [24].

Saghga pek cok yarari olan flavonoidler dnemli bitki kimyasallaridir. Ornegin, 6strojen
benzeri yapi gosteren soya izoflavonlari DNA’da oksidatif strese karsi direng¢ artirma
[25], postmenopozal donemde meme kanseri riskini azaltma [26], kanserli yumurtalik
hiicre hattinda apoptozisi uyarma [27], diyabetik kobaylarda serum insilin diizeyini

yikseltme gibi cesitli yararli etkiler gésterir. Soyada izoflavonlarin cogu glukozidik

sekilde bulunur, ince bagirsakta 8 glukozidazin dahil oldugu bir biyotransformasyon

islemiyle daha hizli emilen ve biyoaktif serbest aglikon elde edilir [28].



1.1.3 Zeytin

1.1.3.1 Zeytinin Siniflandiriimasi, Ozellikleri, Yayilisi

Zeytinin taksonomik hiyerarsisi asagidaki gibidir [29]:

Cizelge 1. 1 Zeytin (Olea europaea) bitkisinin siniflandiriimasi

Alem Plantae
Altalem Tracheobionta
Bollim Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Altsinif Asteridae
Takim Scrophulariales
Aile Oleaceae
Cins Olea
Tur Olea europaea L.

Zeytin, Akdeniz Havzasinin yerli bir bitkisidir. ilk ortaya cikis noktasi Dogu Akdeniz olan
zeytinin kiltire edilmesi M.O. 4. binyila tarihlenmektadir. Zeytin iiretimi ve zeytinyagi

endustrisi, Akdenizi cevreleyen lilkelerde cok erken donemlerde yerlesmistir [30].

Zeytin agaci gri-yesil yapraklariyla herdem vyesil; kiiclik, beyaz ve kokulu cicekleri
ilkbaharda cok sayida polen lreten, 1000 yildan uzun yasayabilen dayanikli bir agactir.
Yetiskin bir aga¢ 8-10 m. boylanabilir.

30-45 ° enlemleri arasi ihman ve subtropikal bolgeler zeytin yetistiriciligi icin uygun
cevresel sartlara sahiptir (Sekil 1.5) . Yumusak kis sartlarina ve sicak-kuru yaz sartlarina
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sahip Akdeniz havzasi llkelerinde yogun olarak yetisir. Dogal yayillim alanlari disinda
Afrika, Amerika, Avustralya, Cin gibi Ulkelerde de tarimi yapilmaktadir. -7 C den disik
sicakhklar agaca zarar verir [31]. Yillik 220 mm gibi distk yagis miktarinda yasayabilir,
silisli veya kalkerli toprakta yetisebilir [32].

Sekil 1. 5 Zeytinin diinya genelindeki dagilimi (37)

Tarkiye’'de zeytin yetistiriciligi yaygin olarak yapilmaktadir, (Sekil 1.6). Tarim
bakanhginin FAO ve TUIK kaynakli verilerine gére 2013 yilinda 806.000 hektar alandaki
zeytin bahgelerinden zeytin meyvesi tGretim miktari 1.676.000 ton olarak
gergeklesmistir. 2012 yil itibariyla Turkiye, diinya tretimindeki %11 lik payi ile 4.

siradaki Ulkedir.

Ty

—

Sekil 1. 6 Zeytinin Turkiye’deki dagilimi (33), (34)
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1.1.3.2 Oleuropein

Akdeniz havzasi, gorece sicaklik ve UV isinimi gibi ¢evresel stresleri icerir. Bu
bolgelerde yetisen zeytin gibi bitkilerin kendilerini koruyabilmek icin antioksidan

bilesiklere ihtiyaclari vardir [33], [34].

Zeytinde yaygin olarak bulunan fenolik bilesik oleuropeindir. Kuru madde bazinda
konsantrasyonu ham meyvede 140 mg/g, yaprakta 60-90 mg/g degerlerine ulasabilir
[38 ]. Oleuropein, sekoiridoid ailesinden bir bilesik olarak tanimlanmistir ve Oleaceae
familyasinda pek gok bitkide goruliir [35]. Elenolik asit ve hidroksitirozoliin heterosidik

esteridir, glukozidik veya aglikon seklinde bulunabilir.

OH 0
”0%@ JOM
Oleuropein MO CH

Sekil 1. 7 Oleuropeinin kimyasal yapisi [35]

Agacin patojenlere ve bocek istilasina karsi direncli olmasini saglar. Aci bir tat veren
oleuropein, meyve olgunlasmasi sirasinda kimyasal ya da enzimatik olarak daha kiiclik
ve tat veren fenolik bilesiklere hidrolizlenir [36]. Zeytin meyvesinin diger 6nemli
fenolikleri glukozile sekilde bulunan ligstrosit ve demetiloleuropeindir. Bu bilesiklerin

hidroliziyle olusan aglikon Urinler zeytin yaginin 6nemli fenolik bilesenleridir.



0
“%@ LOH
Demethyloleuropein H OH

Sekil 1. 8 Ligstrosid ve demetiloleuropeinin kimyasal yapilari [35]

Fenolik bilesiklerin hidrolizini kontrol eden temel enzimatik sistem, mekanik ya da
patojen hasari sonucu etkinlik gosteren endojen f-glukozidaz havuzudur. Zeytin
meyvesinden saflastirilan f$-glukozidaz enziminin oleuropeine karsi 6zgllligl, cok
yaygin kullanilan yapay substrat pNP-G ile kiyaslandiginda 200 kat olarak ol¢ilmustir
[36] . Zeytin yapragindan titin bitkisine klonlanip Uretilen rekombinant f3-glukozidaz
enziminin, aktivite olclimi yapilan 2 diger substrat (rutin ve luteolin) Gizerine etkinligi,

oleuropeinle kiyaslandiginda ihmal edilebilecek diizeylerde ¢ikmistir [3].
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Sekil 1. 9 Zeytin fenoliklerinin hidrolizi [37]

Zeytinin esas olarak oleuropeinden kaynaklanan aciliginin giderilip yenilebilir hale
getirilmesinde c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu slireglerde zeytinin karakteristik
tat ve dokusunu kazandigi, alkali ve salamura islemleri uygulanir. NaOH (kostik) ile
alkali islem oleuropeinin hidrolizlenmesini saglar. Ardindan gelen salamura asamasinda
maya ya da bakteri kaynakh laktik asit fermantasyonu goriliir. Oleuropein ve
hidroksitirozol glukozit gibi suda ¢éziinen fenolikler zeytinden salamuraya difiize olur
ve biotransformasyonla degisime ugrarlar [38]. Spontane fermantasyonun yani sira
kontrolli fermantasyonun sofralik zeytin olusumuna etkisini bildiren pek ¢ok galisma
mevcuttur. Zeytin islenmesi sirasinda Lactobacillus plantarum ile birlikte f3-glukozidaz
kullanilmasinin , tiketicilerin tercih ettigi tat kalitesinde Uriin elde edilmesini sagladigi

bildirilmistir [39] .

Sikma veya santriflijlemeyle zeytinyagi iretimi ve sofralik zeytin Uretimi sirasinda, pek
¢ok kullanim alani bulabilen 6nemli miktarda fenolik bilesik su fazina gegmektedir [40].
Onemli miktarda oleuropein de bu atik suyun bir parcasidir. Ornek bir calismada, zeytin
atik suyundan, gicli bir antioksidan olan hidroksitirozoliin oleuropeinden elde
edilmesinde, ilk basamaginda mantar kaynakli f-glukozidazin gorev aldigi ardisik
tepkimelerden faydalanilmistir [41]. Zeytin f—glukozidazinin dogal substrati olan
oleuropeine karsi katalitik etkinligi, baska kaynaklardan

(badem) elde edilen ticari

enzimlere gore oOnemli derecede Ustindlir [36]. Zeytin fenoliklerinin
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transformasyonunda zeytin f$-glukozidazinin kullanilmasi en akilci yol olarak

gorinmektedir.

Oleuropein, insan saghgl uzerine olumlu etkilerinden ve tibbi potansiyelinden dolayi
yogun olarak ¢alisma konusu olan bir fitokimyasaldir. Antibakteriyel [42], antiviral [43]
ve antimikoplasmal etki gosterir [44]. Oleuropein ve tirevleri in-vitro ve ex-vivo olarak
antioksidan 6zellik gostermektedir [45]. in vitro LDL oksidasyonunu etkilemesinin
koroner kalp hastaliklarindan koruma etkisi ile ilgili oldugu distnulmektedir [46].
Meme kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri gibi bazi kanserlerde ex-vivo hiicre

cogalmasini 6nleyen ve hiicre 6limiini saglayan etkiler gostermektedir [47], [48], [49].

Oleuropeinin f3-glukozidaz ile hidrolizi ile aglikon elde edilir [40], bu bilesik sizma
zeytinyaginda yaygin olarak bulunan fenollerden biridir [50] ve ticari olarak
satilmamaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar, zeytinyaginin diyetle alinan toplam yagin
onemli bir kismini olusturdugu akdeniz Ulkelerinde koroner kalp hastaliklari [51] ve

belli kanser tiplerinin sikhginin diisiik oldugunu gostermektedir [52].

Oleuropein aglikonu alzheimer modeli transgenik farelerde hafiza ve davranis
performansinda gelisme ve beyinde plak olusumunda azalma saglamistir [53]. Tip 2
diyabetin karakteristik 6zelligi olan amilin peptidi amiloid birikiminin kobay adacik
hiicrelerine sitotoksik etkisini azaltmistir [54]. Farelerde Tip Il kollajenle uyariimis
romatoid artritte iyilesme saglamistir [55]. Omurilik hasarli model farelerde doku
hasarini azaltmis, motor fonksiyon kaybinda iyilesme saglamis, travma sonrasi
apoptozu engellemistir [56]. Pek cok hastaliga karsi muhtemel koruyucu etkileri ile son

yillarin dikkat ¢eken arastirma konularindan biridir.

Zeytin agaci yetistiricilig§inde, Uretilen her 100 kg zeytin icin budamadan ve hasattan
kaynaklanmak Uzere 3-5 kg kadar oldugu tahmin edilen yaprak yan Urin olarak elde
edilmektedir. Endustriyel kullanim alani hayvan yemi ve fitoterapi ile kisith olan zeytin
yapragl, dogada oleuropeinin f8-glukozidaz ve estaraz araciligiyla hidrolizi sonucu
Uretilen hidroksitirozol (3,4-dihidroksifeniletanol) icin de zengin bir kaynaktir [57].
Dogadaki en giicli antioksidanlardan biri olarak kabul edilen hidroksitirozol insan
vicudunda serbest radikalleri engelleme potansiyelinin yani sira gidalarda koruyucu

olarak kullanilan sentetik maddelerin de yerini alabilecek dogal bir madde olmaya
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adaydir [58], [59]. Hipoallerjenik [59], kanserli hiicrelerde apoptozu uyarma [60] ve
hicre ¢ogalmasini inhibe etme [61], kobayda damarlarda bozukluk gibi etkileri olan kan
leptin diizeyini dislirme, diyete bagh metabolik sendromu 6nleme ve mitokondriyel
anomalileri azaltma [62], aortu oksidatif strese karsi koruma [63] vb. etkileri ile yogun
olarak c¢alisilan ve potansiyel katma degeri ylksek bir fenoliktir. Saf Grliniin fiyati 8000
dolar/g dolaylarindadir [www.sigmaaldrich.com] oysa zeytin yapragindan elde edilen
saf olmayan sekildeki Grlinin gram fiyati 15 dolar seviyelerindedir [64]. Oleuropeinin
enzimatik hidroliziyle hidroksitirozol (retilmesine yonelik pek c¢ok calisma olmasina
ragmen [65], [66] bilgimize gore zeytinin kendi 8-glukozidaz enzimiyle simdiye kadar

yapilmis bir calisma yoktur.
1.1.4 Ekspresyon Sistemi Olarak Pichia pastoris

1.1.4.1 Pichia pastoris ‘in Genel Ozellikleri

P. pastoris, yuksek oOkaryotik ekpresyon sistemlerindeki protein islenmesi, protein
katlanmasi ve posttranslasyonel modifikasyonlari gerceklestirmek gibi avantajlara
sahiptir. Bunun yani sira E. coli ya da S. cerevisiae gibi manipilasyonu kolay olan bir
canlidir. Diger okaryotik ekspresyon sistemlerine gore hizli, kolay ve daha ucuzdur ve

genellikle daha yliksek ekspresyon seviyelerine ulasir.

P. pastoris metilotrofik bir mayadir, tek C kaynagi olarak metanoli metabolize edebilir.
Metanol metabolizmasinin ilk basamagi olarak ALKOL OKSIDAZ enzimiyle molekiiler
oksijen kullanilarak metanol formaldehide oksitlenir. Reaksiyon sonucu hidrojen

peroksit de olusur.

Alkol Oksidaz

Metanol + O, —> Formaldehit + H,0, (1.1)

Alkol Oksidazin oksijene afinitesi dasuktiir. P. pastoris bu durumu telafi etmek icin
enzimi ¢ok miktarda (retir. Heterolog proteinin ekspresyonunu yoénetmek igin

kullanilan promotor bu enzime aittir.

P. pastoris’ te AOX1 ve AOX2 olmak Uzere alkol oksidaz enzimi kodlayan 2 gen vardir.
Hiicredeki alkol oksidaz etkinliginin cogu AOX1 genine dayandirilabilir. AOX1 geninin

ifadesi siki olarak diizenlenir ve metanolle yliksek seviyelerde Uretim uyarilabilir.
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Metanollli ortamda biylyen hiicrelerde tipik olarak ¢6ziinen proteinlerin 2%30’u alkol
oksidazdir. AOX2 geni AOX1 genine 97% homoloji gosterir. Ancak metanolli ortamda
blylime AOX1 genine gore ¢ok daha yavastir. Bu yavas blyime Mut® (aox1) hattinin

ayirimina olanak verir [67], [68].

AOX1 geninin ifadesi transkripsiyon dizeyinde kontrol edilir. Metanolli ortamda
blyutllmis hiicrelerde polyA* RNA larin yaklasik 5%’i AOX1 geninden kaynaklanir. Bu
genin diizenlenmesi 2 asamali bir strectir: Bir represyon/derepresyon ve bir indiksiyon
mekanizmasl. Kisaca, uyarici metanol bulunsa bile glukozlu ortamda bilylime
transkripsiyonu baskilar. Bu ylizden metanolle optimum indlkleme icin gliserollii
ortamda buylUtme oOnerilir. Yalniz gliserollii ortamda blyiutme (derepresyon) ekpresyon

icin yeterli degildir, indikleyici metanolin varligi zorunludur [69], [70].

Uretilen proteini sekresyon yolagina yénlendirmek icin S. cerevisiae faktdr prepro

peptidine ait sekresyon sinyal dizisi en ylksek basariy1 gostermistir [71], [72].

Heterolog proteinleri salgisal olarak iretmenin en blylk avantaji, P. pastoris’in cok az
miktarda dogal protein salgilamasidir. Bu durum, proteinin saflastirilmasinda ilk
basamak olarak kullanilir. Ancak g¢alisilan proteinin primer dizininde glikozilasyon

bolgeleri varsa (Asn-X-Ser/Thr) glikozillenme gorilebilir.

1.1.4.2 aox1 Mutantlarinin Fenotipi

AOX1 geninin kaybi hiicrenin alkol oksidaz etkinliginin cogunun kaybiyla sonuglanir. Bu
mutant hiicre hatti Mut® (Methanol utilization slow) olarak isimlendirilir. Bu durumdaki
hiicrelerde metanoli metabolize etme yeteneginde disis olur ve bu hicreler
metanolli ortamda zayif blylme gosterir. Mut* (Methanol utilization plus) ismi ise
yabanil tip hatti temsil eder. Bu 2 fenotip Pichia transformantlarinda calisilan genin
integrasyonunun degerlendirilmesinde kullanilir. Bazi proteinler bu genetik arka

planlardan birinde digerine gore daha iyi ifade edilirler.

1.1.5 Pichia pastoris’te rekombinant 8-glukozidaz tiretimi

Okaryotik protein {retimi icin, translasyon sonrasi degisiklikleri gerceklestirebilen

sistemlere ihtiyac duyulmaktadir. E. coli’ de heterolog Uretimi yapilabilen bitki 13-
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glukozidazlari bildirilmis [73] olmasina ragmen zeytinden (Ole europaea) ve siyah
kirazdan (Prunus serotina) E. coli’ de f3-glukozidaz lretme denemeleri ¢6ziinmeyen
inkllizyon cisimcikleri olusumuyla sonuglanmistir [74], [3]. Piring bitkisinin (Oryza
sativa) E. coli’ de Uretilen 8- glukozidazi ise Pichia pastoris’te lretilene gore 3 kat
diuslik spesifik aktivite gostermistir [6]. Bu nedenlerden 6tlirt Pichia pastoris, R-
glukozidaz Uretiminde tercih edilen bir sistemdir. Ancak P. pastoris’in kendi Urettigi
hiicre ici 8-glukozidazin [75] rekombinant proteinden ayirimi giic olacagindan hiicre

disina salgilanabilecegi vektorlerin segimi yaygin bir yéntemdir.

Bugline kadar Dalbergia cochinchinensis (siyam gilagaci), Mucor circinelloides,
Arabidopsis thaliana, Aspergillus fumigatus gibi gesitli canlilara ait 8-glukozidazlarin

Uretimi icin P. pastoris kullanilmistir [15], [76], [77], (80), (81), [78].

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada zeytin f-glukozidaz geninin ekspresyon sistemi Pichia pastoris’e
klonlanarak ifade edilmesi hedeflenmektedir. ilerleyen calismalarda gen (irini
saflastiriip molekiiler analizleri yapilacak ve zeytinden ekonomik degeri yuksek

metabolitlerin Gretiminde kullanim potansiyeli degerlendirilecektir.

1.3 Hipotez

Cesitli calismalarda farkli kaynaklardan klonlanmis f8-glukozidazlar P. pastoris’te aktif
olarak Uretilmistir. Bu ¢alismalar P. pastoris’in dkaryotik proteinlerin orijinal islevlerini
yerine getirebilmeleri icin gerekli translasyon sonrasi modifikasyonlari yapabilme
kapasitesine sahip bir mikroorganizma oldugunu gostermektedir. Zeytin 8-glukozidazi
P. pastoris ekspresyon sisteminde (heterolog olarak) Uretilirse bitkiden izole edilen
enzimle yakin diizeyde aktiviteyi gosterecegi beklenmektedir. Laboratuvarimizda daha
onceki ¢alismalarimizda f3-glukozidaz geninin kismi cDNA klonu elde edilmistir. Bu
genin tam uzunluktaki cDNA’sI Dr. Esra YUCA tarafindan klonlanmistir. Bu cDNA uygun
kesim dizinleri eklenmis primerlerle cogaltilarak Pichia vektorlerine eklenecek ve

mayaya aktarilacaktir.
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BOLUM 2

MATERYAL METOT

2.1 Tamponlar, Coézeltiler ve Agaroz Jel

10X TBE Stok Cozeltisi

108 g Tris base

55 g Borik asit

40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)

Saf suyla 1 litreye tamamlanip karistirildi. 121 °C’de 20 dk. otoklavlandi.

%1 lik Agaroz jel

0.75 g Agaroz
75 ml TBE

Mikrodalga firinda 4 dk isitildi, ~50 °C’ ye sogutuldu, 3 pl 5 mg/ml EtBr eklenip

elektroforez tepsisine dokildi.

0.5 M pH 8,0 EDTA Cozeltisi

36.5 g EDTA

Saf su ile 250 ml’ye tamamlandi. NaOH ile pH 8,0’ a ayarland..

X-Gal Stok Cozeltisi
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0.1 g X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranosid) 2 ml DMF

(dimetilformamid) ile ¢ozildu, aliiminyum folyoya sarilip -20 °C’de saklandi.

0.1 M IPTG Stok Cozeltisi

0.6 g IPTG ( izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosid) toplam 25 ml olacak sekilde dH0 ile

¢Ozild, filtre ile sterilize edildi. 0.2 ml’lik tiplere bolinip -20 °C’de sakland.

10 X D ( %20 Dekstroz)

40 g D-glukoz 200 ml suda ¢6zildi 15 dk otoklavlanarak veya filtre ile sterilize edildi.

10X M (%5 Metanol)

2.5 ml metanol 47,5 ml dH,O0 ile karistirilip filtre ile sterilize edildi, +4 °C’de saklandi.

10X GY ( %10 Gliserol)

10 ml gliserol 90 ml dH0 ile karistirilip otoklavlandi.

500X B (% 0.02 Biyotin)

10 mg biyotin 50 ml suda ¢6zillp filtre ile sterilize edildi, +4 °C’de saklandi.
10X YNB ( % 13.4 Yeast Nitrogen Base with Ammonium Sulfate without amino acids)
33.5 g YNB 250 ml dH;0 iginde ¢ozilip filtre ile sterilize edildi, +4 °C’de saklandi.

5X SDS-PAGE Yuritme Tamponu

47 g Glisin

7.5 g Tris Base

25 ml %10 SDS

Toplam hacim 500 ml olacak sekilde dH,O da ¢6zuldi.

SDS-PAGE Jel Boyama Cozeltisi

62.5 mg CBB
100 ml metanol icinde karistirilarak ¢cozulda.
17.5 ml asetik asit eklendi, dH,0 ile hacim 500 ml’ye tamamlandi.

SDS-PAGE Jel Boya Yikama Cozeltisi
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100 ml metanol
17.5 ml asetik asit
Toplam hacim 250 ml olacak sekilde dH,0 eklendi.

4X SDS-PAGE yikleme tamponu

1.25 ml Tris Base

400 mg SDS

1.5 ml Gliserol

1 mg Bromofenol

750 pl dH,0

1.5 ml DTT (ditiyotreitol)

DTT 6rnekler hazirlanirken taze olarak katilir.

2.2 Besiyerleri

2.2.1 LS-LB (Low Salt Luria Broth)
10 g Tripton

5 g Yeast Ekstrakt

5 g NaCl

dH;0 ile 1 litreye tamamlandi 121 °C’de 20 dk otoklavlandi. Kati besiyeri igin

sterilizasyondan once 15 g Agar ilave edildi.

2.2.2 YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)
%1 maya ekstrakt, %2 peptone (mikolojik), %2 dekstroz,
10 g maya ekstrakt

20 g pepton 900 ml dH;0 icinde ¢ozildi, kati besiyeri icin 20 g Agar ilave edilip 121
°C'de 12 dk otoklavlandi. 100 ml 10x D ilave edildi. Kati besiyeri +4 °C’de, sivi besiyeri

oda isisinda saklandi.
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2.2.3 YPDS + Zeosin Agar (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium with Sorbitol)

%1 maya ekstrakt, %2 pepton (mikolojik), %2 dekstroz, 1 M sorbitol, %2 agar, 100

ug/ml zeosin.

5 g maya ekstrakt

91.1 g sorbitol

20 g pepton 450 ml dH,0 iginde ¢ozuldu.
10 g agar ilave edildi.

121 °C’'de 12 dk otoklavlandi, 50 ml 10X D ilave edildi. Cozelti ~60 °C’ ye sogutulup 0.5

ml 100 mg/ml Zeosin ilave edildi.

2.2.4 BMGY (Buffered Rich Glycerol Medium)

%1 maya ekstrakt, %2 pepton, 100 mM Potasyum fosfat tamponu pH 6.0, %1.34 YNB,
% 4x107° biyotin, %1 gliserol

10 g maya ekstrakt, 20 g pepton 700 ml dH;0 iginde ¢6zulip otoklavlandi, oda

sicakligina sogutuldu,

100 ml 1 M potasyum fosfat tamponu pH 6.0
100 ml 10X YNB

100 ml 500X B

100 ml 10X GY ilave edilip +4 °C’'de saklandi.

2.2.5YPM
%1 maya ekstrakt, %2 pepton, %1 metanol

10 g maya ekstrakt ve 20 g pepton 800 ml dH;0 iginde ¢ozillip otoklavlandi. Oda

sicakligina sogutulup 200 ml 10 X metanol eklendi.
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2.3 Molekiler Markerlar

Cizelge 2. 1 Kullanilan molekiler markerlar

Biotechrabbit 100 bp DNA
Ladder

3000, 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200, 100 bp bantlari gozlenir.

Lambda DNA EcoR | + Hind lll
Marker

21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904, 1584,
1375, 947, 831, 564 bp bantlari gozlenir.

Spectra™ Multicolor Broad

Range Protein Ladder

260, 140, 100, 70, 50,40, 35,25,15,10 kDa bantlar

gozlenir.

2.4 Kullanilan Enzimler ve Kitler

Cizelge 2. 2 Kullanilan kitler

PCR Kiti

Roche Expand high Fidelity PCR System

Ligasyon kiti

Roche Rapid DNA Ligation Kit

Jel Ekstraksiyon Kiti

QlAquick Gel Ekstraksiyon Kit, BIO BASIC EZ-10
Spin Column DNA Gel Extraction Kit, Thermo

Scientific Genelet Gel Extraction Kit

EasySelect Pichia Expression Kit | Invitrogen

Plazmit izolasyon Kiti

Roche High Pure Plasmid Isolation Kit
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Cizelge 2. 3 Kullanilan enzimler

Taq Polimeraz QIAGEN
Ligaz T4 DNA Ligaz (Roche)
Restriksiyon Enzimleri EcoR | (Thermo Scientific ), Xba |

(Thermo Scientific ), Sac | (Thermo

Scientific )

2.5 Vektor

Hicre disina salgilanan protein Uretimi igin kitin sundugu secgeneklerden pPICZa B
vektort kullanilmistir. Vektor S. cerevisiae dogal a faktor salgi sinyalini kullanarak

Uretilen heterolog proteinin salgilanmasina olanak tanimaktadir.

B s
< s p— MO —==__—
(a-factor JEEERES LERNTEl C c opitope | 6xtis
| Cluana<XXn=X |

Comments for pPICZa A
3593 nucleotides

Bagl I

5° AOX1 promoter region: bases 1-941 “ Pst lis in Version B only
5° AOX1 priming site: bases 855-875 Gla 1y In Maralon © anly
a-factor signal sequence: bases 941-1207
Multiple cloning site: bases 1208-1276
c-myc epitope: bases 1275-1304
Polyhistidine (6xHis) tag: bases 1320-1337
3" AOX1 priming site: bases 1423-1443 the user to clone their gene in frame with
AOXT1 transcription termination region: bases 1341-1682 the Kex2 cleavage site, resulting in
TEF1 promoter: bases 1683-2093 expression of their native gene without
EM7 promoter: bases 2095-2162 additional amino acids at the N-terminus.
Sh ble ORF: bases 2163-2537

CYC1 transcription termination region: bases 2538-2855

pUC origin: bases 2866-3539 (complementary strand)

TThe two X#o | sites in the vector allow

Sekil 2. 1 pPICZa B vektoriinin haritasi

pPICZa B (3328 bp) vektori asagidaki, aktiviteleri test edilmis 6zellikleri gosterir:
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5’A0X1: 942 bp uzunlugundaki promotor sekansidir. Metanolle uyarilabilen yiiksek

diizeyde ekspresyonu saglar. Plazmidin AOX1 lokusuna integrasyonunu hedefler.

10 adet tekli rekstriksiyon bolgesi iceren MCS: Hedef genin ekspresyon vektoriine

eklenmesini saglar.

C-terminal myc epitope tag: (Glu-Gln-Lys-Leu-lle-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu-Asn) Flizyon

proteinin anti-myc antikoruyla veya anti-myc-HRP antikoruyla deteksiyonunu saglar.

C-terminal polihistidin tag: Flizyon proteinin metal-selat recine ile saflastiriimasini
saglar. Ayrica Anti-His(C-term) antikor ve Anti-His (C-term)-HRP antikor icin hedef

epitoptur.

AOX1 Transkripsiyon Terminasyon (TT): AOX1 geninin dogal transkripsiyon sonlanma

sinyalidir (~260 bp). mRNA stabilitesinin artirilmasi icin 3’ mRNA islenmesini saglar.
TEF1 promotoru: Zeosin direncini veren Sh ble geninin ekspresyonunu saglar.

EM7 (Sentetik prokaryotik promotor): Zeosin direncini veren Sh ble geninin E. coli de

ekspresyonunu saglayan konstititif promotordur.
Sh ble geni (Streptoalloteichus hindustanus ble geni): Secim icin zeosin direng genidir.

CYC1 transkripsiyon terminasyon bolgesi: Sh ble geni icin etkin 3’ mRNA islenmesini

saglar.
pUC orijini: Plazmitin E. coli’de idamesini ve replikasyonunu saglar.

Sac I, Pme I, BstX I: Pichia genomuna etkin integrasyon igin vektoriin AOX1 lokusunda

linearizasyonunu saglayan tekli restriksiyon bolgeleridir.

S. cerevisiae dogal a faktor salgi sinyali: Pek ¢ok proteinin Pichia’dan etkin salgilanisini

saglar.

pPICZa B vektoriiniin coklu klonlama bolgesi asagidaki gibidir:
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5" end of AOX7T mRNA 5" AOXT priming site

I f
811 AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAA TTGCGACTGG TTCCAATTGA

et
871 CARAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT

r
931 ATTCGAAACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala

983 TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

a-factor signal sequence

1034 CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC
Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe

1085 GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe

a-factor priming site Xho I*
[ 1 I

1136 ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT ARA GAA GAA GGG GTA TCT CTC
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu

Koz slgnal cidaagn EcoRl  Pmil st BsmB | Asp7181
| 1 | ' L}
1187 GAG AAA AGA GAG GCT GaA GC@ GAATTCAC GTGGCCCAG CCGGCCGTC TCGGATCGGT
Glu Lys Arg Glu AlajGlu Alaj
Ste13 signal cleavage
MW[jpml Sacll Mo“ X?al r c-myc epitope
'
1244 ACCTCGAGCC GCGGCGGCC GCCAGCTTTC TA GAA CAA AARA CTC ATC TCA GAA GAG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
polyhistidine tag
S——1 r 1
1299 GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTAGCC
Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His =***

1351 TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA
3" AOX1 priming site
1411 TTCTAATCAA GAGGATGTCA GAATGCCATT TGCCTGAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT
3 polyadenylation site

|
1471 ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG GATTTTTTTT GTCATTTTGT TTCTTCTCGT

Sekil 2. 2 pPICZa B vektoriinin coklu klonlama boélgesi

2.6 Oligoniikleotitler

Cizelge 2. 4 Oligonikleotitler

P1 5’- CCGGAATTCATGGATATCCAAAGCAACGT -3’

P7 5’- AACTCTAGAGGTGCTGCCTCTAAGCCTTTTACGA -3’

P1, ileri primerdir ve GAATTC EcoR | kesim bolgesini icerir, genimizin vektorin a-faktor

sinyaliyle ayni cercevede olmasini saglayacak sekilde tasarlanmistir. P7 ise geri
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primerdir ve TCTAGA Xba | kesim bolgesini icerir. Geri primer, ekspresyon vektoriindeki

poli histidin kuyrugu sentezlenecek sekilde STOP kodonu icermez.

2.7 Kullanilan Programlar ve Cihazlar

2.7.1 Primer3

PCR reaksiyonu icin primer tasarlamak amaciyla kullaniimistir.

2.7.2 BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool)

Dizinler arasinda vyerel benzerlik bolgelerini bulan, veri tabanindaki dizinlerle
karsilastirdig! dizinler arasindaki eslesmelerin istatistiksel 6nemini hesaplayan aractir.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi internet adresi Gzerinden kullanilir.

2.7.3 FinchTV

DNA dizin analizi sonuglarini goériintlileyen, analiz sonuglariyla BLAST arastirmasi

yapilmasina uyumlu, internetten lcretsiz indirilebilen bir programdir.

2.7.4 Cihazlar
Cizelge 2. 5 Kullanilan cihazlar
PCR Eppendorf Mastercycler
Etlv WTB binder
Santrif(j Hettich Universal 32R
Calkalamali inkiibator JSR
Isi Blogu INOVIA
Spektrofotometre SHIMADZU UV-1800
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2.8 PCR Raksiyonu

Laboratuvarimizda yapilan daha onceki calismalarda Olea europaea L. Gemlik
kiltivarindan elde edilen f8-glukozidaz cDNA’s1 kalip olarak kullanilarak elde edilen DNA
dizisi pGEM-T Easy plazmitine klonlanmistir. Bu plazmit kalip olarak kullanilarak
asagidaki sartlarda bir pcr reaksiyonu kurulmustur. Kalip olarak kullanilan plazmitin

dizin analizi ve BLAST analiz sonuglari sonucu ekler kisminda (EK A-1) verilmistir.

Roche Expand High Fidelity PCR System kullanilarak kurulan reaksiyonun kosullari

soyledir:

Karisim 1

dH20 21.5 ul
dNTP karisimi 1.5 ul
pl(ileri primer) 10 uM 0.5 ul
p7(geri primer) 10 uM 0.5 ul
Kalip DNA 1 ul
TOPLAM 25 ul
Karigim2

dH,0 19.5 ul
Tampon 10X 5 ul

Enzim (3.5 U/ul) 0.5 ul
TOPLAM 25 pl

Yonerge dogrultusunda 2 karisim olarak hazirlanan reaksiyon, pcr baslatilmadan

hemen once birlestirildi.
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Reaksiyon dongtisi su sekilde olusturuldu:

Baslangi¢ denaturasyonu 94°C 2dk

Denaturasyon 94°C 15sn

Yapisma 55°C 30sn 30 dongi
Uzama 72°C 1dk

Son uzatma 72°C 7dk

2.9 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelde Analizi ve Saflastiriimasi

%1 lik agaroz jelde 70 V potansiyel farki ile ve 75 dk ylirttilen pcr reaksiyonundan bant
boyutu analiz edildi. Olusan DNA bandi jelden kesilip QiaQuick Gel Extraction Kit

kullanilarak yonergeye gore saflastirildi.

2.10 PCR Uriinii ve Ekspresyon Vektoriiniin Kesimi

insertimiz ve ekspresyon vektdriinde ortak olarak bulunan 5’ ucundaki EcoR | ve 3’
ucundaki Xba | kesim bolgelerinin ilgili enzimlerle kesimi sonucu yapiskan uglar

olusturulmasi hedeflendi. Kesim reaksiyonunun kosullari asagidaki gibidir.
pl-p7
dH,0 25 ul

10X Tango Tampon 10 ul

pl-p7 13 ul
EcoR 1 (10 U/ul) 1ul
Xba | (10 U/ul) 1l
Toplam 50 ul
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pPICZa B
dH,0 24 pl

10X Tango Tampon 10 ul

Plazmit 14 ul
EcoR | (10 U/ul) 1ul
Xba 1 (10 U/ul) 1pl
Toplam 50 ul

Reaksiyonlar 37 °C de 2 saat inkiibe edildi.

2.11 Kesim Sonuglarinin Jelden Saflastiriimasi ve Yogunluklarinin Olgiimii

Kesim sonuglari %1’lik agaroz jele yuklendi. 70 V potansiyel farki ile ve 75 dk siren
elektroforez sonucu DNAlar jelden QIAquick Gel Extraction Kit ile yonergeler
dogrultusunda ekstrakte edildi. Elusyon sonuglarinin %1’lik jelde yogunluklari tespit

edildi.

2.12 PCR Uriiniiniin Ekspresyon Vektoriine Ligasyonu

Ligasyon Roche Rapid Ligation Kit kullanilarak yapildi. Reaksiyon insert/vektér molar
orani 8/1 olacak sekilde kuruldu. Molar oranin hesaplanmasinda asagidaki formiil

kullanildr:

Vektor katlesi (ng) x insert boyutu (kb) x insert:vektor molar orani = insert kiitlesi (ng)

Vektor boyutu (kb)
Reaksiyon sartlari asagidaki gibidir:
Vektor (36 ng/ul) 1ul
insert (20 ng/ul) 7 ul
DNA seyreltme tamponu 2 pl

Karisim hafifce karistirildi.
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10 pl ligasyon tamponu eklendi ve karistirildi, 1 pl T4 DNA (5 U/ul) ligaz eklenip tipin
ucuyla hafifce karistirildi, 22 °C de 5 dk inklibe edildi. Reaksiyon buzun Ustlne alinip

transformasyon islemine gegildi.

2.13 Bakteriye Transformasyon

Ligasyon Urlninilin bakteriye transformasyonu icin 100 pl E. coli DH5a susu kompetan
hicre, 2.1 pl ligasyon Urini ile karistirildi. 30 dk buzda bekletme, 1 dk 42 °C de
bekletme ve 2 dk tekrar buzda bekletme islemlerinden sonra karisima 400 ul SOC
eklendi. Karisim 37 °C de ve 220 rpm hizda 1 saat galkalandi. 4000 rpm’de 5 dk
¢oktlirme sonrasi dstsivinin 400 pl’si atilip hicreler kalan hacimde ¢o6zilda.
Transformant hucreler 25 pg/ml Zeosin (vektorin isaret geni) antibiyotigi iceren segici
LS-LB besiyerlerine ekildi. 37 °C sicakliktaki etlivde O/N inkibe edildi. Bu besiyerinde
olusan koloniler transforme olmus hicreleri temsil etmektedir. Kontrol icin DNA

verilmemis bir transformasyon reaksiyonu da ayni sartlardaki besiyerine ekildi.

2.14 Pozitif Kolonilerin Analizi

Transformasyon sonucu zeosin iceren besiyerinde blylyen kolonilerden 4 tanesi
rastgele secildi ve Roche High Pure Plasmid Isolation Kitiyle plazmit izolasyonu yapildi.
Plazmit boyutunun anlasilabilmesi icin EcoR | ile tekli ve insertin serbest kalabilmesi icin

de EcoR | ve Xba | ile ¢ift kesimi yapildi. Asagidaki reaksiyon kosullari uygulandi.

EcoR | Kesim :

H20 6 ul
10X Tampon 1ul
Plazmit 2 ul

Enzim(10 U/ ul) 1 pl

Toplam 10 ul
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Cift kesim:

H20 8ul
Tango Tampon 4ul
Plazmit 6ul
EcoR 1 (10 U/ ul) 1pl

Xbal (10 U/ pl) 1pl

Toplam 20pl

Kesim reaksiyonu sonugclari %1’lik agaroz jelde gorintilendi.

2.15 Dizin Analizi

1. koloninin O/N kilturiinden izole edilen plazmit, 5’A0X1 ve 3’ AOX1 dizileme

primerleri kullanilarak dizilendi ( Ek-B).

2.16 Pichia Pastoris’e Transformasyon

Calismada Invitrogen EasySelect Pichia Expression Kit icinde bulunan yabanil tip X-33

susu kullanilmistir.

2.16.1 Rekombinant Ekspresyon Vektoriiniin Lineerizasyonu

Lineerize edilmis DNA, Pichia pastoris genomunda homoloji gosterdigi dizilerle
homolog rekombinasyon yaparak kararli transformantlar olusturabilir. Tekli kros-over
olaylari (insersiyon), cift kros-over (yer degistirme, replacement) olaylarindan daha sik
gorilir. insersiyon, vektdériin AOX1 promotor ya da AOX1 TT (Transkripisiyon
Terminasyon) bolgelerinden biriyle mayanin AOX1 lokusu arasinda goralir. Vektorin
bir ya da daha ¢ok kopyasi AOX1 geninin upstream ya da downstream boélgelerine girer.
Rekombine vektoriin 5 AOX1 bdlgesindeki bir restriksiyon bolgesinden lineerizasyonu
ile rekombine mayalar uygun sekilde elde edilebilir. Lineer olmayan DNA ile insersiyon

olusma sikligl daha dustktdr.

Bu amaca vyonelik olarak genimizde kesim bolgesi bulunmayan Sac | enzimi

lineerizasyon icin secildi. Enzim Thermoscientific’ten satin alindi. Kontrol icin ana
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vektorin de kesimi yapildi. Kesim reaksiyonlari %1’lik agaroz jelden BIO BASIC EZ-10
Spin Column DNA Gel Extraction Kit ve Thermo Scientific Genelet Gel Extraction Kit

kullanilarak ekstrakte edildi. 260 nm 151k altinda DNA miktari 6lgtldi.
KesimReaksiyonu:

Su 4 ul

10X Sac | tampon 5 ul

Plazmit DNA (1ug/ul) 40 ul

Sac | (10 U/ul) 1 ul

Toplam 50 ul

Reaksiyon 37 °C de ve 4 saat inkibe edildi.

Pichia Genome (HIS4 or his4)

AOX1 or aox1::ARG4 TT

Expression Cassette

Sekil 2. 3 Ekspresyon vektoriiniin maya genomuna insersiyonu

2.16.2 Kimyasal Kompetent Maya Hiicrelerinin Hazirlanmasi

X-33 hicreleri tek koloni elde etmek icin YPD platelerine cizildi. 28 °C etlivde 2 gin

inkiibe edildi. Tek koloniden 10 ml YPD sivi besiyerine asilama yapildi. 28 °C ve 280

rom hizda O/N inkibe edildi. O/N kultir 10 ml YPD ye ODgoo degeri 0.1-0.2 olacak

sekilde seyreltildi ve 28-30 °C calkalamali inkiibatorde ODgoo ~ 1 (0.940) olana kadar
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blyutilda. Hicreler 500 xg hizda 5 dakika santrifijlenerek ¢okturuldi. Cokelti 10 ml
Solusyon 1 ile suspansiye edildi ve ayni sartlarda tekrar ¢oktirildi. 500 pl Solusyon 1

de slispansiye edilen hiicreler kompetent hale geldi. Hiicreler -80 °C de saklandi.

2.16.3 Kimyasal Transformasyon

50 ul kompetent hicre 5 pl lineer plazmitle karistirildi. Karisima 1 ml Solusyon 2
elenerek vortekslendi. Reaksiyon 1 saat 30 °C de inkiibe edildi, her 15 dk da bir
vortekslendi. Hiicrelere 42 °C de 10 dk isi soku verildi. Hlcreler 2 mikrosantrifij tiipline
bolunip her tiipe 1 ml YPD besiyeri eklendi. Hiicreler 1 saat 30 °C de inkiibe edilip
markoér gen olan Sh ble Griini olan zeosin direncinin olusmasi saglandi. 3000 xg de 5 dk
santriflijlenerek ¢oktirilen hicreler 500 ul Solusyon 3 te sispansiye edilip tek tipte
birlestirildi. Ayni sartlarda tekrar ¢oktiirme yapilip 100 pl Solusyon 3 te slispansiye
edilen hicreler 100 pg/ml Zeosin igceren secici YPDS besiyerine ekildi. 3-10 guin 30 °C de

inkiibasyonla transformant koloniler elde edildi.

2.16.4 Rekonbinant Maya Hiicrelerinde f3-glukozidaz Aktivitesinin Analizi

Kimyasal transformasyon sonucu olusan 34 adet X-33 kolonisinden en fazla f3-
glukozidaz aktivitesi gosteren hiicrelerin segimi igcin tarama yapildi. Klonlanan genin
ekspresyonu igin dncelikle 50 ml lik konik tliplerde 10 ml BMGY besiyerine asilama
yapilip 28 °C de ve 280 rpm de O/N inkibe edildi. Bliytiyen hiicreler boylece log fazina
ulasmis oldular. O/N kultirden bir miktar alinarak ODegoo degeri 1 ve toplam hacim 10
ml olacak sekilde YPM (%1 Maya ekstrakti, %2 pepton, %1 metanol) besiyeriyle konik
tipe seyreltildi. Metanol, geni kontrol eden promotoru uyaran madde oldugundan
ekspresyona gecilmis oldu. Metanol konsantrasyonunu %1 oraninda tutacak sekilde
her glin %100 metanol ilavesi yapildi. 96 saatlik kiltirleri iceren konik tipteki 6rnegin
tamami ekspresyon analizi icin kullanildi. Alinan 6rnekler dncelikle 3 dk maksimum
hizda santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiraldi. Proteinimiz ekstraselller bir protein
oldugundan Ust sivi protein kaynagl olarak alindi, altta kalan hticreler gerektiginde
analiz edilene kadar saklanmak lzere -80 °C de donduruldu. Kontrol icin ana vektori

iceren kolonilere de ayniislemler uygulandi.
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Enzim aktivitesini gostermek Uzere vyapay bir substrat olan p-nitrofenil-B-D-
glukopiranosid  (pNP-B-Glu) kullanildi. Substratin 06zglil olarak f-glukozidaz ile
hidroliziyle olusan sari renkli Grin 400 nm civarinda maksimum absorbans
gostermektedir. Olusan Urlin miktariyla dogru orantili olarak degisen absorbans degeri

enzim aktivitesini gdsteren bir 6l¢lidr.

250 pl 0.1 M Na-asetat pH 5.5 tamponuyla ( 0.1 M asetik asit ve 0.1 M sodyum asetat
icerir) 125 pl 20 mM pNP-B-Glu ile karistirilip 10 dk. 37 °C’ de inkibe edildi. Karisima
125 ul kaltar ast sivisi ilave edilerek 37 °C de 15 dk inklbe edildi. Reaksiyonu

sonlandirmak ve sari renk olusmasini saglamak icin 500 pl 0.2 M soguk Na,COs eklendi.

2.16.5 Yiiksek Hacimde Biiyiitme

Transformant kolonilerin taranmasi sonucu elde edilen veriler dogrultusunda secilen
bir koloni ve bir ana vektor iceren koloninin daha 6nceki belirtilen sartlarda ancak 100
ml hacimde kdiltlirt yapildi. Her glin (24-48-72-96 sa) alinan 2 ml 6&rnekten
santrifijlemeyle elde edilen Ust sivi ve hiicre c¢okeltisi -80 °C de saklandi. Bunun
Oncesinde kultirin gunlik olarak ODeoo degeri olglilerek hiicre yogunlugu ve Ust
sividan da 2.16.9'da belirtilen sartlarda pNPG substrati ile aktivite 6lcim{ yapildi.

GUnlik blyime hizi ve aktivite degisimi belirlendi.

2.16.6 Protein Yogunlastiriimasi

Proteinlerin yogunlastirilmasi igin Ustsividan amonyumsilfat ¢oktiirmesi yapildi. 96
saat slrdirilen maya kiltiriinden elde edilen Gst sivida amonyum silfat yogunlugu
%70’e getirilip 4 °C'de O/N bekletildi. Maksimum hizda 45 dk santrifujlenen 6rneklerin
Ustsivisi alinip kalan ¢ékelti 6 ml 50 mM sodyum-fosfat pH 6.8 tamponunda ¢ozilda.
Elde edilen 6rnekler 30 MWCO buyiklagindeki ultrafiltrasyon tlipinde son hacim 2 ml
olacak sekilde yogunlastirildi. Elde edilen ornekler protein miktar tayini, his tag

saflastirmasi, enzim aktivite ol¢glimi ve SDS-PAGE analizi icin kullanildi.

2.16.7 Protein Miktar Tayini

Kullanilan &rneklerin protein miktarlari Bradford Olciimii ile belirlendi. Bu él¢iim
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Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin proteine baglanmasi esasina dayanan hassas
bir yontemdir. Proteine baglanan boyanin maksimum absorbansi 465 nm’den 595
nm’ye degisir ve bu degisikligin 6l¢imu yapilir [79]. Boyanin baglandigi aminoasitler

ozellikle arjinin olmak lizere diger bazik amino asitler ve aromatik aminoasitlerdir [80]

Quick Start™ Bradford Protein Assay - Bio-Rad kitinin Microplate Microassay Dilutions
for 2 mg/ml BSA or Gamma-Globulin él¢iimi kullanilarak deney yapildi. Oncelikle 2
mg/ml stok BSA c¢ozeltisinden dH;0 ile 1.25-2.5-5-10-15-20-25 pg/ml yogunlukta
protein c¢ozeltileri hazirlandi. Standart ¢ozeltilerden alinan 150 pl 6rnege 150 pl
Bradford ¢ozeltisi eklenerek 5 dk inkiibe edilerek renk degisimi saglandi. Uygun sekilde
sulandirilarak 150 pl’si alinan érneklere de ayni miktar BRADFORD ¢0zeltisi eklenerek 5
dk inklbasyon sonrasi 595 nm deki absorbanslar olgildi. 2’ser oOlgim alinip
ortalamalar hesaplandi. Besiyeri ve 6rneklerin igcinde bulundugu tampon igin de ayni
islemler uygulandi. Ustsivi érneklerinin absorbansindan besiyerinin, ultrafiltrasyon
absorbansindan da tamponun absorbansi gikarildi. Standart ¢o6zeltilerin protein
konsantrasyonu referans alinarak orneklerin protein konsantrasyonlari hesaplandi.

Tum 6rneklerden suyun Bradford ayiraciyla verdigi absorbans da cikarildi.

2.16.8 Ni-IDA (Nikel iminodiasetik Asit) Saflagtirmasi

Yapilandiriimis genimizin kodladigi N-terminal 6Xhistidin kuyruguna sahip enzimin
saflastirilmasinda ilginlik kromatografisi yontemi kullaniimistir. Kullandigimiz ydontemde
rekombinant proteinin baglanmasi, polihistidin kuyrugun immobilize Ni*? iyonlarina
yuksek ilginligi ile gerceklesir. IDA ise Ni*? iyonlarini silika boncuga baglayan selat
(kiskag) gorevi gorur. Uygun pH kosullarinda rezine baglanan proteinin elusyonu
histidinle rekabet eden imidazoliin uygun konsantrasyonda histidinle yer degistirmesi

sonucu gerceklesir.

Saflastirmada 0.5 ml Clontech His60 Ni Superflow Resin kullanildi. Rezin toplamda 4
hacim kalibrasyon tamponu (50 mM sodyum fosfat tamponu, 300 mM sodyum klordir,
20 mM imidazol; pH 7.4 ) ile kalibre edildi. Ornek kolona yiiklenip 30 dk kadar hafifce
cevirerek baglanma saglandi, sonra tip dikey konumda birakilip rezinin ¢okmesi
saglandi. Ust kisim alinip jele yiiklenmek tizere saklandi. 2 hacim kalibrasyon tamponu

koyulan tlip 4-5 kez hafifce cevrildi, rezin ¢oktikten sonra Gst kisim alindi. 2 hacim
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ytkama tamponu (50 mM sodyum fosfat tamponu, 300 mM sodyum kloriir, 40 mM
imidazol; pH 7.4) koyulup hafifce birkag kez cevirilip rezin ¢oktirildikten sonra Gst sivi
alinip 1. yikama olarak kodlandi. Ayni sekilde 2. yikama ve 3.yikama fraksiyonlari da
elde edildi. 1 hacim elusyon tamponu (50 mM sodyum fosfat tamponu, 300 mM
sodyum klorir, 300 mM imidazol; pH 7.4) ile ayni islem yapilip 1. elusyon elde edildi. 2.
ve 3. elusyon da ayni yontemle elde edildi.3 hacim kalibrasyon tamponu ve su ile
yikanan rezin % 20 etanolde +4 °C’de saklandi. Elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE ile

analiz edildi.

2.16.9 pNPG ile Aktivite Olgiimii

Ultrafiltrasyon sonucu elde edilen protein iceren ¢ozelti kullanilarak 2.16.5’te belirtilen
sartlarda yapay substran pNPG ile aktivite ol¢imi yapildi. Bu kez farkli olarak kontrol
icin orneklerden birer tane de enzimin reaksiyon sonlandiktan sonra eklendigi
reaksiyon (kor) kuruldu. Bu reaksiyonun ayni dalga boyundaki absorbansi enzimli

reaksiyondan cikarilarak sonug alindi.

Cizelge 2. 1 pNPG ile aktivite 6lcim kosullar
REAKSIYON KOR

250 ul 0.1 M Na-asetat tamponu pH | 250 ul 0.1 M Na-asetat tamponu pH 5.5
5.5

125 pl 20 mM pNP-B-Glu 125 pul 20 mM pNP-B-Glu

10 dk. 37 °C’de inkiibasyon
125 pl klttr Gstsivisi -

15 dk. 37 °C’de inkiibasyon
500 pl soguk 0.2 M NaCOs3 500 pl soguk 0.2 M NaxCOs3

- 125 pl kiltir Gstsivis

Her 6lcim 2’ser kez yapilip 3’er kez absorbans ol¢climi alinmistir. Elde edilen degerlerin

ortalamasi hesaplanip kullanilmistir. Asagida verilen formul (http://www.toyobo-

global.com/) kullanilarak  aktivite hesaplanmistir. Enzim  yogunlugunun

hesaplanmasinda Bradford ol¢limi sonugclari kullanilmustir.

1 Gnite enzim; dakikada 1 mikromol paranitrofenol olusumunu saglayan enzim iktari

olarak tanimlanmistir.
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g - 3 R-glukozid
p-Nitrofenil-B-D-glukopiranosid (pNPG) o i paranitrofenol (pNP) + D-glukoz

Absorbans 400 ( 21)

Aktivite (U/ml) = AOD(ODenzimii-ODxar)xVixdf
18.1x1.0xtxVo

Spesifik aktivite (U/mg) = (U/ml)x1/C

Vt: Toplam hacim(1 ml)

Vé: Ornek hacmi (125pul)

18.1: p-nitrofenol igin verilen sartlarda milimolar ekstinksiyon katsayisidir
1.0: Isik yolu uzunlugu (cm)

t: Reaksiyon suresi (15 dk)

df: Seyreltme katsayisi

C: Enzim yogunlugu (mg/ml)

2.16.10 SDS-PAGE Analizi

Elde edilen ornekler SDS-PAGE jeline yiklenmek Uzere 4X yiikleme tamponu ile
karistirihp 4 dk kaynatilarak [81] proteinlerin denatiire edilmesi saglandi. %12 lik ayirici
jel ve % 5 lik yikleme jeli seklinde hazirlanan jele érnekler ylklendi. Elektroforez islemi
ornekler kuyulardan cikana kadar 80 V, sonrasinda da boya jelden c¢ikana kadar 150 V
potansiyel farki uygulanarak yapildi. Jel boyama soliisyonunda 30 dk calkalanarak
boyanan jel, boya yikama sollisyonuna alinarak 1 sa bekletildi, sonrasinda boya acilana

kadar dH;O igine alindi.
%12 lik ayirici jelin ve %5lik yikleme jelinin hazirlanmasi ve 6rneklerin yiklenmesi:

Avyirici jel icin asagida belirtilen miktar ve sirada karistirilan maddeler kullanildi.
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dH.0 2.4 ml

1.5M Tris (pH 8.8) 1.95 ml
%30 Akrilamid 3ml
%10 SDS(w/v) 75 ul
%10 APS(w/v) 75 ul
TEMED 3ul
TOPLAM 7.5 ml

1.0 mm lik plakalar arasina bekletmeden ddkiilen jelin polimerlesmesi icin bir siire
beklendi. Ardindan hazirlanan vyikleme jeli de plakalar arasina dokulip

polimerlestirildi. Yikleme jeli asagidaki sekilde hazirlandi.

dH.0 2.04 ml
1M Tris (pH 6.8) 390 pul
%30 Akrilamid 510 ul
%10 SDS(w/V) 30 ul
%10 APS (w/v) 30 ul
TEMED 3ul
TOPLAM 4ml|

1.5 mm kalinliginda jel dékmek i¢in de ayni miktarlar uyarlandi.

2.16.11 Oleuropein Kullanilarak Enzim Aktivite Olgiimii

Enzimin aktivitesi 6zgll substrat oleuropein kullanilarak da 6l¢uldi.

B-glukozidaz

Oleuropein ——— Oleuropein Aglikon + D-glukoz (2.2)

Reaksiyon sonucu olusan glukozun miktari aktivite o6l¢lisi olarak kullanildi. Glukoz
miktari kolorimetrik bir yontem olan “dinitrosalisitik asit metodu” ile belirlendi. Bu

metotta bazik ortamda glukozun serbest karbonil grubu (C=0) okside olurken ayiracta
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bulunan 3,5 dinitrosalisilik asit 3-amino,5-nitrosalisilik aside indirgenir ve 540 nm 518!
emer.
3,5 dinitrosalisilik asit + D-lUKOZ e 3-amino,5-nitrosalisilik asid + glukonik asit

Absorbans 540 (2.3)
Kullanilan Dinitrosalisilik asit ayiraci; dinitrosalisilik asit, Rochelle tuzu (sodyum
potasyum tartarat), fenol ve sodyum hidroksitten olusur. Rochelle tuzu ayiracin oksijen
¢6zmesini ve olusan glukozun oksidasyonunu engeller, fenol reaksiyon sonucu olusan

renk yogunlugunu artirir, alkali ise glukozun dinitrosalisilik asit Gzerine indirgen etkisi

icin gereklidir .

DNS ayiraci hazirlamak icin 2.5 g 3,5 dinitrosalisilik asit, 2.5 g NaOH, 0.5 g fenolve 2.5 g
Sodyum potasyum tartarat toplam 250 ml hacim olacak sekilde suda c¢ozilda.
Reaksiyon asagidaki sekilde gergeklestirildi, reaksiyonda 10 mM oleuropein stok
¢Ozeltisi (son konsantrasyon 2.5 mM) ve enzim kaynagi olarak 96 saatlik ekspresyon

kalturlerinin Ust sivisi kullanildi.

Cizelge 2. 2 Oleuropein ile aktivite dlcimu kosullari

KOR Kontrol Ornek
Tampon (0.1 M 70 ul 52.5 ul 17.5 ul
Sodyum asetat, pH
5.5)
Substrat - 17.5 pl 17.5 pl
(oleuropein)
Enzim - - 35 ul

30 dk 37 °C de inklibasyon ve sonrasinda 5 dakika buza alarak reaksiyonun
durdurulmasi

DNS 105 pl 105 pl 105 pl

5 dk kaynar su banyosunda bekletme

dH,0 525 ul 525 ul 525 ul
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Sonuglarin yorumlanabilmesi icin 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1 mg/ml konsantrasyonlarinda
glukoz ¢ozelti standartlari hazirlandi. Bu standart ¢ozeltilerin 70 pl’sine 105 pl DNS
eklenerek deneyin sonraki asamalari uygulandi. Reaksiyon sonunda tim cozeltilerin
540 nm deki absorbanslari mikrolevhada 6lglldii. Her reaksiyon 2’ser kez tekrarlanip
Olclimler 3’er kez yapildi ve ortalamalari alindi. Standart reksiyonlarinin absorbansina
gore cizilen grafigin denklemi kullanilarak her reaksiyonda olusan glukoz miktari
hesaplandi. 1 (nite enzim; 1 dakikada 1 pumol glukoz olusumunu saglayan enzim
miktari olarak tanimlandi. Bradford ol¢limiine gore protein miktari (ug) hesaplanmis

olan 6rneklerin 1 ml hacmindeki spesifik aktivitesi de hesaplandi.

Orneklerin aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplandi.

Aktivite (U/ml) = umol/ml glukoz x deney hacmi
zaman (dk) x 6rnek hacmi
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BOLUM 3

SONUCLAR

3.1 PCR Sonuglarinin Analizi ve Jelden Ekstraksiyonu
2. 8 de anlatildigi gibi yapilan pcr reaksiyonu sonucunda ~1700 bp boyutunda bir bant
gozlenmistir.

DNA Mass Base Pairs
(ng/5pl)

1.5 % TAE agarose gel

Sekil 3. 1 Baglangig pcr jelinin fotografi.
1-2: p1-p7 pcr M: Biotechrabbit 100 bp DNA Ladder.

PCR Urind 2.9’da anlatildigi gibi jelden ekstrakte edildi.

3.2 Vektor ve B-glukozidaz cDNA’sinin Kesimi

2.10’da anlatildigi gibi yapilan kesimin sonucu jelde analiz edildi.
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DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)

1.5 % TAE agarose gel

Sekil 3. 2 Vektor ve insertte yapiskan ug olusturma kesimi

M: Biotechrabbit 100 bp DNA Ladder 1: p1-p7 EcoR I-Xba | kesim 2: Bos 3: pPICZaB
kesilmemis 4: Bos 5: pPICZaB EcoR I-Xba | kesim

Ekstraksiyon sonucu elde edilen DNA’larin yogunluk tayini igin 6érnekler %1’lik agaroz

yurutilda (sekil 3.3) . Jel goriintulerinden insertin yogunlugu 20 ng /ul olarak, vektorin

yogunlugu 36 ng/ ul olarak hesaplandi.

DNA Mass Base Pairs M 1
(ng/5pl)

40 — 3,000
70 —1,500
1—=E'§
— 800
30 — 700
30 — 600
90 — 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 —100

1.5 % TAE agarose gel

Sekil 3. 3 Kesilmis vektoriin agaroz jel goérintisi

M: Biotechrabbit 100 bp DNA ladder(3 ul) 1: pPICZaB EcoR I-Xba | kesim (1.5 pl).
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DNA Mass Base Pairs

(ng/Sul)
40 — 3,000
70 — 1,500
B =
— 800
30 — 700
30 — 600
90 — 500
40 — 400
30 — 300
40 —200
40 —100

1.5 % TAE agarose gel

Sekil 3. 4 Kesilmis insertin agaroz jel gorintiisi

M: Biotechrabbit 100 bp DNA ladder (2.5 pl) 1: p1-p7 EcoR |-Xba | kesim (1 pl)

3.3 PCR Uriiniiniin Ligasyon ve Transformasyonu

2.13’de anlatildigi sekilde yapilan transformasyon sonucunda ¢ok sayida koloni elde

edildi.

3.4 Pozitif Kolonilerin Analizi

2.14 de anlatildigi sekilde kolonilerden elde edilen plazmitlere uygulanan kesim

sonucunda taranan 4 kolonide de insertin varhgi goéralda.
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DNA Mass
(ng/Spl)

40

70

8

30
90
40

30
40

40

Base Pairs

— 3,000

— 1,500

— 900
— 800
— 700
— 600
~— 500
— 400

— 300
— 200

— 100

1.5 % TAE agarose gel

Sekil 3. 5 Transformant kolonilerde insert arama kesimi

1: 4. Koloni EcoR I-Xba | gift kesim 2: 4. Koloni EcoR | kesim 3: 3. Koloni EcoR I-Xba | gift
kesim 4: 3. Koloni EcoR | kesim 5: 2. Koloni EcoR |-Xba | gift kesim 6: 2. Koloni EcoR |
kesim 7: 1. Koloni EcoR I-Xba | gift kesim 8: 1. Koloni EcoR | kesim 9: Biotechrabbit 100
bp DNA ladder

Sonug olarak 1. koloni sonraki asamalar igin segildi.

3.5 Dizin Analizi ve BLAST Sonuglari

EasySelect Pichia Expression Kit'in 5’A0X1 ve 3’AOX1 primerleriyle yapilan dizileme
sonuglari ekte verilmistir. Elde edilen dizinin blast analizi yapildiginda veri tabanindaki

3 adet O. europaea L. 3-glukozidaz dizisi ile yliiksek homoloji gosterdigi gortlmustir.
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Olea suropasa cultivar Ayvalik glycosyl hydrolase family 1 beta glucosidase protein (bGlu) gens, complete cds
Saquencs ID: gblKFE23042.1| Length: 4285 Number of Matches: 3

Range 1: 441 t0 878 Lensank Graghecs V Mext Mure
Score Expect Identitics Gaps Strand
793 bLils{429) 0.0 435/43B8(55%) 0/438(0%:) Plus/Plus

Query 346 ATGEATATCCAAAGCAACGTCCTGACGATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCC 495

. IHIIHIIIIIII!IHIIIIIIIIlHIIlHIlIlIIII HIIIHIIIHIIIII
Sbjer a2 so2

Query 496 TCCAATGETCAGGCAGCCAAATC MWT TCARACGCTCTGATTTTCCCAGT 455
l

H||l||l||l||l“]l|l|||||||H||H|l | |H||||H||||||||||
TGET ACCRARGARAGEAT

|
Sbjct 591 TCCAATGGETCAG 552

Query 466 GACTTTGTATTTGECGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTECATGEALCGAAGGA 525

a IHIIIIIIIIlIHHlIIlIIIIIIIHIIHI]I'IIIIHIIIIHIIIIIIIIII
sbject 561 TTGECECTECAMCTECTT GAACGAAGGA €22

Query 526 GETAAMGGLATGAGTAATTGGEATTACTTTACACAGAGTCAACCAGETEETATITCCGAC 535
IlHHIIIIIlIIiIHIIlIIIIIIIHIHHIIIIIIIHIIIIIIIIII!IIIII

sbjct €21 TGAGTAR L
Query 536 TTTAGCAAT mcrar‘mn&-rc,cm.x. mncuss.cs.rm €25
; IHIIHHIIIIIHHIIIIIIlIIIHI l IIIIHIIIIHIIIIIIIIII
sbjct €81 GGCACTATT 748

Query 645 ATGAAGAAATTGEGTTTGAARGCAT MTTTTCACTTT TGGCCTAGAATCTTGCCA 795
IlHIllIIIIlIIiIlllllIIIIIIIl i1 I!IIIIIHIIIHIIIIIIIIII

Sbjet 741 TGEET TTGARAGCATACAGATTTTCA 802
Query 796 GGEAGGAAGACTGTGTCACGGETETATCTAAAGALGGABTTCAGTTCTATAACGATCTCATT 765
. IllIIlIIlIIlIHIHIIIIIIIIIIHIIIHlIlIllIIlI i lIlIIIII
Sbjet se1 CTATAACEA 850

Query 766 GATGCTCTCTTGGCAGCT 783
RN SRR RRE YN
GATGCACTCTTGECASCT

Sbjer 281
Range 2! 1431 t0 1736 Gunduck Graghecs Vo Mear Matchy A Mrevicas Mitdy @ Fea Mazes
Score Expect Identitics Gaps Strand
405 bits(219) Se-108 250,321{50%) 17/321{5%) Plus/Plus
Query 877 T AT T GAGTATTCTGAGATTTGL T TCTGEGAAT T TEETGATCGEGTEARATA 93¢
] lIIIlIIIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIllIIIlIIIlIIlIIIIIlIIIIIIIIIIIIII
Sbjer 1431 TTGAGTATT TTGCTTCTGEGAATT 1290
Query 3937 AATGAGCCATGETCCT T TACTGTTCAAAGGATATETGELTGETECT 936
! lIIIlII|IIlIIlIIIIIIIIIIIIIllIIIlI IlIIlIIIIIlIIIII III IIIl
Sbjer 1481 PERE
Query 997 LA TG CEATET ACCTCCGARAGAT ACTGAAGAAAC T ARAAAGLAT G iesé
] lIIIlIIIIIlII IIII LEELELIREEERLLERiarinl IIlIIIIIIIIIIIIIl
Sbjcr 1343 AT A A GAT ACT R GA AT CammmEtaTEn 1687
Query 1057 T-GMGGGGGMWCTT AGCTECTTTTCALGTATGEACATTCLL 1116
] IIIllI II I | I IIIIIIIIllIIIlI IlIIIIIIIIlII |I IIIIIIIl
Sbjcr 1888 GG-R-GG CTAGCTEC 1660

Query 1117 -~GRACAATATGAAGETGCACCACRATTTTATTCCTTTTGTCATGCACATECTEETGACAT 1173

] NIy IIIIIIl II 11 IlIIlIIIIIlIIIIIII Il_I1
Sbjct 1661 GGAACCATATAAAGTGGCAC T-CC-TTT GEATAT 1717

Query 117€ TATAC-GGACCTAAATATCAG 1195
L LEIE THLELLl
- ATACAGGACG-AAATATCAG

sbjer 1718

Range 3: 1064 to 1153 Cunsusk Goaghecs A Meviesm ey £ S vates
Score Expect Identities Gaps Strand

167 bits(S0) Se-37 S0/90(100%) 0/20{0%) Plus/Plus

Query 783 s.-c.n GAGCCATATATAACTATCTTTCACTEEGATAT TCCCCAATET T TECARCTAGAG
l IlIlII'II'IHIIIIIIlIIIHIlHIlIlIllIIlII‘II'IIlIIIIIII!

sbjer 1063 ATAACTAT CTGEGATA STTTGLAACTAGAG 1123
Qery MK TORISICTICICARIMARIIENS, /8T8

A 1111 III!II'IHIIIIIIIIIIHI
sbjet 1124 TATGGTGGCTTCCTACA 1152

Sekil 3. 6 Vektore ligasyonu yapilan insertten okunan dizinin BLAST analizi
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Olea europaea subsp. europaea beta-glucosidase (bglc) mRNA, complete cds
Sequence ID: gblAY083162.1] Length: 1802 Number of Matches: 1

Range 1: 48 to 944 GenZank Graphes

Score Expect Identities Gaps Strand
1404 bits(760) 0.0 867/915(95%) 21/915(2%) Plus/Plus
Query 345  ATGGATATCCAAAGCAACGTCCTGACGATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCC 485
S EELLEDVRRRREE DR R P T REE L L TEL) nIII IIIHIIIIIHI!III
Sbjct 48 ATGCATATCCARAGCAACGTCCTCACGATTACTAGCGS CCRACTGACAC 187
Query 425 CAA GGTCAGGCACCCARATCCACCAAAGALAGGAT CALACGCTCTGATTTTCCCAGT 455
. IIIII'IIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbject 1€8 TCAGGTACCCARATCCACCARAGARLGGAT 167
Query 456 GuCTTTGT 'I'I’GGCGC GCAACTGCT TCATATCAAGT TGAAGGT GCATGGAACGAN 525
y IIIII IIIII IIIIIIII!HIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 163 TTGOCCCTOCAACTCCTTCATATCAAGTTGAAGCTGCATOGAACGARGEA 227

Query 526 Gsrmmc:. GAGTAATTGGGATTA:TTrAcacAG.ssrancc.\GGres‘mnrccﬁnc 585
LT I' I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 228 GGTMAGG GGTGETATTTC 287

Query 586 AGCAATGGCACTATTGCASTTGATCACTTTALTATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTG 645
I'|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIII

Sbjct 288 347

Query 645  ATGAAGAAAT mmmnc..&am‘rutrncme&cc m TGCCA 785
IIIIIIIII’IIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII II IIII III

ATGAAGAZAT eee'rr'aw CTAGAATC 287

Query 786 GGAGGAAGACTGTGTCACGGTGTATCTAANGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATT 765

g IlIIIIIIIIlIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII“IIIIIIIII'IIII
Sbjct 488  GGAGGAAGAC CTAAMGANGGAGTT AACGATCTCATT 467

Sbict 343

Query 766 GATGCTCTCTTGGCAGCTGACATAGAGCCATATATAACTATCTTTCACTGGGATATTCCC 825
IIIII |II'[|”||IIIIH”“”H””HI]H“”I”H””III””

Sbjct 468 CTTGGCAGCTGA CATATATAAC 527

Query B26 CANTGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTTCCTACATGANAGAGTTGTGCAGGATTTTATT 885
HIIIIIIIIIIIIIIIII'IIIIIIIIIIIIIIIII'IIIIIIIIIl LI I

Sbjct 528 T GAAMGAGTTGTGAGEATTITATT 387

Query 886 GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGOTGAAATATTGEATTACCTTS 945
lIIIIIIIIIIIIIIII EELLLDDRRSREEELELERREL LI AN IIIIIIIII
TTCTGGGAATTTGGTGATCGEGT

Sbict 538 GAAATATT 647
Query 945  AATGAGCCATGETCCTTTACTGTTCAAAGGATATGTGGCTGGTGCTCTTTCCGCCCAATC 1885
IlIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIII II!IIIIIIII'IIII I IIIIIIIIHIII
Shict €43 CTGTTC-AAGGATA T-TTTCCGCCCASTC 785
Query 1095 GTGEATGTACCTCCGAAAGATACTGAAGAMMCTAALAAGCATGCCCGTCTTTCATAGAMS 1663
PELL LOEE ERELDLED IIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIII 1T
Sbjct 786  GTGG-TGTAACTCCGRAAGATA CGTCTT-CATAGA-G 762

Query 1886 WWTTC AGCTGCTTTTCAAGTATGGACATTCCCGGCAC-GAACAATA 1124

IV L I ! lIII IIIIIIIIIIIII IL TELLERLE 11 lII
Sbict 763 66 A 6G-AARACTT GGAAAT-CCCGGCACGGAACCATA 817

Query 1125 TGAAGGTGCnCCACAATTTTATTCCTTTTGTCATGC&CATGCTGGTGACATTAT-‘CGGAC 1134

EOLL RURE EERLERE BF L8 RRRRLALRRRRRELDERL RE 1 DLREE M1
Sbjct B18  TAMAGTGGCAC-ACAATTTAAT-CC-TTTGTCATGCACATGCTGTGGATA-TATACAGAA 873

Query 1135 rAAATArc.GrAA Gro.sm-rwrwmnxmrremsanwﬁu 1242

IIIII'HI Il IIHII 111 IIIIII IIIIII II'I | 1]
Sbjct 874  CGAAATATCAGGAAAGTCAGGGAGGTAAGA-T AGTTGGAA 931
Query 1243 TTGACCTCTCTTACT 1257

LI L THEEL
Sbjet 932 T-GAGC-CTCTTACT 944

Sekil 3. 7 Vektore ligasyonu yapilan insertten okunan dizinin BLAST analizi (devami)
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Qles europsss subsp. suropaes betaglucosidase (bglC) mRNA, partial cds
Sequencs ID: gb[KP257021.1] Length: 1630 Number of Matches: 1

Range 1! 10 to 907 Gunbuck Grachucs

Score Expect Identitics Gaps Strand
1439 bits(779) 0.0 874/916(35%) 21/916(2%) Plus/Plus
Query 345 CATGGATATCCARAGCAACETCCTCACGAT TACTAGCGOATCCTCACCARCTEACALTTC 22
: IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjez 10 CCRAAGCARCETC TTACTAGCS CAACTGACACTTC &8
Query 4385 CTCCAATGETCAGGCAGCCASATCCACCALAGALAGGATCAAACECTCTGATTTTCCCAG 264
: IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sb]c’. 7 CTCCAATGETC CCACCAAAGAAAGGER 128
Query 4355 GACTTTETATTTGECGCTGCALCTGCTTCATATCAAGTTGAAGETECATEGAALGALEE 528
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sb]c'. 138 ATTTGECGECT CTGCTTCATATCAAGTTGAAGETECATGGAALGALAEG 189
Query 5I5 AGGTARAGGCATGAGTAATTGGGEATTACTTTACACAGAGTCAACCAGETSGTATTTCCGA 383
: IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjc'. 199  AGGTARAGGCA T T AT T TACACAGAGTCAACCAGETEETATTTC Pt

Query 585 CTTTAGCAATGGCACTATTGCAATT GA'CACTTTAA?ATGTTCA»\GGRC&TGTTGT 67T 623

P IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
skjez 238 CAATGGCACT. GATCACTT

Query E&5  GATGAAGALATTOGETT TGARAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCC 7es

: R RN AR AR RN RN RN AR AR RNANLY!
Sbjct 31@  GATGAAGARATTGGETTTBAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATEGCCTAGRATCTTGCC 369

Query 785 mmmurcsrcxmmnawm TTCAGTTCTATAACGATCTCAT 764
g IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IRRIRRIR)! I IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 370  AGGAGGAMGACTGTGTCACGGTGTATCTAAMGAXGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCAT 429
Query 765  TGATGCTCTCTTGEGCAGCTGACATAGAGCCATATA -ACT TCTTTCACTGGGATATTCC 824
P I H ARRNRARRNARNARRIRNARNRiYN ll I IIII ARRARRNRNINNN
sbjez 330 GCTCTCTTEECAGCTGACATAGAGCCA TTTCACTGGEATATTCC
Query 825 cc;..\-ar—rscucnsm.\ Gsrascncc ACAT e.w.s..srrmm TTTAT 883
[l II 11111 II I ERNIE II II RN IRIRNLS ||||I
CA.. GCAACTAG GGCTTCCT AALGAGTT

[1
sbjez ase .srsc.ussx 523
Query 835 TGAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTT Gs'rs.u' GGETGAAATAT GGA ACCTT 923
: 1111 II IIIIIIII IIIIII RSN RRRRNNRNAN II II II IIII
sbjct 558  TGAGTATTCTGAGATTTGCTT sse.u. TGETGATCGGATG CTT 689
Query 345 wrs:-ecc.x GETCCTTTACTGTTCAALGGATATGTGGCTEGTECTCTTTCCECCCART  108%
. I III II IIIIIIIIIIIIIII II IIIIII“ IIIIII IIII III
sbjez €10 ATGETCCTTTACT TATGTGECTEETECT-TTT CAAT 667
Query 1025 rs‘r.xccrccs.wr mmc'w.\ec ATECCC G'CTT c~ AGAA 1062
g IIIII LIl III ASNIRVARARRNRY IIIIIIII I [ I I
sbjez €88 TGTAACTCCBARAGATA W M GTCTT-CA 723
Query 1065 : GGG-«GW c?sc}'tlscr-r}'c;.mlm?‘ca.'rfclcssﬁc-a?un 123
AN I CLRLERLEY 18 LREERLED LI 1
sbjct 725  GGTGG-A-GG-RAAACTTCTAACTGC- TTTCAAGTATGGAAAT-CCCEGCACEGAACCAT 779

Query 1124 ATGAAGETGCACCACAATTTTA 'rccr-n'atc. GCACA‘I’GCTGGT&CATT TACGGA 1183
: 111 IIII III LEL LD LD PR Rarienintesen 1l II II Ix
sbjct 732 ATAANGTGE rr'r.wr CC-TTTGTCATGRACATECTGTERACA-T.
Query 1134 ccruﬂ';.'lrlc.-.fr:..lx-eﬁx. elsc.[um ?M}'Atlseur{.lmncrerra ?4'5.. 1231
LI it i LI T 1 101
sbjez 838 aosw.r;.‘rammm.n GGA-TTACAAATTGCATTAGTT
Query 1282 ATTGACCTCTCTTACT 2257

: [T 101 Tl
sbjcz 892  AT-GAGC-CTCTTACT

Sekil 3. 8 Vektore ligasyonu yapilan insertten okunan dizinin BLAST analizi (devami)
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3.6 Ekspresyon Sistemi Pichia pastoris’e Transformasyon

Transformasyonun etkin olabilmesi igin insertli ekspresyon vektérimize ve kontrol
amagli olarak da bos vektore 2.16.1 de anlatildigi sartlarda lineerizasyon kesimi yapildi.

Kesilen vektorler agaroz jelden saflastirildi.

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3
bp ng/05p8 %

— 21226* 2188 438

5148 53.1 106
4973 513 10.3

— 4268  44.0 8.8

—3530" 36.4 7.3

2027 20.9 42
—1904 19.6 39

—1584  16.3 3.3

— 564 58 1.2

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3. 9 Bos vektor lineerizasyon kesimi sonuglari.

M: Lambda DNA/EcoR I+Hind Ill Marker, 1: pPICZa B Sac | kesimi, 2: kesilmemis bos
vektor

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3 M 1 5 3 4

bp ng/05pg %

— 21226* 2188 438

53.1 106
51.3 10.3
440 8.8
36.4 7.3
209 42
19.6 39
16.3 33
14.2 2.8
9.8 1.95
8.6 15/

@

g

S

S 58 1.2

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3. 10 insertli vektor lineerizasyon kesimi sonucu
M: Lambda DNA/EcoR I+Hind Il Marker, 1- 2-3-4: insertli vektdr Sac | kesimi.

P. pastoris genomuna entegrasyon icin lineer sekle getirilen vektorler 2.16.3’te

anlatildigi gibi kimyasal kompetent maya hiicrelerine transforme edildi.
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3.7 Transformant Maya Kolonilerinde Ekspresyon Analizi

Transformasyon sonucu segici antibiyotik iceren ortamda olusan koloniler 6nce
2.16.4’te anlatildigl sekilde BMGY besiyerinde buyiitlilerek biyokitle elde edildi. Bu
hiicreler ekspresyon uyarimi yapmak icin BMMY iceren besiyerine alindi. Kiltirlerden
elde edilen Ustsivilara 2.16.5'te anlatilan sartlarda aktivite dlcimu uygulandi. Sonucta
en ylksek absorbans veren 29. koloni sonraki asamalarda kullanilmak lzere segildi,

sekil 3.11 . Bu koloni OleBgl olarak isimlendirildi.

0,900 -
0,800
0,700

0,600

0,500
0,400 -
0,300
0,200 -
0,100
0,000

11 13 15 17 19 21 23. 25 27 29 31 33

Koloni Numarasi

Absorbans (400 nm)

Sekil 3. 11 Koloni taramasi aktivite 6l¢imu sonug grafigi

3.8 Biiyiik Hacim Kiiltiirlerde Biiyiime Hizi ve Aktivite Degigimi

Blyuk hacimde buydtilen OleBgl ve Bos vektor kiltiirlerinde 24-48-72-96 saat zaman
noktalarinda 600 nm’deki absorbanslarla blyliime hizindaki degisim sekil 3. 12’deki gibi

gozlenmistir.
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A O

1.gin 2.gln

3.glin 4.gln

—@—OleBgl —@=—Bos Vektor

Sekil 3. 12 Buyik hacimde buydtilen kolonilerde biyime hizi grafigi

Ayni zaman dilimlerinde alinan érneklerle 2.16.5’te belirtilen sartlarda yapilan pNPG

aktivite 6l¢iminin sonuglari da Sekil 3. 13’deki gibi elde edilmistir.

Absorbans (400 nm)

0,5 -

0,45 -

0.4

0,35 -

m OleBgl
m Bos vektor
1 2 3 4

0.3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

Gun

Sekil 3. 13 Blylik hacim kolonilerinde glinliik aktivite 6l¢ciimi sonuglari

Bu sonuglara gore ekspresyon kiltirlerinin 2. ginden itibaren durgun faza girdigi ve bu

ginden itibaren kontrol kiiltlriine gore aktivitede bariz bir fark oldugu gérilmustar.

3.9 Bradford Olgiimii Sonuglari

2.16.7’de anlatilan sekilde yapilan oOl¢lim

absorbanslarina gore asagidaki grafik elde edildi.
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Protein miktari pg/ml

Sekil 3. 14 Bradford 6lcimi protein standardi grafigi

Standart ¢ozeltilerin protein miktarlari referans alinarak reaksiyonlar sonucu elde dilen
absorbanslardan érneklerin protein miktarlari tayin edildi. Bunun igin hesaplanan son

absorbans degerine grafigin denklemi uygulandi, (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3. 1 Bradford Ol¢limii sonuglari
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3.10 pNPG ile Aktivite Olgiimii

2.16.8'de belirtildigi sekilde yapilan 6l¢imin sonuglari ¢izelge 3.2’de verilmistir.
Sonucta genin transforme edildigi transformant kolonide enzim aktivitesi bos vektoriin
transforme edildigi hiicreden daha yiliksek olarak oOlglilmistir. Sonuglar Ek C-1 ‘de
verilmistir. Orneklerin absorbansindan su ve kér absorbanslari ¢ikarildiktan sonra elde
edilen net absorbans (AOD) denklemde yerine koyularak aktivite (U/ml) ve spesifik
aktivite (U/mg) hesaplanmistir. Spesifik aktivite saf enzim kullanilmadan yapildigindan

mg protein basina aktivite olarak ol¢lilmustdir.

Cizelge 3. 2 pNPG ile aktivite 6l¢climiine gére sonuglar

. . ) . Spesifik
Ornek Asoo R(_-::akswon Aktivits mg/ml protein | Aktivite
Koér (U/ml)

(U/mg)
OleBgl istsivi 0,471 0,288 0,0085 0,0082 1,037
OleBlg Kor 0,182
Bos Vektor Ustsivi 0,193 -0,199 - 0,026 -
Bos Vektor Ustsivi Kor 0,392

3.11 Rekombinant Proteinin SDS PAGE ile Analizi

Rekombinant protein Uretimi 2.16.4’te anlatildig1 sekilde indiklendikten sonra maya
kiltlrleri santrifijlenerek Gstsivisi alinmis ve %70 amonyumsiilfat eklenerek proteinler
¢Oktlrilip 50 mM Na-fosfat pH 6.8 tamponunda c¢ozillmuistir. Daha sonra
ultrafiltrasyonla tuz uzaklastirilmis ve 6rnek daha da konsantre edilmistir. Bu sekilde
elde edilen 6rnekler ve daha onceden ayirilan ham Ustsivi 6rnegi PAGE ile analiz
edilmistir (sekil 3.15). Bu elektroforez isleminde, sonraki iki jelden farkh olarak
denaturasyon %9 2-Merkaptoetanol iceren 6X 6rnek tamponu ile ve 10 dk kaynatilarak
yapiimistir. Boyama c¢ozeltisi de %0.1 CBB igermektedir. Birinci sirada rekombinant

vektor tasilyan maya kiltirinin (OleBgl) amonyumsilfat ¢coktiirmesi, ikinci sirada ise
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yalnizca bos vektor iceren maya kultlriniin amonyumsilfat ¢oktliirmesi gortilmektedir.
Marker bantlari net olarak ayirt edilemese de rekombinant 6rnekte kontrolden farkli
kalin bir bant gézlenmistir. Uglincii sirada rekombinant kiiltiiriin Gstsivisi, dérdiincii
sirada ise rekombinant olmayan kilturin Ustsivisi goérilmektedir. Bu orneklerde
protein konsantrasyonu cok disik oldugundan pozitif drnekte kontrolden farkl olarak

cok silik bir bant gozlenmistir.

kDa
-~260

- 140
-~100
-0
- 50

- 20
- 35
o = ~25

T

e = ~10

Sekil 3. 15 Amonyumsiilfatla konsantre edilen 6rneklerin PAGE jeli

M:Marker 1: OleBgl ultrafiltrasyon 2: Bos vektor ultrafiltrasyon 3: OleBgl Ustsivi 4: Bos
vektor Ustsivi

Rekombinant proteinin saflastiriimasi icin 2.16.8’de anlatilan sartlarda IMAC
(immobilize Metal Afinite Kromatografi) yéntemi kullaniimistir. Ornekler 1.5 mm
kalinhgindaki %12lik PAGE jelinde analiz edilmistir (sekil 3.16). Rezine yiiklenip baglama
islemi uygulandiktan sonra alinan ilk fraksiyonda rekombinant proteine karsilik gelen
kalin bir bant gértlmustir (sekil 3.16/1). Saflastirmadan sonra elde edilen elusyonlarda
bant gortlmemistir (sekil 3.16/2,3,4). Baglanma sonrasi fraksiyonda kalin bir bant
seklinde gorilen rekombinant protein, rezine baglanmanin basarili olmadigini
gostermektedir. Yikama fraksiyonlarinda ise ¢ok zayif bantlar goriulmustir (sekil 3.
16/5,6,7). Jelde yikama fraksiyonlarinda bant goérilmesi ilk baglanma asamasinin
gerceklesmis olabilecegi ancak yeterince glicli olmayan baglanma sonucu yikama ile

bu proteinlerin rezinden ayrildigi ihtimalini distindirmektedir. Histidin kuyrugunun
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baglandigi bolge katlanmig proteinin i¢ kisimlarinda kalmigsa rezine baglanma

gerceklesmez.

kDa $ *
- ~260

-~140

- 100
-0

- ~50

- ~40
- ~3

- ~2b

- 15
- 10

Sekil Sekil 3. 16 His tag saflastirma jeli

M: Marker 1: Baglama sonrasi fraksiyon 2-3-4: Elusyon 5-6-7: Yikama

Rekombinant proteinin  saflastiriimasi  isleminin  ¢alismamasi ve elimizde
amonyumesdulfatla ¢oktlrilmis 6rneklerin kalmamasi sonucu rekombinant mayada 13-
glukozidazi fazla miktarda Uretiminin dogrulanmasi icin 2.16.11’de anlatildig1 sekilde
yeni bir PAGE yapilmistir. PAGE i¢in 1 mm kalinhkta jel kullanilmistir. Bu jelin
gorintisu asagidaki gibidir (sekil 3.17). Bu kez onceki saflastirma isleminde baglama
asamasindan elde edilen st sivi (3.36 sira 1’de gorilen 6rnek) kullanilmistir. Ayrica
karsilastirma icin rekombinant olmayan vektoérli tasiyan ve metanol katilmis maya
kiltlrt Gstsivisi da amonyumsilfatla yogunlastiriip (3.15 2. siradaki 6rnek) rezinden
gecirilmis ve jele yuklenmistir. Jele yiklenecek miktarlar hesaplanirken Bradford
Olciimi sonuglarina gore protein miktarlarinin esitlendigi (3.17/1,2 ) ve hacimlerin esit
tutuldugu (3.17/6,7) iki ayri yukleme yapildi. Ayrica kilturlerin Gstsivisindan da jele
yuklenerek (3.17/3,4) protein profilleri karsilastirildi. Rekombinant maya 6rneklerinin
bulundugu 1. ve 6. siralarda 85-90 kDa luk yogun bir protein bandi gorulmistir.
Rekombinant olmayan maya o6rneklerinin bulundugu 2. ve 7. siralarda bu bant

gozlenmemistir.
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Rekombinant proteinin boyutunun beklenenden daha buyilik goériinmesi glikozilasyon
gibi modifikasyonlarin olabilecegini gostermektedir(sekil 3.17/1ve 6). Bu tlr
modifikasyonlar da histidin kuyrugunu saklayabileceginden etkin saflastirmayi
engelleyebilir. Bu durumda da saflastirma mimkiin olmayacaktir. ileriki saflastirma
denemelerinde  Gire  kullanilarak  rekombinant  proteinin  denatiirasyonu
gerceklestirilecektir ve saflastirma bundan sonra vyapilacaktir. Ayrica olasi bir

glikozillenme durumunun analizi icin de deneyler planlanmaktadir.

M 1 2 3 4 5 6 7

kDa

o
-~100
- -0
- o)

-4
]

I w2

it

Sekil 3. 17 Ekspresyon kiltlirti 6rneklerinin SDS-PAGE jel goriintisu.

M: Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (5 ul) 1: OleBgl ultrafiltrasyon
(22,5 pl) 2: Bos vektor ultrafiltrasyon (8.90 ul) 3: OleBgl Gstsivi (22.5 pl) 4: Bos vektor
Ustsivi (7.06 ul) 5: Bos 6: OleBgl ultrafiltrasyon (30 pl) 7: Bos vektor ultrafiltrasyon (30

ul)
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3.12 Oleuropein ile Aktivite Olgiimii

2.16.11'de anlatildigi gibi gerceklestirilen 6lciim sonucu asagidaki glukoz standart egrisi

elde edildi.
0.6 1

0.5 4

0.4
y =0,63x- 0,0876
R?=0,9985

0.3 4

0.2 4

Absorbans (540nm)

0.1 4

T T 1

0,4 0,6 0,8 1 1,2

Glukoz Miktari (mg/ml)

0 0,2

Sekil 3. 18 DNS olglimu glukoz standardi grafigi

DNS 6l¢iimii sonucu 540 nm’de elde edilen absorbanslar Ek C-2’de verilmistir.
Farkli yogunluktaki glukoz ¢ozeltilerinin yogunluklar referans alinarak 6lglim sonucu

aciga cikan glukoz miktarlari ve buna bagh olarak aktivite hesaplari asagidaki gibi

yaptimistir.
Cizelge 3. 3 Oleuropein aktivite 6lgimu sonuglari
Toplam

N Glukoz | aktivite | Protein | Spesifik
Ornegin Adi | miktar (U/ml) |Miktari |Aktivite

(mg/ml) (mg/ml) | (U/mg)

OleBgl
ustsivi 0.219 0,811 0,008 99,024
Bos vektor
ustsivi 0,165  |0,611 0,026  |23,467
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Ozgiil substrat oleuropeine karsi aktivitenin 6l¢iildigii bu deneyde rekombinant
olmayan kontrol kolonisinde de aktivite gézlenmistir. Bos vektor kolonisinden elde
edilen Ustsivi daha yogun protein icerdiginden, U/mg cinsinden olan spesifik aktivite

rekombinant kolonide daha yulksek olarak hesaplanmistir.

P. pastoris’in bildirilen hiicre disi enzimlerinin de f8-glukozidaz aktivitesi gdostermesinin
yani sira [83], okaryotik sistemlerde salgisal yolakta yaygin olarak goérilen protein
glikozillenmesi [84] rekombinant f-glukozidazlarda aktivite duslsline neden
olabilmektedir [85]. Sentetik ve 0zglil substratlar karsilastirildiginda ise rekombinant
enzimin spesifik substrata karsi spesifik aktivitesi kontrole gore 95.5 kat fazla olarak

Olcllmustir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Tum canh gruplarinda yaygin bir enzim sinifi olan f8-glukozidazlar ¢ok cesitli islevler
gormektedir. Bitkilerde savunma bilesiklerinin olusturulmasi, tat ve koku bilesiklerinin
Uretilmesi, stres durumunda alternatif yollardan besin saglanmasi veya stres
hormonlarinin Gretilmesi, hiicre duvari yapimi gibi farkl gérevler yapan f8-glukozidazlar
bildirilmistir. Laboratuvarimizda daha 6nce vyiritilen calismalarda tlkemizin 6nde
gelen kultir bitkilerinden biri olan zeytinin yapragindan elde edilen mRNA nin kodladigi
S3-glukozidaz geni klonlanmistir. Zeytin yapraginda yiksek miktarlarda bulunan bir
savunma bilesigi olan oleuropein, bitkinin f-glukozidaz enzimiyle 06zgll olarak
hidrolizlenmektedir. Sonugta olusan bilesikler arasinda sagliga yararlari dolayisiyla
onemi ve ekonomik degeri ylksek olan hidroksitirozol ve oleuropein aglikonu dikkat
¢ekmektedir. Calismada bu gen glicli bir 6karyotik ekspresyon sistemi olarak 6éne ¢ikan
Pichia pastoris’e klonlanmis ve hiicre disi ekspresyonun gerceklestigi gosterilmistir.
Ancak rekombinant proteinin saflastiriimasi ile ilgili problemler ortaya ¢ikmistir. Yapilan
deneyler gelecek calismalarimiza yon verecek bir takim bulgular ortaya koymustur.

Bunlar:

1- Ozgil olmayan substratla, rekombinant vektdr tasiyan ve tasimayan kiiltiirlerin
Ustsivilart  kullanilarak karsilastirmali yapilan aktivite testlerinde 6nemli farklar
gortlmustir. Bu farklara dayanarak pozitif maya kolonilerinden en yiksek aktivite
gosteren secilmistir. Rekombinant f-glukozidazin aktivitesi 06zgilil substratla da

belirlenmistir.
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2- Protein hticre disi Uretildiginde boyutunda yaklasik 10 kDa’luk bir artis gérilmdistdr.
Bunun nedeninin hiicre disina salgilanma o6ncesi glikozilasyon gibi bir translasyon
sonrasi modifikasyon oldugu distnilmistir. Kitin kilavuzunda belirtilen, (Asn-X-
Ser/Thr) glikozillenme dizisinin, klonlanan genin dizin analizi sonucu elde edilen
sekansin aminoasit dizisine cevirimiyle elde edilen dizide bulunmasi, bu ihtimali

glclendirmektedir.

3- Karboksi ucunda histidin kuyruklu Uretilen rekombinant protein histidin afinite
kromatografisinde saflagtirlamamistir. Histidin kuyrugun baglandigi bolgenin katlanmis
proteinin i¢ kisimlarinda kalmasi halinde baglanma mimkiin olmamaktadir. Histidin
kuyrugu eklenmis bir protein dogal proteinden farkli bir mutant oldugundan bu durum
saflastirma icin engel olusturabilir. Bu sorun denatire kosullarda yapilan saflastirma ile
asllabilir. Ayrica hiicre disina salgilanmadan 6nce glikozilasyon gibi bir translasyon

sonrasi modifikasyon oluyorsa bu da saflastirmayi engelleyebilir.

Laboratuvarimizda bu sorunlari asarak saf enzimi elde etmeye yonelik g¢alismalar
devam etmektedir. Rekombinant enzim saf olarak elde edildiginde enzimin
biyokimyasal ve  katalitik  Ozellikleri  belirlenerek  biyoteknolojik  6nemi

degerlendirilecektir.

58



KAYNAKLAR

[1]

(2]

3]

[4]

5]

(6]

[7]

(8]

[9]

Ketudat Cairns, J. ve Esen, A., (2010). "B-Glucosidases", Cellular and Molecular
Life Sciences, 67: 3389-3405.

Lombard, V. Golaconda Ramulu, H. Drula, E. Coutinho, P.M. ve Henrissat, B.,
(2014). "The Carbohydrate-Active Enzymes Database (Cazy) in 2013", Nucleic
Acids Research, 42: D490-D495.

Koudounas, K. Banilas, G. Michaelidis, C. Demoliou, C. Rigas, S. ve
Hatzopoulos, P., (2015). "A Defence-Related Olea Europaea B-Glucosidase
Hydrolyses and Activates Oleuropein into a Potent Protein Cross-Linking
Agent", Journal of Experimental Botany, 66: 2093-2106.

Nagano, N. Orengo, C.A. Ve Thornton, J.M., (2002). "One Fold with Many
Functions: The Evolutionary Relationships between TIM Barrel Families Based
on Their Sequences, Structures and Functions", Journal of Molecular Biology,
321: 741-765.

Sansenya, S. Opassiri, R. Kuaprasert, B. Chen, C.-J. ve Cairns, J.R.K., (2011).
"The Crystal Structure of Rice (Oryza Sativa L.) Os4bglu12, an Oligosaccharide
and Tuberonic Acid Glucoside-Hydrolyzing Beta-Glucosidase with Significant
Thioglucohydrolase Activity", Archives of Biochemistry and Biophysics, 510: 62-
72.

Himeno, N. Saburi, W. Wakuta, S. Takeda, R. Matsuura, H. Nabeta, K.
Sansenya, S. Cairns, J.R.K. Mori, H. Imai, R. ve Matsui, H.,, (2013).
"Identification of Rice Beta-Glucosidase with High Hydrolytic Activity Towards
Salicylic Acid Beta-D-Glucoside", Bioscience Biotechnology and Biochemistry,
77:934-939.

Morant, A.V. Jorgensen, K. Jorgensen, C. Paquette, S.M. Sanchez-Perez, R.
Moller, B.L. ve Bak, S., (2008). "Beta-Glucosidases as Detonators of Plant
Chemical Defense", Phytochemistry, 69: 1795-1813.

Konno, K. Hirayama, C. Yasui, H. ve Nakamura, M., (1999). "Enzymatic
Activation of Oleuropein: A Protein Crosslinker Used as a Chemical Defense in
the Privet Tree", Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 96: 9159-9164.

Spadafora, A. Mazzuca, S. Chiappetta, F.F. Parise, A. Perri, E. ve Innocenti,
A.M., (2008). "Oleuropein-Specific-B-Glucosidase Activity Marks the Early

59



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

Response of Olive Fruits (Olea Europaea) to Mimed Insect Attack", Agricultural
Sciences in China, 7: 703-712.

Gerardi, C. Blando, F. Santino, A. ve Zacheo, G., (2001). "Purification and
Characterisation of a Beta-Glucosidase Abundantly Expressed in Ripe Sweet
Cherry (Prunus Avium L.) Fruit", Plant Science, 160: 795-805.

Rawat, R. Gulati, A. ve Joshi, R, (2011). "Partial Purification and
Characterization of Beta-Glucosidase from Tea Shoot", Journal of Food
Biochemistry, 35: 953-975.

Williams, P.J. Strauss, C.R. Wilson, B. ve Massywestropp, R.A., (1982).
"Studies on the Hydrolysis of Vitis-Vinifera Monoterpene Precursor Compounds
and Model Monoterpene Beta-D-Glucosides Rationalizing the Monoterpene
Composition of Grapes", Journal of Agricultural and Food Chemistry, 30: 1219-
1223.

Gueguen, Y. Chemardin, P. Janbon, G. Arnaud, A. ve Galzy, P., (1996). "A
Very Efficient Beta-Glucosidase Catalyst for the Hydrolysis of Flavor Precursors
of Wines and Fruit Juices", Journal of Agricultural and Food Chemistry, 44:
2336-2340.

Dharmawardhana, D.P. Ellis, B.E. Ve Carlson, J.E., (1995). "A Beta-Glucosidase
from Lodgepole Pine Xylem Specific for the Lignin Precursor Coniferin", Plant
Physiology, 107: 331-339.

Escamilla-Trevino, L.L. Chen, W. Card, M.L. Shih, M.-C. Cheng, C.-L. ve
Poulton, J.E., (2006). "Arabidopsis Thaliana Beta-Glucosidases Bglu45 and
Bglud6 Hydrolyse Monolignol Glucosides", Phytochemistry, 67: 1651-1660.

Lee, K.H. Piao, H.L. Kim, H.-Y. Choi, S.M. lJiang, F. Hartung, W. Hwang, I.
Kwak, J.M. Lee, |.-J. ve Hwang, |., (2006). "Activation of Glucosidase Via Stress-
Induced Polymerization Rapidly Increases Active Pools of Abscisic Acid", Cell,
126:1109-1120.

Thorlby, G. Fourrier, N. ve  Warren, G., (2004). "The Sensitive To Freezing2
Gene, Required for Freezing Tolerance in Arabidopsis Thaliana, Encodes a Beta-
Glucosidase", Plant Cell, 16: 2192-2203.

Patro, L. Mohapatra, P.K. Biswal, U.C. ve Biswal, B., (2014). "Dehydration
Induced Loss of Photosynthesis in Arabidopsis Leaves During Senescence is
Accompanied by the Reversible Enhancement in the Activity of Cell Wall Beta-
Glucosidase", Journal Of Photochemistry and Photobiology B-Biology, 137: 49-
54,

Fujiki, Y. Yoshikawa, Y. Sato, T. Inada, N. Ito, M. Nishida, I. ve Watanabe, A,,
(2001). "Dark-inducible Genes from Arabidopsis Thaliana are Associated with
Leaf Senescence and Repressed by Sugars", Physiologia Plantarum, 111: 345-
352.

Dogaris, . Mamma, D. ve Kekos, D., (2013). "Biotechnological Production of
Ethanol from Renewable Resources by Neurospora crassa: An Alternative to

60



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

(30]

[31]

(32]

(33]

Conventional Yeast Fermentations?", Applied Microbiology and Biotechnology,
97:1457-1473.

Singhania, R.R. Patel, A.K. Sukumaran, R.K. Larroche, C. ve Pandey, A,
(2013). "Role and Significance of Beta-Glucosidases in the Hydrolysis of
Cellulose for Bioethanol Production", Bioresource Technology, 127: 500-507.

Kumar, R. Singh, S. ve Singh, O.V., (2008). "Bioconversion of Lignocellulosic
Biomass: Biochemical and Molecular Perspectives", Journal of Industrial
Microbiology & Biotechnology, 35: 377-391.

Niculescu-Duvaz, I. ve Springer, C.J., (1997). "Antibody-Directed Enzyme
Prodrug Therapy (Adept): A Review", Advanced Drug Delivery Reviews, 26: 151-
172.

Syrigos, K.N. Rowlinson-Busza, G. ve Epenetos, A.A.,, (1998). "In Vitro
Cytotoxicity Following Specific Activation of Amygdalin by Beta-Glucosidase
Conjugated to a Bladder Cancer-Associated Monoclonal Antibody",
International Journal of Cancer, 78: 712-719.

Spadafranca, A. Erba, D. Foti, P. ve Testolin, G., (2008). "The Consumption of
Soy Products Positively Affects DNA Resistance to Oxidative Stress in Healthy
Subjects", Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases, 18: E45-E46.

Ma, D.-F. Qin, L.-Q. Wang, P.-Y. ve Katoh, R., (2008). "Soy Isoflavone Intake
Increases Bone Mineral Density in the Spine of Menopausal Women: Meta-
Analysis of Randomized Controlled Trials", Clinical Nutrition, 27: 57-64.

Ouyang, G. Yao, L. Ruan, K. Song, G. Mao, Y. ve Bao, S., (2009). "Genistein
Induces G2/M Cell Cycle Arrest and Apoptosis of Human Ovarian Cancer Cells
via Activation of DNA Damage Checkpoint Pathways", Cell Biology
International, 33: 1237-1244.

Mccue, P. ve Shetty, K., (2004). "Health Benefits of Soy Isoflavonoids and
Strategies for Enhancement: A Review", Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 44: 361-367.

Bakis, Y. Babac, M.T. ve Uslu, E., (2011). "Updates and Improvements of
Turkish Plants Data Service (T&#X00fc;B&#X0130;Ves)".

Weiss, E., (2015). "“Beginnings of Fruit Growing in the Old World” — Two
Generations Later", Israel Journal of Plant Sciences, 62: 75-85.

Therios, I.N., (2009). "Olives", Available At:
Http://Site.Ebrary.Com/id/10320511. Accessed.

Luchetti, F., (2002). "Importance and Future of Olive Qil in The World Market -
an introduction to Olive Oil", European Journal of Lipid Science and
Technology, 104: 559-563.

Toguri, T. Umemoto, N. Kobayashi, O. ve Ohtani, T., (1993). "Activation of
Anthocyanin Synthesis Genes by White-Light in Eggplant Hypocotyl Tissues, and
Identification of an Inducible P-450 Cdna", Plant Molecular Biology, 23: 933-
946.

61


http://site.ebrary.com/id/10320511

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

Soleas, G.J. Diamandis, E.P. ve Goldberg, D.M., (1997). "Wine as a Biological
Fluid: History, Production, and Role in Disease Prevention", Journal of Clinical
Laboratory Analysis, 11: 287-313.

Soler-Rivas, C. Espin, J.C. ve Wichers, H.J., (2000). "Oleuropein and Related
Compounds", Journal of The Science of Food and Agriculture, 80: 1013-1023.

Romero-Segura, C. Sanz, C. ve Perez, A.G., (2009). "Purification and
Characterization of an Olive Fruit Beta-Glucosidase Involved in the Biosynthesis
of Virgin Olive Oil Phenolics", Journal of Agricultural and Food Chemistry, 57:
7983-7988.

Vissers, M.N. Zock, P.L. Roodenburg, A.J.C. Leenen, R. ve Katan, M.B., (2002).
"Olive Oil Phenols are Absorbed in Humans", The Journal of Nutrition, 132: 409-
417.

Kiai, H. ve Hafidi, A., (2014). "Chemical Composition Changes in Four Green
Olive Cultivars During Spontaneous Fermentation", Lwt-Food Science and
Technology, 57: 663-670.

Tuna, S. ve Akpinar-Bayizit, A., (2009). "The Use of Beta-Glucosidase Enzyme in
Black Table Olives Fermentation", Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-
Napoca, 37: 182-189.

Visioli, F. Ve Galli, C., (1998). "Olive Oil Phenols and Their Potential Effects on
Human Health", Journal of Agricultural and Food Chemistry, 46: 4292-4296.

Hamza, M. Khoufi, S. ve Sayadi, S., (2012). "Fungal Enzymes as a Powerful
Tool to Release Antioxidants from Olive Mill Wastewater"”, Food Chemistry,
131: 1430-1436.

Fleming, H.P. Walter, W.M. Ve Etchells, J.L., (1973). "Antimicrobial Properties
of Oleuropein and Products of Its Hydrolysis from Green Olives", Applied
Microbiology, 26: 777-782.

Micol, V. Caturla, N. Pérez-Fons, L. Mas, V. Pérez, L. Ve Estepa, A., (2005).
"The Olive Leaf Extract Exhibits Antiviral Activity against Viral Haemorrhagic
Septicaemia Rhabdovirus (Vhsv)", Antiviral Research, 66: 129-136.

Furneri, P.M. Marino, A. Saija, A. Uccella, N. Ve Bisignano, G., (2002). "In
Vitro Antimycoplasmal Activity of Oleuropein”, International Journal of
Antimicrobial Agents, 20: 293-296.

Visioli, F. Bellomo, G. Ve Galli, C., (1998). "Free Radical-Scavenging Properties
of Olive Oil Polyphenols", Biochemical and Biophysical Research
Communications, 247: 60-64.

(1997). "Oleuropein Iinhibits Ldl Oxidation and Increases No Production from
Macrophages: Visioli F. ve Galli C. Inst. Pharmacol. Sci., Univ. Milan, Milan,
Italy", Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids, 57: 212.

Elamin, M.H. Daghestani, M.H. Omer, S.A. Elobeid, M.A. Virk, P. Al-Olayan,
E.M. Hassan, ZK. Mohammed, O.B. ve Aboussekhra, A., (2013). "Olive Oil

62



[48]

[49]

(50]

[51]

[52]

(53]

[54]

[55]

[56]

[57]

Oleuropein Has Anti-Breast Cancer Properties with Higher Efficiency on Er-
Negative Cells", Food and Chemical Toxicology, 53: 310-316.

Abe, R. Beckett, J. Abe, R. Nixon, A. Rochier, A. Yamashita, N. ve Sumpio, B.,
(2011). "Olive OQil Polyphenol Oleuropein Inhibits Smooth Muscle Cell
Proliferation", European Journal of Vascular and Endovascular Surgery, 41: 814-
820.

Cardeno, A. Sanchez-Hidalgo, M. Rosillo, M.A. ve De La Lastra, C.A., (2013).
"Oleuropein, a Secoiridoid Derived from Olive Tree, Inhibits the Proliferation of
Human Colorectal Cancer Cell Through Downregulation of Hif-1a", Nutrition
and Cancer, 65: 147-156.

Carrasco-Pancorbo, A. Cerretani, L. Bendini, A. Segura-Carretero, A. Gallina-
Toschi, T. ve Fernandez-Gutiérrez, A., (2005). "Analytical Determination of
Polyphenols in Olive Qils", Journal of Separation Science, 28: 837-858.

Keys, A., (1995). "Mediterranean Diet and Public Health: Personal Reflections",
The American Journal of Clinical Nutrition, 61: 1321s-1323s.

Lipworth, L. Martinez, M.A.E. Angell, J. Hsieh, C.-C. ve Trichopoulos, D.,
(1997). "Olive Oil and Human Cancer: An Assessment of the Evidence",
Preventive Medicine, 26: 181-190.

Grossi, C. Rigacci, S. Ambrosini, S. Ed Dami, T. Luccarini, I. Traini, C. Failli, P.
Berti, A. Casamenti, F. ve Stefani, M., (2013). "The Polyphenol Oleuropein
Aglycone Protects Tgcrnd8 Mice Against AR Plaque Pathology", Plos One, 8:
E71702.

Rigacci, S. Guidotti, V. Bucciantini, M. Parri, M. Nediani, C. Cerbai, E. Stefani,
M. ve Berti, A., (2010). "Oleuropein Aglycon Prevents Cytotoxic Amyloid
Aggregation of Human Amylin", The Journal of Nutritional Biochemistry, 21:
726-735.

Impellizzeri, D. Esposito, E. Mazzon, E. Paterniti, I. Di Paola, R. Morittu, V.M.
Procopio, A. Britti, D. ve Cuzzocrea, S., (2011). "Oleuropein Aglycone, an Olive
Oil Compound, Ameliorates Development of Arthritis Caused By Injection of
Collagen Type Il in Mice", Journal Of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 339: 859-869.

Impellizzeri, D. Esposito, E. Mazzon, E. Paterniti, |. Di Paola, R. Bramanti, P.
Morittu, V.M. Procopio, A. Perri, E. Britti, D. ve Cuzzocrea, S., (2012). "The
Effects of a Polyphenol Present in Olive Qil, Oleuropein Aglycone, in an
Experimental Model of Spinal Cord injury in Mice", Biochemical Pharmacology,
83:1413-1426.

De Leonardis, A. Aretini, A. Alfano, G. Macciola, V. ve Ranalli, G.,, (2008).
"Isolation of a Hydroxytyrosol-Rich Extract from Olive Leaves (Olea Europaea L.)
and Evaluation of its Antioxidant Properties and Bioactivity", European Food
Research and Technology, 226: 653-659.

63



(58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

Rietjens, S.J. Bast, A. ve Haenen, G.R.M.M., (2007). "New Insights into
Controversies on the Antioxidant Potential of the Olive Oil Antioxidant
Hydroxytyrosol", Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55: 7609-7614.

Persia, F.A. Mariani, M.L. Fogal, T.H. Ve Penissi, A.B., (2014). "Hydroxytyrosol
and Oleuropein of Olive Oil inhibit Mast Cell Degranulation Induced by Immune
and Non-immune Pathways", Phytomedicine, 21: 1400-1405.

Sun, L. Luo, C. Ve Liu, J.,, (2014). "Hydroxytyrosol Induces Apoptosis in Human
Colon Cancer Cells through Ros Generation", Food & Function, 5: 1909-1914.

Sarsour, E. Goswami, M. Kalen, A. Lafin, J. ve Goswami, P., (2014).
"Hydroxytyrosol Inhibits Chemokine C-C Motif Ligand 5 Mediated Aged
Quiescent Fibroblast-Induced Stimulation of Breast Cancer Cell Proliferation",
Age, 36:1213-1224.

Cao, K. Xu, J. Zou, X. Li, Y. Chen, C. Zheng, A. Li, H. Li, H. Szeto, I.M.-Y. Shi,
Y. Long, J. Liu, J. Ve Feng, Z., (2014). "Hydroxytyrosol Prevents Diet-Induced
Metabolic Syndrome and Attenuates Mitochondrial Abnormalities in Obese
Mice", Free Radical Biology and Medicine, 67: 396-407.

Rietjens, S.J. Bast, A. De Vente, J. ve Haenen, G.R.M.M., (2007). The Olive Qil
Antioxidant Hydroxytyrosol Efficiently Protects against the Oxidative Stress-
Induced Impairment of the Noe Response of Isolated Rat Aorta.

Achmon, Y. ve Fishman, A., (2015). "The Antioxidant Hydroxytyrosol:
Biotechnological Production Challenges and Opportunities”", Applied
Microbiology and Biotechnology, 99: 1119-1130.

Santos, M.M. Piccirillo, C. Castro, P.M. Kalogerakis, N. Ve Pintado, M.E.,
(2012). "Bioconversion of Oleuropein to Hydroxytyrosol by Lactic Acid
Bacteria", World Journal of Microbiology and Biotechnology, 28: 2435-2440.

Briante, R. Patumi, M. Terenziani, S. Bismuto, E. Febbraio, F. ve Nucci, R.,
(2002). "Olea Europaea L. Leaf Extract and Derivatives: Antioxidant Properties",
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50: 4934-4940.

Cregg, .M. Madden, K.R. Barringer, K.J. Thill, G.P. ve Stillman, C.A., (1989).
"Functional Characterization of the Two Alcohol Oxidase Genes from the Yeast
Pichia Pastoris", Molecular and Cellular Biology, 9: 1316-1323.

Koutz, P. Davis, G.R. Stillman, C. Barringer, K. Cregg, J. ve Thill, G., (1989).
"Structural Comparison of the Pichia Pastoris Alcohol Oxidase Genes", Yeast, 5:
167-177.

Ellis, S.B. Brust, P.F. Koutz, P.J. Waters, A.F. Harpold, M.M. ve Gingeras, T.R.,
(1985). "Isolation of Alcohol Oxidase and Two Other Methanol Regulatable
Genes From the Yeast Pichia Pastoris", Molecular and Cellular Biology, 5: 1111-
1121.

Tschopp, J.F. Brust, P.F. Cregg, J.M. Stillman, C.A. ve Gingeras, T.R., (1987).
"Expression of the LacZ Gene From Two Methanol-Regulated Promoters in
Pichia Pastoris", Nucleic Acids Research, 15: 3859-3876.

64



[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

(78]

[79]

(80]

(81]

(82]

(83]

(84]

Cregg, J.M. Vedvick, T.S. ve Raschke, W.C., (1993). "Recent Advances in the
Expression of Foreign Genes in Pichia Pastoris", Nat Biotech, 11: 905-910.

Scorer, C.A. Buckholz, R.G. Clare, J.J. ve© Romanes, M.A,, (1993). "The
Intracellular Production and Secretion of Hiv-1 Envelope Protein in the
Methylotrophic Yeast Pichia Pastoris", Gene, 136: 111-119.

Warzecha, H. Gerasimenko, I. Kutchan, T.M. ve Stockigt, J., (2000).
"Molecular Cloning and Functional Bacterial Expression of a Plant Glucosidase
Specifically Involved in Alkaloid Biosynthesis", Phytochemistry, 54: 657-666.

Zhou, J. Hartmann, S. Shepherd, B.K. ve Poulton, J.E., (2002). "Investigation of
the Microheterogeneity and Aglycone Specificity-Conferring Residues of Black
Cherry Prunasin Hydrolases", Plant Physiology, 129: 1252-1264.

Turan, Y. ve Zheng, M., (2005). "Purification and Characterization of an
Intracellular B-Glucosidase from the Methylotrophic Yeast Pichia Pastoris",
Biochemistry (Moscow), 70: 1363-1368.

Cairns, J.R.K. Champattanachai, V. Srisomsap, C. Wittman-Liebold, B. Thiede,
B. ve Svasti, J., (2000). "Sequence and Expression of Thai Rosewood B-
Glucosidase/B-Fucosidase, a Family 1 Glycosyl Hydrolase Glycoprotein", Journal
of Biochemistry, 128: 999-1008.

Huang, Y. Busk, P.K. Grell, M.N. Zhao, H. ve Lange, L., (2014). "Identification
of a B-Glucosidase from the Mucor Circinelloides Genome by Peptide Pattern
Recognition", Enzyme and Microbial Technology, 67: 47-52.

Liu, D. Zhang, R. Yang, X. Zhang, Z. Song, S. Miao, Y. ve Shen, Q., (2012).
"Characterization of a Thermostable B-Glucosidase from Aspergillus Fumigatus
Z5, and Its Functional Expression in Pichia Pastoris X33", Microbial Cell
Factories, 11: 25-25.

Bradford, M.M., (1976). "A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of
Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding",
Analytical Biochemistry, 72: 248-254,

Compton, S.J. ve Jones, C.G., (1985). "Mechanism of Dye Response and
Interference in the Bradford Protein Assay", Analytical Biochemistry, 151: 369-
374.

Grabski, A.C. ve Novagen, R.R.B., (2001). "Preparation of Protein Samples for
SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis: Procedures and Tips".

Miller, G.L., (1959). "Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of
Reducing Sugar", Anal. Chem., 31: 426-428.

Xu, Z. Shih, M.-C. ve Poulton, J.E.,, (2006). "An Extracellular Exo-B-(1, 3)-
Glucanase from Pichia Pastoris: Purification, Characterization, Molecular
Cloning, and Functional Expression", Protein Expression and Purification, 47:
118-127.

Helenius, A. ve Aebi, M., (2004). "Roles of N-Linked Glycans in the
Endoplasmic Reticulum", Annual Review of Biochemistry, 73: 1019-1049.

65



[85] Wei, W. Chen, L. Zou, G. Wang, Q. Yan, X. Zhang, J. Wang, C. ve Zhou, Z.,
(2013). "N-Glycosylation Affects the Proper Folding, Enzymatic Characteristics

and Production of a Fungal B-Glucosidase", Biotechnology and Bioengineering,
110: 3075-3084.

66



EK-A

S3 PLAZMITi DiZILEME VE BLAST SONUGLARI

A-1 Dizin Analizi Sonucu

T7 ileri primer kullanilarak yapilan dizileme sonucu:

GGGCCAATTTCTCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCCGGAATTCAGCA
TGGATATCCAAAGCAACGTCCTGACGATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCCTCCAA
TGGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCAAACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTTGT
ATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTAAAGGCA
TGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGCAATGGCA
CTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAGAAATTGGGTTT
GAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGGAAGACTGTGTCACGG
TGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGCTCTCTTGGCAGCTGACATA
GAGCCATATATAACTATCTTTCACTGGGATATTCCCCAATGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCT
TCCTACATGAAAGAGTTGTGCAGGATTTTATTGAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGG
TGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTGAATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGT
GGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGTGGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCA
TGCCCGTCTTCATAGAGGTGGAGGAAAACTTCTAGCTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCAC
GGAACCATATAAAGTGGCACACAATTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGACATATACAG
AACGAAATATCAGGAAAGTCAGGAGGTAAGATAGGGATTACAAATTGCATTAGTTGGAATGA
GCCTCTTACTGACTCTCAAGAAGATAAAGATGCTGCTACTAGAGGAAATGATTTATGCTTGGA
TGGTTTGTGGAACCAGTGGTAACTGGAGAGTACCAGAAAGTATGATTAATATGTTGGCGATC
GCCTTCTAAATTTTCTGAAAAGAGGAGAAGCTAGTGAAGATCTACGACTTTCTAGGCATAAAC
TACTACCGTCTACTTATACAGCGATGATCCACAGCGACACTGAATGGTACGTTACGATCGCACT
AGACTTCATGAACCATAGGTGCCTATTGGGTCACAAGGGCGGTGTTTCGAAT
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SP6 geri primer kullanilarak yapilan dizileme sonucu:

AAGAATTTAGTCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAG
TGATTAACCTCGAGCTAGGTGCTGCCTCTAAGCCTTTTACGACGATCTTCAGATTTTTCAGGTT
CATTCTTCAATGGAACTGCTGTAGGCTTGGTGAGGAAGTTCCTCCACCATACAGCTGAACGTTT
TGGCAACCTTGTGTAACGACCATTAGCGTAGTCTACATACATAACGCCAAATCTAACACTGAAT
CCAGCAGCCCATTCAAAATTGTCGAACAACGACCATATGAAGTAACCCTTCAAATTTACACCTT
GGTCCATCGCTAGCTTAAGGTAGTAGAGATGTTCTTGGTGATAGTGAATCCTTATATCATCCTT
GAGAGCTTCGGTACTAGTCTTGGACTTATCATTTACTTCATCCACTCCATTCTCTGTAATGTAAA
TAACCGGATCATTATATCTTTTCTTCATATCAACCATAACTCTGTAAATTCCCCATGGAACTATG
TATAACCAATCCGAACCAGCCTGTGCACCAATAGGCACCTTATTGCGTTCATGTGAAGTCTTAG
TGTGCGAATCAGTAAAGTAACTATCAGTTGTCGGCTTTGTTGGATCATCGCTGGTATAAGTAG
ACGTGTAGTAGTTTATGCCTAGAAAGTCGTAGGATCCTTTCACTAGCTTCTCCTCTTTTTCAGAA
AATTTAGGAAGGCGATCGCCAACATATTTAATCATACTTTCTGGGTACTCTCCAGTTACCACTG
GTTCCACAAACCATCCAAGCATAAAATCATTTCCTCTAGTAGCAGCATCTTTATCTTCTTGAGA
GTCAGTAAGAGGCTCATTCCAACTAATGCAATTTGTAATCCCTATCTTACCTCCCTGACTTTCCT
GATATTTCGTTCTGTATATGTCCACAGCATGTGCATGACAAGGATTAAATTGTGTGCCACTTTA
TATGGTTCCGTGCCGGGATTTCCATACTTGAAGCAGCTAGAGTTTTCTTCACTCTATGAGACGC
ATGCTTTTAGTTCTTCAGTATCTTTCGGAGTACACCACGATGGCGAAAGCACAGCCACATATCT
GACAGTTACGACATGCTCAATCAAGTATCATATTCACGATCACCGATTCGAAGCCATCTCGAAT
ACTCATATCTGCACCTTCAGTAGAGCTCCAATCCTAGTGCAACATTGGGAT
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A-2 BLAST Sonucu

Elde edilen dizinin blast analizi yapildiginda veri tabanindaki 2 adet O. europaea L. f3-
glukozidaz dizisi ile yliksek homoloji gosterdigi gorilmustir.

Range 3: 2212 to 2450 Cunsivk Leagbocs WV dext Match A Previcws Match & Fe Mutet
Score Expect Identitices Gaps Strand
265 bits{143) 2e-66 211,/235(B8%) 24/239(10%:) Plus/Plus
Query 1815 TIT GGA;-CCAS'GG‘AACTGG-W»B‘A CCMT TGATT-AATATGTTGECGAT 1872
3 !l:ll II |’||1||||H||||x| II i I'H II ALEIETLETLELLY
Skjez 2212 TTT67G CCAGRAAGTA ASATATGTTGECGAT 2271
Query 1973 CGCC‘TC-TAAAT?TTCTG-AAAAGAGGLM AGTGAA--GAT -C?ACGAC‘I’TTCT 1127
3 I'll:ll 111 II LHHELLENTS ”1”1' ll lIlI Illl
Sbjez 2272 CCTAAAT' CTGARAAAGAEGAE A-GCT ACGACTTT 2331

Query 1128 GGCATAALTACTAC- C"TCT-\CTTAT--CAGCGAT TCCA-CA--GC- GJ-C-« CTGA.- 1188

X [RERRRIRINRYNS) .IIIIHIIIIII I'Il I'Il H Ir H Al
Sbjct 2332 GGCATARACTACTACACETCTACTTATAC GA: 2391

oy A AT
YN | | | !

Sbjct 2392 AT TTACTGATTCECACACT A~ GASCGCAATARGETEC TTGG 2450

Range 4! 181510 1930 Cunsunk Graebecs Vo Neat Mt A Moo Match & Feesr Mates
Score Expoct Identitics Gaps Strand

202 bits{109) 1e-47 114/116(56%) 2/116(1%:) Pius/Plus

Query 991 RARETCA -GG-GG‘J.»G-\TA.;GG-\TTACAAATTGCA'T-uGTTGS-‘u;TGAGCCTCTYhCTG 959

B lell II»II’II.IIIII!IIII Il ||I”'”I|| RRARRIRANRAAREE!
Sbjez 1815 A...- GAATEAGCCTCTTACTG 1874

Query 388  ACTCTCAAGRAGATAAAGATECTECTACTAGAGGAAATGA-TTTATSCTTGGATGE 1914
LELESTIALEILEY IIII |IIlIIII 11 II:II'H| I ll‘lI’IIIIIII

Sbjct 1875 ACTCTCAAGAAGA ACTAGAGGARATGA ATGCTTGGATGE 1938
Range 5! 1064 to 1153 Cunsunk Graches A Moo Mt @ Fiea Mt
Score Expect Identities Gaps Strand
167 bits(90) Se-37 90,/50({100%:) 0,/S0{0%) Plus/Plus
Query S@1 G—C-\’ GAGCCATATATAACTATCT TTCACTGEGATATTCC CA..'ST"I'
. |1 IIIIIII[II IIlIIIIIlIIIIIlI[IIII I IlIlIIlIIlIIIIIlIl
Sbjct 1088 GACATAGAG CATATATAACT CTGEGEATA 1123
Query 581 GGTGGC CTACATGAAAGAGTTST
. l 1111 llIIlII[IIIIIlIIIIIlI
Sbjecr 1124 TATGGTGEC ACATGARAGRGTTGET

Sekil A-2 .1 S3 Plazmiti BLAST Analizi Sonucu
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Olea europaea subsp. europaea beta-glucosidase (bglc) mRNA, complete cds
Sequence ID: ghlAY083162.1| Length: 1902 Number of Matches: 1

Range 1: 48 to 1240 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1975 bits(1069) 0.0 1156/1193(97%) 26/1193(2%) Plus/Plus
Query 63 TATCCAAAGCAACGTCCTGACGATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCC 122

5 llIIIIIIIIlIIIIlIlIlIlIlIIIIIIIIIIIII|III| FECECEERELEELLn
Sbjct 48  ATGGATATCCAAAGCAACGTCCTGACGATTACTAGCGGATCCACACCAACTGACACTTCC 1€7

Query 123  TCCAATGGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCAAACGCTCTGATTTTCCCAGT 182

5 PECCLCEELCEEREREEEE e CEE L e et
Sbjct 108  TCCAATGGTCAGGCAGCCAAATCCACCAMAGAAAGGATCAAACGCTCTGATTTTCCCAGT 167

Query 183 TTTGTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAA 242

5 ll|IIIIIIIlIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIII|IIIIlIIIlIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 168 TTTGTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAA 227

Query 243  GGTAAAGGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGAC 3@2

5 PEELCCEEERELE et b peCe e L e e ee el
Sbjct 228  GGTAAAGGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGAC 287

Query 383  TTTAGCAATGGCACTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTG 362

5 HIIIIIIIIlIIIIlIlIlIIIlIIIIIII COLLLCELELELELELEE L ELritn
Sbjct 288  TTTAGCAATGGCACTATTGCAATTGATCACTATAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTG 347

Query 363 ACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCA 422

5 llIIIIIIIIlIIIIlIIIlIIIlIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIII|I|III|
Sbjct 348  ATGAAGAAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCA 4€7

Query 423  GGAGGAAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGT TATAACGATCTCATT 482

5 llIII|IIIIlIIIIlIlIlIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIII ELEELETEELLL
Sbjct 408  GGAGGAAGACTGTGTCACGGTGTATCTAMAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATT 467

Query 483  GATGCTCTCTTGGCAGCTGACATAGAGCCATATATAACTATCTTTCACTGGGATATTCCC 542

5 PELCE CELELeeer et b e e e e et e et
Sbjct 468  GATGCACTCTTGGCAGCTGACATAGAGCCATATATAACTATCTTTCACTGGGATATTCCC 527

Query 543  CAATGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTTCCTACATGAAAGAGTTGTGCAGGATTTTATT 662

y PELLECERLCTE Er e e e e e e e ey Ceeriartnl
Sbjct 528  CAATGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTTCCTACATGAAAGAGTTGTGAAGGATTTTATT 587

Query 6083  GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTG 662

5 HIIIIIIIIlIIIIlIIIlIIIlIIIIIIIIIIIIIIIlIIIlIIIIIIIIIIIIIlII
Sbjct 588  GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTG 647

Query 663  AATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGT 722

5 PELCLCEELELEREL e e Le e e e EEeE LR CELeertn
Sbjct 648  AATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGCGCTTTTCCGCCCAATCGT — 7@7

Query 723  GGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGARACTAAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGA 782

5 PELLECCELEREr et e b ee ee e ey LEL LR ee ettt
Sbjct 708  GGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAMACTCAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGA 767

Query 783 AAAACTTCTAGCTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAAGTG 842
) lIIIlIIlIIlIIIIIIIllIlIllIIlIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIII||I|IIIIII
Sbjct 768 AAAACTTCTAGCTGCT TTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAA 827
Query 843 TTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGACATATACAGAACGAAATA 902
) lIIIIIIIIIlI|Il|||ll|l|ll||l| (1111 IlIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIlI
Sbjct 828 TTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGATATATACAGAACGAAATA 887
Query 983  AGTCA-GGAGGTAAGATAGGG AATGAGCCTCTTACTGAC 961
) 111 IIIIIIIIlIIIIIIlIIlIIIIIIIIIIIllIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIlI
Sbjct 888  AGTCAGGGAGGTAAGATAGGG TGAGCCTCTTACTGAC 947
Query 962 GATGCTGCTACTAGAGGAAATGA-TTTATGCTTGGATGGTTTGTG  1@20
) lIIIlIIIIIIIIllIIIIIIlIIlIIIIIIIIlIIIl [LLEEELELELTELLLELnn
Sbjct 948 GATGCTGCTACTAGAGGAAATGATTTTATGCTTGGATGGTTTGTG  1@07
Query 1021 TGGTAACTGGAGAGTA-CCAGAAAGTATGATT -AATATGTTGGCGATCGCCTT 1078
) lIIIlIIIIIlIIIlIIIIIIlI lIIIIIIIIIIIIlI FLLLELELELEETIEEttl
Sbjct 1ees CCAGTGGTAACTGGAGAG TTAMATATGTTGGCGATCGCCTT 1067
Query 1079 GAAGCTAGTGAA-G-AT-CTACGACTTTCTAGGCATA 1133
) IIIlIIIIllII lIIIllIlIIIIIlIIIIIII [ 1] IIIIIIIIIIIIIIIII]I
Sbjct 1068 GAAGCTAGTGAAAGGATCCTACGACTTTCTAGGCATA 1127

Query 1134 AACTACTAC-CGTCTACTTATA-CAGCGATGATCCA-CA--GC-GACA-CTGAATGGTAC 1186
) FELELEIEE DLEERRrenerr eeeepenneenet in 10 feel L I

Sbjct 1128 AACTACTACACGTCTACTTATACCAGCGATGATCCAACAAAGCCGACAACTGATAGTTAC 1187

Query 1187 GTTAC-GAT-CGCAC--TA-GACTTCA--TGAAC-CA-T-AGGTGCCTATTGG 1229

) PRCETEE Peeer e Ceeeeer L i f EELererertnd
Sbjct 1188 TTTACTGATTCGCACACTAAGACTTCACATGAACGCAATAAGGTGCCTATTGG 1240

Sekil A-2.2 S3 Plazmiti BLAST Analizi Sonucu (devam)
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EK-B

insertli Ekpresyon Vektériiniin Dizin Analizi

B-1 5’ AOX1 primeriyle Dizileme Sonucu

GGATTTTTTATATTTTACGATGCTTACGACACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGA
AACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTC
CAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACT

CAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTT
ATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAA
AAGAGAGGCTGAAGCTGCAGGAATTCATGGATATCCAAAGCAACGTCCTGACGATTACTAGC
GGATCCTCACCAACTGACACTTCCTCCAATGGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATC
AAACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTTGTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAG
GTGCATGGAACGAAGGAGGTAAAGGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCA
GGTGGTATTTCCGACTTTAGCAATGGCACTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACG
ATGTTGTCGTGATGAAGAAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAA
TCTTGCCAGGAGGAAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATC
TCATTGATGCTCTCTTGGCAGCTGACATAGAGCCATATATAACTATCTTTCACTGGGATATTCC
CCAATGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTTCCTACATGAAAGAGTTGTGCAGGATTTTATTGA
GTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTGAATGA
GCCATGGTCCTTTACTGTTCAAAGGATATGTGGCTGGTGCTCTTTCCGCCCAATCGTGGATGTA
CCTCCGAAAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTTCATAGAAGGGGGGAAGGAA
AAACTTCTAGCTGCTTTTCAAGTATGGACATTCCCGGCACGAACAATATGAAGGTGCACCACA
ATTTTATTCCTTTTGTCATGCACATGCTGGTGACATTATACGGACCTAAATATCAGTAAGTCAG
GAAGTAAGAATAGGGAATTACAACTTGCTTGATTTGGAATTGACCTCTCTTACTCGAA
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B-2 3’AOX1 Primeriyle Dizileme Sonucu

GGATAATTTGCAAGACCGGTCTTCTCGTAGTGCCCAACTTGAACTGAGGAACAGTCATGTCTA
AGGCTACAAACTCAATGATGATGATGATGATGGTCGACGGCGCTATTCAGATCCTCTTCTGAG
ATGAGTTTTTGTTCTAGAGGTGCTGCCTCTAAGCCTTTTACGACGATCTTCAGATTTTTCAGGTT
CATTCTTCAATGGAACTGCTGTAGGCTTGGTGAGGAAGTTCCTCCACCATACAGCTGAACGTTT
TGGCAACCTTGTGTAACGACCATTAGCGTAGTCTACATACATAACGCCAAATCTAACACTGAAT
CCAGCAGCCCATTCAAAATTGTCGAACAACGACCATATGAAGTAACCCTTCAAATTTACACCTT
GGTCCATCGCTAGCTTAAGGTAGTAGAGATGTTCTTGGTGATAGTGAATCCTTATATCATCCTT
GAGAGCTTCGGTACTAGTCTTGGACTTATCATTTACTTCATCCACTCCATTCTCTGTAATGTAAA
TAACCGGATCATTATATCTTTTCTTCATATCAACCATAACTCTGTAAATTCCCCATGGAACTATG
TATAACCAATCCGAACCAGCCTGTGCACCAATAGGCACCTTATTGCGTTCATGTGAAGTCTTAG
TGTGCGAATCAGTAAAGTAACTATCAGTTGTCGGCTTTGTTGGATCATCGCTGGTATAAGTAG
ACGTGTAGTAGTTTATGCCTAGAAAGTCGTAGGATCCTTTCACTAGCTTCTCCTCTTTTTCAGAA
AATTTAGGAAGGCGATCGCCAACATATTTAATCATACTTTCTGGGTACTCTCCAGTTACCACTG
GTTCCACAAACCATCCAAGCATAAAATCATTTCCTCTAGTAGCAGCATCTTTATCTTCTTGAGA
GTCAGTAAGAGGCTCATTCCAACTAATGCAATTTGTAATCCCTATCTTACCTCCCTGACTTTCCT
GATATTTCGTTCTGTATATGTCCACAGCATGTGCATGACAAAGGATTAAATTGTGTGCCACTTT
ATATGGGTTCCGTGCCGGGATTTCCATACTTGAAAGCAGCTAGAAGTTTTCCTCCACCTCTATG
AAGACGGGCATGCTTTTTAGTTTCTTCAGTATTCTTTCGGAGTTACCACCACGATGGGCGGAA
AGCACAGCCACATTTCCTTGACAGTAAGACATGCTCAGTCAGTATTCAATATTTCACCCGAATC
ACCAATTCCAAAAAGCCAAGCTCTCCA
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EK-C

C-1 pNPG Aktivite Olgiimii Sonucu 400 nm’deki Absorbanslar

... Std
Ornegin Adi | Absorbans (400 nm) Absorbans (400 nm) Ortalama Sapma
1. Reaksiyon 2. Reaksiyon

Su 0.053 0,059 | 0,051 0,047 0,051| 0,048 0,051 0.004
OleBgl

.. 0,221 0,221 | 0,225 0,25 0,252 | 0,249 0,236 0.015
Amonyumstuilfat
OleBgl
Amonyumsidlfat | 0,095| 0,097 | 0,092 0,097 0,101| 0,104 0,098 0.004
Kor
Bos Vektor
- 0,251 0,246| 0,244 0,241 0,248 | 0,245 0,246 0.003
Ustsivi
Bos Vektor
- .. 0,43| 0,476| 0,434 0,447 0,447 0,434 0,445 0.017
Ustsivi Kor
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C-2 DNS Olgiimii Sonucu 540 nm’deki Absorbanslar

Absorbans (540 Absorbans (540 nm)

Ornegin nm) : Std
Ad 1.Reaksiyon 2.Reaksiyon Ort Sapma

Kontrol | 0,134 | 0,135 | 0,127 | 0,127 | 0,13 | 0,128 | 0,1302 | 0,0035

OleBgl-8

. 0,269 | 0,26 | 0,259 | 0,27 | 0,276 | 0,276 | 0,2683 | 0.0074
Ustsivi

Ana

vektorlii
koloni | 0,245 | 0,254 | 0,238 | 0,226 | 0,204 | 0,239 | 0,2343 | 00175

Ustsivi
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