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FiBRINOLITIK LUMBROKH}IAZ ENZjMiNiN FILAMENTLI MANTAR
Aspergillus oryzae’de URETIMI VE SAFLASTIRILMASI

OZET

Solucan Lumbricus bimastus, viicut boslugunda ve sindirim sisteminde kesfedilen
lumbrokinaz adi verilen fibrinolitik bir enzime sahiptir. Lumbrokinaz ozellikle
Asya'da uzun yillardir bir¢ok hastaligin tedavisinde gida takviyesi olarak kullanilan,
klinik onay1 almis ve etkinligi kanitlanmis antitrombotik bir ajandir. Homolog iiretim
kaynagi lumbrokinaz P1239 i¢in L. bimastus’dur. Homolog olarak iiretimlerinin kisitl,
zor, zaman alict ve pahali olmasi sebebiyle arastirmacilar bu enzimin heterolog
calismalarina da yonelmistir. Lumbrokinazin homolog liretimi diisiik verimlidir ancak,
heterolog tretimi sayesinde dretilen proteinin verimi arttirilabilmektedir.
Lumbrokinazin suana kadar sadece bakteri Escherichia coli, maya Pichia pastoris,
keg¢i siitii, aygicegi ve tiitiin bitkisinde heterolog olarak tiretimi yapilmigtir. Ancak
literatiirdeki varolan ¢alismalar incelendiginde, filamentli bir mantar olan Aspergillus
oryzae’nin daha once lumbrokinazin heterolog iiretiminde hi¢ konak ekspresyon
sistemi olarak kullanilmadig: tespit edilmistir. A. oryzae, hem yiiksek miktarlarda
enzim iiretme yetenegine sahip oldugundan hem de GRAS (genel olarak giivenli kabul
edilen) statiisiinde oldugundan dolay1 homolog ve heterolog enzim iiretimi i¢in dnemli
bir endiistriyel kaynak olmustur. Dolayisiyla fibrinolitik ve trombolitik etkilere sahip
olan lumbrokinaz P1239, ilk defa bu ¢alismada A. oryzae’de basariyla iiretilmis ve
saflastirilmistir.  C-terminaline 6 tane histidin etiketlenmis ve TAKA-Amilaz
proteinine fiizyon olacak sekilde A. oryzae’ye kodon optimize edilen lumbrokinaz
P1239 enzimi, pUC19 plazmid vektoriine ligasyon yapilarak sentezlettirilmistir.
Sentezlenen vektor once E. coli TOP10 hiicrelerine soguk kalsiyum kloriir metodu ile
transforme edilmistir. Transforme koloniler Ampisilinli Luria Broth (LB) besiyerine
ekilmistir ve ekpresyon baslatilmistir. Ekspresyon sonrast midiprep izolasyonu
yapilmistir. EcoRI ve HindlIlIl restriksiyon enzimleri ile kesim ve jel ekstraksiyonu
sonrast DNA’nin A. oryzae’ye protoplast yontemi ile transformasyonu saglanmistir.
Daha sonra, CD agar plaklarina ekimi yapilarak koloniler secilmistir. Daha spesifik
koloniler ve protein salinimlari i¢in koloniler DPY besiyerinde inokiile edilmistir.
Daha sonra en iyi koloni segilerek biiyiim hacimli ekspresyon baslatilmistir. Uretilen
histidin etiketli rekombinant protein IMAC metodu (Immobilize Metal Afinite
Kromatografisi) ile saflastirilmistir. Saflastirilan proteinin varligi SDS-PAGE
(Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ve Western Blot yontemi ile
ispatlanmistir. Tampon degisim yontemi ile protein imidazolden arindirilmistir ve
proteinin konsantrasyonu Bradford yontemi ile 87 pg/mL olarak saptanmuistir.
Ardindan titanyumla hazirlanmis trombositten zengin fibrin (T-PRF) ve I6kositten
zengin fibrin (L-PRF) pihtilarina fibrinolitik lumbrokinaz enzimi eklenerek oda
sicakliginda 7 gilin boyunca inkiibe edilmistir. 150. saatte kontrol grubu hari¢ tim
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fibrin pihtilar1 tamamen ¢oziinmiistiir. Protrombin Testi (PT) ile enzimin pihtilagsma
stiresine etkisine bakilmistir ve kontrol grubuna kiyasla pihtilasma siiresi 5 saniye daha
gec gergeklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus oryzae, Bradford, IMAC, lumbrokinaz, protoplast
transformasyonu.
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PRODUCTION AND PURIFICATION IF FIBRINOLITIC LUMBOKINASE
ENZYME IN FILAMENTOUS FUNGUS Aspergillus oryzae

SUMMARY

The worm Lumbricus bimastus has a fibrinolytic enzyme called lumbrokinase that has
been discovered in its body cavity and digestive tract. Lumbrokinase is an
antithrombotic agent that has been used as a food supplement in the treatment of many
diseases for many years, especially in Asia, with clinical approval and proven
effectiveness. The homologous production source for lumbrokinase P1239 is L.
bimastus. Since homologous production is limited, difficult, time-consuming, and
expensive, researchers have turned to heterologous studies of this enzyme.
Homologous production of lumbrokinase is low-yield, but the efficiency of the protein
produced can be increased by heterologous production. So far, lumbrokinase has been
heterologously produced only in bacteria Escherichia coli, yeast Pichia pastoris, goat
milk, sunflower, and tobacco plants. However, when the existing studies in the
literature are examined, it has been determined that Aspergillus oryzae, a filamentous
fungus, has never been used as a host expression system in the heterologous production
of lumbrokinase. A. oryzae has been an important industrial resource for the production
of homologous and heterologous enzymes, both because it can produce large amounts
of enzymes and because it has GRAS (generally recognized as safe) status. Therefore,
lumbrokinase P1239, which has fibrinolytic and thrombolytic effects, was successfully
produced and purified in A. oryzae for the first time in this study. The lumbrokinase
P1239 enzyme, which was codon optimized to A. oryzae, was synthesized by ligating
into the pUC19 plasmid vector, with 6 histidines tagged to the C-terminus and fusion
to the TAKA-Amylase protein. The synthesized vector was first transformed into E.
coli TOP10 cells by the cold calcium chloryde method. Transformed colonies were
seeded on Luria Broth (LB) medium with Ampicillin and expression was initiated.
Midiprep isolation was performed after expression. After cutting and gel extraction
with EcoRI1 and Hindlll restriction enzymes, DNA was transformed into A. oryzae by
protoplast method. Then, colonies were selected by cultivation on CD agar plates. For
more specific colonies and protein releases, colonies were inoculated in DPY medium.
Then, the best colony was selected and expression was started with a large volume.
The produced histidine-labeled recombinant protein was purified by the IMAC method
(Immobilized Metal Affinity Chromatography). The presence of the purified protein
was proved by SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) and Western Blot method. The protein was purified from imidazole
by the buffer exchange method and the concentration of the protein was determined as
87 ug/mL by the Bradford method. Afterwards, fibrinolytic lumbrokinase enzyme was
added to the platelet-rich fibrin (T-PRF) and leukocyte-rich fibrin (L-PRF) clots
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prepared with titanium and incubated at room temperature for 7 days. At 150th hour,
all fibrin clots dissolved completely except the control group. The effect of the enzyme
on the clotting time was examined with the Prothrombin Test (PT), and the clotting
time was 5 seconds later compared to the control group. The presence of the purified
protein was proved by SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) and Western Blot method. The protein was purified from imidazole
by the buffer exchange method and the concentration of the protein was determined as
87 ug/mL by the Bradford method. Then, thrombocyte-rich fibrin (T-PRF) and
leukocyte-rich fibrin (L-PRF) clots prepared with titanium were incubated at room
temperature for 7 days with the addition of fibrinolytic lumbrokinase enzyme. At 150th
hour, all fibrin clots dissolved completely except the control group. The effect of the
enzyme on the clotting time was examined with the Prothrombin Test (PT), and the
clotting time was 5 seconds later compared to the control group.

Keywords: Aspergillus oryzae, Bradford, IMAC, lumbrokinase, protoplast
transformation.
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1. GIRIS

Dolagim sistemi ig¢inde bir pihtin gelismesi durumu tromboz olarak
adlandirilmaktadir. Tromboz, diinyada Onde gelen 6lim nedenlerinden biridir.
Diinyada her dort kisiden biri piht1 nedeniyle dlmektedir. Bu, giiniimiizde insanlarin
kars1 karsiya oldugu en ciddi saglik sorunlarindan birinin tromboz oldugunu acik¢a
ortaya koymaktadir. Ayrica, Diinya ¢capinda morbidite ve mortalitiye neden olan yeni
koronaviriis hastaligi (COVID-19) raporlarina gore akcigerlerde, dalakta, beyinde,
midede ve periferik damar sisteminde siklikla makro ve mikro seviyede trombotik
komplikasyonlar gozlemlenmistir (1-4).

Trombotik komplikasyonlarin 6nlenmesinde ve tedavisinde kompresyon uygulamasi,
anti-trombotik ilag¢ tedavisi ve ameliyat olmak iizere 3 temel tedavi yontemi
kullanilmaktadir. Ancak kompresyon ve cerrahi tedavi kesin ¢oziim olmamakla
birlikte, hastalarin giinliik yasamlarinda ¢ok fazla dikkat etmesi de gerekmektedir.
Ayrica, tedavi sekli ve uygulama yontemi de hastanin yasina, cinsiyetine, dnceki saglik
hikayesine ve immiin sistemine gore degisiklik gdstermektedir. Streptokinaz, doku
plazminojen aktivatdrii (t-PA), iirokinaz (u-PA), APSAC (Izole edilmemis
plazminojen SK aktivator kompleksi) ve pro-iirokinaz (scu-PA) olmak iizere en ¢ok
kullanilan 5 adet anti-trombotik ajan bulunmaktadir. Ancak APSAC ve pro-iirokinazin
preparatlar1 Tiirkiye’de bulunmamaktadir. Bu trombolitik ajanlar pahalidir ve ¢ok
fazla yan etkisi bulunmaktadir (5). Bundan dolayi, giiglii ve etkili bir anti-trombotik
ilag kesfetmek arastirmacilar i¢in 6nemli bir 6ncelik haline gelmistir.

Asya’da uzun yillardir fibrinolitik enzim takviyeleri kullanilmaktadir. Ozellikle
geleneksel Cin tibbinda uzun yillardir ates disliriici ve idrar soktiiriicii olarak
kullanilan solucanlarin fibrinolitik ve trombolitik etkileri bilim insanlar1 tarafindan
kesfedilmistir. Sonraki arastirmalar, solucanlarin viicut boslugunda ve sindirim
sisteminde kesfedilen lumbrokinazlarin bir fibrinolitik enzim sinifi oldugunu ortaya
cikarmigtir (6-8). Uzun zamandir lumbrokinazin gida takviyesi olarak fibrinolitik ve
trombolitik etkilerinden yararlanilmaktadir. Solucanlardan ekstrakte edilen veya
rekombinant DNA yontemleri kullanilarak iiretilen lumbrokinazlar tizerinde c¢ok

sayida ¢alisma yiiriitiilmektedir. Lumbrokinazin kan pihtilasmasinin 6nlenmesi ve kan



dolagiminin 1iyilestirilmesinde etkili oldugu kanitlanmistir. Bu sebeple tiiketiciler
tarafindan bu {irline talep artmistir. Artan talebin karsilanmasi amaciyla,
lumbrokinazin yiiksek verimde, yeterli saflikta ve diisiik maliyetle iiretimi i¢in yeni
ekspresyon sistemleri gelistirilmektedir. Homolog olarak iiretiminin kisitli, zaman
alict ve pahali olmasi sebebiyle aragtirmacilar bu proteinin heterolog iiretimi
caligmalarina yonelmistir. Bugiine kadar lumbrokinaz heterolog olarak bakteri
Escherichia coli (9-14), maya Pichia pastoris (15-20), kegi siitii (21) ve aygigegi ve
tiutiin  bitkisi gibi bitki ekspresyon sistemlerinde (22, 23) basarili bir sekilde
tiretilmistir. Her ne kadar E. coli ekspresyon sisteminin kullanim kolayligi, hizli
bliylimesi, diisiik maliyeti ve yiikksek verimde iiretimi gibi avantajlar1 olsa da
posttranslasyonel modifikasyonlari gergeklestiremedigi i¢in, lumbrokinazlar E.coli’de
inkliizyon cisimcigi olarak iiretilirler (9-14). Lumbrokinazlar, dkaryot ekspresyon
sistemi olan P. pastoris 'te basarili bir sekilde iiretilmislerdir. Ancak P.pastoris’te gen
ekspresyonunun aktivasyonu igin metanol kullanilmasi giivenlik endisesi teskil
etmektedir (15-20).

Literatiirdeki varolan ¢aligsmalar incelendiginde, lumbrokinazin daha 6nce Aspergillus
cinsi kif mantarlarinda retilmedigi tespit edilmistir. Aspergillus tiirleri gelisen
teknoloji ile birlikte yiiksek diizeyde salgilanan enzimler, birincil ve ikincil
metabolitler iiretirler, bundan dolay1 en 6nemli ticari Gneme sahip mantar tiirtidiir (24-
26).

Aspergillus, Trichocomaceae ailesinin bir iiyesidir ve diger mantar tiirlerinin aksine
filamentli-ipliksi yapili mantarlardir (24). Aspergillus mantarlar1 yaklagik 200 mantar
tirine sahip bir cinstir. En yaygm tirleri; Aspergillus nidulans, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus oryzae ve Aspergillus niger’dir. Bazi Aspergillus tiirleri insan
ve hayvanlarda ciddi hastaliklara yol acarken, bazilar1 da bitkilerde hastalik
yapmaktadir. Ancak filamentli bir mantar olan A. oryzae, FDA (Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi) ve WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan GRAS (genel olarak giivenli
kabul edilen) statiisiinde yer almaktadir. Ayrica A. oryzae, glikolizasyon ve katlanma
gibi posttranslasyonel modifikasyonlar1 gergeklestirebilme, amilolitik ve proteolitik
enzimler gibi biiyiik miktarlarda hidrolitik enzim iiretme yetenegine de sahiptir. Bu
ozellikler sayesinde, homolog ve heterolog enzim iiretimi i¢in 6nemli bir kaynak
olusturmaktadir. A. oryzae’nin, gii¢lii protein salgilama yetenegi, hizl biiylime, kolay
kiiltiire ve optimize edilebilme 6zelligi, en 6nemli avantajlarindandir. Bu avantajlari

sayesinde de kisa siirede, giivenli ve yiiksek verimde, az maliyetle protein {iretimi
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saglanabilmektedir (27, 28). Bu ¢aligmada fibrinolitik ve trombolitik 6zelliklere sahip
olan lumbrokinaz PI1239, filamentli bir mantar tiirii olan A. oryzae’de iretilmis ve

saflastirilmistir.

1.1 Tezin Amaci

Lumbrokinaz fibrinolitik ve trombolitik etkiye sahip oldugundan dolayr bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Homolog olarak iiretiminin kisitli, zaman alici
ve pahal1 olmasi sebebiyle arastirmacilar bu proteinin heterolog liretimi ¢alismalarina
yonelmistir. Fakat farkli ekspresyon sistemlerinde iiretilme g¢alismalarma ragmen
yeterli ve istenilen verimde iretimleri saglanamamistir. A.oryzae, amilolitik ve
proteolitik enzimler gibi biiyilkk miktarlarda hidrolitik enzim iiretme yetenegine
sahiptir. Bu ozellik sayesinde A. oryzae, homolog ve heterolog enzim iiretimi i¢in
onemli bir kaynak olusturmaktadir. A. oryzae’nin giicli protein salgilama, hizl
biiylime, kolay kiiltiire ve optimize edilebilme 6zelliklerinden dolayr bu ¢aligmada
ekspresyon sistemi olarak secilmistir.

Bu ¢alismada fibrinolitik enzim lumbrokinazin A. oryzae’de hiicre dis1 iiretilmesi ve
saflastirllmas1 ~ hedeflenmistir. ~ Uretilen  rekombinant  proteinin  terapdtik
Ozelliklerinden faydalanilarak, A. oryzae’nin rekombinant protein {retimi
calismalarindaki kullaniminin arttirilmasini saglamak ve aragtirmacilarin in vivo ve in
vitro galigmalara yonelimini artirmak uzun vadeli hedeflerimizdendir. Ayn1 zamanda,
piyasadaki {iriin talebinin karsilanmasi ve rekombinant protein iiretim maliyetinin
diisiiriilmesi de hedeflenmektedir. Bdoylelikle Aspergillus tiirlerinin, en verimli
rekombinant protein iiretim sistemi yarisina dahil olabilecegini diigiiniilmektedir.
Sadece rekombinant proteinler i¢in degil, ayn1 zamanda biyoaktif bilesikler, organik
asitler, peptitler ve enzimler i¢in de biiyiik Olgekli bir iiretim platformu olma
potansiyeli, Aspergillus tiirlerinin ¢esitli pazarlar ve endiistriler igin siirdiiriilebilir

¢cOzlimler saglayacagini gostermektedir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Hemostaz ve Tromboz

Bir¢ok gelismis iilkede, kalp hastalig1 basta gelen ana 6liim nedenlerinden biridir ve
trombotik olaylar, malign neoplazmalara bagl tiim Gliimlerin yaklasik %350'sinden
sorumludur. Her y1l insanlar1 ciddi olarak etkileyen ve 6liimiine sebep olan tromboz,
kan damarlarinda kismi veya tamamen piht1 olusturarak kan akisini etkileyen ciddi bir
hastaliktir ve cesitli travma, travmatik olmayan hasarlar veya damar i¢i bir hasar
sonrasi intravaskiiler hemostazdan kaynaklanir (29, 30). Yasam boyunca, siirekli
olarak vaskiiler sistem hasari ve kanin disari ¢ikmasi riski vardir. Kanin akigini
saglayan ve vaskiiler sistem hasarindan sonra kanamanin durdurabilmesi igin
gerceklesen normal pihtilagma siirecine hemostaz denmektedir. Ancak, pihtilasma
slirecinin patolojik olarak sikintiya girmesi tromboz olarak adlandirilmaktadir (30, 31).
Patolojik durumlar hemostazi engelleyerek arterlerde veya venlerde kontrolsiiz pihti
olusumuna ve vaskiiler tikanikliga neden olabilir. Arteriyel trombozda atardamarlarda
piht1 olusurken, vendz trombozda toplardamarlarda piht1 olusur. Venoz ve arteriyel
trombiis yapisal olarak farklilik gosterir. Arteriyel trombozda trombiis igerigi
trombositler iken, vendz trombozda trombiis icerigi fibrinlerdir. Vaskiiler hemostaz ve
trombozun Onemli aracilar1 arasinda trombositler, endotel hiicreler ve dolasimdaki
pihtilagsma faktorleri bulunur. Trombositten zengin arteriyel trombiisler, par¢calanmig
aterosklerotik plaklar veya zarar gormiis endoteller ile ¢evrili veya bitigiktir ve yiiksek
kesme akist kosullar1 sirasinda gelisirler (Sekil 1-A). Fibrin ve eritrositler agisindan
zengin olan vendz trombiisler ise saglam bir endotel duvari c¢evresinde
olusabilmektedir ve diisiik kesme akisi kosullar1 olan yerlerde gelisirler (Sekil 1-B)
(30, 31).
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Sekil 1: (A) Arteriyel tromboz, (B). Vendz tromboz (30).

Arteriyel tromboz tipik olarak klinikte miyokard enfarktiisti, iskemik inme ve
ekstremite iskemisi, kangren ve amputasyon riskini artiran periferik arter hastalig
seklinde kendini gosterir (30). Venoz tromboz ise ¢ogunlukla bacaklardaki ve
kollardaki derin damarlarda vendz trombiislerin ortaya ¢ikmasi ile kendini gosterir ve
bu duruma derin ven trombozu adi verilir. Bu pihtilar koparak pulmoner arterlere
hareket ederek akcigerlere yerlesebilir. Bu duruma da pulmoner emboli denmektedir.
Vendz tromboembolizm, hem derin ven trombozunu hem de pulmoner emboliyi
tanimlamak icin kullanilan bir terimdir. Son yillarda, bilim insanlart Virchow'un
tigliistinii yoneten hiicresel ve molekiiler siiregleri belirleme ve karakterize etmede
onemli ilerleme kaydetmislerdir Ilk olarak 19. yiizyilda Virchow'un onerdigi
“Virchow triadi1”, hemostatik dengeyi korumak i¢in 3 temel kuraldan olusmaktadir: 1-
Endotel hasari, 2- Kan akiminda yavaslama (Staz), 3- Hiperkoagiilabilite. Staz ve
hiperkoagiilabilite kombinasyonunun vendz tromboembolizm gelisiminde endotel
hasarindan ¢ok daha O©nemli oldugu yaygin olarak bilinmektedir. Vendz
tromboembolizm, “Virchow triadi”nin bilesenlerinden biri veya daha fazlasinin
gerceklesmesiyle meydana gelmektedir (32, 33). Genetik faktorler, endojen
antikoagiilan eksiklikleri ve genetik olmayan degiskenler vendz tromboembolizm ve
diger trombotik hastaliklar i¢in birer risk faktoriidiir ve trombotik hastaliklarin teshisi

ve tedavisinde ciddi derecede Onemi vardir.



2.2 Trombotik bozukluklar

Hemostaz veya kanin dogal olarak pihtilasma mekanizmasi, trombotik bozukluklar
olarak bilinen hastaliklar tarafindan bozulur. Hemostaz diizgiin ¢alistiginda, bir kan
damar1 hasar gordiigiinde kan pihtilar1 veya trombiisler olusur, ancak saglikli damarlari
tikayan pihtilarla sonuglanmaz. Hem pihti olusturmadaki basarisizlik hem de
anormalliklerden kaynaklanabilecek asir1 pihti iiretimi viicuda ciddi sekilde zarar
verebilir ve 6liimciil olabilir. Kalitsal bir hastalik veya edinilmis bir durum trombotik
sorunlara neden olabilir. Uzun siire hareketsizlik veya belirli hastaliklar hiper
pihtilagmaya neden olabilir. Obez olan, sigara i¢en, hamile olan, dogum kontrol hap1
kullanan veya hormon replasman tedavisi alan kisilerde olagandisi pihtilagsma olasilig
daha yiiksektir. Kalitsal trombofililer olarak bilinen bir dizi genetik hastalik, insanlar
trombotik olaylara yatkin hale getirir. Arteriyel trombozdan ziyade, venoz
tromboembolizm daha yaygin olarak kalitsal trombotik hastaliklarla baglantilidir.
Trombozlu hastalarda siklikla tanimlanmis bir veya daha fazla genetik risk faktori

ve/veya gevresel risk faktorii vardir (34, 35).

2.2.1 Tromboz Risk Faktorleri
2.2.1.1 Kalitsal risk faktorleri

Sistatyonin beta sentetaz, metiyonin sentetaz ve metilentetrahidrofolat rediiktaz
enzimlerinin kalitsal defektlerine bagl Hiperhomosisteinemi, Aktif protein C direnci
(Faktér V Leiden), Protrombin G20210A mutasyonu, Protein C, Protein S ve
Antitrombin-II1  eksiklikleri ve Antifosfolipid Antikor Sendromu Kalitsal
trombofililerin baslica sebeplerindendir. Heparin kofaktor II eksikligi, plazminojen
eksikligi, disfibrinojenemiler, faktor XII eksikligi, faktor VIII koagiilan aktivitesinde
artiy ve dogustan vendz anomaliler de diger kalitsal trombofili nedenleri olarak
siralanabilir. Kalitsal trombofilide en sik goriilen neden otozomal resesif gecisli Faktor
V Leiden’dir. Vendz trombozda kalitsal trombofilik defektlerin prevalansi tablo 1’de
gosterilmistir (Tablo 1) (35). Bu mutasyonun popiilasyondaki tahmini prevalansi,
Avrupa ve Amerika'da %2-7 arasinda degismektedir ve kalitsal trombofili ve tromboz
vakalarinin %20-50'sinin nedeni oldugu diisliniilmektedir. Veriler, bu mutasyon igin
%7,1'lik bir insidans oran1 gostermektedir. Bu mutasyon Afrika ve Asya'da nadir

goriilmektedir. Heterozigotlar arasinda, Aktif protein C direnci olduk¢a otozomal



resesiftir. Homozigot durum Oliimciil olmasa da, homozigotlarda heterozigotlara
kiyasla 6nemli 6l¢ilide artmis tromboz riski yoktur. Heterozigotlarin 5-10 kat daha fazla
tromboz riskine sahip oldugu tahmin edilirken, homozigotlarin 50-100 kat daha fazla

riske sahip oldugu diistiniilmektedir (36-39).

Tablo 1: Venoz trombozda en ¢ok goriilen kalitsal trombofilik defektler ve

prevalanslari (35).

Kalitsal Trombofilik Defektler Goriilme Sikhg1
Aktif protein C direnci (Faktdr V Leiden) % 12-40
Hiperhomosisteinemi % 10-20
Protrombin G20210A gen mutasyonu % 6-18
Protein C, Protein S ve Antitrombin-111 eksiklikleri % 5-15
Antifosfolipid Antikor Sendromu % 5-10

AKtif protein C direnci (Faktor V Leiden)

Trombofilinin en sik goriilen kalitsal nedenidir. Aktif protein C'nin antikoagiilan
etkisine kars1 otozomal resesif gegisli Faktor V Leiden mutasyonu olusur. Faktor V
Leiden mutasyonu F5 geninin 1691.niikleotidinde meydana gelmektedir. Plazmada
faktor V, trombin tarafindan FVa'ya doniistiiriilen inaktif bir kofaktor olarak bulunur.
Protrombin, faktér Va'da trombin iiretiminde bir kofaktor olarak islev goriir. Protein
C, once faktor Va'y1 506 konumunda, ardindan arginin'den 306 ve 679 konumlarinda
devre dis1 birakir. FV geni ve 506 pozisyonundaki arginin yerine glutamin ikame
edilmistir. Bu, protein C'nin aktif boliinme gruplar1 FVa'ya atfedilir. S6z konusu gen

tirtinii, FV Leiden olarak bilinir (39, 40).

Hiperhomosisteinemi

Dogustan metabolik bir hastalik olan otozomal resesif ge¢isli hiperhomosisteinemi,
hem arteriyel hem hem de venoz olarak indiiklenen tek kalitsal trombofili nedenidir.
Hiperhomosisteineminin sebeplerini anlamak i¢in yapilan molekiiler ¢alismalarda
sistatiyonin-beta sentaz, metiyonin sentetaz ve metilen tetrahidrofolat rediiktaz

enzimlerini kodlayan genlerde mutasyonlar kesfedilmistir (41).



Protrombin G20210A gen mutasyonu

Faktor V Leiden mutasyonundan sonra ikinci siklikta gériilen mutasyon gesididir. Bu
mutasyon otozomal dominant gegislidir, Asya ve Amerikada nadir goriilmektedir.
Karacigerde meydana gelen protrombin iiretimi i¢in K vitamini gereklidir. Dolagimda,
yarilanma Omrii bes giine yakindir. 13 intron ve 14 ekzona sahip olan 21 kb
uzunlugundaki insan protrombin geni, 11. kromozomun kisa kolunda yer alir.
20210.ntikleotiddeki guaninin adenin ile yer degistirmesi sonucu protrombin geninin
promotor bdlgesinde bir mutasyon meydana gelir. Bu mutasyon protrombin G20210A

gen mutasyonu olarak bilinir (40, 41).

Protein C eksikligi

Karacigerin protein C iiretmesi i¢in K vitamini gereklidir. 2.kromozomun uzun
kolunda protein C tireten bir gen bulunmaktadir. Yalnizca trombin, protein C'yi aktif
olmayan durumundan aktif durumuna geg¢irebilir ve endotelyal trombomoduline
baglanmasi bu siirecin daha sorunsuz ilerlemesine yardimei olur. FVa ve FVIlla'nin
inaktivasyonu, aktif protein C (aPC) tarafindan saglanir. Baska bir K vitamini
tarafindan iiretilen protein S, aktif protein C'nin inhibe edici etkisini biiylik bir farkla
artirir. Saglikli olan genel popiilasyonda 1/200-1/500 siklikta, heterozigot protein C
eksikligi otozomal baskinlikla kalitilir. Hem immiinolojik hem de fonksiyonel
teknikler, iki farkli heterozigot protein C eksikligini tanimlamak i¢in kullanilmistir.
Tip 1, protein C eksikliginin en yaygin tiiriidiir. Hastalarin kan protein C igerigi,
immiinolojik ve fonksiyonel yaklagimlarla belirlendigi lizere normalin yarisidir. Bu tiir
protein C eksikliginin yarisindan fazlasi, genetik okuma sirasinda missense (yanlis
anlamli) veya nonsense (anlamsiz) mutasyondan kaynaklanirken, diger durumlar,
promotor bolgesindeki mutasyonlar, inframe (¢ergeve i¢i) delesyonlari, frameshift
(cer¢eve kaymasi) delesyonlar1 veya insersiyonlari tarafindan saglanir. Tip 2, bu tiir
eksikliklerde kan protein C diizeyi normal olsa da, protein C fonksiyonel olarak aktif
degildir (41).



Antitrombin-III eksikligi

Bulunan ilk kalitsal trombofili antitrombin-11l eksikligidir. Antitrombin-1I11 bir
glikoprotein oldugundan, iiretimi i¢in K vitamini gerekli degildir. Trombin ve diger
serin proteazlar [Faktor FIXa ve FXa vb.] antitrombin-III tarafindan inhibe edilir.
Heparin, antitrombin-III'in inhibe edici etkisini arttirir. Antitrombin-III {ireten gen, 6
intron ve 7 ekzon igerir ve 1.kromozomun uzun kolunda bulunur. 464 amino asitten
olusan antitrombin-11l karacigerde Oncii protein olarak iiretilir ve daha sonra 6ncii
proteine bagli olan sinyal peptid ¢ikarilarak 432 amino asitlik bir yapiya doniistiirtiliir
ve kan dolagimina salinir. Antitrombin-III geni, bilinen 127 farkli mutasyon tipine
sahiptir. AT-III eksikligi iki sekilde olusmaktadir; Tip 1: AT-111 sentezinde bir azalma
ile ortaya ¢ikar. Bu durum heterozigotlarda yaklasik %50 oraninda azalir. Tip 2: AT-
Il plazma konsantrasyonu normaldir ancak etkin degildir. Bu, agik bir protein
eksikliginden kaynaklanir (40, 41).

Antifosfolipid Antikor Sendromu

Antifosfolipid sendromu (AFS), diger klinik belirtilerin yan1 sira serum antifosfolipid
antikorlarinin uzun siireli kaliciligi, tekrarlayan fetal kayiplar, trombositopeni ve
vendz/arteriyel tromboz ile kanitlanan hiper pihtilasma ile karakterizedir. Primer ve
sekonder antifosfolipid sendromunun her ikisi de ayni klinik tabloyla sonuglanan iki
farkli tipe sahiptir. Primer AFS'de yatan hasta oykiisiine dair herhangi bir belirti veya
ek bir komorbid durum yoktur. Ancak ikincil AFS, sistemik lupus eritematozus basta

olmak iizere ¢esitli otoimmiin bozukluklardan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir (41, 42).

2.2.1.2 Kalitsal olmayan (edinsel, akkiz) risk faktorleri

Cevresel birgok nedene bagli olarak trombofili gelisebilmektedir. Kalitsal olmayan

trombofilik risk faktorleri tablo 2’de detayl olarak gosterilmistir (Tablo 2).



Tablo 2: Kalitsal olmayan trombofilik risk faktorleri.

Yas Sigara kullanimi1

Cinsiyet Hormon replasman tedavisi
Obezite Cerrahi ameliyatlar
Hareketsizlik Kanser

Gebelik Otoimmiin hastaliklar

Dogum kontrol ilaglar1 = Travmatik kazalar

2.3 Trombotik Hastaliklar
2.3.1 Ateroskleroz

Arterlerin tipik sekli diiz, i¢i bos ve esnektir ve bu yap1 sayesinde rahat kan akisi saglar.
Atardamarlarin baslangicinda orada biriken yaglar cizgiler olusturarak biriken yag
damarin normal yapisini degistir ve yabanci maddelerden olusan plaklara karsi dogal
bir savunma sistemi olusturarak damarin kendi hiicrelerinin biiylimesini tesvik eden
kimyasallar salgilar. Kan dolasirken, kan hiicreleri atardamarin ig¢ine yapisir ve yag
birikintileri ile birlikte toplanir. Aterosklerotik plak bu soruna verilen isimdir. Zamanla
ortaya ¢ikan bu plaklar genisler ve yayilir, bdylece damar daha az esnek hale gelir.
Plakalarin dis1 sert, i¢i yumusaktir. Kanin pihtilagsmasindan sorumlu olan trombositler,
sertlesmis plak yiizeyleri kirildiginda plaga yapisir ve bu da arterin daha fazla
daralmasina neden olur. Beslenme icin bu kanala bagimli olan organlarda damar
tikaniklig1 ve bunun sonucunda dejenerasyon meydana gelir. Darligin i¢ yiizeyinde
pihtt olustuktan sonra kan akisi tamamen durmustur. Aterosklerotik plagin yirtilmasi
arteriyel trombozun baglica sebebidir. Plak bozulmasi, plagin lipidden zengin,
trombojenik merkezini koruyan ve dolasimdaki kanla temasin1 engelleyen fibroz
kapagin yirtilmasi veya ¢atlamasi, tromboz riskini 6nemli 6lgiide artirir. Ateroskleroz
zaman gectikce damarlarda daha fazla ilerleyerek miyokard enfarktiisiine (kalp krizi)

sebep olabilmektedir (Sekil 2 ve 3) (43, 44).
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Miyokardiyal
enfarktis

Ateroskleroz ilerlemesi

e oo

ilk lezyon Yagl Orta Aterom Lifli plak Komplike
damar lezyon lezyon/yirtilma
Normal histoloji, Hiicre igi lipid Hiicre ici ve hiicre Hiicre dist lipid Fibrotik/kiregli Plak riiptird,
makrofaj birikimi dist lipid birikimi cekirdek gelisimi katmanlar tromboz ve kan
infiltrasyonu akiginin tikanmasi

Sekil 2: Ateroskleroz olusumu ve ilerlemesi (BioRender kullanilarak hazirlanmistir).

Ateroskleroz Miyokard enfarktiisii

Sekil 3: Ateroskleroz ve miyokard enfarktiisii (BioRender kullanilarak

hazirlanmistir).
2.3.2 Iskemik Inme

Iskemik inme, viicudun herhangi bir bolgesinde bir kan pihtisi olustugunda ve beyne
gidip bir kan arterini durdurdugunda meydana gelen bir inme tiiriidiir (Sekil 4) (45).
Damarlarda biriken kan pihtilasmast veya yag dokusu nedeniyle de olabilir.
Semptomlarin erken teshisi ve miidahalesi iskemik inmeyi iyilestirebilir. Tedavisi 2
adimdan olusmaktadir: Ilk adim olarak, beynin diizenli kan akis1 yeniden saglanir.
Beyin damarimi tikayan pihtiyr eritmek i¢in kan sulandirici ilaglar kullanilir veya pihti
ameliyatla alinir. Beslenmeyen beyin dokusu, kan akisi diizelene kadar bozulmaya
devam eder. Eger hastanin durumu stabilize olursa tedavinin ikinci adimi baslar.
Hastanin beyin hasarinin derecesi, felg olup olmayacagini belirleyecektir. Felcli bir

hasta, kaybettigi yeteneklerinin bir kismin1 tamamen veya kismen geri kazanabilir,
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ancak bazilarini sonsuza kadar kaybedebilir. Hastalarin iyilegsme kapasitesi; hastanin
iyilesme sansi, yasi, inmenin siddeti, etkiledigi alan ve etiyolojisi gibi bir dizi
degiskene baglidir (45).

iskemik inme

Sekil 4: Beyinde iskemik inme olusumu (BioRender kullanilarak hazirlanmistir).
2.3.3 Pulmoner Emboli

Viicutta herhangi bir damardaki olusmus pihtinin kan dolasimina karisarak dokulara
veya organlara yerlesmesiyle damar tikanikligina sebep olma durumuna emboli denir,
eger emboli akcigere ait pulmoner damarlarda olusuyorsa buna pulmoner emboli ad1
verilmektedir (Sekil 5) (46). Derin ven trombozu meydana geldiginde, damarlarin
icinde, genellikle alt ekstremitelerde bir piht1 olusur. Pulmoner emboli genellikle bu
pihtidan bir par¢anin ayrilip pulmoner dolasima girmesiyle ortaya ¢ikar. Nadirde olsa
hava, yag ve tiimor hiicreleri gibi diger maddelerin embolizasyonu sonucu da
pulmoner emboli gelisebilir. Pulmoner emboli ve derin ven trombozunun birlesmis
spektrumuna vendz tromboembolizm denir (47). Pulmoner emboli ¢ok ciddi acil
tedavi edilmesi gereken bir hastaliktir ¢linkii pulmoner sistemde veya diger organlarda

ciddi hasarlar olusturabilmektedir ve 6liime sebep olabilmektedir.

Akciger embolisi

s

Sekil 5: Pulmoner emboli (BioRender kullanilarak hazirlanmistir).
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2.3.4 Derin Ven Trombozu

Derin yerlesimli toplardamarlarda bir pihtinin olusmasi derin ven trombozu olarak
bilinir. Derin ven tromboz uen ¢ok bacaklarda goriilmektedir (Sekil 6). Derin ven
trombozu pulmoner emboliye yol agmanin yani sira bacaklarda kronik vendz
yetmezlik veya post-trombotik sendrom olarak bilinen sonuglara da neden olabilir.
Derin ven trombozu kan pihtilasmasi, siirekli bacak sismesi, yiiksek tansiyon, cilt

pigmentasyonu ve bacaklardaki venoz staz tlserleri ile karakterizedir (47, 48).

Sekil 6: Derin ven trombozu (BioRender kullanilarak hazirlanmastir).
2.4 Trombotik hastaliklarin tedavisi

Tromboz tedavisindeki temel amag, pthtinin endotelden ayrilmasina ve emboli sonucu
kan dolasimi yoluyla uzuvlara ve organlara ulagsmasina engel olmaktir. Ciinkii bir
pihtinin atar damar1 tikamasi sonucu ciddi derecede onarilamaz hayati tehlikeler
olusturabilir. Buna post-trombotik sendrom adi verilmektedir (49). Ciddi
komplikasyonlar1 6nlemek i¢in herhangi bir tromboz semptomu yasanirsa derhal tibbi
yardim almak zorunludur. Zamaninda ve etkili bir tedavi plani, durumla iliskili agr1 ve
rahatsizligin hafifletilmesine de yardimci olabilir. Bu nedenle, trombozun dogru
teshisi ve tedavisi i¢in bir saglik uzmanina danisilmalidir.

Trombozun tedavisinde kullanilan yontemler kompresyon tedavi, ilag tedavi
(antikoagiilanlar, antitrombositik ve fibrinolitik ajanlar) ve cerrahi yontemler olmak
tizere 3’e ayrilir. Pthtinin gerceklestigi alana gore uygulanacak tedavi yontemi de
degismektedir.

Kompresyon ile tedavide sinif II tromboz goraplari kullanilmaktadir. Bu tedavi, damar

icinde kan akisinin daha siddetli bir sekilde daralmasina ve etkilenen uzuvlardaki
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sisligin siddetlenmesine yol agabilecek ek tikanikliklarin olugsmasina karsi 6nleyici bir
Oonlem olarak hizmet eder. Bu adimi atarak, durumun ilerlemesi durdurulur ve daha
fazla komplikasyon onlenir (49). Ancak bu tedavi sekli kesin ¢oziim degildir.

Ilag tedavisinin 6ncelikli nihai hedefi, pihtilarin ilerlemesini engelleyerek kan dolasimi
yolu ile organlara girislerini engellemektir. Dolayisiyla, kan pihtis1 kii¢iilmekte veya
tamamen coziilebilmektedir. Ayrica pihtilasmay1 6nleyen heparin gibi antikoagiilan
ilaglarin verilmesi de tromboz olusumunu onlemede 6nemli rol oynamaktadir (49).
Trombotik hastaliklarin tedavisi i¢in geleneksel olarak iirokinaz (uPA), streptokinaz
ve doku plazminojen aktivatorii (t-PA) gibi ticari trombolitik ajanlari kullanilmaktadir.
Bir bakteri {iriinii olan streptokinaz, hizli bir sekilde antikor yanit1 olusturur. Ayrica,
streptokinazin tekrarlayan uygulamalarinda anafilaksiye kadar sebep olabilen alerjik
reaksiyonlar meydana gelebilir. Streptokinaz iceren anistreplaz, bakteriyel
streptokinaz ve insan plazminojeni karisimindan olugsmaktadir. Streptokinaza alerjik
olan kisilerde iirokinaz kullanilmaktadir. ilk olarak insan idrarindan izole edilen
iirokinaz, esasen bobreklerin sentezledigi bir enzimdir ve insan embriyonik bobrek
hiicre kiiltiirlerinden elde edilmektedir. t-PA ise endotel hiicrelerinin sentezledigi ve
insan melanoma hiicre kiiltiirlerinden elde edilen bir proteazdir. uPA, t-PA ve
bunlardan gelistirilmis analoglar kisa etkiye sahipken; streptokinaz ve anistreplaz ise
uzun etkiye sahip trombolitik ajanlardir. Ayrica, bu trombolitik ajanlar pahalidir ve
damar i¢i enjeksiyondan sonra yarilanma omiirleri kisalmaktadir (50, 51). EK olarak,
bu trombolitik ajanlar fibrine spesifik degildir, boylece alerji, kontrol edilemeyen
fibrinoliz hizlanmasi, siddetli kanama, beyin kanamasina bagli olarak felg, diisiik kan
basinci, santral ve derin ven trombozu, akut miyokard infarktiisii ve multipl pulmoner
emboli gibi tehlikeli durumlara sebep olabilmektedirler (52-54). Dolayisiyla bu
dezavantajlardan dolay1, uzun yillardir artan kalp ve damar hastaliklar1 ve koronavirtis
hastaligi (COVID-19) sonras1 meydana gelen trombotik bozukluklarin tedavisi igin
bilim insanlar1 gii¢lii, etkili ve glivenilir anti-trombotik ajanlarin arayisi icerisindedir.
Ayrica, bu anti-trombotik ajanlarin endiistriyel olarak {iretilmesi tedavideki
maliyetlerin azaltilmasina da ciddi derecede yarar saglayacaktir.

Kan pihtilarin1 ¢6zmek i¢in hastaya anti-trombotik ilag verilmesi, kanama riski yiiksek
olan hastalarda her zaman tercih edilen bir tedavi yontemi degildir. Bu durumda
viicuttan kan pihtisin1 ¢ikarmak igin tercih edilen iki cerrahi yontem vardir: kateter
yontemi ve agik ameliyat yontemi. Kateter yontemi, etkilenen kan damarina ince bir

tiip yerlestirmeyi ve pihtiy1 parcalamak ve ¢ikarmak i¢in 6zel aletler kullanmayi igerir
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(49). Bu minimal invaziv teknik, daha az risk tagimasi ve daha hizli iyilesme siiresi
saglamasi nedeniyle siklikla tercih edilir. Buna karsilik agik ameliyat, daha biiyiik bir
kesi yapmay1 ve etkilenen bolgeden pihtiy1 fiziksel olarak c¢ikarmayi igerir. Bu
yaklasim pihtinin ¢ikarilmasinda etkili olmakla birlikte daha yiliksek komplikasyon
riski tasir ve daha uzun bir iyilesme siireci gerektirir. Sonug olarak, secilen yontem
hastanin bireysel tibbi ge¢misine, pthtinin ciddiyetine ve tibbi ekibin uzmanligina

bagli olacaktir.

2.5 Lumbrokinaz

Lumbrokinazlar, 25 ila 32 kDa molekiiler agirlig1 arasinda degisen boyutlara sahip bir
proteaz tiriidiir. Bu enzimler viicut boslugu, sindirim ve bosaltim sistemleri dahil
olmak tizere solucanlarin ¢esitli bolgelerinde bulunmaktadir (6). Arastirmacilar, Cin
tibbinda geleneksel olarak uzun yillardir ates distiriicii ve idrar soktiiriici olarak
kullanilan Lumbricus cinsi solucanlardan; fibrinolitik bir enzim olan lumbrokinazi
izole etmislerdir ve lumbrokinazin trombolitik bir ilag olma potansiyeline sahip
oldugunu gostermislerdir (55). Boluoke® gibi ticari lumbrokinaz fiiriinleri, hiper

pihtilagmay1 tedavi etmek icin Asya ve Kuzey Amerika'da kullanilmigtir (Sekil 7).

Mikrobiyal fibrinolitik enzimler, fibrini yiiksek oranda dogrudan parcgalayarak
trombiisli ¢6zme gibi benzersiz bir 6zellige sahiptir. Bu 6zellik, onlar1 trombozu ve
diger ilgili hastaliklar1 tedavi edecek ilaglarin gelistirilmesi i¢in umut verici bir aday
yapar. Bu enzimlerin ilag olarak kullanilmasi, kan damarlarinda olusan pihtilar1 etkili
bir sekilde pargalayarak pulmoner emboli, inme ve kalp krizi gibi ciddi komplikasyon
riskini azaltabilir. Ek olarak, mikrobiyal fibrinolitik enzimler, derin ven trombozu,
periferik arter hastaligi ve trombotik bozukluklar gibi diger durumlarin tedavisinde
potansiyel goOstermistir. Bu nedenle, bu enzimlerin kullanimi, ¢esitli trombotik
hastaliklar icin etkili tedavilerin gelistirilmesi i¢in yeni yollar acabilir ve hasta

sonuglarini 6nemli dl¢iide iyilestirebilir (56).
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Sekil 7: Asya ve Kuzey Amerika’da hiper pihtilasmayi tedavi etmek amaciyla

kullanilan ticari lumbrokinaz trind.

Gastrointestinal kanalda bozulmadan emilebilen, organik cozeltilere karsi giicli
tolerans gosterebilen ve genis bir pH araligina sahip olan lumbrokinazlar, in vitro
cozelti iginde stabil halde uzun siire kalabilirler. Ayrica geleneksel trombolitik
ilaglardan farkli olarak lumbrokinazlar, yalnizca fibrin varliginda trombolitik aktivite
gosterdiklerinden dolayi siddetli kanamaya sebep olmazlar (6, 52, 57). Lumbrokinaz,
fibrini iki yol ile pargalayabilir. ilk olarak, dogrudan fibrinin kendisini ¢dzebilir.
Alternatif olarak, plazminojeni fibrin pthtilarin1 par¢alamaktan sorumlu bir enzim olan
plazmine donistiirerek viicudun dogal t-PA iiretimini uyarabilir (52) (Sekil 8).
Dolayisiyla lumbrokinazlarin bu avantajlarindan dolayi, anti-trombolitik ilaglara
dontigsmeleri kolaydir. Ancak, lumbrokinazlarin molekiiler kiitle araligi (25-33 kDa)
nispeten dardir ve ayrica, solucanlarin yasam dongilisii uzun oldugundan dolayz,
geleneksel yontemler ile lumbrokinazlarin izolasyonu ve saflastirilmasi zor, zaman
alic1 ve yogun emek gerektirmektedir. Ne yazik ki, izolasyondan sonra elde edilen

lumbrokinaz ekstrakti kolaylikla kontamine olabilmektedir (52, 58, 59).

Lumbrokinase
QN — — — — - —————-=-—- \

o
Fibrinogen
\\
Ny
Q.
~

Fibrin =

Plasminogen

Sekil 8: Lumbrokinazin iki farkli sekilde pihtilart par¢alama mekanizmasi (52).
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Uzun yillardir dolagim sagligina katki olarak Japonya, Kore, Kanada ve ABD’de
kullanilan lumbrokinaz kapsiilleri ve Cin’de anti-trombolitik ajan olarak klinikte
kullanilan solucan tozlarindan elde edilen lumbrokinaz iiriinlerinde birden fazla
bilesen bulunmaktadir. Bu ¢oklu bilesenler, lumbrokinazin farmasotik bir iirtin olarak
onaylanmasinda ve kullanilmasinda engel teskil etmektedir. Dolayisiyla,
solucanlardan lumbrokinaz proteinini izole etmek ve saflastirmak ¢ok zor oldugundan
ve ayrica fibrinolitik 6zelliginin sisteminin ve mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in
lumbrokinazin rekombinant DNA teknolojileri kullanilarak yiiksek verimde ve saflikta
tiretilmesi gerekmektedir (52, 57). Bugiine kadar lumbrokinaz enzimleri rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak bakteri E. coli (9-14), maya P. pastoris (15-20), keg¢i siitii
(21) ve aygicegi ve tiitlin bitkisi gibi bitki ekspresyon sistemlerinde (22, 23) basarili
bir sekilde tiretilmistir. Literatiirdeki varolan caligsmalar incelendiginde, lumbrokinazin

daha 6nce Aspergillus cinsi kiif mantarlarinda tiretilmedigi tespit edilmistir.

2.6 Aspergillus mantarlari

Aspergillus, Trichocomaceae ailesinin bir iiyesidir ve diger mantar tiirlerinin aksine
filamentli-ipliksi yapili mantarlardir. Aspergillus mantarlar1 yaklasik 200 mantar
tirline sahip bir cinstir. En yaygm tiirleri; Aspergillus nidulans, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus oryzae ve Aspergillus niger’dir (23). Aspergillus tiirleri
gelisen teknoloji ile birlikte yiiksek diizeyde salgilanan enzimler, birincil ve ikincil
metabolitler tretirler, bundan dolay: ticari dneme sahiptirler. Ayrica Aspergillus’lar
Okaryotik canlilar olduklarindan dolayr post-translasyonel modifikasyonlari
gerceklestirebilmektedirler, boylece karmasik proteinleri iiretebilirler. Ek olarak,
hiicre dis1 ortamda fazla miktarda protein salgilama yetenegi, hizli biiyiime, kolay
kiiltire ve optimize edilebilme Ozelligi Aspergillus tiirlerinin en Onemli
avantajlarindandir. Dahasi, Aspergillus ekspresyon sistemleri, uzun yillardir giivenli
olarak gida tiretiminde kullanildigindan dolayr FDA ve WHO tarafindan onaylanarak
GRAS (genel olarak giivenli kabul edilen) statiisiinde yerini almigtir. Dolayisiyla,
Aspergillus tarafindan sentezlenen firiinler, diger onaylanmamis iiretim konaklari
tarafindan sentezlenen iiriinlerden daha kolay kabul goriirler. Bu avantajlar1 sayesinde
az maliyetle, kisa siirede, glivenli ve yliksek verimde rekombinant protein ve enzim
tiretimi saglanabilmektedir. Aspergillus tiirlerinin trettikleri ticari enzimler arasinda

gida, deterjan, tekstil, kagit hamuru ve kagit endiistrisinde amilazlar, kimozin, glikoz
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oksidazlar, katalazlar, seliilazlar, pektinazlar, lipazlar, proteazlar, fitazlar ve
ksilanazlar bulunur. Son zamanlarda, Aspergillus tiirleri tarafindan insan laktoferrin,
buzagi kimozini, bitki tiirevli tatlandiricilar olan taumatin ve neoculin gibi ¢esitli
heterolog proteinler endiistriyel olarak {iretilmistir. Bu avantajlarina ragmen,
Aspergillus tiirleri rekombinant proteinlerin endiistriyel iiretiminde heniiz tam olarak
kullanilmamistir. Yakin zamanda Aspergillus sistemleri, en verimli rekombinant
protein liretim sistemi yarigina dahil olacaktir. Sadece rekombinant proteinler igin
degil, ayn1 zamanda biyoaktif bilesikler, organik asitler, peptitler ve enzimler i¢in de
biiyiik 6lgekli bir tiretim platformu olma potansiyeli, Aspergillus tiirlerinin cesitli
pazarlar ve endiistriler i¢in siirdiiriilebilir ¢oziimler saglayacagini gostermektedir (20-

23, 60-63).

2.6.1 Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzae, kiiresel olarak gesitli tilkelerde genis ¢apta taninan ve ¢ok énemli
bir biyoteknolojik ara¢ olarak kullanilan ¢ok hiicreli bir mantar tiiridiir. A. oryzae
44°C'nin lizerinde gelisemez ve gelisme araligi ortalama 32-36°C (+1°C) arasinda
degismektedir. Bliyiime pH'1 ortalama 5 ila 6 arasindadir. Raporlara gore A. oryzae, su
seviyesi yaklagik %16 olan misir ununda gelisebilir. Nadiren 0,8'in altina biiyiir, ancak
tipik olarak su aktivitesi (aw) 0,8'in lizerinde olan substrat {izerinde biiyliyebilir. A.
oryzae’nin tiim genomu total olarak 37.6 Mb boyutundadir ve 12.074 genden olusan
sekiz tane kromozom igerir. A. oryzae RIB40 vahsi tip susunun genom dizilemesi
Japon bilim insanlar1 tarafindan Whole Genome Shotgun Sequencing (Av Tiifegi
Dizilimi) yontemiyle 2005 yilinda tamamlanmigtir. Sekanslanmasi tamamlanan bu
sus, soya sosu fermantasyonu icin en dnemli niteliklerden biri olan giiglii proteaz
iiretimi kapasitesine sahiptir. Ilk olarak, H. Ahlburg 1876'da koji'den A. oryzae'yi izole
etmistir. Daha sonra F. Cohn, eseyli lireme yetenegine sahip olmadigini kesfettikten
sonra orijinal adi olan Eurotium oryzae'yi A. oryzae olarak degistirmistir (64, 65).

Asya'da gida iiretim endiistrisinde biiyiikk bir 6neme sahip olan A. oryzae, soya
fasulyesi ezmesi, soya sosu, pirin¢ malti, fermente siyah soya fasulyesi, soya peyniri
cesnisi ve sirke gibi fermente gidalar iiretmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica A. oryzae, yiizyili agkin bir siiredir Avrupa'da gida isleme amac ile mayalama

ve firinlama islemlerinde kullanilan endiistriyel enzimlerin {iretiminde de uygulama
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alan1 bulmustur. Amilazlar ve proteazlar gibi olaganiistii enzim iiretme yetenegi
sayesinde nisasta ve protein formlarimi sekerlere ve amino asitlere pargalama
kapasitesine sahiptir. Ek olarak, A. oryzae GRAS statiisiinde yer almaktadir ve bu da
onu veterinerlik endiistrisinde de bir probiyotik olarak uygun bir secenek haline
getirmistir. Biyolojik 6zellikleri, onu bakteriyosinler iiretebilen veya E. coli ve
Salmonella gibi zararli bakterilerin biiylimesini engelleyebilen laktobasiller gibi
faydal1 bakteriler i¢in ¢ekici bir substrat haline getirmistir. Dolayisiyla, A. oryzae’nin
hayvansal iiretim igin bir probiyotik olarak 6nemli bir potansiyele sahip olabilecegi
distintilmektedir. EK olarak, GRAS statiisiinde oldugu i¢in veterinerlik sektorii A.
oryzae'yi probiyotik olarak kullanabilir. Biyolojik nitelikleri, onu bakteriyosin
olusturan veya E. coli ve Salmonella gibi zararli bakterilerin biiyiimesini baskilayan
laktik asit bakterileri gibi avantajli bakteriler icin arzu edilen bir substrat haline getirir.
Bu nedenle A. oryzae'in probiyotik potansiyelinin hayvansal iiretim igin ¢ok yiiksek
oldugu distiniilmektedir (66-70). A. oryzae tarafindan iiretilen giiglii enzimlerin ayrica
sindirim siireci ve amilolitik ve proteolitik lipitlerin kuru maddeden aktif olarak
pargalanmasi tizerinde bir etkisi vardir, bu da besin emilimini artirmaya yardimci olur.
Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada A. oryzae ve bir hurma tohumu karigimi, Nile
tilapia’siin daha hizli ve daha 6zgiirce gelismesini saglamak i¢in kullanilmistir (71).
Yapilan diger bir ¢alismada da, etlik piliclere verilen diyete %0,1 lik gibi ¢ok diisiik
bir oranda A. oryzae'nin dahil edilmesi, etlik civcivlerde kan serum Kkolesterol
seviyelerini etkili bir sekilde azaltabildigi ve gerekli enzimi serbest birakarak sentezini

engelleyebildigi gozlemlenmistir (72).

2.6.2 Aspergillus oryzae’nin morfolojisi ve yasam dongiisii

Aspergillus oryzae, tipki diger birgok mantar gibi, hif veya misel olarak bilinen haploid
cok cekirdekli filamentler olarak biiyiiyen bir mantar tiirtidiir ve bu sus sadece eseysiz
yasam dongiisiisiine sahiptir. A. oryzae’nin eseysiz yasam dongiisiinde konidiasyon sik
goriilen bir durumdur. Bu siiregte kullanilan ¢ok hiicreli organlar olan konidioforlar,
10.000'den fazla konidyum iiretebilmektedir. A. oryzae, maddeleri pargalamak i¢in ilk
fermantasyon siirecinde siklikla baslatic1 olarak konidyumlar1 kullandig1 icin gida
endiistrisinde ¢ok onemlidir (73). A. oryzae'nin hifleri apikal uglarda uzanir ve
dallanma yoluyla cogalarak, birka¢ giinliik inkiibasyondan sonra katilagmis agar

besiyerinin yiizeyini kaplayan bir koloniyle sonuglanir. Sivi ortamda, hifler hava
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atmosferine maruz kalmadik¢a hif biiylimesi devam eder. Bununla birlikte, hifler
katilagtirllmis agar ortamina aktarildiginda, konidia adi verilen aseksiiel iireme
sporlarini tagiyan konidiofor yapilari tiretilir (Sekil 8) (74). Koloni baslangigta vejetatif
hif biiyimesi nedeniyle beyaz goriiniir, ancak biiyiik miktarda konidyum olustugunda
yavas yavas sarimsi-yesile doner. A. oryzae'nin ¢ogu susunda taze kiiltiiriin veya
konidyumun rengi tipik olarak sarimsi yesilken, eski kiiltiiriin rengi kahverengidir,
bazen kahverengi tonlari olan yesildir. Konidial kafalar genellikle 100-200 mm
capinda, yayilacak sekilde kiireseldir. A. niger ve Penicillium chrysogenum gibi
endiistriyel agidan 6nemli diger ipliksi mantarlarin aksine, A. oryzae'nin eseyli yasam
dongiisii yoktur. A. oryzae'nin konidyumlar1 haploid olmasina ragmen, A. nidulans
veya A. niger'in tek ¢ekirdekli konidyumlarinin aksine, ¢gogunlukla iki ila dort veya
daha fazla gekirdekli ¢ok c¢ekirdeklidirler (74).

A. oryzae yasam dongiisii boyunca, konidyumlarin ¢cimlenmesinden konidiofor tagiyan
olgun konidyum zincirlerinin biiyiimesine kadar bir dizi gelisim asamasindan geger.
Ozellikle geg misel gelisim asamas: endiistriyel uygulamalar igin ¢ok énemlidir. Bu
asamada, Taka-amilaz A (a-amilaz), glukoamilaz, 3-galaktosidaz, proteazlar, lipazlar
ve seliilazlar dahil olmak iizere bir¢ok hidrolitik enzimin liretiminin bir sonucu olarak,
endustriyel sektor artik fermente gida maddeleri i¢in biiylik miktarlarda endiistriyel
enzime erisebilmektedir. Cimlenmenin endiistrideki 6nemine ragmen, onlar hakkinda
cok az sey anlasilmaktadir. Hiicre dis1 veya hiicre i¢i hidrolitik enzimler, tohum
tiiplerinin substrati delme yetene§ine yardimci olduklart i¢in, konidial ¢imlenme

asamasinin beslenmesi igin gereklidir (80).
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Sekil 9: Aspergillus oryzae'min konidiofor yap11ar1 (74).

A. oryzae, gida endiistrisinde ham maddeleri hidrolize etmek i¢in ¢esitli enzimlerin
kaynagi olarak hayati bir rol oynar. Saké fermantasyonunda, a-amilaz ve glukoamilaz,
A. oryzae tarafindan {iretilen ve nisastanin c¢oOziinmesine ve sakarifikasyonuna

yardimcl olan en oOnemli hidrolitik enzimlerdir. Kapsamli bir sekilde arastirilan
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TAKA-amilaz A, X-isimi kristalografisi ile karakterize edilen, 478 amino asit
tortusundan olugan tek bir polipeptit zincirinden olusan glikoprotein enzimidir. o-
amilaz kodlayan genler, A. oryzae'nin soyagaciyla alakasiz suslarindan klonlanmis ve
dizilenmistir. Tlging bir sekilde, tiim suslar a-amilaz kodlayan genlerin (amyA, amyB
ve amyC) iki veya {li¢ kopyasina sahiptir; bu genler, kodlama ve 50-yan bolgelerde
neredeyse ayni niikleotit sekanslarina ve yalnizca 30-yan bolgede 6nemli farkliliklara
sahiptir. Bu amy genlerinin tiimii kiif mantarinda islevseldir. A. oryzae'de ¢ok sayida
islevsel amy geninin oldugu gozlemi, bu kiifiin neden yiiksek bir a-amilaz iireticisi
oldugunu agiklayabilir. A. oryzae, A. sojae ve aflatoksijenik mantarlar, A. flavus ve A.
parasiticus ile yakindan iliskilidir. Bununla birlikte, A. oryzae, bir a-amilaz hiper

tireticisi olarak bilinir ve enzimin endiistriyel tiretimi i¢in kullanilir (74,75).

2.6.3 Aspergillus oryzae’nin transformasyonu

Fungal genetik transformasyon, tipik olarak se¢im markdrleri olarak ilag direnci
markorlerini kullanir. Bu belirtegler baskindir ve konak susunun oksotrofik olmasini
gerektirmez. Bununla birlikte, A. oryzae'nin yiiksek yerli ilag direncine sahip olmasi,
yabanci hetero gen markorlerinin transformasyon markdrleri olarak kullanilmasin
zorlastirmaktadir. A. oryzae genetik transformasyonu igin en sik kullanilan ilag direng
belirtecleri, hph ve hygr gibi higromisin B diren¢ genleridir. Bleomisin (Bm) direng
belirteci, piritiamin (PT) ve fleomisin diren¢ genleri de se¢im belirtecleri olarak
kullanilmistir. Ancak gida mikroorganizmalarinda ila¢ direng belirteclerinin
kullanimi, bu genlerin cevreye ve diger mikroorganizmalara aktarilmasindaki
potansiyel riskler nedeniyle FDA tarafindan yasaklanmistir. Bununla birlikte, ilag
direnci belirtegleri de dahil olmak iizere transformasyon sistemlerinin ¢ogu, pahali
antibiyotiklere ihtiyac¢ duyar. Bir alternatif olarak, A. oryzae genetik transformasyonu
i¢in oksotrofik markorler kullanilmistir. PyrG geni, en yaygin kullanilan ila¢ direnci
belirtecidir ve mutantlari, biiyiime i¢in ek tiridin veya urasil takviyesi gerektirir. Nitrat
Oziimlemesi i¢in niaD, adenin i¢in adeA ve arginin biyosentezi i¢in argB gibi diger
beslenme belirtecleri de A. oryzae'nin transformasyon sistemleri i¢in kullanilmistir
(76-82).

A. oryzae igin protoplast aracili transformasyon (PMT), Agrobacterium aracili
transformasyon (AMT) ve elektroporasyon (EP) gibi c¢esitli transformasyon

yontemleri olusturulmustur. PMT en sik kullanilan yontemdir ve anahtar adim, hiicre
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duvarinin ¢ikarilmasini gerektiren protoplast hazirhigidir. AMT, Agrobacterium
tumefaciens'ten Ti plazmitinin T-DNA bolgesinin enfekte bitkinin genomuna
transferini iceren, A. oryzae'de gen hedefleme igin kullanilan bagka bir yontemdir. T-
DNA ve se¢im markorii, transformantlarin genomuna rastgele entegre edilir.
Elektroporasyon tekniginde ise protoplastlari ve DNA'y1 bir ¢6zeltiye sokmak igin
yiiksek voltajli bir elektrik darbesi kullanilir. Bununla birlikte hizli ve pratik bir teknik
olmasina ragmen, elektroporasyon yontemi olduk¢a karmasiktir ve farkli mantarlar ile
kullanimi i¢in optimizasyonunun saglanmasi gerekmektedir. Ayrica, PMT ve AMT

prosediirleriyle karsilastirildiginda, EP’nin DNA transfer etkinligi zayiftir (83-86).

2.6.4 Aspergillus oryzae’de protein sekresyonu

Aspergillus oryzae, protein salgilayan bir mantar tiiridiir. Proteinler yeni
sentezlendiklerinde, glikosilasyon gibi modifikasyonlara ugradiklar1 ve katlandiklari
endoplazmik retikuluma (ER) girerler. Bir sonraki adim, bu degistirilmis proteinlerin,
SNARE proteinleri tarafindan kolaylastirilan vezikiiller yoluyla Golgi aparatina
taginmasini igerir. Bu, proteinlerin SNARE giidiimlii vesikiiler kacakc¢iligi yoluyla
tekrar salgilanmadan 6nce glikosilasyon yoluyla daha fazla degistirildigi yerdir. Hifal
ucu, proteinlerin ortama salindiklart son varis noktasidir. Bununla birlikte,
proteinlerden herhangi biri yanlis katlanmissa veya yetersiz glikosile edilmisse, ER'de
siralanir ve parcalanma icin hedeflenir. Bu, proteazom veya vakuoller araciligiyla
yapilir. Bu siiregten gegerek, yalmizca uygun sekilde katlanmis ve degistirilmis

proteinler salgilanir ve A. oryzae’nin verimli ¢caligmasi saglanir (62).
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Sekil 10: Aspergillus oryzae'de protein sekresyonu (62).

22



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

BioShop Bacteriological Grade Agar (Cat. No. AGR001.500, Canada Inc.,
Burlington)

WISENT Multicell Bacteriological Peptone Microbiological Grade (Cat. No. 800-
157-CG, Canada)

Sigma Aldrich D2006 Dextrin from corn Type |, powder (Cas. No. 9004-53-9,
China)

ISOLAB chemicals Magnesium Sulfate Heptahydrate (Cas. No. 10034-99-8 for
Analysis ACS, Reag. Ph. Eur, Germany)

Sigma Aldrich Potassium dihydrogen phosphate for analysis (Cas. No. 7778-77-0,
Germany)

WISENT Multicell Yeast Extract Low Sodium (Cat. No. 800-150-LG, Canada)
TEKKIM TK.010020.01002 Ammonium Sulfate Extra Pure (Cas. No. 7792-20-
02, Turkey)

TEKKIM TK.200790.01002 Iron (II) Sulfate Heptahydrate Extra Pure (Cas. No.
7782-63-0, Turkey)

BIOMATIK A3916 Sodium Nitrate, High Purity Grade (Cas. No. 7631-99-4,
USA)

Sigma Aldrich 60356 Potassium Phosphate Dibasic puriss. p.a., ACS reagent,
anhydrous, >99.0% (T) (Cas. No. 7758-11-4, Germany)

Caisson Labs Sucrose ACS Grade (Cas. No. 57-50-1, USA)

ISOLAB chemicals Sodium Chloride for Analysis ACS, 1SO, Reag. Ph. Eur (Cas.
No. 7647-14-5, Germany)

WISENT Multicell Potassium Chloride (Cas. No. 7447-40-7, Canada)

ISOLAB chemicals Polysorbate 80 for synthesis (Cas. No. 9005-65-6, Germany)
BIOFROXX TWEEN® 20 for biochemistry (Cas. No. 9005-64-5, Germany)
BioShop Uracil (Cas. No. 66-22-8, Canada Inc., Burlington)
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PanReac AppliChem ITW Reagents A0666 Uridine BioChemica (Cas. No. 58-96-
8, ltaly)

Scharlab ET00032500, Ethanol 96% v/v, Pharmpur®, Ph Eur, BP (Cas. No. 64-
17-5, Spain)

TEKKIM TK.120320.05001 Methanol Extra Pure (Cas. No. 67-56-1, Turkey)
WISENT Multicell LB Miller’s broth (Cat. No. 800-061-LG, Canada)
GENAXXON Bioscience M3044.0100 Agarose LE for DNA electrophoresis (Cas.
No. 9012-36-6, Germany)

Sigma Aldrich 12022 Calcium Chloride Dihydrate puriss., meets analytical
specification of Ph. Eur., USP, FCC, E509, 99-103%, <0.0001% Al (Cas. No.
10035-04-8, Germany)

Thermo Fisher Scientific 88221 HisPur™ Ni-NTA Resin (Cas. No. 64-17-5, USA)
TAKARA Biotechnology His60 Ni Superflow Resin (Cat. No. 635660, Japan)
PanReac AppliChem ITW Reagents A0830 Nonfat dried milk powder (EC No.
271-045-3, Spain)

WISENT Multicell Glycine Ultra Pure for in vitro use (Cat. No. 800-045-LG,
Canada)

BIOFROXX 1460KGO001 Imidazole for biochemistry (Cas. No. 288-32-4,
Germany)

TEKKIM TK.080231.02501Analytic grade Hydrochloric Acid %37 (Cas. No.
7647-01-0, Turkey)

MERCK EMSURE® 1.00063.2500 Acetic acid (glacial) 100% anhydrous for
analysis (Cas. No. 64-19-7, Germany)

Sigma Aldrich T1503 Trizma® base Primary Standard and Buffer, >99.9%
(titration), crystalline (Cas. No. 77-86-1, USA)

MERCK EMSURE® Calcium sulfate dihydrate precipitated for analysis (Cas. No.
10101-41-4, Germany)

BioShop GLY001. GLYCEROL, Biotechnology Grade, min 99.7% (Cas. No. 56-
81-5, Canada Inc., Burlington)

WISENT Multicell Tryptone, Ultra Pure Grade (Cat. No. 800-158-LG, Canada)
BIOFROXX 1177GR100 SDS ultrapure for molecular biology (Cas. No. 151-21-
3, Germany)

BioBasic Coomassie Brilliant Blue R-250, Ultra Pure (Cas. No. 6104-59-2,
Canada)
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= SIGMA Life Science S1876 D-Sorbitol >98% (Cas. No. 50-70-4, Germany)

= Sigma Aldrich 71496 Sodium phosphate monobasic purum p.a., anhydrous,
>99.0% (T) (Cas. No. 7558-80-7, Germany)

= PanReac AppliChem ITW Reagents A2204 Polyethylene Glycol 8000
BioChemica (Cas. No. 25322-68-3, Italy)

= BIOFROXX 8027ML100 TEMED for biochemistry (Cas. No0.110-18-9,
Germany)

= Cosmo Bio LTD Yatalase for research use only (Cat. No. 0OZK-0OZ-10EX, USA)

» BIOFROXX 1146GR025 Ampicillin sodium salt for biochemistry (Cas. No. 69-
52-3, Germany)

= BioBasic Acrylamide/ Bis-Acrylamide Solution (29:1), 40% (W/V), Ultra Pure
(Cat. No. A0007, Canada)

= Zymo Research 5-FOA (5-Fluoroorotic Acid Monohydrate) (Cat. No. F9001-1,
USA)

= iNtRON Biotechnology GangNam-STAIN™ Prestained Protein Ladder (Cat. No.
24052, Korea)

= Applied Biological Materials Inc. (abm) Opti-Protein Marker (Cat. No. G252,
Canada)

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Bezmialem Vakif Universitesi Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji Enstitiisii tarafindan

saglanan;

= OHAUS Pioneer hassas terazi ile besiyeri ve soliisyon hazirlanmasi igin
kimyasallar tartild1.

= BIO-RAD Digital Hotplate Stirrer cihazi ile besiyeri ve soliisyonlarin homojen
olarak karistirilarak hazirlanmasi saglandi.

» WITEG Digital Fuzzy Control System Water Bath cihazi ile soliisyonlar ve
besiyeri i¢in uygun sicaklik kosullar1 saglandi.

= HE99X-15-1.5 MAX HORIZ SUB W/CAST KIT/COMB cihazi ve GE Amersham
Pharmacia Electrophoresis Power Supply EPS 301 cihazi ile agaroz jel
elektroforezi yapildi.

* BIO-RAD mini santrifiij cihazi, numunelere spin atmak i¢in kullanildi.
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Thermo Scientific MICROCL21 Centrifuge cihazi, midiprep DNA izolasyonu ve
jel ekstraksiyonu i¢in santrifiij islemlerinde kullanildu.

Thermo Scientific NanoDrop One cihazi ile DNA ve protein konsantrasyonlarimin
Ol¢limii yapildi.

INFORS HT Ecotron incubator shaker cihazi ve Thermo Scientific HERATHERM
cihazi ile Escherichia coli ve Aspergillus oryzae mikroorganizmalari biiyiitiilmek
i¢in kullanildi.

Thermo Scientific Maxisafe 2020 1.5 biyogiivenlik kabini mikrobiyal ekim ve
sterilizasyon islemleri i¢gin kullanildu.

Leica 151k mikroskopu ile protoplast olan Aspergillus hiicreler incelendi.
BECKMAN COULTER Avanti JXN-26 Centrifuge cihazi ile protein ¢oktiirme
yapildi ve Amicon ile protein konsantre edildi.

Sartorius Stedim Biotech Sartoflow Smart cihazi ile protein Orneklerinin
ultrafiltrasyonu saglandi.

Thermo Scientific Digital Dry Bath cihazi ile SDS-PAGE’de yiiriitiilecek olan
protein orneklerini 1sitmak i¢in kullanildi.

GE Healthcare miniVE Vertical Electrophoresis System cihazi ve GE Amersham
Pharmacia Electrophoresis Power Supply EPS 301 cihazi ile protein 6rneklerine
SDS-PAGE yontemi uygulandi.

Benchmark Scientific BenchRocker 2D cihaz1 ile orneklerin ve soliisyonlarin
calkalamal1 inkiibasyonlar1 yapildi.

VILBER Fusion Solo 5 cihazi ile Agaroz jel goriintileme ve Western Blot
goriintiileme yapildi.

Amersham Biosciences TE 70 PWR cihazi ile Western Blot yapildi.

Bio-Rad iMark™ Microplate Absorbance Reader cihazi ile 595 nm’de protein

konsantrasyon ol¢iimii yapildi.

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Ag1iz ve Dis Saghg

Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan saglanan;

BioHorizons Intra-Spin Centrifuge (1S110Z, USA) cihazi ile titanyum tiiplerdeki

kan ornekleri santrifiijlendi.

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari

tarafindan saglanan;
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* VWR Mega Star 1.6 santrifiij (Germany) cihazi ile mavi sitrath tliplerdeki kan
orneklerine santrifiij yapildi.
= Sysmex Automated Blood Coagulation Analyzer (CS-1600, Japan) cihazi ile

protrombin testi yapildi.

3.1.2. Kullanilan malzemeler ve kullanilma amaclari

e E.coli’nin biiyiimesi i¢in antibiyotikli LB besiyeri kullanild:.
Antibiyotikli LB besiyeri icin: Trpytone, Yeast Extract, NaCl, Agar, Ampicillin.

e A.oryzae’nin biiylimesi i¢in CD ve DPY besiyeri kullanildi.

CD besiyeri icin: Sodium Nitrate, Potassium Phosphate Dibasic, Magnesium Sulfate,
Potassium Chloride, Iron (11) Sulfate Heptahydrate, Sucrose, Sodium Chloride.

DPY besiyeri icin: Dextrin, Polypepton, Yeast Extract, Potassium Dihydrogen
Phosphate, Magnesium Sulfate Heptahydrate.

e DNA’nin jel lizerinde yiiriitiilmesi i¢in Agaroz jel kullanildu.

Agaroz jel icin: Agarose, 1X TAE Buffer, Etidium Bromide.

e Proteinlerin jel iizerinde yiiriitiilmesi i¢in SDS jel ve SDS tamponu kullanildi.
%12°lik SDS jel icin: Akrilamid, Tris (pH=8.8, 1.5 M), Tris (pH=6.8, 1.5 M), SDS
(%10), APS (%10), TEMED.

1X SDS Buffer i¢in: Trizma Base, Glycine, SDS.

e Proteinlerin SDS jel tizerinde goriintiilenmesi i¢in fiksasyon soliisyonu, coomassie
blue boyama soliisyonu ve destaining soliisyonu kullanildi.

Fiksasyon soliisyonu i¢in: %50 Methanol, %10 Acetic acid.

Coomassie blue boya i¢in: %0,1 Coomassie Blue, %50 Methanol, %10 Acetic acid.

Destaining (boya kaldirma) Soliisyonu i¢in: %40 Methanol, %10 Acetic acid.

e Proteinlerin varliginin ispatlanmasi igin Western Blot yapildi ve birincil antikor
olarak %5’lik siit tozu, proteinlerin transferi i¢in Transfer Buffer ve nitroseliiloz
membrani yikamak i¢cin TBST Wash Buffer kullanild: .

% 5’lik siit tozu icin: 2 gr Milk Powder, 40 ml TBST Wash Buffer.
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Transfer Buffer (Transfer Soliisyonu) i¢in: 24 mM Trizma Base, 192 mM Glycine,
%20 Methanol.

TBST Wash Buffer (TBST yikama soliisyonu) i¢in: 10 mM Tris-HCI (1 M,
pH=7.4), %0,9 NaCl, %0,2 Tween20.

e Proteinlerin IMAC metodu ile saflastirilmasinda Wash Buffer (Yikama
Soliisyonu) ve Elution Buffer (Eliisyon Soliisyonu) kullanildi.

Wash Buffer (pH=7.4) i¢in: 50 mM NaH2PO4 (Molekiiler agirligi: 119,98 g/mol),

500 mM NaCl (Molekiiler agirligt: 58,44 g/mol).

Elution Buffer (pH=7.4) i¢cin: 50 mM NaH.PO4 (Molekiiler agirligr: 119,98 g/mol),

250 mM NaCl (Molekiiler agirligi: 58,44 g/mol), 200 mM Imidazole (Molekiiler

agirhigi: 68.08 g/mol).

3.2. Metod

3.2.1. Plazmid sentezi

Lumbrokinaz PI239 (Lumbricus bimastus) enzimine ait gen dizisi Uniprot
(Q95V22)’taki protein sekansindan yola ¢ikilarak belirlenmistir. Bu sekanstan 44
amino asitlik sinyal peptid dizisi ¢ikarilmistir ve geriye kalan 239 aminoasitlik olgun
peptidin C-terminaline 6 tane his-tag eklenmistir. Daha sonra degistirilen bu protein
sekansi TAKA-Amilaz proteinine flizyon yapilmistir. Olusturulan bu plazmidin
Aspergillus oryzae RIB40’a gore kodon optimizasyonu yapilmis ve GenScript firmasi

tarafindan sentezlettirilmistir.

Lumbrokinaz PI1239 protein sekansi

10 20 30 40 50 60
TVGGIEARPY EFPWQVSVRR KSSDSHFCGG STINDRWVVC AAHCMQGESP ALVSLVVGEH

70 80 90 100 110 120
DSSAASTVRQ THDVDSIFVH EDYNGNTFEN DVSVIKTVNA IAIDINVGPI CAPDPANDYV

130 140 150 160 170 180
YRKSQCSGWG TINSGGVCCP NVLRYVTLNV TTNAFCDDIY SPLYTITSDM ICATDNTGQN

190 200 210 220 230
ERDSCQGDSG GPLSVKDGSG IFSLIGIVSW GIGCASGYPG VYARVGSQTG WITDIITNN
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Sekil 11: Aspergillus oryzae’ye kodon optimizasyonu yapilmis plazmid tasarimi.

3.2.2 Aspergillus oryzae RIB40’a kodon optimizasyonu yapilmis lumbrokinaz

P1239 enziminin Escherichia coli’ye transformasyonu

3.2.2.1. Escherichia coli One Shot TOP10 kompetent hiicrelerin hazirlanmasi

= Tek bir koloni 50 mI’lik bir falkon tiiplinde 5 ml LB'ye inokiile edildi. 37°C'de bir
gece biiyiitiildi.

= Ertesi sabah bundan 1 ml alinarak 100 ml LB’ye asilamak i¢in kullanildi.

= 37°C'de 1,5-3 saat calkalandi.

= Spektrofotometre Ol¢limiinde 0.4 OD degerine ulasildiginda protokole devam
edildi.

= Sonra hiicreler 10 dakika buzda inkiibe edildi.

* Biiyiik santrifiijde 4°C'de 3 dakika 6000 rpm'de santrifiijlenerek hiicreler toplandi.

» Siipernatant dokiildii ve 10 ml filtreden gegirilmis soguk 0,1 M CaCl soliisyonu ile
nazik bir sekilde siispanse edildi.

* Buz iizerinde 20 dakika tekrar inkiibe edildi.

» Tekrar biiylik santrifiijde 4°C'de 3 dakika 6000 rpm'de santrifiijlenerek hiicreler
toplandi.
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= Siipernatant dokiildii ve 5 ml soguk 0,1 M CaCl / %15 Gliserol soliisyonu ile
nazikg¢e yeniden siispanse edildi.

»  Mikrotiiplere dagitildi (300 pL/tiip) ve -80°C'de donduruldu.

3.2.2.2 Ca++ kompetent hiicrelerin transformasyonu

» 4 ng dairesel plazmitin icine 40 pL niikleaz igermeyen su eklendi ve yavasca
siispanse edildi.

* Yavasca 1 pL dairesel plazmitin {izerine ~100 puL. kompetent hiicreden eklendi
(Hiicreli ve DNA icermeyen kontrol tiipiine bu islem uygulanmadi).

» Buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildi.

= 42°C'de 45 sn inkiibe edildi.

» Tekrar buzda 2 dakika inkiibe edildi.

= Tiiplere 500 pL LB eklendi.

= 180 rpm, 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

* Hiicrelerden sirayla 30,60 ve 120 pL'lik alinarak LB+Ampisilin igeren plakalara
eklendi ve yayild1 (Kontrol plakasina 60 pL eklendi).

= Plakalar 37°C'de 1 gece inkiibe edildi.

» Ertesi giin midiprep plazmit DNA izolasyonu i¢in 500 ml’lik erlene 100 ml
LB+Ampisilin eklendi.

* Ayni1 zamanda gliserol stok almak i¢in bir falkona da 5 ml LB+Ampisilin eklendi.

* LB+Ampisilin plakalarinda 1 gece biiylimiis kolonilerden 6ze ile birer tane alinip
midiprep plazmit DNA izolasyonu ve gliserol stok i¢in hazirlanmis olan
LB+Ampisilin’li erlene ve falkona eklendi.

= 180 rpm, 37°C'de 1 gece inkiibe edildi.

3.2.2.3 Bakteriden gliserol stok alma

= Cryo tiiplere 500’er pLL %50 gliserol eklendi.
= Uzerine 500’er puL 37°C’de gece boyu inkiibe olan bakteriden eklendi ve
karistirildi. Bu stoklar -80°C’de saklandi.
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3.2.2.4 Midiprep plazmit DNA izolasyonu

= 180 rpm, 37°C'de gece boyu inkiibe edilen erlendeki bakteriler 3 falkona esit
sekilde boliistiirtildii.

» Plazmit DNA izolasyonu i¢in QIAGEN Midiprep Plasmid Isolation Kit (Cat. No:
12143 ve 12145) kullanilarak protokol adimlar1 takip edildi.

= [zolasyon bittikten sonra nanodrop ile protein konsantrasyonu dl¢iildii.

3.2.2.5 Restriksiyon endoniikleazlar ile plazmid DNA’nin kesilmesi

= [zolasyondan sonra nanodrop ile Slciilen protein konsantrasyonuna gore, agaroz
jelde yiiriiyecek drneklerin hacimleri hesaplandi.

* Buzun iizerinde calisilarak total hacim 20 pL olacak sekilde bir mikrotiipe
sirastyla; 12.1 pL niikleaz igermeyen su, 2 puL enzim tamponu (CutSmart Buffer
10X), 3.5 uL DNA ve en son 1.2°ser pL restriksiyon enzimleri (EcoRI ve Hindll1I)
eklendi ve karistirildi.

= 37°C 1s1 blogunda 2- 2,5 saat inkiibe edildi.

3.2.2.6 Agaroz jel elektroforezi

= 9%]1’lik agaroz jel (1.2 gr Agaroz + 120 ml 1X TAE Soliisyonu) hazirlandi.

= 37°C 151 blogunda 2- 2,5 saat inkiibe olmus drnege spin atildi.

= 20 puL DNA o6rneginin iizerine 2 pL 6X Yiikleme Tamponu (Loading Buffer)
eklendi ve karistirildi.

= %1’lik agaroz jel kuyucuklarina sirasiyla; 3 pL DNA belirteci (GeneRuler DNA
ladder) ve boya ile karigtirilan DNA 6rneklerinin tamami eklendi.

» Agaroz jelde 120 V, 400 mA’ da 1,5-2 saat DNA ytiriitildii.

3.2.2.7 Agaroz jel ekstraksiyonu

* Agaroz jelde DNA 6rnegi yiiriitiildiikten sonra, UV 1sikta iistteki bant jel (lineer
hale getirilmek {izere) fazlaliklarindan arindirilarak kesildi.

* Bos bir mikrotiip hassas terazide tartild1.
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Daha sonra bos mikrotiipiin igerisine kesilen jeldeki DNA pargasi eklendi ve dolu
hali de tekrar hassas terazide tartildi.

Mikrotiipiin bos ve dolu halinin farki alindi. (100 mg jel parcas1 yaklasik olarak
100 uL’ye denktir)

Daha sonra agaroz jel ekstraksiyonu igin Thermo Scientific GeneJet PCR
Purification Kit (Cat. No: K0701) kullanilarak protokol adimlari takip edildi
(8.adimdaki 50 pL Eliisyon Tamponu yerine 65°C sicak su banyosunda 1sitilmis
niikleaz igermeyen sudan 22 uL eklendi).

Elde edilen DNA konsantrasyonu nanodrop ile 6l¢iildii. Nanodropta blank (kor)

alinirken niikleaz icermeyen su kullanildi.

3.3 Escherichia coli’de iiretilen lumbrokinaz P1239 geninin Aspergillus oryzae’ye

protoplast transformasyonu

1.Giin:

CD+(5-FoA)+Uridine+Uracil besiyerinde 5-7 giin inkiibe olmus Aspergillus
oryzae RIB40 pyrG(-)’ye 10 ml steril Tween80+distile su soliisyonu eklendi ve
hiicreler kaldirilarak steril falkona toplanda.

Hiicreler 1/10 seklinde diliie edildi.

Spektrofotometre 600 nm'de hiicrelerin OD degeri kontrol edildi ve absorbansi
ol¢iildi.

Cikan sonuca gore hesaplama yapildi (50 ml besiyeri i¢in 0,4 OD olmal1).

Bu hesaplamaya gore toplanilan hiicreden alinarak erlendeki steril 50 ml 1X
DPY+Uridine+Uracil besiyeri tizerine eklendi.

Hiicreler 30°C, 180 rpm’de 1 gece inkiibe edildi.

2.Giin:

Gliserol stok almak igin Kriyo tiiplere 1’er ml steril %50 gliserolden eklendi.
Uzerine de gece boyu inkiibe olmus erlendeki hiicreden 1’er ml eklenerek
karistirildi. Kriyo tiipler -80°C’de saklandi.

Ayn1 zamanda CD+(5-FoA)+Uridine+Uracil iceren besiyerine de erlendeki
hiicreden 1’er ml eklenerek plakaya yayildi. Bu plakalar 30°C’de 5-7 giin inkiibe
edildi.

Transformasyona baslamadan once kabinde steril beherin iizerine peynir bezi

konularak 15 dk UV’lendi.
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Daha sonra, gece boyu inkiibe olmus erlendeki hiicreler peynir bezi {izerine
aktarilarak steril otoklavli behere siiziildii ve sonra tlizerine 30 ml distile su eklendi.
Peynir bezi lizerinde kalan pelet hiicreler otoklavli kasik ile alinarak %1°lik yatalaz
enzim soliisyonunun i¢ine eklendi.
Enzim soliisyonu ile karigtirilan hiicreler 30°C, 80 rpm'de 4 saat boyunca inkiibe
edildi.
Bos bir falkonun iizerine peynir bezi konuldu ve 15 dk UV’lendi.
Inkiibasyon bitince enzim soliisyonu ekli hiicreler UV’lenmis falkon iizerindeki
peynir bezi ilizerine aktarildi ve siiziildii. Peynir bezinin {izerinde kalan pelet
hiicreler atild1.
Siiziilen siipernatant hiicreler ile gerekli soliisyonlar muamele edildi ve PEG 4000
ile yitkama agamalar takip edilerek kontrol ve DNA bulunan falkonlar hazirlandi.
Otoklavdan c¢ikan 1lik %0,5’lik Top Agar’dan 8 ml DNA olmayan kontrol
falkonuna ve 12 ml DNA bulunan falkona eklenerek karistirildi.
Kontrol falkonundaki karigimdan 4’er ml alinarak pozitif ve negatif kontrol
plakalara yayildu.
DNA bulunan falkondaki karigimdan 4’er ml alinarak diger CD plakalara yayildi.
*CD+5’FoA-+Uridine+Uracil plaka = Pozitif kontrol
*1 tane CD plaka = Negatif kontrol
*3 tane CD plaka = DNA igeren transformant hiicreler
Plakalar 30°C’de 5-7 giin boyunca inkiibe edildi.

Transformasyondan 5-7 giin sonra;

%0,5’lik Top Agar’da tekli koloni olarak biiylimiis plakalardan en iyi koloniler
secildi.

Bu koloniler yaklagik 250-500 pl steril distile su ile toplanarak ayr1 ayr1 CD
plakalara yayildi.

CD plakalar 30°C’de 5-7 giin boyunca inkiibe edildi.

3.4 TAKA-amilaz-lumbrokinaz P1239 fiizyon proteininin ekspresyonu

CD plakalarda 30°C’de 5-7 giin boyunca bliyiimiis hiicrelerden ekspresyon
baslatildi.
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1.Giin

CD plakalarda 30°C’de 5-7 giin boyunca biiyiimiis hiicrelerden 1X DPY
besiyerinde (pH=5.5) ekspresyon baglatildi.

Plakalara 10’ar ml steril distile su eklendi ve yayildu.

Yayilan hiicreler 15 ml’lik falkonlara aktarildi.

Bir mikrosantrifiij tiiptine 980 pl distile su + 20 pl toplanilan hiicreden konularak
mikroskopta (10X) sayim yapildi ve ¢ikan sonuca gore hesaplamalar yapildi.
Steril erlenlere 15°er ml 1X DPY besiyeri (pH=5.5) eklendi.

Erlenlerin hepsine toplanilan hiicrelerden hesaplama sonucunda ¢ikan miktar
kadar (800 pul) eklendi.

Erlenler 180 rpm, 30°C’de 1 giin boyunca inkiibe edildi.

2.Giin

250 ml’lik steril erlenlere 75’er ml 2X DPY besiyeri (pH=5.5) eklendi.

1 giin boyunca inkiibe olmus 1X DPY besiyerindeki hiicrelerden 7.5’er ml
serolojik pipetle alinarak 250 ml’lik erlenlere aktarildi.

Erlenler 180 rpm, 30°C’de 5-7 giin boyunca inkiibe edildi.

1X DPY’da kalan hiicrelerin bulundugu erlenler ise parafilmlenip kisa siireli
olarak +4°C’ye kaldirildi (Protein iiretimi gerceklestiginde stok almak igin).

Bu siiregte 3., 6. ve 7. gilinlerde 6rnekler alinip %12’lik SDS jelde yiirtitiildii.

3.4.1. SDS-PAGE ve coomassie brilliant blue ile proteinlerin boyanmasi

2X DPY besiyerinde inkiibe olmus protein drneklerinden ependorflara 1’er ml
aktarildi.

Protein orneklerine 21000 g, 4°C, 10 dk santrifiij yapildi.

Santrifiij bitince slipernatantlar topland1 ve yeni ependorflara aktarildi.

6X laemmli boyadan 7 pl alinarak, 30 pl siipernatant ile karigtirild.

Boya ile karigmig 6rnekler 95°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 15 dk 1sitildiktan sonra
spin atildi.

%12’1lik SDS jeldeki kuyucuklara sirayla 2,5 ul protein belirteci ve 20’ser ul

protein 6rneklerinden konuldu.
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Proteinler SDS jelde 400 mA, 120 V’de 2 saat yiiriitiildii.

SDS’de yiiriitiilen jel distile sudan gegirilip, 40 dk fiksasyon soliisyonunda
calkalandiktan sonra gece boyunca coomassie brilliant blue boyasinda
calkalamaya birakildi. Ertesi giin jel boyadan alinarak boya kaldirma (destaining)

sollisyonunda en az 4-5 saat ¢alkalandi.

3.5. Rekombinant fiizyon proteininin biiyiik hacimli ekspresyonu ve konsantre

edilmesi

SDS-PAGE jel analizi sonucunda en iyi koloni (GS-X7-3) secilerek biiyiik hacimli
protein ekspresyonu baslatildi. Biiyiik hacimli ekspresyon baslatilirken +4°C’de
saklanan 1X DPY besiyerindeki hiicreler kullanildi.

Plakadaki hiicreler 10 ml steril distile su ile yayildiktan sonra falkona toplandi.
Bir mikrosantrifiij tiipiine 980 pl distile su + 20 pl toplanilan hiicreden konularak
mikroskopta (10X) sayim yapildi ve ¢ikan sonuca gore hesaplamalar yapildi.
Steril 2 tane erlene 75’er ml 1X DPY besiyeri (pH=5.5) eklendi.

Erlenlerin ikisine de toplanilan hiicrelerden hesaplama sonucunda ¢ikan miktar
kadar eklendi.

Erlenler 180 rpm, 30°C’de 1 giin boyunca inkiibe edildi.

Ertesi giin, 250 mI’lik 10 tane steril erlene 100’er ml 2X DPY besiyeri (pH=5.5)
eklendi.

1 giin boyunca inkiibe olmus 1X DPY besiyerindeki hiicrelerden 10’ar ml alinarak
250 mI’lik erlenlere aktarildu.

Erlenler 180 rpm, 30°C’de 7 giin boyunca inkiibe edildi.

1X DPY’da kalan hiicrelerin bulundugu erlenler ise parafilmlenip kisa siireli
olarak +4°C’ye kaldirildu.

Ekspresyonun 7. giiniinde 6rnek alinip %12°1lik SDS jelde yiritildi.

7.glin sonunda protein 6rnekleri kurutma kagidi kullanilarak siiziildii ve sonra da
membran filtrasyon sisteminden gegcirildi.

Filtrelenen 6rnek 10 kDa’lik filtre kullanilarak ultrafiltrasyon yontemiyle 1000
ml’den 100 ml’ye kadar 10 kat konsantre edildi.

Konsantre edilen 6rnekten 15 ml alinarak 10 kDa’lik amicon santrifiyj filtre ile 1
ml’ye kadar konsantre edildi.

Protein 6rnegi totalde 25 kat konsantre edildi.
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3.6. Histidin etiketli rekombinant fiizyon proteininin IMAC metodu ile
saflagtirilmasi

Ultrafiltrasyon ve amicon santrifiij filtre yontemi ile total olarak 25 kat konsantre
edilerek 1 ml’ye disiiriilen protein Ornegini saflastirmak tizere IMAC metodu

kullanilmustir.

= |IMAC metodunda ilk olarak kolona 2 ml resin eklendi.

= Resin ekledikten sonra kolondan en az 200 ml steril distile su geg¢irildi.

= Steril distile su gectikten sonra 10 ml Wash Buffer eklendi.

» Wash Buffer resinin iki kat1 kalana kadar aktiginda kolonun tipast kapatildi ve
resin ile Wash Buffer iyice karigtirildi.

» Daha sonra karistirilan bu resin, 25 kat konsantre edilen 1 ml protein 6rnegine
eklendi.

= Resin ile karistirilan protein 6rnegi 4°C’de 16 saat ¢alkalamaya birakildi.

» Ertesi giin, once kolondan 10 ml Wash Buffer gegirildi.

»  Wash Buffer gegirildikten sonra, 4°C’de 16 saat ¢alkalanmis olan protein 6rnegi 5
kere kolondan gecirildi ve falkona toplandi (Protein 6rnegi ile ilgili kisimlar buzun
lizerinde yapilmistir).

* Daha sonra, kolondan 2 defa 15’er ml Wash Buffer gegirilerek ayr1 ayri falkonlara
toplandu.

= Falkona toplanan 6rnekler -20°C’ye kaldirild.

» Kolonun tipas1 kapatilarak kolona resinin iki kat1 kadar Elution Buffer eklendi ve
10 dk beklendi.

= 10 dk bittikten sonra tipa ¢ikarildi yerine siringa igne ucu takilarak Elution
Buffer’in falkona akmasi saglandi.

» FElution Buffer asamasi 2 kere ayni sekilde yapildu.

= Daha sonra, kolondan tekrar en az 200 ml steril distile su gecirildi.

= Son olarak 10 ml %20 etanol gecirildi ve resinin 2 kat1 etanol kalacak sekilde
kolonun tipasi kapatilarak 4°C’ye kaldirildi.

= 2 kere Elution Buffer ile toplanilan protein ornekleri birlestirilerek 10 kDa’lik

amicon santrifiyj filtre ile 500 pl’ye kadar konsantre edildi.
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= Konsantre edilen bu 6rnek bir mikrosantrifiij tiipiine toplanarak SDS-PAGE ve
Western Blot yapilmak tizere 20°C’ye kaldirildi.

3.6.1. Saflastirilan histidin etiketli rekombinant fiizyon proteininin SDS-PAGE

ile analizi

» Elution Buffer ile toplanilan ve 10 kDa’lik amicon santrifiij filtre ile 500 pl’ye
kadar konsantre edilen protein 6rneginden 30 ul alarak, 7 ul 6X laemmli boya
ile karistirildi.

» Pozitif kontrol i¢in 21 pl histidin etiketli bir protein ve 4 pl 6X laemmli boya;
negatif kontrol i¢in ise 27 pl TAKA-Amilaz ile 4 ul 6X laemmli boya karistirildi.

» Boyaile karigmig 6rnekler 95°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 15 dk 1sitildiktan sonra
spin atildi.

= 9%]12’lik SDS jeldeki kuyucuklara sirayla; 20 pl pozitif kontrol, 2,5 pl protein
marker, 20 pl protein 6rnegi ve 20 ul negatif kontrol koyuldu.

= Proteinler SDS jelde 400 mA, 120 V’de 2 saat yiiriitiildi.

3.6.2. Saflastirilan histidin etiketli rekombinant fiizyon proteininin Western Blot

ile analizi

= SDS’de yiiriitiilen jelin boyutlarina uygun olarak dort tane whatman kurutma
kagid1 ve bir tane nitroseliiloz membran kagidi kesildi.

= SDS jel ve nitroseliiloz membran kagid1 ayr1 kaplardaki Transfer Buffer i¢erisinde
10 dk boyunca bekletildi.

= 10 dk bitince Western Blot cihazina Transfer Buffer dokiilerek yayildi.

*  Whatman kurutma kagitlarin1 Transfer Buffer ile 1slattiktan sonra sirayla; en alt
kisma iki tane whatman kurutma kagidi, lizerine nitroseliiloz membran kagidi,
membranin {izerine jeli ve en tist kisma da diger iki tane whatman kurutma kagidi
konuldu.

* Daha sonra hava almamas i¢in bir falkon ile ilizerinden gegildi ve Western Blot
cihazinda 300 mA’da 1,5 saat transfer yapilda.

» Transfer bittikten sonra hizlica nitroseliiloz membran kagidinda protein belirtecine
ait bantlar isaretlendi.

* Membran 5 dk, jel ise 10 dk distile suda ¢alkalamaya birakildi.
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* Daha sonra jel fiksasyon soliisyonuna alind1 ve 40 dk calkalamaya birakildi.

» Membran ise sirayla dnce distile su, sonra TBST Wash Buffer ile 5’er dk araliklarla
3 defa galkalamaya birakildi.

» Son olarak membran %5’lik siit tozuna aktarilarak +4 °C’de geceboyu ¢alkalamaya
birakildi.

» Ertesi giin 5’er dk araliklarla membran 2 defa TBST Wash Buffer ile ¢alkalandi.

* Membran yikandiktan sonra HRP Anti-6X His tag® antibody (Ab1269, Abcam)
(1/5000 diliie) konjuge antikoruna aktarilarak +4 °C’de 3 saat ¢alkalandi.

* 3 saat sonra membran antikordan alinarak 5 kere 5’er dk araliklarla TBST Wash
Buffer ile yikandi.

= Daha sonra ADVANSTA WesternBright Sirius HRP substrate kiti ile membrana
300 ul distile su + 300 pl reagent A + 300 ul reagent B karistirilip eklenerek

kemiliiminesans goriintiileme yapildi.

3.6.3. Saflastirilan rekombinant proteinin tuzdan arindirilmasi ve tampon

degisimi

» IMAC metodu sonrasi saflastirilan histidin etiketli proteinin imidazolden
arindirilmasi i¢in 10 kDa’lik amicon santrifiij filtre kullanilarak PBS (pH=7.4) ile
tampon degisim (buffer exchange) yontemi uyguland.

* Bu yontemde 1 ml’lik protein 6rnegi PBS ile 3 kere muamele edildi.

3.7. Bradford yontemi ile saflastirilan rekombinant proteinin

konsantrasyonunun ol¢iilmesi

= Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit 23200 (MANO0011181, USA)
kullanilarak standard microplate prosediirii uyguland1 (Sekil 12).

= Protein konsantrasyonu dl¢iimii deneyinde 96 kuyucugu bulunan plaka ile ¢alisildi.

=  Olgiim yapilacak saf halde bulunan ve buffer exchange yapilmis protein drnegi
(200 pl) oncelikle 1:1 oraninda PBS (200 pl) ile seyreltilerek ana stok olarak
hazirlandi.

* Bu ana stok kullanilarak 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32 oraninda protein 6rnekleri tekrardan
PBS ile seyreltilerek hazirlandi.
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Calismada kullanilacak her bir kuyucuga 150 pl Coomassie ¢aligma soliisyonu
eklendi.

Coomassie ¢alisma soliisyonu eklenen ilk 6 adet kuyucuga konsantrasyonu bilinen
standart BSA oOrnekleri eklendi (2,5 pg/mL, 5 pg/mL, 10 ug/ml, 15 pg/mL, 20
pug/mL, 25 pg/mL).

Son kuyucuk ise blank (6rnek olmayan sadece calisma soliisyonu) olarak
belirlendi.

Son olarak ise 6l¢iim alinacak protein Ornekleri, 150°ser ul olarak kuyucuklara
eklendi.

Daha sonra plaka 30 saniye boyunca hafifge galkalandiktan sonra oda sicakliginda
10 dk inkiibe edildi.

Bu prosediirlerin ardindan Bio-Rad iMark™ Microplate Absorbance Reader cihazi

kullanilarak 595 nm’de protein konsantrasyon 6l¢iimii yapildi.

| =4 s’ =
Sekil 12: 96 kuyucuklu plakada standartlarin ve protein 6rneklerinin Bradford

yontemi ile gosterilmesi.

3.8. Titanyumla hazirlanmus trombositten zengin fibrin (T-PRF) ve lokositten

zengin fibrin (L-PRF) pihtilarmmin hazirlanmasi ve fibrinolitik lumbrokinaz

enzimi ile muamelesi

Bu deney Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz ve Dis

Sagligi Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde, Prof. Dr. Mustafa Tunali esliginde
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yapild1 ve etik kurallar agisindan sorun teskil etmemesi amaciyla islemin anlik
fotografi ¢ekildi (Sekil 13).

Sekil 13: Antekiibital damardan alinan kan 6rnegi.

* Fibrin pihtis1 olugturmak i¢in deneyde kullanilmak iizere gereken 20 ml kan 6rnegi
kolumdaki antekiibital damardan siringa ile tek seferde saglik personeli tarafinca
alind1 (Sekil 13) ve 2 tane titanyum tiipe 10’ar ml kan 6rnekleri hizli bir sekilde
aktarildi.

» Titanyum tiipler parafilmlenerek hizli bir sekilde BioHorizons Intra-Spin
Centrifuge (1S110Z, USA) cihazina konarak oda sicakliginda 2,800 rpm'de 12
dakika santrifiijlendi (Sekil 14).

Sekil 14: Titanyum tiiplere konulan kan 6rneklerinin santrifiijlenmesi.
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= Sirasiyla 4 tane 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 100 pl, 250 pl ve 500 pl 6nceden
saflagtirllmis ve sonra buffer exchange yapilmig lumbrokinaz enzimi eklendi
(kontrol tiipiine enzim eklenmedi).

= Santrifiijden sonra T-PRF ve L-PRF pihtilar1 steril cimbiz ile titanyum tiiplerden

cikarildi ve steril bir gazli bez tizerine yerlestirildi (Sekil 15).

Sekil 15: Santrifiij sonrasi titanyum tiiplerden alinan T-PRF ve L-PRF pihtilari.

* Plazma kism1 kirmizi kan hiicrelerinden bistiiri kullanilarak ayrildi ve ayrilan

plazma serum fizyolojik ile yikandi (Sekil 16).

Sekil 16: Fibrin pihtidaki eritrositlerden arindirilan plazma kismu.
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= Daha sonra plazma bistiiri yardimiyla esit pargalara kesildi.

» Esit pargalara ayrilan plazmalar pens yardimiyla mikrosantrifiij tiiplerine konuldu
ve lizerlerine 1,5 mL serum fizyolojikten eklendi (Sekil 17).

» Mikrosantrifiij tlipleri parafilmlenerek oda sicakliginda 7 giin boyunca

gozlemlenmeye birakildi.

Sekil 17: Fibrinolitik lumbrokinaz enzimi ile farkli konsantrasyonlarda muamele

edilen plazma parcaciklar1 ve enzim eklenmeyen kontrol grubu.

3.9. Protrombin Zamam (PT) testi ile fibrinolitik lumbrokinaz enzimi aktivitesi
tayini

Bu deneyin tamam1 Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi biyokimya
laboratuvarinda yapilmistir. Kullanilan cihazlar ve malzemeler ayni laboratuvar

tarafindan saglanmigtir.

* Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde saglik personeli
yardimiyla tarafimdan alinan kan 6rnegi 2 adet mavi sitratl tiipe aktarildi ve etik
kurallar agisindan sorun teskil etmemesi i¢in islemin anlik fotografi ¢ekildi (Sekil

18)

[ - )

Sekil 18: Mavi sitrath tiiplere alinan kan 6rnegi.
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VWR Mega Star 1.6 santrifiij (Germany) cihazi kullanilarak alinan kan drneklerine
2500 g’de 10 dk santrifiij yapildi.

2 tane PT kiivetine 250 ser pl santrifiij sonrasi elde edilen plazmadan ve iizerlerine
250’ser pl dnceden saflastirilmis ve sonra buffer exchange yapilmis lumbrokinaz
enzimi eklendi (Sekil 19).

Kontrol kiivetine ise sadece 500 pl plazma eklendi.

Sekil 19: Santrifiij sonrasi kan 6érneginden ayrilan plazma ve PT kiivetlerine eklenen

plazma ile muamele edilen lumbrokinaz enzimi.

Hazirlanan kiivetlere pipetaj yapildiktan sonra Sysmex Automated Blood
Coagulation Analyzer (CS-1600, Japan) cihazina yerlestirildi ve protrombin
formatinda cihaz ¢alistirild (Sekil 20).

Cihaz otomatik olarak 15’er dk araliklarla kontroliin ve enzim Orneklerinin

sonuglarmi listeledi.

Sekil 20: Sysmex Automated Blood Coagulation Analyzer (CS-1600, Japan) cihazi

ile protrombin testinin yapilmasi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteriyel Transformasyon

Bakteriyel transformasyon, plazmit iizerindeki genetik bilginin bakteri hiicresine
iletilmesi amaciyla uygulanan yabanci DNA'nin bakteri hiicresine dogrudan dahil
edilmesi iglemidir. Seleksiyon i¢in Luria Broth (LB) Agar besiyerine Ampicillin
antibiyotigi eklenir. Sadece ampisiline direngli plasmid iceren bakteriler bu
besiyerinde treyebilmektedir. Ampisilin igeren LB Agar besiyerine transforme
hiicrelerden sirayla 30,60 ve 120 uL'lik eklendi ve yayild1 ve plakalar 37°C'de 1 gece
inkiibe edildi. Transformasyon basar1 ile tamamlandi ve biiyliyen koloniler

gozlemlendi. Pozitif kontrolde ise beklenildigi gibi iireme gézlemlenmedi (Sekil 21).

Sekil 21: Ampisilinli LB Agar plakalarinda geceboyu biiyiimiis transforme koloniler
ve pozitif kontrol grubu.
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4.1.1 Midiprep plazmid DNA izolasyonu

Midiprep plazmid DNA izolasyonu sonucunda yiiksek verimde plazmid DNA elde

edilmistir. Nanodrop cihazi kullanilarak izole edilen plazmid DNA konsantrasyonu

2999.6 ng/uL olarak &lgiilmiistiir (Sekil 22).

Y g/l v AZ60/A280 AZE0/A230
1@ 18349 193 37
2 20996 191 269

ce
&

g
3
<
£

30
welength (nm)

. a0
260 20

r_______ e End Experiment
Measure 7 ON

Sekil 22: Midiprep plazmid DNA izolasyonu sonrasi elde edilen DNA miktar1.

4.1.2. Plazmid DNA’nin restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmesi

Izole edilen plazmid DNA, EcoRI ve HindIII restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesilen
plazmid DNA agaroz jelde yiiritiildii ve iistteki hedef DNA pargast jelden
uzaklastirilarak bir mikrotiipe alind1 (Sekil 23). Kesilen DNA pargasinin hacmi 1,11
gr olarak tartildi. Mikrotiipiin bos ve dolu halinin farki alindu.

1,51 gr- 1,11 gr =0,40 gr=400 mg= 400 pL (100 mg jel par¢as1 yaklasik olarak 100
uL’ye denktir).

Sekil 23: EcoRI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesilen plazmin DNA’nin

agaroz jel goriintiisii.
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4.1.3. Agaroz jel ekstraksiyonu

Agaroz jel ekstraksiyonu sonrasi elde edilen DNA miktar1 nanodrop cihazi ile 162.3
ng/uL olarak oOlgiilmistir (Sekil 24). Aspergillus oryzae’ye transformasyon
yapilabilmesi i¢cin DNA miktarinin uygun konsantrasyonda olmasi gerekir.
Transformasyona baglanabilmesi i¢in total hacim 1500-2000 ng/puL arasinda olmalidir.
162.3 ng/uL x 10 pL DNA = 1623 ng/uL

Transformasyon i¢in elde edilen DNA konsantrasyonu sartlara uygundur. Dolayisiyla,

10 uL DNA ile transformasyona baglanmistir.

# ng/pl v A260/A280 A260/A230
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Sekil 24: Agaroz jel ekstraksiyonu sonrasi elde edilen DNA miktart.
4.2. Aspergillus Protoplast Transformasyonu

CD+(5-FoA)+Uridine+Uracil besiyerinde 5-7 giin inkiibe olmus Aspergillus oryzae
RIB40 pyrG(-)’den toplanan hiicreler 1/10 seklinde diliie edildi. Spektrofotometre 600
nm'de hiicrelerin OD degeri kontrol edildi ve absorbansi 0,66 olarak 6lgiildii. Cikan
sonuca gore hesaplama yapildi (50 ml besiyeri i¢in 0,4 OD olmali).

0,66 x 10=6,6

6,6:0,4=16,5

50: 16,5 = 3,03 ml hiicre

Bu hesaplamaya gore toplanilan hiicreden 3,03 ml alinarak erlendeki steril 50 ml 1X
DPY+Uridine+Uracil besiyeri lizerine eklendi ve hiicreler 30°C, 180 rpm’de 1 gece
inkiibe edildi.

Transformasyonun ikinci giiniinde hazirlanan onkiiltiir hiicreden alinarak negatif ve
pozitif kontrol i¢in hazirlanan CD+5’FoA+Uridine+Uracil plakalarina eklenerek

30°C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilan hiicreler basaril1 bir sekilde biiylimiistiir (Sekil
25).
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Sekil 25: Transformasyon negatif ve pozitif kontrol plakalari.

Transformasyon asamasinda, thoma lami ile floresan mikroskopta (10X) protoplast

hiicrelerin sayim1 yapildi ve ortalama 25 tane protoplast hiicre olustugu goriilmiistiir.

Transformasyonun ikinci giinii, 1ik %0,5’lik Top Agar DNA bulunan falkonlara
eklenerek karigtirlldi. DNA igceren bu falkondaki karisimdan 4’er ml alinarak CD
besiyeri iceren plakalara yayildi. Plakalar 30°C’de 5-7 giin boyunca inkiibe edildi.
Transformasyondan 5-7 giin sonra, %0,5°lik Top Agar’da tekli koloni olarak biiyiimiis
plakalardan (Sekil 26) koloniler se¢ilip toplanarak ayr1 CD plakalara yayildi ve
30°C’de 5-7 giin boyunca inkiibe edildi (Sekil 27).

|

Sekil 26: Transformasyon sonrasi olusan %0,5’lik Top Agar’da biiyiimiis

transformant koloniler.
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Sekil 27: CD plakalarda 30°C’de 5-7 giin boyunca biiylimiis transformant tekli
koloniler.

4.3. Protein Ekspresyonu

CD plakalarda 30°C’de 5-7 giin boyunca biiyiimiis hiicreler toplanarak mikroskopta
(10X) sayim yapildi. Sayim sonucu ortalamasi 150 olarak bulundu ve Microsoft
Excel’de yapilan hesaba gore hiicreden ne kadar miktarda alinmas1 gerektigi (800 pl)
hesaplandi. Hiicreler eklendikten sonra 1X DPY besiyerinde (pH=5.5) ekspresyon
baslatildi (Sekil 28).

Sekil 28: 1X DPY besiyerinde 1 giin boyunca eksprese olmus protein drnekleri.

Ertesi giin, 1X DPY besiyerindeki hiicreler 2X DPY besiyerine aktarilarak 180 rpm,
30°C’de 7 giin boyunca inkiibe edildi (Sekil 29).

48



Sekil 29: 2X DPY besiyerinde 7 giin boyunca eksprese olmus protein drnekleri.

4.3.1. SDS-PAGE

2X DPY besiyerinde eksprese olan protein Orneklerinden 3.,6. ve 7. giinlerde
mikrotiiplere 6rnekler alinarak SDS-PAGE yapilmistir (Sekil 30-32).

kDa

~245
~180
~135

~-17

LIRS RN
8

Tris-Glycine
4~20%

Sekil 30: 2X DPY besiyerinde 3 giin boyunca eksprese olan protein drneklerinin

SDS-PAGE sonrasi coomassie blue boyasi ile boyanarak goriintiilenmesi.

JIIRSNRENN
8

Tris-Glycine ' L .
4~20% — . —r i :

Sekil 31: 2X DPY besiyerinde 6 giin boyunca eksprese olan protein drneklerinin

SDS-PAGE sonrast coomassie blue boyasi ile boyanarak goriintiilenmesi.
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Sekil 32: 2X DPY besiyerinde 7 giin boyunca eksprese olan protein 6rneklerinin

SDS-PAGE sonrasi coomassie blue boyasi ile boyanarak goriintiilenmesi.

4.3.2. En iyi koloninin biiyiik hacimli protein ekspresyonu ve saflagtirilmasi

SDS-PAGE jel analizi sonucunda en iyi koloni (GS-X7-3) secilerek 1 litrelik biiyiik
hacimli protein ekspresyonu baslatildi (Sekil 33).

Sekil 33: GS-X7-3 kolonisi.

Ekspresyonun 7.giliniinde protein drnekleri membran filtrasyon sisteminden gegirildi.
Daha sonra, ultrafiltrasyon ve amicon santrifiij filtre yontemiyle total olarak 25 kat
kadar konsantre edildi. Ardindan, histidin etiketli bu protein IMAC yontemi

kullanilarak basariyla saflastiriimistir.
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4.5. Saflastirilan histidin etiketli rekombinant fiizyon proteinin SDS-PAGE ve
Western Blot analizi

SDS ve Western Blot sonucu, saflastirilan histidin etiketli TAKA-Amilaz ile fiizyon
olan GS-X7-3 proteininin yaklasik 55 kDa oldugunu gostermistir. Burada kullanilan
pozitif kontrol histidin isaretli bir protein ve negatif kontrol ise TAKA-Amilaz’dir.
Pozitif kontrol yaklasik 75 kDa ve negatif kontrol yaklasik 48 kDa’dir (Sekil 34).

Sekil 34: Saflastirilan histidin etiketli GS-X7-3 proteininin SDS-PAGE ve Western

Blot goriintiisti.

4.6. Saflastirilan protein konsantrasyonunun Bradford yontemi ile analizi
Bradford yontemi kullanilarak saflagtirilmis ve imidazolden arindirilmig proteinin

konsantrasyonu 87 pg /mL olarak saptandi.

4.7. Fibrinolitik lumbrokinaz enziminin pihtilar1 ¢o6zme analizi

Mikrosantrifiij tiiplerine sirayla 100 pl, 250 ul ve 500 ul konsantrasyonlarinda eklenen
fibrinolitik enzimin pihtilar1 ¢6zmesi oda sicakliginda 7 giin boyunca izlendi.

0, 6,12, 24,42, 66, 130 ve 150. saatlerdeki gelisim asamalar takip edildi ve fotograf
cekilerek kaydedildi.

Ik 24 saatte pithtida herhangi bir parcalanma gerceklesmedi (Sekil 35). Ancak
42.saatte 100 pl enzim igeren tiipteki pithtida gozle goriilebilen bir pargalanma
meydana geldi (Sekil 36). Bu durumu takiben sirayla tiiplerdeki degisimler
incelendiginde ilk olarak 66. saatte 100 pl enzim igeren, daha sonra 130. saatte 250 pl
enzim iceren ve son olarak 150.saatte 500 pl enzim igeren tiipteki pihti tamamen
¢oziindii. Sonug olarak 150. saatte tlim pihtilar ¢6ziinmiis oldu. Kontrolde ise enzim

olmadig i¢in beklendigi gibi ptht1 ¢oziinmedi (Sekil 37-39).
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Sekil 35: Lumbrokinaz enzimi ile muamele edilen fibrin pihtilarin ilk 24 saatteki

sonuclari.

A. Baslangic zamanindaki goriintiisii, B. Ilk 6.saat goriintiisii, C. Ilk 12.saat gériintiisii,
D. ilk 24.saat goriintiisii.

Sekil 36: Lumbrokinaz enzimi ile muamele edilen fibrin pihtilarin 42. saatteki

sonuglari.

100 pl enzim konulan tiipte fibrin pihtida parcalanma gézlemlenmistir.
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Sekil 37: Lumbrokinaz enzimi ile muamele edilen fibrin pihtilarin 66. saatteki

sonugclari.

100 pl enzim konulan tiipte fibrin piht1 tamamen ¢oéziinmiistiir.

Sekil 38: Lumbrokinaz enzimi ile muamele edilen fibrin pihtilarin 130. saatteki

sonuglari.

250 pl enzim konulan tiipte fibrin piht1 tamamen ¢ozlinmiistiir.

Sekil 39: Lumbrokinaz enzimi ile muamele edilen fibrin pihtilarin 150. saatteki

sonuglart.

500 pl enzim konulan tiipte fibrin pihti tamamen ¢oziinmiistir.
Sonug olarak kontrol grubu hari¢ enzim eklenen tiim tiiplerdeki pihtilar basarili bir

sekilde ¢coziinmiistiir.
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4.8. Lumbrokinaz enzimi aktivitesinin ol¢iilmesi

Protrombin Zamani (PT) testine gore insanda normalde kontrol grubundaki sonugta da
goriildiigii tizere 10 sn’de pihtilasma goriilmektedir. Bu deneyde lumbrokinaz
enziminin kontrol grubuna kiyasla protrombin siiresini uzatmasi beklenmistir.
Dolayisiyla enzim aktivitesi testinin sonucuna gore, lumbrokinaz enzimi sayesinde

pihtilagma siiresi kontrol grubuna kiyasla 5 sn daha geg gerg¢eklesmistir (Tablo 3).

Tablo 3: Protrombin Zamani (PT) testi sonuglari.

PT-SEC PT-% PT-INR
Kontrol 10.9 96.3 0.95
Ornek 1 15.1 50.6 1.35
Ornek 2 15.2 49.9 1.36
14.8 52.6 1.32

PT-SEC: Saniye cinsinden protrombin zamani.
PT-%: Yiizde cinsinden protrombin zamani.
PT-INR: Kan pihtilasma hizi=protrombin zamani / uluslararasi normalize edilmis

oran.
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5. TARTISMA

Uzun yillardir artan kalp ve damar hastaliklar1 ve ayrica, COVID-19 hastaligi
gecirdikten sonra olusan trombotik hastaliklardan dolay1 bilim insanlar1 giiglii, etkili
ve glivenilir anti-trombotik ajanlarin arayis1 igerisindedir. Streptokinaz, doku
plazminojen aktivatorii (t-PA), tirokinaz (u-PA), APSAC ve pro-iirokinaz (scu-PA)
olmak iizere en ¢ok kullanilan 5 adet anti-trombotik ajan bulunmaktadir. Ancak
APSAC ve pro-iirokinazin preparatlar1 Tiirkiye’de bulunmamaktadir. Bu trombolitik
ajanlar pahalidir ve siddetli kanama, alerji ve hipotansiyon gibi ciddi yan etkilerinin
olmasi ve dolasimda uzun siireli etki saglayamamasi gibi ¢ok fazla dezavantaji
bulunmaktadir. Lumbrokinaz PI239, solucan Lumbricus bimastus’tan tretilen ve
genellikle Asya’da uzun yillardir gida takviyesi olarak kullanilan fibrinolitik bir
enzimdir. Uzun yillardir giivenle kullanilan lumbrokinaz takviyelerinin giivenilirligi
fazladir ve neredeyse hi¢ yan etkisi goriilmemistir. inhibisyonu ve substrat segiciligi
lizerine yapilan arastirmalara gore, lumbrokinaz serin proteaz ailesine aittir. Bu,
solucanlardan tiiretilen ekstraktin, 4-6 farkli protein igeren birka¢ elementin bir
karigimint igcerdigini gosterir. Cogunun insanlar {izerinde aymi toksik olmayan
fibrinolitik etkiye sahip oldugu diisiiniilse de, yan etkiye neden olan olas1 safsizliklar
ortadan kaldirmak i¢in tek bilesenli lumbrokinaz ilaglarini belirleme ve iiretme
cabalar1 zor ve zaman alici olmustur (87). Lumbrokinazin her ne kadar homolog
tiretimi zor, zaman alic1 ve diisiik verimde olsa da, rekombinant DNA teknolojileri
kullanilarak heterolog tiretim yapilabilir ve sonug olarak fibrinolitik aktiviteye sahip
tek bir bilesen elde edilebilir. Lumbrokinazin suana kadar sadece bakteri E.coli (9-14),
maya P. pastoris (15-20), kegi siitii (21), aygigegi (22) ve tiitiin (23) bitkisinde
heterolog iiretimi yapilmistir. Ancak literatiirde suanki varolan caligsmalar
incelendiginde, hem homolog hem de heterolog enzim iiretimi i¢in dnemli bir kaynak
olan A.oryzae’nin daha 6nce lumbrokinazin heterolog iiretiminde hi¢ konakg¢1 olarak

kullanilmadig tespit edilmistir. Dolayisiyla fibrinolitik ve trombolitik etkilere sahip
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olan lumbrokinaz PI239, ilk defa bu ¢alismada filamentli bir mantar tiirii olan A.
oryzae’de basariyla iiretilmis ve saflastirilmistir.

Bir ¢alismada lumbrokinaz PI1239’mn olgun peptidi, arastirmacilar tarafindan, E. coli
BL21 (DE3) bakteri hiicresinde klonlanmis ve inkliizyon cisimcigi olarak ifade
edilmistir. Inkliizyon cisimciklerinin %901 ¢oziilerek daha sonra saflastirilmis ve
diyaliz yoluyla renatiirasyon yapilmistir. Sonug¢ olarak, saf rLK'nin fibrinolitik
aktivitesi 1500 IU/mg olarak belirlenmistir (10). Baska bir g¢alismada, CSTI
lumbrokinaz da lumbrokinaz PI239’da oldugu gibi E. coli BL21 (DE3) bakteri
hiicresinde inkliizyon cisimcigi olarak ifade edilmistir. SDS-PAGE ve Western Blot
analizi sonucunda, rekombinant CST1'in molekiiler kiitlesinin 25 kDa oldugu
belirlenmigtir. Proteinin sadece %50°si geri kazanilmistir. Nikel resin kullanilarak
histidin etiketli rekombinant CST1 %95 oraninda saflastirilmistir. Ayrica fibrinolitik
aktivite testlerinde rCST1, fibrini basariyla ¢0zebilmistir. Bir lumbrokinaz
standardinin  aktivitesi ile yapilan bir karsilastirmaya dayanarak, rCSTl1'in
antitrombotik aktivitesinin 912 IU/mg oldugu belirlenmistir (88). Bu sonuglar,
rCSTL'in etkili bir fibrinolitik ajan olma potansiyeline sahip oldugunu géstermistir. E.
coli ekspresyon sisteminin kullanim kolayligi, hizli biiyiime, diisiik maliyet ve yiiksek
verimde protein iiretimi gibi avantajlari olsa da sentez sonrasi glikolizasyon, katlanma
gibi post-translasyonel modifikasyonlar1 gergeklestiremedigi i¢in, 6karyotik proteinler
E.coli’de hiicre i¢inde suda ¢oziinmeyen inkliizyon cisimcikleri olarak iretilirler. Bu
yiizden bu tarz gereksinime sahip Okaryotik proteinlerin gerekli post-translasyonel
modifikasyonlari gerceklestirebilen uygun okaryotik organizmalarda
sentezlettirilmesi gerekmektedir. E.coli’nin bir diger biyiik dezavantaji, 6zellikle
yiiksek hiicre yogunlugunda; asetat birikimi toksik etki olusturmaktadir. Ayrica,
E.coli’de iiretilen rekombinant proteinlerin saflastirilmasi ve yeniden katlanmast i¢in
uygun bir renatiirasyon sistemine ihtiyag¢ vardir.

Bir calismada P. pastoris X-33 maya hiicresinde rekombinant lumbrokinaz EFE
PM246'min iiretimi ve saflagtirilmasi gergeklestirilmistir. Saflastirma prosediirii, P.
pastoris X-33 tarafindan salgilanan {irlinleri saflagtirmak i¢in kullanilan tekniklerin
tipik 6zelligi olan {ic asamadan olusmaktadir. Oncelikle rekombinant EFE PM246,
baslangigta (NH4)2SO4 kullanilarak ¢oktiiriildii ve ardindan iki asamali kromatografi
ile saflastirildi. Saflastirilmis rekombinant EFE PM246'nin fibrinolitik aktivitesinin
yaklagik 2,4x105 U/mg oldugu belirlenmistir. SDS-PAGE ve Western Blot analizi
sonucunda, rekombinant fiizyon EFE PM246’nin molekiiler kiitlesinin yaklasik 38.61
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kDa oldugu belirlenmistir. Proteinin sadece %20’si geri kazanilmistir (14). Bagka bir
calismada P. pastoris KM71 maya hiicresinde rekombinant lumbrokinaz PI1239'un
iretimi ve saflastirilmasi gerceklestirilmistir. Saflastirilmis rekombinant P1239°un
fibrinolitik aktivitesinin 200 mm? /10 ug protein oldugu belirlenmistir. SDS-PAGE ve
Western Blot analizi sonucunda, rekombinant PI239'un molekiiler kiitlesinin yaklasik
29 kDa oldugu belirlenmistir. Uretilen rekombinant P1239'un molekiiler kiitlesi, P1239
lumbrokinaz olgun peptidinin kendi molekiiler kiitlesinden (239 amino asit) daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu farkin, rekombinant proteininin iiretiminden sonraki
translasyon sonrast meydana gelen glikozilasyondan kaynaklandigi diistiniilmiistiir
(15). Yine bagka bir ¢alismada da P. pastoris GS115 maya hiicresinde rekombinant
lumbrokinaz F238’in klonlanmasi ve tiretilmesi gerceklestirilmistir. SDS-PAGE ve
Western Blot analizi sonucunda, rekombinant F238'in molekiiler kiitlesinin yaklagik
28 kDa oldugu belirlenmistir. Siipernatantin fibrinolitik aktivitesi ise ekspresyonun
indiiklenmesinin ardindan degerlendirildi. Ardindan, yiiksek aktiviteli bir mithendislik
susu kesfedildi ve fibrinolitik aktivitesi 100 U/mL'ye ulast1 (17). P. pastoris sistemi
giiclii ve diizenlenebilir promotorlar1 olmasi, yiiksek seviyeli ekspresyon yetenegi,
hiicre disina protein salgilama ve  post-translasyonel —modifikasyonlari
gerceklestirebilir. Ancak, metanolii karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmasi bu
ekspresyon sisteminin gen ekspresyonunun aktivasyonu i¢in metanol kullanilmasi
giivenlik endisesi teskil etmektedir. Ayrica protein iiretiminin verimi kullanilan
promotora gore degisebilmektedir. Bu ekspresyon sisteminin en 6énemli dezavantaji da
GRAS (genel olarak giivenli kabul edilen) dis1 statiisiinde olmasidir.

Gliglii bir proteaz olan lumbrokinazi ne gastrointestinal sistemdeki enzimler ne de
hiicresel enzimler pargalayamaz ve bu da lumbrokinazin ekzositoz yoluyla hiicre zarimi
saglam bir sekilde gegerek bagirsak epiteli araciligiyla kan dolasimina girmesini saglar
(89). Dolayisiyla lumbrokinaz bagirsak sisteminde emilebildigi i¢in, arastirmacilar
oral yoldan uygulanabilmesi i¢in lumbrokinazi kegi siitiinde {iretmistir (20). Ancak
verim sinirhdir ve siitiin islenmesi lumrokinazin aktivitesini yok edebilir.

Helianthus annuus bitkisinde yapilan bir ¢alismada, transgenik aycigegi tohumunda
rekombinant lumbrokinaz iiretilmistir. ELISA yontemi ile protein miktar1 tayini
yapilmistir. Pozitif lumbrokinaz kontroliiniin (150 ng/100 pL) miktarina gore
rekombinant lumbrokinaz miktar1 yaklasitk 127,5 ng/100 pL ve rekombinant
lumbrokinaz verimi ise yaklagitk 5.1 g/kg aycekirdegi olarak hesaplanmistir.

Lumbrokinazin fibrinolitik aktivitesi de yaklasik 4,150 iirokinaz U/mg protein olarak
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belirlenmistir. in vivo ¢alismada, tohum taneleri ile oral yoldan beslenen farelerde
anti-trombotik etki gézlemlenmistir (21). Nicotiana tabacum bitkisinde yapilan bir
caligmada, tiitlin bitkisinin yapraklarinda agroinfiltrasyon yontemi ile rekombinant
lumbrokinaz PI1239 proteini ¢ok yiiksek diizeyde iiretilmistir. Ancak ekspresyondan {i¢
giin sonra yapraklar dokularinda nekroz olusmaya baglamigtir. Kalan lumbrokinaz
pl239 proteinleri Ni-NTA agaroz afinite kromotografisi kullanilarak saflagtirilmistir.
Rekombinant lumbrokinaz P1239'un ¢ogu, yaprakta olusan nekrotik dokudan tiretilen
proteolitik elementler tarafindan bozulmustur. SDS-PAGE ve Western Blot analizi
sonucunda, iiretilen rekombinant PI239'un molekiiler kiitlesi yaklasik 37 kDa olarak
belirlenmistir. Lumrokinaz P1239’un kendi molekiiler kiitlesinden (32 kDa) daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu farkin N-bagh glikozilasyondan kaynaklandig:
diisiiniilmistiir (22). Bitki ekspresyon sistemlerini protein iiretimi i¢in hizli, ucuz ve
yiiksek verimlilige sahip olmasinin yani sira, genom entegrasyonu da kararlidir. Ancak
bitki  ekspresyon sisteminin genetik miihendisliginde kullanilmas1  ¢esitli
dezavantajlara sahiptir. En 6nemli sinirlamalardan biri, yorucu ve steril protokoller
gerektiren yavas siirecidir. Ayrica sistem, bitkide bilinmeyen genetik ifadelere neden
olabilecek gereksiz vektorler kullanir. Transformasyon verimliligi diisiiktiir ve sistem,
DNA ve hiicre hasariyla sonuglanabilecek siirekli optimizasyon gerektirir. Ayrica, bazi
hiicre tiirleri, baz1 Agrobacterium suslarinin neden oldugu enfeksiyona duyarh degildir
ve bu da 6nemli bir risk olusturur. Son olarak, genin birden fazla kopyasinin eklenmesi
olasilig1 vardir, bu da genetik miithendisligi siirecinin dogrulugunu tehlikeye atabilir.
Bu ekspresyon sistemlerinin dezavantajlarindan dolayr bu ¢alismada, rekombinant
proteinlerin endiistriyel olarak {iretilmesinde siklikla kullanilan ve ayrica GRAS
statiistinde oldugu i¢in daha giivenilir olan A. oryzae filamentli mantar1 tercih
edilmistir. Aspergillus ekspresyon sistemlerinin farkli endiistrilerde yaygin olarak
kullanilan c¢esitli ticari enzimler irettigi bilinmektedir. Yaygin olarak iiretilen
enzimlerden bazilar1 amilazlar, kimozin, glukoz oksidazlar, katalazlar, seliilazlar,
pektinazlar, lipazlar, proteazlar, fitazlar ve ksilanazlardir. Bu enzimler, digerlerinin
yani sira gida, deterjan, tekstil, kagit hamuru ve kagit endiistrilerinde genis bir
uygulama alania sahiptir (88). Aspergillus tarafindan {iretilen ticari enzimlerin
kapsamli listesi Enzim Uriinleri Ureticileri ve Formiilatorleri Birligi (AMFEP) web
sitesinde yer almaktadir.

Okaryotik proteinler gibi antikorlara da yonelik yiiksek talebin olmasi, maliyetleri

diisirme ihtiyaciyla birlestiginde, rekombinant antikorlarin iiretimi i¢in uygun bir

58



ifade platformunun belirlenmesi i¢in 6nemli bir ¢abaya yol agmistir. Yakin tarihli bir
calismada arastirmacilar, A. oryzae'yi, spesifik olarak enflamatuar sitokin olan insan
TNFa'ya baglanan bir antikor (IgG) olan adalimumab iiretmek i¢in basariyla
kullanmislardir (89). Adalimumab, romatoid artrit gibi kronik enflamatuar hastaliklari
tedavi etmek icin kullanilmistir. Adalimumab iiretimi, A. oryzae transformantlarinin
kiiltiir siipernataninda bagarili bir sekilde gerceklestirilmis ve ticari muadili ile
karsilastirilabilir afiniteler ve biyoaktiviteler saglamistir.

A.oryzae’nin glikolizasyon ve katlanma gibi posttranslasyonel modifikasyonlari
gerceklestirebilmesi, kolay optimize edilebilmesi, hizli biiyiimesi, GRAS statiisiinde
oldugu i¢in giivenilir olmas1 ve gii¢lii protein salgilama yetenegine sahip olmasi onu
homolog ve heterolog enzim iiretimi i¢in dnemli bir kaynak yapmaktadir. Ozellikle
giiclii glikolizasyon yetenegi Aspergillus mantarlarin1 6karyotik proteinlerin iiretimi
icin uygun bir konake1 haline getirmektedir. Bu avantajlar1 sayesinde de kisa siirede,
giivenli ve yliksek verimde lretilebilmektedir. Ek olarak Aspergillus, cesitli diisiik
maliyetli biyokiitle hammaddeleri kullanarak hizla biiyiiyebilir ve ¢cogalabilir, bu da
endiistriyel liretimin maliyetini 6nemli 6l¢iide azaltabilir.

Aspergillus sisteminin 6karyotik proteinlerin liretilmesindeki avantajlarinin yan1 sira
dezavantajlart da bulunmaktadir. Aspergillus'ta heterolog Okaryotik proteinlerin
tiretimi tipik olarak endojen proteinlerinkinden daha az verimlidir. Buna ragmen,
aragtirmacilar, heterolog protein {iiretimi ile ilgili bir¢ok engelin iistesinden
gelmislerdir. Etkili seleksiyon markorleri ve A. oryzae transformasyon stratejileri bu
stiregteki en dnemli faktorler arasindadir (90). Ek olarak, kiiltiir ortaminda salgilanan
proteazlarin varlig, proteolitik bozunmaya yol agabilir ve heterolog protein iiretimini
engelleyebilir. Bu sorunu ele almak icin bilim insanlari, heterolog proteinlerin
verimini artiran ¢oklu proteaz gen bozuculart gelistirmiglerdir (91, 92). Otofaji
genlerini bastirmanin ve vakuolar protein siralamasinin da A. oryzae'de heterolog
protein liretimini Onemli dl¢tlide 1yilestirdigi gosterilmistir. Bir hedef proteinin endojen
tasiyic1 proteinlerle genetik flizyonu, verimi artirmaya yonelik bir baska basarili
yaklasim olmustur (93). Transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi islemlerde, verimi
artirmak i¢in heterolog fiizyon protein teknigi kullanilabilir. Son zamanlarda
aragtirmacilar, fiizyon proteinleri kullanarak endoplazmik retikulum-golgi kargo
reseptOrlerini modiile ederek heterolog protein ekspresyonunu artirmak i¢in yeni bir
yaklasim gelistirmislerdir (94). Tasiyici ile kaynasmis heterolog proteinlerin

sekresyonu, lektin tipi kargo reseptorlerinden etkilenebilir ve boylece heterolog
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protein liretimini gelistirebilir. Son arastirmalar, ¢esitli endiistriyel uygulamalarda
kullanilan bir mantar olan A. oryzae'nin endojen protein genlerine eksojen protein
genlerinin dahil edilmesinin, A. oryzae'nin proteazi tarafindan heterolog proteinlerin
bozunmasini sinirlayabilecegini gostermektedir (95). Bir calismada, CHY olarak
adlandirilan bir raportor heterolog protein, nisasta kaynakli kiiltiir kosullar1 altinda A.
oryzae'de en fazla eksprese edilen proteinlerden biri olan kaynasmis a-amilaz (AmyB)
ile eksprese edildiginde, iiretim seviyesi, tagiyici olmayana kiyasla yaklasik iki kat
artmustir (95). Baska bir ¢alisma, tasiyici protein olarak A. oryzae glukoamilaz geninin
(glaA) kullanilmasinin, tasiyiciyla kaynagmis rekombinant kimozinin yliksek seviyede
salgilandigini ve tek basina glaA promotoriinii kullanan kontrole kiyasla bes kat daha
yiiksek kimozin iiretim seviyesi gosterdigini kanitlamistir (96). Ayrica, bir kene
alerjeni olan Der f 7 geni, A. oryzae glukoamilaz tasiyici protein ile flizyon yoluyla
yiiksek oranda eksprese edilmistir ve ekspresyon seviyesi, ayni zamanda heterolog
proteinlerin {iretim seviyelerini iyilestirmek icin etkili bir yontem olan kodon
optimizasyonu ile daha da gelistirilmistir (97, 98). Dolayisiyla bu tez caligmasinda
rekombinant Okaryotik protein {iretiminin ve veriminin arttirilmast igin A.
oryzae RIB40'a kodon optimizasyonu saglanmig ve TAKA-Amilaz ile flizyon
yapilmis fibrinolitik enzim lumbrokinaz PI239°’un A. oryzae’de iiretimi ve
saflastirilmasi basariyla gerceklestirilmistir. Saflastirilan proteinin varligi SDS-PAGE
ve Western Blot yontemi ile ispatlandiktan sonra, tampon degisim ydntemi
uygulanarak imidazolden armdirilmistir. Bradford yontemi kullanilarak proteinin
konsantrasyonu 87 pug/mL olarak saptanmistir. Titanyumla hazirlanmig T-PRF ve L-
PRF pihtilar ile farkli konsantrasyonlarda muamele edilen enzimin, 150.saatte tiim
tiplerdeki pihtilar1 tamamen c¢ozerek biyoaktif Ozellikte bir enzim oldugu
kanitlanmistir. Bu deneyin en ¢arpict sonucu ise en diisiik konsantrasyonda eklenen
enzimin fibrin pithtisini diger yliksek konsantrasyondakilere oranla daha hizli ¢6zmiis
olmasidir. Bu sonug, enzimin daha az kullanilarak maliyetleri diisiirebilecegini
kanitlamaktadir. Ek olarak, Protrombin Testi (PT) yapilarak enzimin pihtilasma
stiresindeki etkisine bakilmistir ve pihtilagma siiresi kontrol grubuna kiyasla 5 sn daha

gec gerceklesmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Akut tromboembolik hastaliklarin tedavisinde fibrinolitik ilaglarin kullanimi, uzun
yillardir bir hayat kurtarici tedavi segenegi olarak goriilmektedir. Ancak, mevcut
fibrinolitik ilaclar kanama yan etkileri ile iligkilendirildigi i¢cin piht1 erimesini
saglamada siirlamalar1 vardir ve bu da yiiksek oranda morbidite ve mortalite riski
tasir. Bu nedenle, terapdtik pencere ve hasta secimi gibi dar uygunluk kriterleri i¢eren
kisitlamalar, bu ilaglarin uygulanmasini zorlastirmaktadir. Bu nedenle, arastirmalar
yeni fibrinolitik ilaglarin gelistirilmesine ve bunlarin inme, miyokard enfarktiisii ve
pulmoner emboli gibi tromboembolik olaylar ile iligkili komplikasyonlar1 tedavi etmek
icin en verimli kullanimina odaklanmistir. Son arastirmalar, trombolitik enzimlerin
mikrobiyal kaynaklardan daha fazla kesfedildigini gostermektedir. Bu gelismelere
ragmen, kanama gibi ciddi yan etkileri olmayan, bolus seklinde uygulanabilen ve
diisiik iiretim maliyetine sahip trombolitik enzimler hala aragtirlmaya devam
edilmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi, genetik manipiilasyonda, trombolitik
enzimlerin dolagim siiresini iyilestirmek ve sistemik kanama olmaksizin gelistirmek
icin gl¢lii bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Klonlama ve ekspresyon yapilarak,
tyilestirilmis 6zelliklere sahip kimerik enzimler (fiizyon proteinleri) elde edilebilir. A.
oryzae, gida, veterinerlik ve ila¢ endistrilerindeki ¢esitli uygulamalari nedeniyle
biiytik ilgi goren giiglii bir biyoteknolojik ara¢ olarak kabul edilir. A. oryzae'nin
fonksiyonel genomigi i¢in kullanilan yeni stratejilerin kesfedilmesi ve mevcut
stratejilerin optimize edilmesi, endiistriyel iiretim i¢in A. oryzae'den maksimum fayda
saglayabilir.

Lumbrokinaz P1239, solucan Lumbricus bimastus'tan izole edilen ve Asya’da uzun
yillardir gida takviyesi olarak kullanilan fibrinolitik bir enzimdir ve neredeyse hi¢ yan
etkisi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, rekombinant Okaryotik protein iiretiminin
veriminin arttirilmasi i¢in oncelikle A. oryzae R1B40'a kodon optimizasyon yapildi ve
sonra, TAKA-Amilaz ile fiizyon yapilan lumbrokinaz PI239 proteininin {iretimi

gerceklestirildi. Uretimden sonra IMAC metodu ile saflastirilan proteinin varligs SDS-
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PAGE ve Western Blot yontemi ile ispatlandi. Saflastirilan protein tampon degisim
yontemi uygulanarak imidazolden arindirildi ve proteinin konsantrasyonu Bradford
yontemi ile 87 ug/mL olarak saptandi. Daha sonra titanyumla hazirlanmis trombositten
zengin fibrin (T-PRF) ve I6kositten zengin fibrin (L-PRF) pihtilar1 fibrinolitik
lumbrokinaz enzimi ile muamele edilerek oda sicakliginda 7 giin boyunca gelisim
siireci takip edildi. Ilk olarak 100 ul, ardindan sirayla 250 pl ve 500 ul enzim bulunan
tiipteki fibrin pihtis1 ¢oziindii. Sonug olarak 150. saatte kontrol grubu harig tiim fibrin
pihtilar1 tamamen ¢oziinerek enzimin pihtt ¢6zme potansiyeli basariyla kanitlanmis
oldu. Bu deneyin en garpici sonucu ise en diisilk konsantrasyonda eklenen enzimin
fibrin pthtisin1 diger konsantrasyondakilere oranla daha hizli ¢6zmiis olmasidir. Ek
olarak, Protrombin Testi (PT) yapilarak enzimin pihtilagma siiresine etkisine bakildi
ve pthtilagma siiresi kontrol grubuna kiyasla 5 sn daha ge¢ gerceklesti.

Yapilan calismalar sonucunda proteinin molekiiler agirligt beklenenden diisiik
seviyede saptanmistir. Lumbrokinaz P1239 enzimi, 18 tane asparagin ve 11 tane sistein
icermektedir. Bundan dolayi ileriki ¢alismalarda, Edman degredasyon yontemi ile
protein dizilemesi yapilarak enzimin aktivitesine bakilabilir. Ek olarak, bu fiizyon
proteini TEV proteaz ile kesim yapilabilir. Ayrica iiretim seviyesini ve verimini daha
fazla arttirmak icin de ileriki ¢aligmalarda fermentor de kullanilabilir.

Bu rekombinant fibrinolitik proteinin terapdtik 6zelliklerinden yararlanarak, GRAS
statiisiinde olan ve endiistriyel iiretimde kullanilan A.oryzae'nin rekombinant protein
iiretim ¢alismalarindaki kullanimi artirilabilir ve arastirmacilarin in vivo ve in vitro
caligmalara yonelimi artabilir. Ayrica, bu iirlin piyasasindaki talebi karsilayabilir ve
rekombinant protein iiretim maliyetini azaltabilir. Aspergillus tiirleri, rekombinant
proteinler i¢in en verimli iliretim sistemi yarisina dahil olabilir ve biyoaktif bilesikler,
organik asitler, peptitler ve enzimler igin biiyiikk Olgekli bir iretim platformu

olusturabilir.
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