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FiBRINOLITIiK ENZIM OLAN NATTOKINAZ’IN ASPERGILLUS
ORYZAE’DE URETIMI VE SAFLASTIRILMASI

OZET

Diinyadaki Oliimlerin biiyiikk bir kismu trombotik hastalik kaynaklidir. Trombotik
hastaliklar, kan hastalig1 olarak bilinse de giiniimiizdeki yaygin birgok hastaligin
sebebi olabilir; bunlarin i¢inde en ciddi ve 6liime sebep veren hastaliklardan biri de
kardiyovaskiiler hastaliklardir. Bu hastaliklarin  tedavisi i¢in uzun yillardir
antikoagiilan ve antiplatelet ilaglar kullanilmaktadir, ancak bu ilaglar trombozu
¢cozmede yeterli etki gOstermemektedirler. Fakat fibrinolitik enzimler, kan damari
icindeki fibrin pihtisin1 pargalama ve piht1 lizerinde hareket etme yetenegine
sahiptirler. Bu nedenle fibrinolitik enzimler, kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak
lizere birgok trombotik hastaligin tedavisinde biiyiikk 6nem tagimaktadir. Nattokinaz
adl1 bir fibrinolitik enzim, Bacillus subtilis natto'nun aprN geni tarafindan kodlanir.
Nattokinaz, soya fasulyesi iiriinii natto’nun fermantasyonu sirasinda Bacillus subtilis
tarafindan dretilir. Nattokinaz, trombolitik ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ve ileri ¢alismalar i¢in umut vadeden bir enzimdir. Nattokinaz,
antitrombotik, antihipertansif, antikoagiilan, anti-aterosklerotik ve ndroprotektif
etkilere sahiptir. Ayrica nattokinaz, bir¢ok tilkede “nutrasotik™ olan dogal bir iirtindiir.
Oral uygulamaya uygun olup kanitlanmis bir giivenlik profiline sahiptir, kullanimi
ucuzdur ve diger farmasdtik iriinlere gore birgok avantaj saglamaktadir. Bu nedenle
calismamizda Nattokinaz enziminin Aspergillus oryzae’de iiretilmesi ve saflastirilmasi
hedeflenmistir. Bu ¢alisma literatiirde bir ilk niteligindedir. A. oryzae, kolay kiiltiire
edilebilme, optimize edilebilme, hizli biiyiime, giiglii protein salgilama yeteneklerine
sahiptir. Ayrica A. oryzae, yiiksek verimli, glivenli ve diisiik maliyetli olmas1 nedeniyle
bu ¢alisma i¢in se¢ilmistir. Son zamanlarda, enzim iiretiminde konak hiicre olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bunun sebebi ise A. oryzae’nin amilolitik ve proteolitik
enzimler gibi biiyiik miktarlarda hidrolitik enzim tiretebilme yetenegidir. Bu yetenek
sayesinde A. oryzae, homolog ve heterolog enzim iiretimi i¢in 6nemli bir kaynak
olusturmaktadir.

Bu ¢aligmada Nattokinaz geni, C-Terminaline 8xHis-tag etiketlenerek, Aspergillus
kodon optimizasyonuna uyarlanmis ve Amilaz genine flizyon edilmis sekilde
GenScript tarafindan sentezlenmistir. Ardindan kalsiyum kloriir yontemi ile
kompetent bakteriye (Escherichia coli One Shot) transforme edilmistir. Ampisilin
direngli LB besiyerinden koloni segilerek plazmit izolasyonu yapilmistir. Plazmit,
restriksiyon enzimleriyle dogrusal hale getirilmis ve Agaroz Jel Elektroforezi
yapilmistir. Jelden hedef DNA tespit edilerek ve izolasyonu yapilarak A. oryzae’e
transformasyonu gerceklestirilmistir (Protoplast Aracili Transformasyon). Ornekler
CD Agar plakalarina ekilmis ve 5-7 giin 30°C’de inkiibe edilmistir. Koloniler SDS-
PAGE’de kontrol edilmistir. Secilen koloniler DPY besiyerinde kiiltiir edilmis ve 5-7
giin 30°C’de inkiibe edilerek ekspresyonlar1 gergeklestirilmistir. Daha sonra
ekspresyonu tamamlanan proteinlerin saflastirilmasi igin IMAC metodu kullanilmistir.
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Ekspresyon kontrolii ve protein analizi i¢in SDS-PAGE ve ardindan Western Blot
yapilarak protein saptanmustir. Yapilan Western Blot sonucunda, Nattokinaz
enziminin flizyon sekilde iiretimi ve saflastirilmasinin basariyla gerceklestirildigi
goriilmiistiir. Calisma sonucunda 106.66 mg/L NTK enzimi iiretilmistir. Iki adet
aktivite testi yapilmistir. Protrombin zamani testinde, NTK’nin pihtilasmay1 yaklagik
8sn yavaslattigi, pithtilasma yiizdesini ciddi oranda disiirdiigii ve INR sonucunda
pihtilasmay1 ciddi oranda yavaslattigi goriilmiistiir. Yapilan diger aktivite testi ise
titanyum tiiplerde kandan elde edilmis fibrin pargalarinin enzim olan mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmasi ve pargalanmanin olup olmadigini gézlemlemek esasina dayanir.
Gozlem sonucunda 5-7 giin i¢inde fibrinin tamamen pargalandigi gorilmiistiir.
Yapilan aktivite testleri sonucunda NTK nin biokatif bir enzim oldugu kanitlanmistir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus oryzae, Fibrinolitik enzim, Nattokinaz, Protein
saflagtirma, Protein tiretimi, Transformasyon

Xiv



PRODUCTION AND PURIFICATION OF FIBRINOLYTIC ENZYME
NATTOKINASE IN ASPERGILLUS ORYZAE

SUMMARY

A significant portion of deaths worldwide are caused by thrombotic diseases. Although
thrombotic diseases are known as blood disorders, they can be the underlying cause of
many common diseases today, with cardiovascular diseases being one of the most
severe and life-threatening conditions among them. For the treatment of these diseases,
anticoagulant and antiplatelet drugs have been used for many years, but they are not
sufficiently effective in resolving thrombosis. However, fibrinolytic enzymes have the
ability to break down fibrin clots within blood vessels and move on the clot. Therefore,
fibrinolytic enzymes play a crucial role in the treatment of many thrombotic diseases,
especially cardiovascular diseases. One such fibrinolytic enzyme is Nattokinase,
which is encoded by the aprN gene of Bacillus subtilis natto. Nattokinase is produced
by Bacillus subtilis during the fermentation of the soybean product natto. Nattokinase
is a promising enzyme used in the treatment of thrombotic and cardiovascular diseases,
exhibiting antithrombotic, antihypertensive, anticoagulant, anti-atherosclerotic, and
neuroprotective effects. Additionally, Nattokinase is a natural product considered a
"nutraceutical” in many countries. It is suitable for oral administration, has a proven
safety profile, is cost-effective, and provides several advantages compared to other
pharmaceutical products. Therefore, our study aims to produce and purify the
Nattokinase enzyme in Aspergillus oryzae. This study is the first of its kind in the
literature. A. oryzae possesses easy culturing and optimization, rapid growth, and
strong protein secretion abilities. Furthermore, A. oryzae has been chosen for this study
due to its high efficiency, safety, and low cost. Recently, it has been utilized as a host
cell for enzyme production. This is attributed to A. oryzae's ability to produce large
quantities of hydrolytic enzymes such as amylolytic and proteolytic enzymes. This
ability makes A. oryzae an important source for both homologous and heterologous
enzyme production.

In this study, the Nattokinase gene was synthesized by GenScript, with the C-terminal
region tagged with 8xHis-tag and adapted to Aspergillus codon optimization. It was
then transformed into competent bacteria (Escherichia coli One Shot) using the
calcium chloride method. Colony selection was performed from ampicillin-resistant
LB medium, followed by plasmid isolation. The plasmid was linearized using
restriction enzymes, and agarose gel electrophoresis was conducted. Target DNA was
identified and isolated from the gel for transformation into A. oryzae (Protoplast-
Mediated Transformation). Samples were inoculated onto CD Agar plates and
incubated at 30°C for 5-7 days. Colonies were checked using SDS-PAGE, and selected
colonies were cultured in DPY medium and incubated at 30°C for 5-7 days to allow
for protein expression. Subsequently, the expressed proteins were purified using the
IMAC method. Expression control and protein analysis were performed using SDS-
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PAGE followed by Western Blot to detect the protein. The Western Blot results
demonstrated the successful fusion production and purification of the Nattokinase
enzyme. 106.66 mg/L of NTK enzyme was produced as a result of the study. Two
activity tests were conducted. In the prothrombin time test, it was observed that NTK
slowed down coagulation by approximately 8 seconds, significantly reduced the
percentage of clot formation, and significantly slowed down coagulation according to
the INR result. The other activity test involved transferring fibrin fragments obtained
from blood into microcentrifuge tubes containing titanium and observing whether
fragmentation occurred. The observation revealed that fibrin was completely broken
down within 5-7 days. Based on the results of the activity tests, it has been proven that
NTK is a biocatalytic enzyme.

Keywords: Aspergillus oryzae, Fibrinolytic enzyme, Nattokinase, Protein
purification, Protein production, Transformation
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1. GIRIS VE AMAC

Diinyada artan saglik sorunlari ve Oliimlerle birlikte ilaglara ve yeni tedavi
yontemlerine olan ihtiya¢ artmis durumdadir. Bu nedenle, insanlar yagam kalitesini
artirmak amaciyla yeni tedavi yoOntemlerini arastirmaktadirlar. Kalp krizlerinin
yayginlagmasi, damar tikaniklig1 ve buna bagli hastaliklarin artis gdstermesi, 6zellikle
COVID-19 ve benzeri hastaliklarin ortaya ¢ikmasi, fibrinolitik enzimlere olan ihtiyaci
artirmaktadir. Ciinkii bu hastaliklar, dogrudan veya dolayli olarak fibrinoliz siirecini

etkiler ve kan sulandirici gibi ilaclarin kullanilmasini zorunlu kilar.

Fibrinolitik enzimler, fibrinoliz siirecinde rol oynayan, fibrin pihtilarini ¢dzen ve
parcalayan enzimlerdir. Fibrinoliz, viicutta pihtilasma sonucu olusan fibrinlerin
parcalanmasi siirecidir. Bu siirecin normal sekilde islemesi, sagligimiz i¢in son derece
onemlidir. Fibrinolitik enzimler, kan damar tikanikliginin 6nlenmesi, tromboembolik
hastaliklarin tedavisi, pihtilasma bozukluklarinin tedavisi, yara iyilesmesi ve doku
onarimi gibi siire¢lerde dnemli rol oynarlar. Fibrinolitik enzimler genel olarak iki
kategoriye ayrilir. Birinci kategori, plazminojen aktivatdrleridir ve fibrin pihtilarina
direkt olarak etki edip ¢6zebilme yetenegine sahiptirler. Bunlar; Plazmin, lumbrokinaz
ve nattokinaz gibi fibrinolitik enzimlerdir. Ikinci kategori ise fibrinoliz destekleyici

enzimlerdir ve direkt olarak fibrine etki edebilme 6zelligine sahip degillerdir.

Nattokinaz, fibrinolitik bir enzimdir ve Bacillus subtilis natto'nun aprN geni tarafindan
kodlanir. Nattokinaz, soya fasulyesi {irlinli olan natto'nun fermantasyonu sirasinda B.
subtilis tarafindan dretilir. Asya iilkelerinde uzun yillardir gida takviyesi olarak
kullanilmaktadir. Nattokinaz, kan pihtilarinin ¢6ziilmesi, kan akisinin iyilestirilmesi,
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavi edilmesi ve inflamasyonun azalmasi gibi saglik
alaninda bircok faydaya sahiptir. Nattokinaz, antitrombotik, antihipertansif,
antikoagiilan, anti-aterosklerotik ve noroprotektif etkilere sahiptir. Bu calismada
nattokinaz, tiretimindeki verimliligin artirilmasi ve artan pazar talebinin karsilanmasi
amaciyla Aspergillus oryzae mantarinda heterolog olarak diretilmistir. A. oryzae
mantar1, amilaz, proteazlar, sulfatazlar, niikleazlar, fosfatazlar ve transglikozidazlar

gibi bircok enzimi igermektedir. FDA tarafindan genellikle giivenli kabul edilen A.



oryzae, biiyiilk miktarda hidrolitik enzim liretme yetenegine sahiptir. Bilimsel ve
endiistriyel acidan da biiylik 6neme sahiptir. Ayn1 zamanda A. Ooryzae mantarinin,
biyoteknolojik arastirmalar igin de biiyiik bir potansiyeli vardir. Bu mantar, genetik
miihendislik teknikleri kullanilarak daha verimli bir sekilde fibrinolitik enzimlerin
{iretimine olanak tanir. Ozellikle nattokinaz gibi énemli bir enzim, A. oryzae mantari
tarafindan heterolog olarak iiretilebilir. Bu siire¢, mantarin dogal enzim iiretim
kapasitesini kullanarak yiiksek verimli ve diisiik maliyetli nattokinaz tirtinleri elde
etmeyi mimkiin kilar. Ayrica, A. oryzae' nin biyoteknoloji alaninda yaygin olarak
kullanilmasi, yeni tedavi yontemleri ve ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli bir adim

olabilir.

Bu c¢alismada, nattokinaz'in Aspergillus oryzae'de iiretilmesi ve saflastirilmasi
amagclanmaktadir. Protein tiretimi i¢in hizli, giivenli, yliksek verimli ve diisiik maliyetli
yontemler aranmaktadir ve A. oryzae, bu gereklilikleri karsilayabilecek avantajlara
sahiptir. Bu calisma, saglik alaninda kullanilan etkili, giivenli, kaliteli ve disiik

maliyetli bir nattokinaz iirliniiniin elde edilmesini hedeflemektedir.



2. GENEL BILGILER

Diinyadaki 6liimlerin biiytik bir kism1 trombotik hastaliklardan kaynaklidir. Trombotik
hastaliklar, kan hastalig1 olarak bilinse de giliniimiizdeki yaygin bircok hastaligin
sebebinde yer alir. En ciddi olanlardan ve 6liime sebep veren hastaliklardan biri de
kardiyovaskiiler hastaliklardir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin biiyiik bir kismini,
koroner kalp hastaligi, periferik arter hastaligi, serebrovaskiiler hastalik, romatizmal
kalp hastaligi, dogustan kalp hastaligi, derin ven trombozu ve pulmoner emboli
olusturmaktadir. Bu tip hastaliklarda damar i¢inde kan pihtilar1 olusur ve bu yiizden
akut miyokard enfarktiisii ve fel¢ gibi vakalara ¢okga rastlanir. Bu hastaliklarin
tedavisi i¢in uzun yillardir antikoagiilan ve antiplatelet ilaglar kullanilmaktadir fakat
bu ilaglar trombozu ¢6zmede yeterli etkide degillerdir [1]. Fakat fibrinolitik enzimler,
kan damari i¢indeki fibrin pihtisini pargalayabilme ve pihti {izerinde hareket edebilme
yetenegine sahiptir. Bu sebeple kardiyovaskiiler hastaliklar bagta olmak iizere bir¢ok
trombotik hastaligin tedavisi i¢in 6nemlidir.

Fibrinolitik enzimler piht1 6nleyici enzimler olarak adlandirilir ve etki mekanizmasi
bakimindan iki kategoriye ayrilirlar. Birinci kategori plazminojen aktivatorleridir.
Bunlara doku plazminojen aktivatorii (t-PA), alteplaz, reteplaz, tenekteplaz, iirokinaz
(u-PA), streptokinaz ve anistreplaz gibi enzimler 6rnek verilebilir. Bu enzimler, son
yillarda kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Plazminojen aktivatorlerinin gorevi plazminojeni, olusan fibrin pihtisini parcalayarak
aktif plazmine doniistiirmektir [2]. Ikinci kategori, dogrudan etkili fibrinolitik enzimler
olan plazmin benzeri enzimlerdir ve plazminojen aktivasyonu gerektirmez. Pihtiya
dogrudan etki ederek ¢6zme yetenegine sahiptir. Bunlara plazmin, lumbrokinaz ve
nattokinaz ornek verilebilir.

Nattokinaz, Bacillus subtilis natto’nun apr N geni tarafindan kodlanan fibrinolitik bir
enzimdir. Nattokinaz soya fasulyesi {iriinii natto’nun fermantasyonu sirasinda B.
subtilis tarafindan dretilir [3]. Natto, Asya iilkelerinde binlerce yildir tiiketilen
geleneksel bir yemektir, bu kadar yil yaygin kullanilmasina ragmen natto’nun
terapotik etkisi bilinmiyordu. 1987 yilinda nattoda, giiclii fibrinolitik 6zellige sahip bir

enzim kesfedilmis ve ismine nattokinaz denilmistir [4]. Bu ¢alisma Asya tilkelerinde



ve ABD’de yiiriitilen nattokinaz g¢alismalarina oncelik etmistir. Birka¢ calisma,
yiiksek diizeyde natto tiiketiminin kardiyovaskiiler hastalik 6liim riskini azalttigini,
Ozellikle iskemik kalp hastaliklarindan kaynaklanan oliim riskini azalttigini
bildirmistir [5]. Baska calismalarda ise olgun nattokinaz’in bir alkalin proteaz
oldugunu ve bu enzimin, natto'nun en aktif bilesenini icerdigini ve kardiyovaskiiler
saglik tizerindeki olumlu etkilerinin oldugunu ortaya koymustur. Nattokinaz sadece
giiclii fibrinolitik etkiye degil ayn1 zamanda giiclii antitrombotik aktiviteye de sahiptir
[6-8]. Nattokinaz fibrin parcalayici 6zellige sahiptir bu sebeple birgok hastaligin
tedavisi i¢in son zamanlarda talep goren bir gida takviyesine doniismiistiir. Nattokinaz,
In vivo galismalarit miimkiin olan en iyi sekilde yiritiilen tek mikrobiyal fibrinolitik
terapotik enzimdir [9]. Nattokinaz’in en benzersiz 6zelligi ise kardiyovaskiiler
hastaliklarla ilgili bir¢ok dnleyici ve hafifletici farmakolojik etkiye sahip olmasidir.
Nattokinaz; antitrombotik, antihipertansif, antikoagiilan, anti-aterosklerotik ve
noroprotektif etkilere sahiptir. Literatiirde benzer farmakolojik 6zelliklere sahip baska
bir ila¢ bulunmamaktadir. Ayrica nattokinaz, diinyanin birgok iilkesinde “nutrasotik”
olarak kabul edilen dogal bir {irlindiir; oral uygulamaya uygundur, kanitlanmis bir
giivenlik profiline sahiptir; kullanim1 ucuzdur ve diger farmasotik iiriinlere gore birgok
avantaj saglar [10]. Nattokinaz, subtilisin E (%99.5) ve subtilisin J (%99.3) gibi diger
subtilisinlerle biiyiik oranda benzerlik gosterir fakat digerlerine kiyasla fibrine karsi
daha ytiksek substrat 6zgiilliigii sergiler ve terapotik uygulamalar i¢in daha uygun hale
gelir [11,12]. In vitro ¢aligmalar, Nattokinaz'in {istiin bir trombolitik enzim oldugunu
ve plazminden alt1 kat daha aktif oldugunu dogrulamistir [13]. Nattokinaz, kan
damarlarinda uzun bir yar1 dmre sahiptir bu da yan etkisinin az olmasmi saglar.
Kanitlanmis giivenlik ve seri liretim kolayligina sahip olmasi ve diger fibrinolitik
proteazlar ile karsilatirildiginda ise daha etkili fakat daha az yan etkiye sahip olmasi
en onemli avantajlarindandir. Kanama, mide iilseri, hipertansiyon, Alzheimer hastalig
ve vitreoretinal bozukluklarin tedavisi de dahil olmak iizere bir¢ok hastaligin
tedavisinde kulanilmaktadir [14,15]. Bu galismalar nattokinaz’in, kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisi i¢in ve COVID-19’un 6nlenmesi ve tedavisi i¢in kullanilabilecek
yeni nesil ila¢ olma potansiyeline sahip olabilecegini diisiindiirmektedir [10]. Diinya
capinda nattokinaz kan pihtilasmasinin 6nlenmesi, kan sulandirici, kan dolasiminin
tyilestirilmesi gibi nedenlerden dolayi tiiketiciler tarafindan tablet ve kapsiil seklinde
kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda endiistriyel tiiretimde diisiik maliyetli olmasi

nattokinazin avantajlarindandir.



Nattokinaz Bacillus subtilis protein uzunlugu 381 aminoasittir; 29 aminoasit sinyal
peptid, 77 aminoasit propeptid ve 275 aminoasit olgun nattokinaz igerir [16]. Olgun
nattokinaz sistein icermeyen ve disiilfid baglar1 olmayan 27 kDa'lik bir serin proteazdir
[17,18]. Nattokinaz esas olarak mikrobiyal fermantasyon yoluyla elde edilirken,
gelisen teknolojiler ile B. subtilis WB800, Escherichia coli, Lactococcus lactis,
Bacillus licheniformis, Spodoptera frugiperda ve Pseudomonas sp. TKUO15 gibi
cesitli heterolog ekspresyon sistemleri kullanilarak da eksprese edilmistir [19-25].
Bagka bir ¢alismada ise Okaryotik bir konak olarak Pichia pastoris’de nattokinaz
ekspresyon ve saflastirma calismalar1 yapilmistir. Bu arastirma yapilan diger
calismalara nazaran daha yiikksek verimde ve kalitede nattokinaz iiretimi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda ise in vivo ¢aligmalarda nattokinaz’in trombolitik
aktivitesine bakilmistir [ 14]. Nattokinaz; B. subtilis WB8000/pANk ‘de optimizasyon
sonrast 600 mg/1 [19], E. coli’de 49,3 mg/L [21], B. licheniformis’ de 232,6 mg/L [24]
ve P. pastoris’de erlen calkalamali fermentasyonda 320 mg/l [14] iretimi
gerceklestirilmistir. L. lactis ‘de nattokinazin yaklasik %94°1 kiiltire edilmis fakat
tiretilen nattokinazin verimi diisiikmiis, bunun baslica sebebi ise L. lactis ile B. subtilis
organizmalarinin proteaz igerigi ve optimizasyon kosullarmin farkliligi olarak
disiiniilmektedir. [20]. Nattokinazin bir¢ok organizmada basarili ekspresyonu
gerceklestirilmesine ragmen aktif protein elde edilebilmesi konusunda baz1 giicliikler
olmustur. Oncelikle ekspresyonu gergeklestirmeye ¢alisilan konak canli prokaryotik
ise baz1 post-translasyonel modifikasyon 6zelliklerinin olmamasi sebebiyle eksprese
olan protein, aktif ve fonksiyonel bir protein olamamistir. E. coli’de yiiksek
verimlilikte nattokinaz iiretimi gergeklestirilmesine ragmen protein inkliizyon
cisimcigi olarak liretilmistir ve aktif protein eldesi i¢in ekstra bir¢ok calisma yapilmasi
zorunlulugu dogurmustur [21]. Okaryotik canli olan P. pastoris’de iiretimi
gerceklesmis ve aktif protein elde edilmis olan bir ¢alismada ise yiiksek verim elde
edilmesine ragmen P. pastoris, GRAS kategorisinde olmadig1 i¢in giivenlik riski
olusturabilmektedir [14]. Ayn1 zamanda yapmis oldugumuz literatiir taramasinda
nattokinazin Aspergillus oryzae’de daha once ¢alisilmadigini gérmekteyiz. A. oryzae,
Okaryotik canli olmasi, dolayisiyla post-translasyonel modifikasyonlari yapabiliyor
olmas1 bunun yanisira GRAS olarak yani giivenli olarak kabul edilmesi avantajlarina
sahip olmas1 gerekceleriyle bu calisma icin ekspreyon sistemi olarak secilmistir. Bu
calismada yiiksek verimde, giivenli ve kaliteli bir nattokinaz {iriinii elde etmeyi

hedeflemekteyiz. Ayrica yapmis oldugumuz ek arastirmalarda Nattokinaz; B. subtilis



WB8000/pANk’ de %54,17 verimle, P. pastoris ‘de %60’tan fazla bir verim elde
edilmistir [19,14]. Aspergillus, mantarlar aleminin ve Trichocomaceae familyasinin
bir liyesidir. Aspergillus’lar diger mantar tiirlerinin aksine filamentli-ipliksi yapili
mantarlardir. 200 farkli mantar tiiriinden olusmus ve diinyanin her yerine yayilmstir.
En yaygin tiirleri; A. nidulans, A. fumigatus, A. oryzae ve A. niger ‘dir. Yakin zamanda
bazi Aspergillus tiirlerinin genom dizisi ¢ikarilmistir. A. oryzae genomu ise Japon
Biyoteknoloji firmasi tarafindan 2006 yilinda dizilenmistir; 8 kromozom, 12.074 gen
ve yaklasik 37 milyon baz ¢iftinden olustugu goriilmiistiir [26]. A. oryzae, bin yildan
daha uzun bir siiredir geleneksel Cin ve Japon mutfaginda cesitli gidalarin
fermantasyonu amaciyla kullanilmistir. A. oryzae, sar1 koji kiifii olarak da bilinir. A.
oryzae; amilaz, proteazlar, sulfatazlar, niikleazlar, fosfatazlar ve transglikozidazlar
gibi birgok enzimi igerir. FDA tarafindan genellikle giivenli (GRAS) olarak kabul
edilmis ayn1 zamanda da Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan da desteklenmistir
[27]. A. oryzae ekspresyon sistemi, 1988 yilinda rekombinant protein iiretimi igin
kullanilmaya baglanmistir [28]. A. oryzae, amilotik ve proteolitik enzimler gibi biiyiik
miktarda hidrolitik enzim iiretme yetenegine sahiptir bu sebeple bilimsel ve
endiistriyel agidan biiyiik bir dneme sahiptir. A. oryzae gen diziliminin tamamlanmasi
ile gen ekspresyon mekanizmalar1 agisindan kullanilmast hizla ilerlemistir.
Aspergilluslar gelisen teknoloji ile birincil ve ikincil metabolitlerin iretilmesi
amaciyla kullanilmaktadirlar ve bu sebeple ticari Oneme sahiptirler [29].
Aspergilluslar 6karyotik canlilardir bu sebeple glikolizasyon ve translasyon sonrasi
modifikasyon 6zelligine sahiptir, bunlar aktif protein iiretimi i¢in 6nemli 6zelliklerdir.
Ayni zamanda A. oryzae, kolay kiiltiire ve optime edilebilme, hizli biiylime, giiglii
protein salgilama yeteneklerine sahiptir. Protein iiretimi icin kisa siirede, giivenli,
yiiksek verim ve maliyetin az olmasi aranan kosullardir ve A. oryzae sagladigi

avantajlardan dolayi tercih edilmektedir.



3. MATERYAL VE METOD

e Capraz Akis Filtrasyonu, Sartonet (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Almanya)

e Sartocon Slice 200, 10kD Ultrafiltre Membrani (Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Almanya)

e Mikro Santrifiij, Thermo MICROCL21R (Thermo Fisher Scientific, Amerika
Birlesik Devletleri)

e Santrifiij, Avanti JXN-26 (Beckman Coulter, Amerika Birlesik Devletleri)

e Santrifijj filtre iiniteleri, Amicon Ultra -15 10,000 MWCO (Merck, Almanya)

e Yatay Submarin Elektroforez, HE99X (GE Healthcare Bio-Sciences, Amerika
Birlesik Devletleri)

e Dikey Elektroforez, miniVE (GE Healthcare Bio-Sciences, Amerika Birlesik
Deviletleri)

e Elektroforez Gii¢ Saglayicisi, GE Healthcare EPS301 (GE Healthcare Bio-
Sciences, Amerika Birlesik Devletleri)

e Laboratuvar Buzdolab1 (+4°C), Thermo Scientific Forma FRGL4S04V
(Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

e Laboratuvar Buzdolab1 (+4°C), Mediline (Liebherr, Almanya)

e Laboratuvar Buzdolabi (-20°C), Thermo Scientific Forma FFGL2320V
(Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

e Laboratuvar Buzdolabi (-80°C), Thermo Scientific Forma 8900 Serisi (Thermo
Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

e Western Blotlama cihazi, TE70 PWR Semidry Blotter (Amersham
Biosciences, Birlesik Krallik)

e WesternBright™ Sirius HRP Soliisyon Western Blotlama Tespit Kiti
(Advansta, Amerika Birlesik Devletleri)

e Nitroselliilloz Blotlama Membrani 0,45um, Amersham ™ Protran ™ (GE
Healthcare Bio-Sciences, Amerika Birlesik Devletleri)

e Western goriintiileme cihazi, Fusion Solo 5 (Vilber, Fransa)

e Vorteks Karistiricisi, IP42 (Isolab, Almanya)



e Mini Santrifiij- Spin (BioRad, Amerika Birlesik Devletleri)

e Witeg Su banyosu, WB-11 (Witeg, Almanya)

e Mikroskop, Leica DM750 (Leica Microsystems, Almanya)

e Thermo Scientific, NanoDrop One C (Thermo Fisher Scientific, Amerika
Birlesik Devletleri)

e (Calkalamal1 Inkiibator, Infors HT / Ecotron (Tek bdlmeli) (Infors HT, Isvigre)

e (Calkalamali inkiibator, Infors HT / Multitron (Cok bolmeli) (Infors HT,
Isvigre)

e FEtiiv, Inkiibatér, Thermo Scientific, Heratherm IMC18 (Thermo Fisher
Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

e Laboratuvar Calkalayicisi, Benchrocker™ 2D (Benchmark Scientific,
Amerika Birlesik Devletleri)

e Isitmali Manyetik karistirict / 230V, 50-60 Hz (BioRad, Amerika Birlesik

Deviletleri)

e Laboratuvar Tartisi, OHAUS PA4102 (OHAUS, Amerika Birlesik Devletleri)

e Buharli Strerilizator, Otoklav, STR5510 S, 250 litre (Eryigit, Tiirkiye)

e Biyogiivenlik Kabini, Thermo Scientific Maxisafe 2020 1.5 (Thermo Fisher
Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

e Vakum Pompasi, Knf/ N022AN.18 (KNF, Almanya)

e Isitict Blok, Thermo Scientific Drybath Stdrd 4blck 200-240V (Thermo Fisher
Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

e pH metre, HANNA / HI2002 (HANNA, Amerika Birlesik Devletleri)

e UV Spektrofotometre, UVmini-1240 (Shimadzu Corporation, Japonya)

e Tiip Dondiirticti / 88881002 (Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik
Devletleri)

Yukarida ¢aligma boyunca kullanilan cihaz ve {riinlerin listesi verilmistir. Ayrica

kullanilan kit ve kimyasallar, materyaller i¢erisinde verilmistir.



3.1 Kompetent Hiicre Hazirlama

3.1.1 Kompetent hiicre hazirlama materyal
Hiicre: E. coli One Shot gliserol stok (daha dnce laboratuvarimizda var olan)
Sarf malzeme: 250 mL erlenmeyer, 6ze, 1000 ul mikropipet ve mikropipet ucu, 50 mL
falkon, 1,5 mL mikrosantrifiij tiip, spektrofotometre kiiveti
Cihaz: Spektrofotometre cihazi, Santrifiij, Calkalamali inkiibatér, Biyogiivenlik
kabini, Isitic1 blok
Hazirlananlar:

e LB Broth Besiyeri:
LB Broth Powder, Miller (Bio Basic, Kanada). 100 mL i¢in 2,5 gram LB Broth toz
kimayasali tartildi, dH20 ile hazirlandi. pH 7.5’a ayarlandi. Sonrasinda otoklavlandi.
Steril kosullarda +4°C’de saklandi.

e Soguk 0.1 M CaCl, Soguk 0.1 M CaCl/ %15 Gliserol:
Kalsiyum Kloriir Dihidrat (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri), Gliserol
biyoteknoloji i¢in (BioShop, Kanada)
Diger: Buz

3.1.2 Kompetent hiicre hazirlama metod
Bu ¢alismada Kompetent E. coli One Shot hazirlanmustir.

1. Daha 6nce laboratuvarimizda var olan E. coli One Shot Gliserol stoktan (-80
°C) 6ze ile bir parga alindi ve 5 mL LB besiyerine (50 mL falkon i¢inde)
daldirilarak karistirildi.

2. 180-200 rpm, 37°C galkalamali inkiibatorde bir gece biiyiitiildi.

3. Ertesi sabah, iginden 1 mL 6rnek alindi ve 100 mL LB besiyerine (250 mL
erlenmeyer i¢inde) asilandi.

4. 180-200 rpm, 37°C calkalamali inkiibatérde 1,5-3 saat calkalandi. 1 saat
sonrasinda biyogiivenlik kabininde 6rnek alindi ve Spektrofotometre cihazinda
ODgoo‘de absorbans dl¢iildii. Ideal absorbans 0,4 — 0,5 olarak kabul edildigi
i¢in bu sonug alinana kadar 6rnek ayni kosullarda ¢alkalanmaya devam edildi,
20 dk da bir absorbans 6l¢iildii.

5. Hiicreler buza koyuldu, 10 dk bekletildi. Sonrasinda o6rnek 50 mL’lik
falkonlara boliindii.

6. 6.000 rpm, 3 dk, +4°C*‘de santrifiij yapildi.



7. Stipernatant atildi, hiicreye 10 mL soguk 0.1 M CaCl (+4°C) eklendi ve pelet
yavasea ¢oOziildi.

8. Hiicre 20 dk buzda bekletildi.

9. 6.000 rpm, 3 dk, +4°C‘de santriflij yapildi.

10. Siipernatant atildi, pelet 5 mL soguk 0.1 M CaCl/ %15 Gliserol ile ¢oziildii.

11. Elde edilen kompetent hiicre 100-300 pl olacak sekilde 1,5 mL mikrosantrifiij
tiiplere boliindii, -80 °C’de saklandi.

Ayni1 yontem ile Kompetent E. coli TOP10 da hazirlanmistir.

3.2 Genin Kompetent Bakteri’ye Transformasyonu

3.2.1 Genin kompetent bakteri’ye transformasyonu materyal
Hiicre: Kompetent E. coli One Shot

Nattokinaz geni (TAKA Amilaz ile fiizyon halde sentezlenen gen, GenScript,
Amerika Birlesik Devletleri)

Sekil 1°de gosterildigi tizere NTK geni, linker yani baglayici diziler ile TAKA Amilaz
genine baglanmistir. Tasarlanan yeni gen dizisi, PUC19 vektér omurgasina
baglanmustir. Plazmit igerisine aktarilan gen, GenScript firmasi tarafindan Aspergillus

oryzae kodon optimize sekilde sentezlenmistir.
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TAKA-NTK13

(B) 5 3
Plasmid DNA — ™AENEE 5, $S TAKANTK  Terminator ——< PYIGé. —
(C)
“R2D0EICP
&x Histag
(D)

Sekil 1 : Plazmit ve gen dizayn1 A) Nattokinaz i¢in tasarlanan plazmidin sirkiiler
sekli B) Plazmidin dogrusal sekli C) TAKA-NTK bdlgesi D) Tasarlanan NTK nin
protein dizisi.

Sarf malzeme: Mikropipet ve mikropipet ucu, 1,5 mL mikrosantrifiij tiip, yayict,
parafilm, rek
Cihaz: Mini santrifiij- Spin, Biyogiivenlik kabini, Calkalamali inkiibator, Isitict blok
Hazirlananlar:

e LB Broth Besiyeri

e LB+Amp plaka
100 mL i¢in 2,5 gram LB Broth Powder, 1,5 gram Agar (Bacteriological Grade
(BioShop, Kanada) tartildi, dH2O ile hazirlandi. pH 7.5’a ayarlandi. Sonrasinda
otoklavlandi. Otoklav sonrast 100 pul Ampisilin (100 mg/ mL hazirlandi, Ampisilin

11



sodyum tuz, biyokimya icin, BioFroxx, Almanya) eklendi. Petri kabina dokiildii ve

donmasi beklendi. Steril kosullarda +4°C’de, parafilmlenerek saklandi.

Diger: NFW (Niikleaz icermeyen su, molekiiler biyoloji i¢in su, BioFroxx, Almanya),

Buz

3.2.2

Genin kompetent bakteri’ye transformasyonu metod

Bu ¢alismada GenScipt’ten gelen Nattokinaz geninin, Kompetent E. coli One Shot

organizmasina transformasyonu yapilmistir.

1.

10.

11.
12.

Nattokinaz geni, GenScript firmasindan Aspergillus oryzae kodon optimize
sekilde sentezlettirildi, liyofilize halde gelen gen 4 ng idi.

Gene kisa spin atild1.

Kabinde 40 ul NFW alind1 ve 4 ng genin i¢ine koyuldu, yavasga pipetaj yapildi.
(Deney sonrasi kalan gen -20°C’de saklandr).

2 adet 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiinde 100 pl alikotlanan kompetent E. coli One
Shot ve gen buza koyuldu ve erimesi beklendi.

Eridikten sonra 1 pl gen alinip birinci 100 pl kompetent E. coli One Shot’a
koyuldu ve yavasca pipetaj yapildi.

Ikinci 100 pl kompetent E. coli One Shot, kontrol olarak kullanilacag: icin
igerisine gen koyulmadi.

Iki mikrosantrifiij tiipii de 30 dk buzda bekletildi.

Iki mikrosantrifiij tiipii de 45 sn 42 °C 1s1tic1 bloga koyuldu.

Iki mikrosantrifiij tiipii de 2 dk buzda bekletildi.

Biyogiivenlik kabininde iki mikrosantrifiij tiipline de dnceden alikotlanan 500
ul LB koyuldu ve birkag defa pipetaj yapildi, sonra mikrosantrifiij tiipleri
parafilmlendi.

200 rpm, 37°C, 1 saat galkalamali inkiibatorde rek i¢inde ¢alkalandi.

1 saat sonra hiicreler inkiibatorden alindi, LB+Amp plakalara yayild:.

1 adet LB+Amp plakasina kontrol mikrosantrifiij tiipiinden 60 pl koyuldu.

4 adet LB+Amp plakasmna gen olan mikrosantrifiij tiipinden 20-100 pl

arasinda 6rnek koyuldu.

Ayni yontem ile NTK geni, Kompetent E. coli TOP10 ve Kompetent E. coli Machl

bakterilerine de transforme edilmistir.
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3.3 Bakteride Koloni Secme

3.3.1

Bakteride koloni segme materyal

Hiicre: Bakteri transformasyonu yapilmis LB+Amp plakalarindaki hiicreler

Sarf malzeme: Parafilm, 6ze, 50 mL falkon, 500 mL erlenmeyer, kriyotiip
Cihaz: +4°C dolap, -80°C dolap, Calkalamali inkiibator

Hazirlananlar:

3.3.2

LB-+Amp sivi besiyeri (LB Broth siv1 besiyeri hazirlandi1 ve 100 mL i¢in 100
ul Ampisilin eklendi).

%50 Gliserol [100 mL i¢in; 50 mL Gliserol biyoteknoloji i¢in (BioShop,
Kanada), 50 mL steril dH20 ile karistirildi ve otoklavlandi].

Bakteride koloni se¢me metod

Ertesi sabah plakalar inkiibatorden alindi, parafilmlenerek +4°C dolaba
kaldirildi.

Aksama dogru iki adet (boyutsal olarak biiyiik ve tek) koloni segildi.

Bir koloni 6zeyle alindi, 5 mL LB+Amp sivi besiyerine (50 mL falkon iginde)
daldirilarak karistirildi.

Diger koloni 6zeyle alindi, 100 mL LB+Amp sivi besiyerine (500 mL
erlenmeyer i¢inde) daldirilarak karistirildi.

Falkon ve erlenmeyer 180 rpm, 30°C’de galkalamali inkiibatorde bir gece

calkalanda.

Ertesi sabah 5 mL LB+Amp inkiibatdrden alindi ve bundan gliserol stok alindi.

e 1 adet kriyotiip’e 500’er pl %50 Gliserol koyuldu.
e Uzerlerine 500’er ul bilyiimiis olan hiicreden koyuldu.
e -80°C’ye kaldirildi.

100 mL LB+Amp sivi besiyerinden ise midiprep yapildi. Bir sonraki metod’da
aciklanmustir.
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3.4 Midiprep Plazmit izolasyonu

3.4.1 Midiprep plazmit izolasyonu materyal

Bu caligmada bakteri i¢indeki Plazmit izole edilmistir.

Ornek: 100 mL LB+Amp s1v1 besiyerinde gece boyu inkiibe olan 6rnek

Sarf malzeme: 50 mL falkon, mikropipet ve mikropipet ucu, 15 mL falkon

Cihaz: Santrifiij, Su banyosu, Nanodrop
Kit: QIAGEN Plazmit Izolasyonu Kiti (QIAGEN, Almanya)

Diger: Buz, TE tampon ¢ozeltisi

3.4.2 Midiprep plazmit izolasyonu metod

1.

10.
11.

12.

Ertesi giin 100 mL LB+Amp siv1 besiyerinde gece boyu inkiibe olan 6rnek
inkiibatorden alindi.

Ornek 50 mL’lik falkonlara boliindii, 6.000xg, 15 dk, +4°C’de santrifiij yapildu.
Siipernatant atildi, hiicreye 4 mL P1/Sulandirma soliisyonu (+4°C) eklendi,
homojen olana kadar pelet ¢6ziildi.

Hicrenin iizerine 4 mL P2/Lizis solisyonu eklendi, 4-6 defa ters-diiz
sallanarak karistirildi. Sonra 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

Uzerine 4 mL P3/Nétralizasyon soliisyonu eklendi, 4-6 defa ters-diiz
sallanarak karistirildi. Sonra 15 dk buzda bekletildi.

18.000xg, 30 dk, +4°C’de santrifiij yapildi, siipernatant mikropipet ile alindi ve
yeni falkona aktarildi. Pelet atild1.

Yeni falkon 18.000xg, 15 dk, +4°C’de santrifiij yapildi, tekrar siipernatant
mikropipet ile alind1 ve yeni falkona aktarildi. Pelet atildi.

Ayn1 zamanda Midiprep kolonu sabit bir yere yerlestirildi, kolondan 4 mL
QBT soliisyonu gegirildi (Akis ¢ope atild).

QBT soliisyonu gecirdigimiz midiprep kolonuna mikropipetle rnek yiiklendi
(Aks ¢ope atildy).

Kolondan 2 defa 10 mL QC (Yikama) soliisyonu gegirildi (Akis ¢ope atildi).
Kolona 5 mL QF soliisyonu (Niikleaz igermeyen su) eklendi, akis 15 mL
falkona toplandi (QF soliisyonunu oOnceden 65 °C’de tutmak verimi
artirmaktadir).

Falkona 3,5 mL izopropanol (oda sicakliginda) eklendi, 18.000xg, 30 dk,
+4°C’de santrifiij yapildi. Dikkatli bir sekilde siipernatant dokiildii.
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13. Falkona 2 mL %70 etanol (oda sicakliginda) eklendi, 18.000xg, 10 dk, +4°C’de
santrifiij yapildi. Dikkatli bir sekilde stipernatant dokiildii.

14. 5-10 dk falkonun kapagi agik sekilde kurumaya birakildi.

15. Kuruduktan sonra falkona 52 pl TE tampon ¢ozeltisi eklendi, yavasga pipetaj
yapildi.

16. 2 ul 6rnek alindi ve Nanodrop cihazinda konsantrasyon 6l¢iildii (Blank: 2 pl
TE tampon ¢6zeltisi). Kalan 6rnek -20 °C’de saklandi.

3.5 Restriksiyon Enzimleri Plazmit Kesimi (Digestion)

3.5.1 Restriksiyon enzimleri plazmit kesimi (Digestion) materyal

Ornek: 50 pl midiprep sonrasi rnek

Sarf malzeme: 1,5 mL mikrosantrifiij tiipli, mikropipet ve mikropipet ucu, 250 mL
erlenmeyer

Cihaz: Isitic1 blok, Yatay submarin elektroforez, Elektroforez gii¢ saglayicisi,
Goriintiileme cihazi (Fusion Solo 5)

Hazirlananlar: %1 ’lik elektroforez agaroz jel i¢in; 100 mL 1x TAE + 1 gram Agaroz
(Agarose LE, DNA elektroforezi i¢in, Genaxxon Bioscience, Almanya)

Diger: Buz, NFW, Cut Smart (New England Biolabs inc, Amerika Birlesik Devletleri),
EcoRI-HF (New England Biolabs inc, Amerika Birlesik Devletleri), HindlI1-HF (New
England Biolabs inc, Amerika Birlesik Devletleri), Etidyum Bromiir (BioShop,
Kanada), Loading Buffer 6x (GeneOne, Kore), Belirteg, GeneRuler 1kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

3.5.2 Restriksiyon enzimleri plazmit kesimi (Digestion) metod

Tablo 1 : Restriksiyon Enzim Kesimi i¢in kullanilan hesaplama.

Cut Smart 2 ul
EcoRlI 1,2 ul
HindllI 1,2 ul
DNA 55l
NFW (Niikleaz icermeyen su) 10,1 pl
Total 20 pl
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10.

1.

Tablo 1’de gosterilen malzemeler hazirlandi. Cut Smart, EcoRlI, Hindlll, DNA
ve NFW buza koyuldu, erimeleri beklendi.

1,5 mL mikrosantrifiij tiiptine 10,1 ul NFW koyuldu. (Total hacim 20 ul oldugu
i¢in kalan hacim NFW ile tamamlandi.)

Uzerine 2 pl Cut Smart eklendi. (Total hacim 20 pl oldugu i¢in kullanilan Cut
Smart 10x’dir, bu yiizden 2 pl eklendi.)

Uzerine 5,5 pl DNA eklendi.

EcoRI ve Hindlll enzimlerinden 1,2’ser ul eklendi, pipetaj yapildi.

37 °C 1sitict blok’da 2 saat inkiibe edildi.

100 mL 1x TAE + 1 gram Agaroz karistirildi, mikrodalgada seffaf olana kadar
isitilarak  ¢oziildii. Sonrasinda igine 3 ul Etidyum Bromiir eklendi. Sivi
elektroforez tankina dokiildii. 20 dk donmasi beklendi.

2 saat sonra jelin bir kuyucuguna, 25 pl 6rnek (3,5 ul 6x loading buffer + 30
ul 6rnek pipetaj yapildi) kuyucuga yiiklendi. Bagka bir kuyucuga 3,5 pl belirteg
yiklendi.

400 mA, 120 volt, 2 saat agaroz jel tankinda yiiriitiildi.

Sonrasinda UV 1sim1 altinda bakildi ve bantta 1sima goriinen kisim kesildi, 2

mL mikrosantrifiij tiipiine alindi.

3.6 DNA Ekstraksiyon

3.6.1 DNA ekstraksiyon materyal
Bu ¢alismada jelden DNA ekstraksiyonu yapilmistir.
Ornek:

Sarf malzeme: Mikrosantrifiij tiipii

Mikrosantrifiij tiipiinde olan jeldeki 6rnek

Cihaz: Tart1, Su banyosu, Vorteks karistiricisi, Mikro-Santrifiij, Nanodrop

Kit: Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific,
Amerika Birlesik Devletleri)

Diger: Buz, NFW

3.6.2 DNA ekstraksiyon metod

Bos 2 mL’lik mikrosantrifiij tiipti tartildi, kesilen jel i¢ine koyuldu ve bos
agirlik c¢ikarildi.
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**NTK jel agirligi: 0,25 gram

2. Mikrosantrifiij tiipiine (100 mg i¢in 100 pl sekilde) 250 pl Binding Buffer
(Baglama Soliisyonu) eklendi.

3. Mikrosantrifiij tiipii 50-60°C 10 dk su banyosunda eritildi (eriyene kadar
devam edilmeli). 2-3 dk da bir vortekslendi.

4. Binding Buffer miktar1 kadar yani 250 pl izopropanol eklendi, pipetaj yapildi.

5. GenelET saflastirma kolonuna 6rnek mikropipet ile koyuldu (800 ul’den fazla
olmamali). 13.000 rpm, 1 dk, 20°C’de santrifiij yapildi. Akis ¢Ope atildi.

6. Kolona 700 ul Wash Buffer (Yikama Soliisyonu) eklendi, 13.000 rpm, 1 dk,
20°C’de santrifiij yapildi. Akis ¢ope atildi.

7. Kolona bir sey eklenmeden bos sekilde (Wash Buffer’dan arindirmak igin)
13.000 rpm, 1 dk, 20°C’de santrifiij yapilda.

8. Kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 22 pl Elution Buffer (Eliisyon
Soliisyonu-NFW) kolonun tam merkezine eklendi. 13.000 rpm, 1 dk, 20°C’de
santrifiyj yapildu.

9. liginden 2 ul 6rnek alindi ve Nanodrop cihazinda konsantrasyon olgiildii

(Blank: 2 ul NFW). Kalan 6rnek -20°C’de saklandi.

3.7 Aspergillus Transformasyonu

3.7.1 Aspergillus transformasyonu materyal

Bu calismada Aspergillus hiicreleri protoplast hale getirilerek, NTK genini i¢ine
alabilecek hale getirilmesi agamalar1 yapilmistir. Bu asama iki giinliik bir protokolii
kapsamaktadir. Daha 6nce laboratuvarda yapilan galismalarda pyrG geni bakimindan
delesyona ugratilmis A. oryzae RIB40 mikroorganizmasi kullanilmistir.

Hiicre: pyrG (-) Aspergillus oryzae CD Agar stok

Ornek: DNA ekstrakte edilen NTK

Sarf _malzeme: Serolojik pipet, mikropipet ve mikropipet ucu, 0Oze, yayici,

spektrofotometre kiiveti,
Cihaz: Calkalamali inkiibatér, Inkiibatdr, Spektrofotometre
Hazirlananlar: 50 mL 1xDPY+Uridin+Urasil, CD Top Agar, CD+FOA+Uridin+Urasil
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5-FOA (5-Fluoroorotic acid, Zymoresearch, Amerika Birlesik Devletleri), Uridin

(Biyokimya i¢in iiridin, PanReac AplliChem, Almanya), Urasil (Uracil, BioShop,
Kanada)
Diger: Buz, Mikroklot bezi

3.7.2 Aspergillus transformasyonu metod

1.

Laboratuvarimizda var olan pyrG (-) Aspergillus oryzae CD Agar stok’dan 10
mL %1 Tween 80 (polysorbate 80, Isolab, Almanya) + dH20 ile sporlar
toplandi.

Spektrofotometrede ODgoo’de absorbans 6l¢iildii, ¢ikan sonuca gore toplanan
sporlar, 50 mL 1xDPY+Uridin+Urasil (20 mM uridin, %0.2 urasil) (250 mL
erlenmeyer i¢inde) besiyerine ekildi. 180 rpm, 30°C, bir gece g¢alkalamali
inkiibatorde biiyiitiildii.

Ertesi giin hiicreler mikroklot bezi ile siiziildii. TF 1 ¢ozeltisi i¢inde [50 mM
maleik asit (NaOH ile pH 5,5), 0,6 M (NH4)2SO4] ve 5 mg/mL Yatalaz (Takara
Bio, Japonya) enzimi inkiibasyonuyla protoplastlara doniisttiriildii. 80 rpm, 2-
4 saat, 30°C’de c¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edildi.

Ardindan tekrar mikroklot bezi ile siiziildi. Toplanan protoplastlar, TF 2
¢ozeltisi i¢inde [1,2 M sorbitol, 50 mM CaCl;, 35 mM NaCl ve 10 mM Tris-
HCI (pH 7,5)] yeniden siispansiyonlandirildu.

DNA protoplast ¢ozeltisine eklenerek karisim, 30 dakika boyunca buz tizerinde
bekletildi ve ardindan TF 3 ¢6zeltisi [60% (w/v) PEG 4000, 50 mM CaCl; ve
10 mM Tris-HCI (pH 7,5)] 1 mL eklendi.

Sogutulmus 6rnek, oda sicakliginda 20 dakika bekletildi, daha sonra CD Top
Agar’la karigtirildi. Karisan 6rnek se¢im plakalarina yayildi. Ayni kosullarda
hazirlanmis bir adet gen igermeyen kontrol hiicresi CD+FOA+Uridin+Urasil
(20 mM uridin, %0.2 urasil, 1.6 mg/mL 5-FOA) plakasina yayildi. Plakalar 5-
7 gilin boyunca 30°C'de inkiibe edildi.

3.8 Aspergillus’ta Koloni Secme

3.8.1 Aspergillus’ta koloni secme materyal

Ornek: 5-7 giin inkiibatorde inkiibe olmus CD plakalar

Sarf malzeme: Pastor pipet
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Cihaz: Inkiibator

Hazirlananlar:

CD Agar plaka:
e Sodyum Nitrat, Yiiksek saflik (BioMatik, Kanada)
e Potasyum Fosfat Dibazik (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri)
e Magnezyum Siilfat Heptahidrat (Isolab, Almanya)
e Potasyum Kloriir (Multicell Wisent Bio Products, Kanada)
e Demir(ll) Siilfat Heptahidrat %0,001 (Tekkim, Tiirkiye)
e Sukroz, ACS Grade (Caisson Labs, Amerika Birlesik Devletleri)
e Sodyum Kloriir (Isolab, Almanya)

100 mL i¢in; 0,2 gram Sodyum Nitrat, 0,1 gram Potasyum Fosfat Dibazik, 0,05 gram
Magnezyum Siilfat Heptahidrat, 0,05 gram Potasyum Kloriir, 6 ul Demir (11) Stilfat
Heptahidrat, 3 gram Sukroz ve 5 gram Sodyum Kloriir tartildi, dH20O ile hazirland:.

pH 5.5’a ayarlandi. Sonrasinda otoklavlandi.

3.8.2 Aspergillus’ta koloni segme metod
1. 5-7 giin inkiibe olan CD plakalar inkiibatorden alindi, pastor pipet ile 300-400
ul dH20 ile alinarak pipetin ucuyla kiigiik hareketlerle koloni sporlari toplandi.
2. Toplanan sporlar yeni bir CD Agar plakaya aktarildi ve yayildi.
3. 30°C inkiibatore koyuldu 5-7 giin inkiibe edildi.

3.9 Aspergillus’ta Protein Ekspresyonu

3.9.1 Aspergillus’ta protein ekspresyonu materyal

Ornek: 5-7 giin inkiibatérde beklemis CD plakalar
Sarf malzeme: Serolojik pipet, yayici, 15 mL falkon, mikrosantrifiij tiip, 100 mL
erlenmeyer, 250 mL erlenmeyer, mikropipet ve mikropipet ucu, 0,22 pm siringa filtre
(Syringe Filters, polyethersulfone Diameter: 25mm/pore size:0,45um ve 0,22um
Isolab, Almanya)
Cihaz: Calkalamali inkiibator, Leica mikroskop, Otoklav, Biyogiivenlik kabini
Hazirlananlar: 1XDPY Besiyeri, 2xDPY Besiyeri, 2xDPY & BSA Besiyeri
1xDPY Besiyeri:

e Dekstrin, Misirdan, Tip I, Toz (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri)
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e Polipepton, Bakteriyolojik Pepton (Multicell Wisent Bio Products, Kanada)

e Maya Ekstrakti, Diisiik Sodyumlu (Yeast Extract,Multicell Wisent Bio
Products, Kanada)

e Potasyum Dihidrojen Fosfat, analiz i¢in (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik
Deviletleri)

e Magnezyum Siilfat Heptahidrat, analiz i¢in (Isolab, Almanya)

100 mL i¢in; 2 gram Dekstrin, 1 gram Polipepton, 0,5 gram Maya ekstrakti, 0,5 gram
Potasyum Dihidrojen Fosfat ve 0,05 gram Magnezyum Siilfat Heptahidrat tartildi,
dH20 ile hazirlandi. pH 5.5’e ayarlandi. Sonrasinda otoklavlandi.

2xDPY Besiyeri:

e Dekstrin (Sunar, Tiirkiye)

o Polipepton, Bakteriyolojik Pepton (Multicell Wisent Bio Products, Kanada)

e Maya Ekstrakti, Diisiik Sodyumlu (Yeast Extract,Multicell Wisent Bio
Products, Kanada)

e Potasyum Dihidrojen Fosfat, analiz i¢in (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik
Devletleri)

e Magnezyum Siilfat Heptahidrat, analiz i¢in (Isolab, Almanya)

e AntiFoam, Kopiik kesici, Sag 471 (Latro Kimya, Tiirkiye)

100 mL i¢in; 4 gram Dekstrin, 1 gram Polipepton, 0,5 gram Maya ekstrakti, 0,5 gram
Potasyum Dihidrojen Fosfat ve 0,05 gram Magnezyum Siilfat Heptahidrat tartildi,
icerisine 100 pl Antifoam eklendi, dH20 ile hazirlandi. pH 5.5’e ayarlandi. Sonrasinda

otoklavlanda.

2xDPY &BSA Besiyeri:

400 mL 2xDPY malzemeleri tartildi, 370 mL’ye dH2O ile tamamlandi. pH 5.5%¢
ayarlandi. Sonrasinda otoklavlandi. %0,25 oraninda BSA (Bovin Serum Albumin,
Sigma-Aldrich, Kanada) tartilarak 30 mL’ye dH>0O ile tamamlandi. 0,22 pm siringa
filtresinden gecirildi. Otoklavlanmis ve sogumus 2xDPY ile karistirildi.

Diger: Thoma lami1
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3.9.2 Aspergillus’ta protein ekspresyonu metod

m 10 ml steril 15 ml /-\ -
su ekle, )‘a_\']cl/_\ R u— fcinden 20 ul al.

# - 5 980 ul su ile kanstir.
ile hiicreleri kaldir. 10 ul'sini thoma lamma yiikle.

EKSPRESYON p
BASLATMA y
R-/ Mikroskopta hilcre

sayiumnimi yap.

1xDPY besiyerine aktar.

Sekil 2 : Aspergillus oryzae’de ekspresyon baslatma.

Sekil 2°de gosterildigi lizere Ekspresyon Baglatma asamalari:

1.

o g » w0

Inkiibasyon sonras1 inkiibatérden CD plakalar alind.

Biyogiivenlik kabininde, serolojik pipetle tizerine 10 mL steril dH20 eklendi.
Yayict ile sporlar toplandi ve 15 mL falkona alind1. I¢inden 20 pl &rnek alinds.
980 ul dH20 ile 20 ul 6rnek milkrosantrifiij tiipiinde karigtirildu.

10 pl’si Thoma lamia konuldu ve 10x mercekte mikroskopta sayim yapildi.
Sayim sonucunda belli bir miktar hiicre, 15-20 mL 1xDPY (100 mL
erlenmeyer icinde) besiyerine aktarildi.

180 rpm, 30°C, bir gece ¢alkalamali inkiibatorde biiyiitiildii.

Aspergillus’ta protein ekspresyonu 4 farkli metod ile denenmistir.

21



Metod 1:

Ertesi giin icinden
7,5 ml ornek
alinir.

'y G

Ekspresyon
baslatma

15 ml 1xDPY
(100 ml erlenmevyer icinde)

16 saat inkiibe edilir. 75 ml 2xDPY

(250 ml erlenmeyer i¢inde)
5-7 giun inkube edilir.

Sekil 3 : Protein ekspresyonu Metod 1.

Sekil 3’te gosterilen bu metod, 18 farkli NTK kopyasinda ¢alisilmistir. Buradaki amag
her bir kopyadan ekspresyon sonrasinda 60-70 mL siiziilmiis ve filtrelenmis 6rnek elde

etmektir. Kii¢lik hacimde ekspresyon olarak da adlandirilir.

Metod 2:

Ertesi gin
iclerinden
10 ml ornek alinir.

Ekspresyon
baslatma

2 adet 75 ml 1xDPY
(250 ml erlenmeyer iginde)
16 saat inkiibe edilir. 10 adet 100 ml 2xDPY
(250 ml erlenmeyer iginde)
5-7 giin inkiibe edilir.

Sekil 4 : Protein ekspresyonu Metod 2.

Sekil 4’te gosterilen bu metod ile tek bir koloniden baslayarak totalde 1 Litreye kadar
stiziilmiis ve filtrelenmis 6rnek elde edilmektir. Biiyiik hacimde ekspresyon olarak da

adlandirilir.
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Metod 3:

Ertesi gun her birinin icinden
5 ml 6rnek alinir. Ayn erlenmeyerlere

eklenir.
Ekspresyon £l£l J /\ Blgl J
baslatma J J h K J J ; (\
C ) :5 ( ) ! )
9 adet 15 ml 1xDPY 9 adet 50 ml 2xDPY
(100 ml erlenmeyer icinde) (250 ml erlenmeyer icinde)
16 saat inkuibe edilir. 5-7 gun inkube edilir.

Sekil 5 : Protein ekspresyonu Metod 3.

Sekil 5’te gosterilen bu metod, biiyiilk hacimde ekspresyonda iyi iiretim yapmadigi
diistiniilen hiicrenin, tek bir koloniden gelmesine ragmen ayr1 koloniymis gibi eksprese

edilmesi, ekspresyon sonrast hiicrelerin aym1 hacimde birlestirilmesi amaciyla

yapilmustir.

Metod 4:

il /_\ Ertesi giin icinden

2 adet
7,5 ml ornek alinir.

A

EKspresyon J
baslatma

20 ml 1xDPY
(100 ml erlenmeyer icinde)
16 saat inkiibe edilir.

2 adet 75 ml 2xDPY BSA
(250 ml erlenmeyer icinde)
5-7 giin inkiibe edilir.

Sekil 6 : Protein ekspresyonu Metod 4.
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Sekil 6’da gosterilen bu metod’da 1xDPY asamast aynidir fakat 2xDPY asamasinda
BSA eklenir. BSA, proteaz kaynakli verimin diismesine karsi eklenerek protein
verimini artirmak amaciyla denenmistir. Benzer bir ¢calismada bu yontem denenmistir

[30].
3.10 Protein Saflastirma

3.10.1 Protein saflastirma materyal
Ornek: Ekspresyon sonrast NTK
Sarf malzeme: Whatman filtre kagidi, cam huni, 0.22 um vakum filtre (Filteraufsatz
250, rapid filtermax, 250 mL Pes membrane 0.22 um TPP, isvi¢re) IMAC kolonu
(Spin Column 10 mL, G-Biosiences, Amerika Birlesik Devletleri) mikropipet ve
mikropipet ucu, pastor pipet, beher, mikrosantrifiij tiip
Cihaz: Vakum pompasi, Capraz akis filtrasyonu, Bench galkalayici, +4°C dolap, -20
°C dolap, Sanrifiij, Mikro-santrifiij, Tiip dondiirticii
Hazirlananlar: %20 etanol, 0.5 M NaOH, IMAC Yikama Soliisyonu, IMAC Eliisyon
Soliisyonu, IMAC &Ure Yikama Soliisyonu, IMAC&Ure Eliisyon Soliisyonu, Pull-
down Yikama Soliisyonu, Pull-down Eliisyon Soliisyonu

e Sodyum Fosfat Monobazik (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri)

e Sodyum Kloriir (Isolab, Almanya)

e Imidazol, biyokimya i¢in (BioFroxx, Almanya)

IMAC Yikama Soliisyonu i¢in; 50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl tartildi ve pH 7.4’¢
ayarlandi.

IMAC Eliisyon Soliisyonu i¢in; 50 mM NaH2PO4, 250 mM NaCl, 200 mM Imidazol
tartild1 ve pH 7.4’e ayarland:.

IMAC &Ure Yikama Soliisyonu i¢in; 100 mM NaH2POa, 500 mM NaCl, 6 M Ure
(Ultra saf, MP Biomedicals, LLC, Fransa), 10 Mm Tris ve 200 mM Imidazol tartild:
ve pH 7.9’e ayarlandu.

IMAC&Ure Eliisyon Soliisyonu igin; 20 mM NaH2PQ4, 500 mM NaCl, 8 M Ure, 500
mM Imidazol tartildi ve pH 7.4’e ayarlandi.

Pull-down Yikama Soliisyonu i¢in; 20 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl tartild1 ve pH
7.4’e ayarlanda.
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Pull-down Eliisyon Soliisyonu i¢in; 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 300 mM
Imidazol tartildi ve pH 7.4’e ayarlandi.

Diger: Sartocon 10kD Ultrafiltre membran, steril su, buz, nikel rezin (HisPur™ Ni-
NTA Resin, Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri), kobalt rezin
(HisPur™ Cobalt Resin, Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri),
Amicon Ultra -15 10.000 MWCO filtre

3.10.2 Protein saflastirma metod
Protein Saflastirma ¢ok asamali bir deney stirecidir. Bir tanesi yeterli olabilecegi gibi
birden fazla saflastirma yontemi de kullanilabilir. Metodlar ayr1 ayr1 asagida
verilmektedir. Birbirini takip eden metodlar bulgular kisminda detayli agiklanmustir.
Siizme ve Filtreleme:

e Ekspresyonu tamamlanmis olan 6rnekler, steril bir siseye whatman filtre kagidi

ve huni yardimiyla siiziildii. Boylece partikiillerinden arindirilda.
e Daha iyi filtrelemek amaciyla 0.22 um vakum filtresi ve vakum pompast ile

ornek, yeni bir steril siseye filtrelendi.

Cross: Capraz akis filtrasyonu
e (Cihaz agilarak hiz1 2.0 bar’a ayarlandi.
e (Cihaza 10kD membran takildi.
e Yikama amaciyla cihazdan 30-40 litre distile su gegirildi.
e Filtrelenen 6rnek gegirildi, istenilen total hacme kadar konsantre edildi.
e Membranin drnekten temizlenmesi i¢in tekrar 20 litre su ile yikama yapildi.
e Sonra 200 mL 0.5 M NaOH soliisyonu gegirildi.
e Daha sonra 30 litre 1lik distile su gegirildi.
e Son olarak 200 mL %20 etanol ile yikandi.

e Membran cihazdan ¢ikarildi ve igerisinde %20 etanol bulunan pakete alinarak

+4°C’ye kaldirildu.
IMAC: Immobilize Metal Affinite Kromotografisi

e Kaolon bir yere sabitlendi. Kolonu yikamak amaciyla 200 mL steril su gegirildi.

e Sonra hazirlanan yikama soliisyonundan bir kolon miktar1 kadar gegirildi.

25



Kolonun tipast kapatildi. Daha sonra rezin miktar1 kadar yikama soliisyonu
eklendi.

Mikropipet ile pipetaj yapilarak rezin topland: ve ornek bulunan behere
eklendi. Beherin agzi aliiminyum folyo ile kapatildi.

Ornek, +4°C’de 2-3 saat bench ¢alkalayicisinda ¢alkalanarak inkiibe edildi.
Calkalama sonrasinda 6rnek, IMAC kolonundan gegcirildi. Rezin tam olarak
toplanana kadar ornek tekrar tekrar kolondan gegirildi. Gegirilen 6rnek akistan
steril falkona buz tizerinde toplandi.

Rezinin toplanmis oldugu kolon, 2 kere 15‘%er mL yikama soliisyonu ile
yikandi. Akis steril falkonda toplandi.

Kolonun tipasi kapatildi. 4 mL eliisyon soliisyonu eklendi. 10 dk bekletildi.
Sonra tipa agildi, siringa ignesi takilarak akigs steril falkona toplandi.

Tekrar kolonun tipasi kapatildi. 4 mL elisyon soliisyonu eklendi. 10 dk
bekletildi. Sonra tipa agildi, siringa ignesi takilarak akis steril falkona toplandi
(Toplanan 6rnek sonrasinda Amicon filtrede kullanilmustir).

Toplanan falkonlardaki 6rnekler -20 °C’ye kaldirildi.

IMAC kolonundan 200 mL steril su gegirildi. Ardindan 5 mL %20 etanol
gecirildi. Tipa kapatilarak 5 mL daha %20 etanol eklendi ve +4°C’de sakland.

Amicon-Santrifiij Filtresi: Ornegi konsantre etme amaciyla yapilmustir.

Amicon kolonuna-filtresine distile su eklendi, 3.500xg, 5 dk, +4°C’de
santrifiijlenerek yikamasi yapildi.

Santrifiij sonrasi igindeki su dokiildii ve yeni distile su eklendi. 3.500xg, 5 dk,
+4°C’de santrifiijlenerek ikinci yikamasi yapildi. Igindeki su dokiildii ve
yikama tamamland.

Saflastirma sonrasi elde edilen 6rnek, amicon kolonuna-filtresine eklendi.
3.500xg, 10 dk, +4°C’de santrifiijlendi. Bu islem ile istenilen hacime konsantre
edilene kadar devam edildi.

Elde edilen konsantre 6rnek -20 °C’ye kaldirild.

Bagta yapilan amicon yikama islemi tekrarlandi. Kolon alt ve {ist hacmi

tamamen distile su ile doldurularak +4°C’ye kaldirildi.
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Pull-Down saflastirma:

100 pl kobalt rezin, 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine alindu.

1000xg, 1 dk, +4°C’de santrifiijlendi. Uste kalan siv1 (Etanolun uzaklasmasi
icin) mikropipet ile ¢ekilip atildi.

Uzerine 400 ul dH20 eklendi, hafifce pipetaj yapildi. 1000xg, 2 dk, +4°C’de
santrifiijlendi. Uste kalan s1v1 mikropipet ile cekilip atildu.

Uzerine 400 pul Yikama Soliisyonu eklendi, hafifce pipetaj yapildi. 1000xg, 2
dk, +4°C’de santrifiijlendi. Uste kalan s1v1 mikropipet ile ¢ekilip atildi.
200-1000 pl NTK eklendi.

1 saat, +4°C’de tiip dondiiriiciide hafifge ¢alkalanarak inkiibe edildi.

Sonra 10 dk buzda inkiibe edilidi.

1000xg, 2 dk, +4°C’de santrifiijlendi. Uste kalan sivi mikropipet ile cekilip
atild.

400 pl Yikama Soliisyonu eklendi. 4-5 defa ters-diiz yapilarak karigtirildi.
1000xg, 2 dk, +4°C’de santrifiijlendi. Uste kalan sivi mikropipet ile cekilip
atild.

Tekrar 400 ul Yikama Soliisyonu eklendi. 4-5 defa ters-diiz yapilarak
karistir1ldi. 1000xg, 2 dk, +4°C’de santrifiijlendi. Uste kalan s1vi mikropipet ile
cekilip atildi.

Uzerine 150-250 pl Eliisyon Soliisyonu eklendi. 10 dk, +4°C’de tiip
dondiiriictide hafifce ¢alkalanarak inkiibe edildi.

1000xg, 2 dk, +4°C’de santrifiijlendi. Uste kalan sivi mikropipet ile ¢ekilip
toplanda.

Saflastirilan 6rnek -20 °C’de saklandi.

3.11 SDS-PAGE ile Protein Tayini

3.11.1 SDS-PAGE ile protein tayini materyal

Ornek: Ekspresyonun 3. 5. ve 7. giinlerinde alinan NTK &rnekleri, Saflastirma sonrasi

NTK o6rnekleri

Sarf malzeme: 1,5 mL mikrosantrifiij tiipii, mikropipet ve mikropipet ucu
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Cihaz: Mikro santrifiij, Dikey Elektroforez miniVE, Elektroforez Gii¢ saglayicisi,

Istic1 blok, Spin, Laboratuvar ¢alkalayicis1 Benchrocker™ 2D

Hazirlananlar:

%15’1ik SDS PAGE jeli i¢in;

Ayirma jeli (Separating)

2,8 mL dH20, 3 mL Akrilamid (Bio Basic, Kanada), 2 mL 1.5M Tris pH:8.8
[Trizma Baz (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri)], 80 ul %10 SDS-
Sodyum Dodesil Siilfat (Multicell Wisent Bio Products, Kanada), 80 ul %10
APS- Amonyum persiilfat molekiiler biyoloji i¢in (BioFroxx, Almanya), 8 ul
TEMED biyokimya i¢in (BioFroxx, Almanya)

Birinci kat jeli donmadan baloncuk engelleme amaciyla 500-700 pl 2-Propanol
(Isolab, Almanya) koyuldu.

Yigilma jeli (Stacking)

1500 pl dH20, 405 ul Akrilamid (Bio Basic, Kanada), 375 ul 1.5M Tris pH:6.8
[Trizma Baz (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri)], 30 ul %10 SDS-
Sodyum Dodesil Stulfat (Multicell Wisent Bio Products, Kanada), 30 ul %10
APS- Amonyum persiilfat molekiiler biyoloji i¢in (BioFroxx, Almanya), 3 ul
TEMED biyokimya i¢in (BioFroxx, Almanya)

Hazirlandiktan sonra +4°C dolapta saklandi.

10x SDS Running Soliisyonu: 1 litre igin;

30 gram Trizma Baz (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri), 144 gram
Glisin ultra saf (Multicell Wisent Bio Products, Kanada), 10 gram SDS-
Sodyum Dodesil Siilfat (Multicell Wisent Bio Products, Kanada),

900 mL dH20 ile 100 mL 10x SDS Running Soliisyonu karigtirildi ve 1x SDS

Runnig Soliisyonu olarak kullanildi.

SDS Yikama ve Boyama Soliisyonlari

Fiksasyon Soliisyonu: %50 metanol (ekstra saf, Tekkim, Tirkiye), %10 asetik
asit (%100 glacial acetic acid, Merck, Almanya), %100’e dH>O ile

tamamlanda.
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Diger:

Coomassie Blue Boyasi: %0,1 Coomassie Blue (coomassie brilliant blue, Bio
Basic, Kanada) %50 metanol (ekstra saf, Tekkim, Tirkiye), %10 asetik asit
(%100 glacial acetic acid, Merck, Almanya), %100’e dH2O ile tamamlandi.

Destaining Soliisyonu: %40 metanol (ekstra saf, Tekkim, Tiirkiye), %10 asetik
asit (%100 glacial acetic acid, Merck, Almanya), %100’¢ dH>O ile

tamamlanda.

6x Laemmli Buffer, Belirte¢ (GangNam-Stain™ Prestained Protein Ladder,

Intron Biotechnology, Gliney Kore)

3.11.2 SDS-PAGE ile protein tayini metod

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Ekspresyonun 3. 5. ve 7. giinlerinde kiiltiir iginden 1 mL 6rnek alindi ve 1,5
mL mikrosantrifiij tiipine koyuldu. (Veya saflastirma sonrasi ornek
kullanilmaktadir ve direkt 4.asamaya gecilmektedir.)

21.000xg, 5 dk, +4°C santrifiij edildi ve partikiiller ¢oktiirtildd.

Siipernatant alind1 ve yeni mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.

Icerisinden 30 pl 6rnek alinarak 7 pl 6x Laemmli buffer ile karistirildi. Ornek
parafilm ile kapatildi.

15 dk, 95 °C 1sitic1 blokta bekletildi.

O sirada SDS-PAGE tanki1 hazirlandi ve igerisine %15°lik jel yerlestirildi. Tank
1 litre 1x SDS Runnig Soliisyonu ile dolduruldu.

Isinan 6rneklerin tam karigmasi i¢in 1-2 saniye spin atildi.

1 kuyucuga 3 pl belirteg yiiklendi.

Diger kuyucuklara ise 20 pl hazirlanan 6rnek yiiklendi.

Cihaz gii¢ kaynagina takildi, 400 mA, 2-2,5 saat, 120 voltta ¢alistirildi.
Bittikten sonra jel istenilen boyutta kesildi.

Jel, 40 dk fiksasyon soliisyonu igerisinde bench ¢alkalayicisinda calkalandi.
Sonra fiksasyon dokiildii.

Jel, Coomassie boyasi’na alindi. 10 sn 1sitildi, boya ig¢inde 2 saat bench
calkalayicisinda calkalandi. Sonra boya dokiildii.

Jel, Destaining soliisyonuna alindi, soliisyon igerisinde 3 saat bench

calkalayicisinda calkalandi.

Yikamalar sonrasinda Jeldeki bantlar goriiniir hale gelmistir.
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3.12 Western Blot ile Protein Tayini

3.12.1 Western Blot ile protein tayini materyal

Ornek: Ekspresyonun 3. 5. ve 7. giinlerinde alinan NTK 6rnekleri, Saflastirma sonrasi
NTK ornekleri, PC (Pozitif Kontrol, His ile etiketlenmis, daha 6nce c¢alisilmis ve
laboratuvarimizda var olan herhangi bir protein), NC (Negatif Kontrol, TAKA Amilaz,
His ile etiketlenmemis)

Sarf _malzeme: Whatman Filtre kagidi, dikdortgen kap, makas, seffaf dosya,
mikrosantrifiij tiip, mikropipet ve mikropipet ucu, pegete, %70 etanol,

Cihaz: Western Blotlama cihazi, Western goriintiilleme cihazi Fusion Solo 5,
Bilgisayar, Laboratuvar calkalayicis1 Benchrocker™ 2D,

Hazirlananlar:

Transfer Buffer (Towbin):

1 litre Transfer Buffer: 24mM Trizma Baz (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik
Deviletleri), 192 mM Glisin ultra saf (Multicell Wisent Bio Products, Kanada) ve %20
metanol ekstra saf (Tekkim, Tiirkiye) icermektedir.

TBST Wash Buffer:

1 litre TBST Wash Buffer: 10mM Tris-HCI (pH 7.4, 1M), %0,9 NaCl Sosyum Kloriir
(Isolab, Almanya) ve %0,2 Tween 20 (biyokimya igin, BioFroxx, Almanya)
igermektedir.

Diger: WesternBright™ Sirius HRP Soliisyon Western Blotlama Tespit Kiti,
Nitroselliiloz Blotlama Membrani 0,45um, Amersham ™ Protran "™, HRP Anti 6x His

Tag Antibody Aby 1269

3.12.2 Western Blot ile protein tayini metod
1. Aym sartlarda SDS-PAGE yapildi, fakat bir kuyucuga Pozitif Kontrol (PC),
diger bir kuyucuga ise Negatif Kontrol (NC) koyuldu.
2. Yirtmis olan jel istenilen boyutta kesildi. Ayni1 boyda 4 adet Whatman Filtre
kagidi, 1 adet Nitroselliiloz Blotlama Membrani1 (NBM) kesildi.
3. Jel, filtre kagitlar1 ve NBM transfer buffer’la islatildi. Aynmi sekilde Western
Blotlama Cihazinin da ylizeyi transfer buffer’la islatildi. Sekil 7°deki gibi

1slatilmis olan blotlama cihazinin {izerine yerlestirildiler.
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Filter Paper
Filter Paper
Gel

NBM

Filter Paper
Filter Paper

Sekil 7 : Western Blot analizinde blotlama asamasinda cihaza yerlesim sekli.

4. Uzerlerine ¢ok az transfer buffer daha eklendi. Cihaz kapag kapatildi. MA300,
1,5-2saat, 70 Power elektrik akimiyla cihaz calistirildi, blotlama islemi yapildi.

5. Bitince membran disindakiler ¢ope atildi.

6. Membran iizerinde belirmis olan belirteg isaretleri tiikenmez kalem ile ¢izildi.

7. Membran alinip 3 set seklinde dH20, TBST Wash Buffer ile 5’er dk yikandu.
Bu yikama bench galkalayicisinin iizerinde ¢alkalanarak gergeklestirildi. (Her
sette yeni sollisyon kullanilmigtir.)

8. O sirada 40 mL TBST Wash Buffer ile 2 gram siit tozu (Nonfat dried milk
powder, PanReac AppliChem, Almanya) karistirildi. Iyice vortekslenerek
homojen hale getirildi.

9. Membran bir kapta siit tozuna alindi, bloklama islemi yapildi. +4°C’de bench
calkalayicisinda bir gece ¢alkalandi.

10. Ertesi sabah kaptaki siit tozu dokiildii. Membran 5 dk TBST Wash Buffer ile
yikandi.

11. Sonra bir kapta Antibody’nin ic¢ine alinarak 3 saat +4°C’de bench
calkalayicisinda calkalandh.

12. Sonra Antibody -20 °C’ye kaldirildi.

13. Membran 5’er dk 5 defa TBST Wash Buffer ile yikandi. (Her seferinde yeni
soliisyon kullanilmistir.)

14. Membran, bir seffaf dosyanin iizerine alindi, tizerine 1/1 oraninda Western
blotlama tespit kiti soliisyonlart ve dH20 eklendi.

15. Western goriintiileme cihazina alindi, cihaz etanol ve pegete ile temizlendi.
Chemiluminescence ayarda, T4 tablasinda, 2 kamera yakinliginda goriintiileme

yapildi.

3.13 Ekstra Calismalar Materyal- Metod
Protein yogunlugunun artirilmasi amaciyla bazi preSipitasyon yani ¢oktiirme

caligmalar1 denenmistir.
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Etanol ile ¢coktiirme: Ekspresyon sonrasi 7. giin protein drnekleri alindi, mikrosantrifiij

tiipiine koyuldu. iki kat1 hacimde %95 etanol (ekstra saf, Tekkim, Tiirkiye) eklendi.
-80°C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi sabah 10.000 rpm, 10dk, +4 °C’de
santrifiijlendi. Siipernatant atildi. Uzerine %70 etanol eklendi. 10.000 rpm, 10dk, +4
°C’de santrifiijlendi. Stipernatant atildi. Pelet kurumaya birakildi. Sulandirmak
amaciyla TE (Tris-EDTA) tampon ¢ozeltisi ile pelet ¢oziildii.

TCA ile ¢oktiirme: Ekspresyon sonrasi 7. giin protein 6rnekleri alindi, mikrosantrifiij

tiipiine koyuldu. Uzerine &rnegin 4’de 1°i kadar TCA (Trichloro acetic acid, Sigma-
Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri) eklendi. -20°C’de bir gece inkiibe edildi. Sabah
14.000 rpm, 10dk, +4 °C’de santrifiijlendi. Stipernatant atildi.

Uzerine 200 pl soguk %100 aseton eklenerek yikandi. 14.000 rpm, 10dk, +4 °C’de
santrifiijlendi. Siipernatant atildi. Aseton ile yikama islemi 3 kere tekrarlandi.
Siipernatant atildi. 95 °C istict blokta, 5-10 dk inkiibe edilerek Grnek asetondan
uzaklastirildi. Daha sonra pelet 50 ul Tris (pH:8.0) ile ¢oziildii.

3.14 PBS ile Tampon Degisimi (Buffer Exchange)

3.14.1 PBS ile tampon degisimi materyal

Bu yontem ile saflastirma sonrasi elde edilen 6rnek, tuzdan arindirilmstir.
e Sartocon 10kD Ultrafiltre membran
e PBS Soliisyonu (pH 7.4)

e Santrifii

3.14.2 PBS ile tampon degisimi metod
1. Saflastirma sonrasi 6rnek, amicon filtresine eklendi.
2. Uzerine ayn1 miktarda PBS Soliisyonu eklendi.
3. 3.500xg, 5 dk, +4°C’de santrifiijlendi.
4

Sonra filtreye ayni oranda PBS Soliisyonu eklenerek bu islem 3 kez tekrarlandi.

3.15 Bradford Protein Assay

3.15.1 Bradford Protein Assay materyal

Bu caligma, saflastirma sonrasi iiretilen protein miktarini 6lgmek i¢in yapilmistir.
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e Comassie (BradFord) Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Amerika
Birlesik Devletleri)

e PBS Soliisyonu (pH 7.4)

e 96 kuyucuklu plaka

e Mikropipet ve mikropipet ucu

e iMark™ Mikroplate Reader (BioRad, Amerika Birlesik Devletleri)

e Laboratuvar calkalayicis1 Benchrocker™ 2D

e Tampon degisimi sonrasi enzim

3.15.2 Bradford Protein Assay metod

Sekil 8 : 96 kuyucuklu plakada standart ve orneklerin isaretlenmesi.

1. Sekil 8’deki 96 kuyucuklu plaka, kullanilacak 6rneklere gore isaretlendi.

2. Kullanilacak her kuyucuga 150 pl Coomassie boyasi koyuldu.

3. lIk ve ikinci satirin 6 kuyucuguna Microplate Standart hazirlama protokoliine
gore hazirlanmis olan (0, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ug/mL) 6rnekler eklendi ve
pipetaj yapildi.

4. Tampon degisimi sonrast enzimden 200 pl alinip 200 pl PBS ile karistirilarak
ana stok olusturuldu.

5. 4 farkl diliisyon kullanilarak ana stok 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 oranlarinda olacak
sekilde PBS ile diliisyon yapildi.

6. Elde edilen bu 6rnekler, iki kopya olacak sekilde daha 6nce Coomassie boyasi

konmus kuyucuklara 150 pl koyuldu ve pipetaj yapildi.
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7. Plaka 30 sn bench calkalayicisinda ¢alkalandi.
8. Sonra 10 dk ¢alkalanmadan birakildi.

9. Plaka, Microplate Reader cihazina yerlestirildi ve 595nm’de protein 6lgtildii.

3.16 Protrombin Zamami Testi (PT) ile Fibrinolitik Enzim Aktivite Tayini

3.16.1 Protrombin zamani testi (PT) ile fibrinolitik enzim aktivite tayini materyal

2 adet Mavi kapakli Sitrat tiip

VWR Mega Star 1.6 Santrifiij (VWR, Almanya)

Sysmex Otomatik Kan Koagiilasyon Analiz Cihazi (Sysmex Corporation,
Japonya)

Analiz kiiveti

Mikropipet ve Mikropipet ucu

Tampon degisimi sonrasi enzim

3.16.2 Protrombin zamam testi (PT) ile fibrinolitik enzim aktivite tayini metod

Sekil 9 : PT Testi goriintiileri A) Kan alinmasi B) Sitratli tiip 6rnegi C) Kullanilan
santrifiij cihazi D) Santrifiij sonras1 plazma ayrimi1 E) Hazirlanmis kiivetler F)
Kiivetlerin cihaza alinmasi.

Bu calisma; Bezmidlem Vakif Universitesi Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda

yapilmistir.

Sekil 9’da baz1 agsamalar gorsel olarak verilmistir.

1.

Bezmidlem Vakif Universitesi Hastanesi personeli tarafindan benden kan
ornegi alind1 ve 2 adet Mavi kapakl: Sitrat tiiplerine koyuldu.

2500xg’de 10 dk santrifiij yapildu.

4 ornek tasarland1 ve analiz kiivetine birinci 6rnek icin santrifiij sonrasi elde

edilen plazmadan 400 pl alindi ve igerisine enzim koyulmadi.
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Ikinci &rnek igin kiivete 200 pl plazma ve 200 ul enzim koyuldu ve pipetaj
yapildi.

Ucgiincii ve dordiincii 6rnekler icin kiivete 250 pl plazma ve 250 pl enzim
koyuldu ve pipetaj yapildi.

Hazirlanan kiivetler, Kan Koagiilasyon Analiz Cihazina yerlestirildi ve
Protrombin (PT) formatinda ¢alistirildu.

Yaklasik bir dk sonra sistem otomatik 6l¢iim yaparak liste olusturdu.

3.17 Fibrin Bakimindan Zengin Titanyum Tiipler (T-PRF) ile Fibrinolitik Enzim
Aktivite Tayini

3.17.1 Fibrin bakimindan zengin titanyum tiipler (T-PRF) ile fibrinolitik enzim

aktivite tayini materyal

Bu ¢alisma; Canakkale 18 Mart Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz ve Dis

Saghigr Uygulama ve Arastirma Merkezinde, Prof. Dr. Mustafa Tunali esliginde

yapilmuistir.

Titanyum Tiip

IntraSpin Santrifiij Cihaz1 (Intra-Lock International, Inc, Amerika Birlesik
Deviletleri)

2 ml mikrosantrifiij tiip

Tampon degisimi sonrasi enzim

Serum fizyolojik

3.17.2 Fibrin bakimindan zengin titanyum tiipler (T-PRF) ile fibrinolitik enzim

aktivite tayini metod
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Sekil 10 : T-PRF ile Aktivite Tayini goriintiileri A) Kan alinmas1 B) Titanyum
tiiplerin santrifiij cihazina yerlestirilmesi C) Santrifiij sonrasi plazma goriintiisii D)
Serum fizyolojik yikamasi sonrasi fibrin goriintiisii E) Olusan fibrinin esit parcalara

boliinmesi F) Fibrinlerin mikrosantrifiij tiiplerine alinmasi.

Sekil 10’da baz1 asamalar gorsel olarak verilmistir.

1. Hocamiz tarafindan benden 20 ml kan alindi ve kan 0Ornegi kendi
calismalarinda kullandig titanyum tiiplere aktarildi [31].

2. 2800 rpm’de 12 dk santrifiij yapildi.

3. O sirada 2 ml mikrosantrifiij tliplerinde 4 adet 6rnek hazirlandi. Birinci 6rnek
icin mikrosantrifiij tiipiine, 1800 pl serum fizyolojik koyuldu ve enzim
koyulmadi. Kontrol olarak kullanildi.

4. Ikinci 6rnek icin mikrosantrifiij tiipiine 100 pl enzim, 1700 ul serum fizyolojik
koyuldu.

5. Ucgiincii 6rnek igin mikrosantrifiij tiipiine 250 pl enzim, 1550 pl serum
fizyolojik koyuldu.

6. Dordiincii 6rnek i¢in mikrosantrifiij tiipiine 600 pl enzim, 1200 pl serum
fizyolojik koyuldu.

7. Santrifiij bittikten sonra kan 6rnegi pens yardimu ile titanyum tiiplerden alinip
steril bir alana konuldu.

8. Plazma kismi ayrilip, serum fizyolojik ile yikandi. Olusan fibrin pargasi bistiiri
yardimiyla esit parcgalara boliindii.

9. Pargalar pens yardimiyla 4 adet mikrosantrifiij tiipe konuldu.

10. Mikrosantrifiij tiipleri parafilmlenerek oda sicakligi kosullarinda saklandi.

11. 7 giin boyunca gozlemlendi.
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4 BULGULAR

4.1 Kompetent Hiicre Hazirlama Bulgusu
Hazirlanan Kompetent E. coli One Shot ve Kompetent E. coli TOP10, bir sonraki
asamada genin bakteriye transformasyonunda kullanilmistir ve gen biiyiiyebilmistir.

Bu sonug; kompetent bakterinin basarili sekilde hazirlandigini1 gostermektedir.

4.2 Genin Kompetent Bakteri’ye Transformasyonu Bulgusu

E.coli Oneshot NTK 60ul 09.01.2023

E.coli Oneshot Kontrol 60ul 09.01.2023 E.coli Oneshot NTK 30ul 09.01.2023

E_coli Oneshot NTK 90p1 09.01.2023

Sekil 11 : 09.01.2023 tarihli NTK Bakteri Transformasyonu LB+Amp Plaka
goriintileri.

Sekil 11°de goriildiigii lizere ertesi sabah NTK, LB+Amp plakalarinda biiyiimiis ve
koloni olugturmustur. Bu sonug; yapilan bakteri transformasyonun bagarili oldugunu
gostermektedir.

Ayni yontem ile NTK geni, Kompetent E. coli One Shot, Kompetent E. coli TOP10
ve Kompetent E. coli Machl bakterilerine de transforme edilmistir. Tek koloni
Kompetent E. coli One Shot bakteri transformasyonundan alinmistir. Se¢im yapilirken
koloninin boyutunun digerlerine nazaran daha biiyiik ve gelismis olmasina dikkat

edilmistir.
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4.3 Bakteride Koloni Se¢me Bulgusu

Sekil 12 : Koloni se¢im sonrasi goriintiileri 1) 100 mL LB+Amp siv1 besiyerinde
bliylimiis olan hiicre goriintiisii 2) 5 mL LB+Amp s1v1 besiyerinde biiylimiis olan
hiicre goriintiisii 3) Gliserol stok goriintiisii.

Sekil 12°de goriildiigii tizere 100 mL erlenmeyer ve 50 mL falkon igerisinde LB+Amp
besiyerlerinde bulaniklik meydana gelmistir. Bu bulaniklik bakterilerin tiredigini
gostermektedir. Bu sebeple deneyler devam edebilmektedir. Daha sonra kullanilmak
amacuyla gliserol stok alinmustir.

Yukarida sonucu verilmis olan 6rnek E. coli One Shot’a atilmis NTK geninden elde
edilmistir. Ayn1 yontem ile E. coli Machl ve E. coli TOP10 da denenmistir. Fakat E.
coli Mach1’in LB+Amp sivi besiyerinde verdigi bulaniklik yeterli bulunamamustir.
Buna ragmen Plazmit izolasyonu 6ncesi santrifiij yapildi. Bunun sonucunda pelet
miktar1 yeterli olmadi. Bu sonuglar dogrultusunda E. coli Machl ile ¢aligmaya devam
edilmedi. Midiprep Plazmit izolasyonu asamasina E. coli One Shot ve E. coli TOP10’a

transforme edilmis NTK geni ile devam edildi.

4.4 Midiprep Plazmit Izolasyonu Bulgusu

Midiprep Plazmit izolasyonu sonrasinda nanodrop cihazinda konsantrasyon ol¢iimii
yapilmistir.

E. coli One Shot NTK DNA konsantrasyonu: 1835 ng/ ul

E. coli TOP10 NTK DNA konsantrasyonu: 540 ng/ pul

Bu sonuglar dogrultusunda E. coli One Shot NTK’in DNA yogunlugu fazla oldugu

i¢in bir sonraki agamaya bu DNA ile devam edilmistir.
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4.5 Restriksiyon Enzimleri Plazmit Kesimi (Digestion) Bulgusu

Kes

Sekil 13 : NTK Elektroforez jel bandinin UV altindaki goriintiisii.

Sekil 13°teki gosterilen bolge UV altinda bistiiri ile kesilerek jelden alinmistir ve DNA

ekstraksiyonu kesilen bu par¢adan elde edilmistir.

4.6 DNA Ekstraksiyon Bulgusu
Yapilan c¢alismada elde edilen ekstrakte ornegin nanodrop ile konsantrasyonu
Olclilmiistiir.

NTK DNA konsantrasyonu: 105.9 ng/ ul

4.7 Aspergillus Transformasyonu Bulgusu

14.01.2023 A.oryzae Kontrol 14.01.2023 A.oryzae
(CD+Foa+U+U Plate) Kontrol (CD Plate)

14.01.2023 A.oryzae NTK 14.01.2023 A.oryzae NTK
(CD Plate) (CD Plate) (CD Plate)

Sekil 14 : Transformasyon sonras1 CD plakalarda A. oryzae NTK Kolonileri ve
Kontrol grubu.
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Sekil 14’te gorildigi tizere Aspergillus transformasyonu sonrasi Kontrol CD
plakasinda iireme olmamaistir. NTK geni koyulan CD plakalarinda ise iireme olmus ve
toplamda 9 adet koloni biiylimiistiir. Aspergillus transformasyonu islemi iki defa
tekrarlanarak koloni sayisi 18 olmustur. CD plakalarinda kolonilerin olugmasi ve
kontrol gruplarinda ise iireme olmamasi transformasyonun basarili oldugunu

gostermektedir.

4.8 Aspergillus’ta Koloni Se¢me Bulgusu

A.oryzae NTK(6) 19.01.2023 A.oryzae NTK(7) 19.01.2023 A.oryzae NTK(8) 19.01.2023 A.oryzae NTK(9) 19.01.2023

Sekil 15: Aspergillus’ta se¢ilen kolonilerin inkiibasyon sonrasi goriintiileri.

Sekil 15°te gosterildigi lizere, onceki asamada secilen koloniler CD plakalara
ekilmistir. 5-7 giin inkiibe olan CD plakalardaki iireme yogunlugu ideal diizeydedir.

Tiim koloniler kullanilarak Ekpresyon asamasina gegilmistir.

4.9 Aspergillus’ta Protein Ekspresyonu Bulgusu

Sekil 16 : NTK hiicreleri biiyiik 6l¢ekli ekspresyon goriintiisii.
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Aspergillus hiicreleri 5-7 giin siv1 besiyerinde inkiibe edilmistir. Bu siiregte protein
tiretimini kontrol etmek ve en verimli lireme siiresini tespit etmek i¢in 3. 5. ve 7.
giinlerinde 6rnek almarak SDS-PAGE yapilmustir. Ideal siire 6-7 giin olarak
belirlenmistir. Bu siirelerde ekpresyon sonlandirilarak, 6rnek siizme ve filtreleme
islemleri yapilarak bir sonraki asama olan protein saflastirmasi asamasina gegilmistir.
Sekil 16’da NTK orneklerinin ekspresyonu goriilmektedir. Bu ¢alisma 18 kolonide
yapilmis olup bircok farkli koloni igin farkli ekspresyon metodlar1 denenmistir.
Ekspresyon asamasi 4 farkli metod ile denenmistir. Bu metodlar 3.9.2 numarali
boliimde anlatilmistir. Sonuglar karsilastirildiginda en iyi sonug, metod 1’den

alimustir.

4.10 Protein Saflastirma Bulgusu

Sekil 17 : Ekspresyon sonrast Aspergillus’larin siiziilmesi.

Sekil 17°de goriildiigii iizere ekspresyon sonrasi Aspergilluslar, Whatman filtre kagidi

ve huni yardimiyla siiziilmiistiir. Bu asama saflastirmaya hazirlik agamasidir.
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Sekil 18 : Capraz Akish Filtrasyon cihazindan 6rneklerin gegirilmesi.

Sekil 18’de goriildiigii iizere total hacimi fazla olan ekspresyonlarda hacimi diisiirmek
ve konsantrasyonu artirmak amaciyla Capraz Akish Filtrasyon cihazinda

ultrafiltrasyon islemi yapilmistir.

Calisma boyunca bir¢cok deney grubu olusturulmustur. Asagida bu deney gruplar

aciklanmistir. Ekspresyon sonrast her grupta siizme ve filtreleme islemi yapilmistir.

Deney grubu 1: Metod 1 ile ekspresyonu yapilan 18 adet kopya, oncelikle protein

saflagtirilmas1 yapilmadan SDS-PAGE ve Western Blot’ta test edildi.

Yapilan test sonucunda 4 kopya ile saflagtirma ¢aligmalar1 denendi.

Deney grubu 2: Metod 1 ile ekspresyonu yapilan 4 adet kopya, nikel rezinli IMAC ve

ardindan amicon filtre ile saflastirildi. Sonrasinda SDS-PAGE ve Western Blot’ta test
edildi. Yapilan test sonucunda 1 kopya ile farkli ekspresyon ve saflagtirma ¢aligmalari

denendi. Secilen kopya NTK7 olarak isimlendirildi.

Deney grubu 3: NTK7, CD plaka stogundan ornek alinarak, metod 1 ile tekrar

eksprese edildi. Ornegin 10 mL’si nikel rezinli IMAC ardindan amicon filtre ile

saflastirildi. Ornegin 1 mL’si ise dnce kobalt rezinli pull-down ardindan amicon filtre
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ile saflastirildi. Deney grubundan elde edilen saflagtirilmis 6rnekler SDS-PAGE ve
Western Blot’ta test edildi.

Deney grubu 4: NTK7, CD plaka stogundan ornek alinarak, metod 2 ile tekrar

eksprese edildi. Siizme ve filtreleme sonrasinda 900 mL -1 L civarinda 6rnek elde
edildi. Ornek hacmi, capraz akish filtrasyon cihaziyla 100 mL’ye diisiiriildii.
Sonrasinda nikel rezinli IMAC ve ardindan amicon filtre ile saflastirildi. SDS-PAGE
ve Western Blot’ta test edildi.

Deney grubu 5: NTK7, CD plaka stogundan 6rnek alinarak, metod 3 ile tekrar

eksprese edildi. Siizme ve filtreleme sonrasinda 450 mL civarinda 6rnek elde edildi.
Ornek hacmi, capraz akisli filtrasyon cihaziyla 80 mL’ye diisiiriildii. Ornegin 75 mL’si
ile kobalt rezinli IMAC ardindan amicon filtre ile saflastirildi. Ornegin 1 mL’si ise
once kobalt rezinli pull-down ardindan amicon filtre ile saflastirildi. Deney grubundan
elde edilen saflastirilmis 6rnekler SDS-PAGE ve Western Blot’ta test edildi. Bu deney
grubunun amact kiiciik boyutta farkli 6n kiiltiirler gibi ekpresyona baslanilan
orneklerin, ekspresyondan sonra birlestirilmesiydi. Clinkii dngoriilene gére NTK ilk
giin 15 mL’de verimli biiyiiyor, sonrasinda bu verim 75 mL 2xDPY’da devam ediyor.
Ekspresyon sonrasi da birlestirilerek yiiksek hacimde elde edilmesi sonra ise konsantre

edilmesi protein verimini artirabilirdi.

Deney grubu 6: NTK7, CD plaka stogundan 6rnek alinarak, metod 2 ile tekrar

eksprese edildi. Stizme ve filtreleme sonrasinda 900 mL -1 litre civarinda 6rnek elde
edildi. Ornek hacmi, ¢apraz akigh filtrasyon cihaziyla 50 mL’ye diisiiriildii. Ornegin
15 mL’si 6nce amicon filtre ile 1 mL’ye konsantre edildi, daha sonra ise nikel rezinli
IMAC saflastirma yapildi fakat bu ¢alismada rezinle inkiibasyon siiresi 16 saat olarak
diizenlendi. Ornek 2 mL rezin ile inkiibe edildi. Sonrasinda amicon filtre ile saflastirma
yapildi. Ornegin 1 mL’si ise 6nce kobalt rezinli pull-down ardindan amicon filtre ile
saflastirildi. Deney grubundan elde edilen saflagtirllmis ornekler SDS-PAGE ve
Western Blot’ta test edildi.

Deney grubu 7: NTK7, CD plaka stogundan ornek alinarak, metod 4 ile tekrar

eksprese edildi. Siizme ve filtreleme sonrasinda 130 mL civarinda 6rnek elde edildi.

Ornegin 15 mL’si dnce amicon filtre ile 1 mL’ye konsantre edildi, daha sonra ise nikel
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rezinli IMAC saflastirma yapildi fakat bu calismada rezinle inkiibasyon siiresi 16 saat

olarak diizenlendi. Ornek 2 mL rezin ile inkiibe edildi. Sonrasinda amicon filtre ile

saflagtirma yapildi.

4.11 SDS-PAGE ile Protein Tayini Bulgusu

Marker NTK

M
Liis &

jm

?
3

Sekil 19 : NTK proteinin SDS-PAGE’de goriintiisii.

Sekil 19°da goriildiigi tizere NTK proteininin bulundugu kuyucukta 75kDa civarinda
bant ¢ikmis olmast NTK’nin flizyon sekilde iiretildigini gostermektedir. Fakat bant

yeteri kadar yogun degildi. 3.13 numarali bolimde anlatildigi {izere bazi

yogunlastirma ¢aligmalar1 denendi.

4.12 Western Blot ile Protein Tayini Bulgusu

Marker PC NTK NC
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Sekil 20 : NTK proteinin Western Blot’ta goriintiisii.

Sekil 20°de goriildiigii tizere PC’de bant ¢ikmis, NC’de ise bant ¢ikmamistir. Bu
Western blot calismasimin dogrulugunu gosterir. Aynt zamanda NTK proteininin

bulundugu kuyucukta 75kDa civarinda bant ¢ikmis olmast NTK’ nin fiizyon sekilde

tiretildigini gostermektedir.
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4.13 Ekstra Calismalar Bulgusu

NTK proteininin daha yogun sekilde elde edilmesi, SDS-PAGE’de ve Western Blot’ta
daha net bant elde etmek amaglariyla presipitasyon (¢oktiirme) ¢alismalar1 yapilmustir.
Fakat bu ¢alismalarda proteinin hasar gérmiis olabilecegi diistiniiliiyor olup net bir

bant alinamamustir.

4.14 PBS ile Tampon Degisimi (Buffer Exchange) Bulgusu
Tampon Degisimi sonrasi 2 mL &rnek elde edildi. Bu 6rnek 3.15, 3.16 ve 3.17

numarali deneylerde kullanildi.

4.15 Bradford Protein Assay Bulgusu
Yapilan Bradford Assay sonucunda 75 mL’de yapilan ekspresyon sonucunda 8.00
ng/mL 6rnek elde edilmistir. Litre degeri cinsinden bir sonug verildiginde bu sonug

106,66 mg/L degerine esdegerdir.

4.16 Protrombin Zamam Testi (PT) ile Fibrinolitik Enzim Aktivite Tayini

Bulgusu
Tablo 2 : Protrombin Zamani Testi Sonuglari.
Ornek PT~Sec PT~% PT~INR
1. 6rnek (Kontrol) 10.9 96.3 0.95
2. ornek 18.8 34.1 1.70
3. 6rnek 18.0 36.6 1.62
4. 6rnek 14.6 54.1 1.30

Tablo 2’de gosterildigi lizere Protrombin Zamani Testi ile trombin olusumu
Olclilmiistiir.

PT~Sec igin referans deger 10-12.5 sn’dir. Kullanmis oldugumuz kontrolde ise 10.9
sn olarak ¢ikmistir. Protrombin zamani; 2. 6rnek i¢in 7.9 sn, 3. 6rnek i¢in 7.1 sn, 4.
ornek icin ise 3.7 sn gecikmistir. Bu sonuglar kullanilan enzimin pitilasma zamanini
ciddi ol¢iide geciktirdigini gostermektedir.

PT~% i¢in referans deger %85-%100’diir. Kullanmis oldugumuz kontrolde %96.3, 2.
ornek i¢in %34.1, 3. o6rnek icin %36.6, 4. Ornek i¢in ise %54.1°dir. Bu sonug,

kullanilan enzimin protrombin yiizdesini ciddi 6l¢iide azalttigin1 gdstermektedir.
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PT~INR ig¢in referans deger 0.8-1.1°dir. Kullanmis oldugumuz kontrolde ise 0.95, 2.
ornek i¢in 1.70, 3. ornek i¢in 1.62, 4. o6rnek i¢in ise 1.30°dir. Bu sonuglar
dogrultusunda enzim kullanilan 6rneklerde kanin pihtilagsmasi yavaglamis olarak

gozlemlenmektedir.

4.17 Fibrin Bakimindan Zengin Titanyum Tiipler (T-PRF) ile Fibrinolitik Enzim
Aktivite Tayini Bulgusu

Sekil 21 : Fibrin par¢alarinin, kontrol ve enzim olan mikrosantrifij tiiplerindeki
goriintiileri A) 0. saat goriintiisii B) 12. saat goriintiisii C) 24. saat goriintiisii D) 2.
giin goriintiisii E) 5. giin goriintiisii F) 7. glin goriintiisti.

Sekil 21°de goriildiigii lizere fibrin parcalart mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. 0.saat’te
gozlemlendi. 12. ve 24. saatlerde ise farklilik gézlemlenmedi. 2. giin bir 6rnekte bazi
parcalanmalarin oldugu gézlemlendi. 3. ve 4. giinlerde bu parcalanmalar devam etti ve
5. glin 250 pl enzim konulmus Ornek tamamen c¢ozilmiis, diger iki Ornek ise
cogunlukla ¢oziilmiistii. 7. giin 3 6rnek de tamamen ¢oziinmiis ve dibe ¢okmiistii.
Kontrol tiiplinde ise bu siirelerde herhangi bir degisiklik gozlemlenmedi.

Bu sonuglar; kullanilan NTK enziminin, fibrini ¢6zebildigini-parcalayabildigini

gostermektedir.

46



5. TARTISMA

Gen, bakteriye atildiktan sonra LB+Amp kat1 ve sivi besiyerinde normal bir E. coli
hiicresi kadar biiylime gostermemistir. Yine de A. oryzae transformasyonunda
kullanilabilecek diizeyde gen miktar1 elde edilmis ve transformasyon basarili sekilde

gerceklesmistir.

Nattokinaz, daha dnce farkli ekspresyon sistemlerinde tiretilmistir fakat Aspergillus’ta
ilk defa tiretilmilstir. Bu sebeple yapilan bu ¢alisma ilktir. Nattokinaz, saglik sektorii
acisindan 6nemli bir enzimdir ve bu enzimin islevsel olmas1 gerekmektedir. Ayni
zamanda proteinin islevsel olmasi proteinin 3 boyutlu katlanmasina baghdir. Ornegin,
E. coli’de iiretilen enzimler inkliizyon cisimcigi olarak iretilir, katlanma olmaz ve
buna bagli olarak aktif bir protein elde edilmesi zordur. Bu ¢alismada katlanmanin
dogru olmasi igin A. oryzae’nin homolog olarak iirettigi amilaz proteini kullanilmis ve
nattokinaz protein dizisine eklenmistir. Bu sekilde sentezlenen protein ayni zamanda

A. oryzae kodon optimize sekilde tiretilmistir.

Deneyin sonraki kisminda NTK DNA’s1 Aspergillus oryzae’e transforme edilmistir.
Bu heterolog bir liretimdir. NTK geni, A. oryzae’nin homolog olarak iirettigi Amilaz
proteinine fiizyon sekilde tasarlanmigtir. A. oryzae’nin NTK igeren geni tiretebilmesi
icin CD agar plakalarda biiyiitiildii. Sonrasinda ise protein iiretiminin baglayabilmesi
i¢cin s1v1 besiyerine aktarildi. Bu asamada proteinin eksprese edilmesi amaglandi. 18
adet kopya ile ekspresyon calismalar1 yapildi. Yapilan ekspresyon c¢alismalari
cercevesinde en fazla eksprese eden metod 1 yontemi idi. Bu durum NTK {iretiminin
yavas ve asamalt gerceklestirildigini gostermektedir. 15 mL sivi besiyerinde
biiyliyerek ertesi giin 75 mL’ye aktarilmasi protein verimini etkiliyordu. Nitekim
Deney 2 grubundan bir 6rnegin SDS-PAGE ve Western Blot’ta bant olusturmasi bize

yine metod 1 ekspresyonunun daha verimli oldugunu diistindiirdii.

Metod 1 ile iyi eksprese olan kopya ile bir¢ok farkli ekspresyon ve saflagtirma

calismalar1 denendi. Bunun sonucu, yine Deney 2 grubu ¢alismasinin sonucunun daha
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verimli oldugunu gosterdi. 1 litre 6rnek elde edilen ¢aligmalarda ekspresyon biiyilik

hacimde yani 75 mL’de baslatildigi i¢in ilk giin yeteri kadar tireyemedigi diistiniildii.

Yapilan SDS-PAGE ve Western sonucuna gore NTK saflastirma sonras1 75 kDa
civarinda bir bant gosterdi. NTK, fiizyon iiretildigi i¢cin beklenen bant 95 kDa
civarindaydi. Bu sonu¢ NTK nin tiretildigini fakat dizinin bilinmeyen bir bolgesinden

kesildigini veya NTK nin glikozillenme yapmis olabilecegini diisiindiirdii.

Uretilen protein miktarini belirleyebilmek igin Bradford Protein Assay calismasi
yapildi. Calisgma sonucunda {iretilen protein miktar1 106,66 mg/L olarak olgiildii.
Literatiirde var olan ¢alismalar ile karsilastiracak olursak B. subtilis WB8000/pANk
‘de 600 mg/1 [19], E. coli’de 49,3 mg/L [21], B. licheniformis’ de 232,6 mg/L [24] ve
P. pastoris’de 320 mg/l [14] tiretimi gergeklestirilmistir. Yapmis oldugumuz {iretim
ile E.coli’den iki kat daha fazla protein elde etmis olmamiza ragmen diger ekspresyon
sistemlerinden daha az protein elde edilmistir. Calisma protokoliinde baz1 degisiklikler
yaparak iiretilen protein miktarmnin artirilmasi denenebilir. Uretim diisiik olsa da

NTK’nin aktivite testleri sonucunda bioaktif bir protein elde edildigi goriilmiistiir.

Uretimi gergeklesmis olan NTK enziminin iki adet aktivite testi yapildi.

Protrombin zamani testinde PT~SecC i¢in pihtilagmanin yaklasik 8sn yavasladigini,
PT~% icin enzim kullanilan 6rneklerin PT yiizdesinin ciddi oranda diistiigii, PT~INR
icin enzim kullanilan Orneklerin INR degerlerinin 1.0’1in iizerine c¢ikarak kan
pihtilagmasinin yavas oldugunu gostermektedir.

Diger bir aktivite testi olan titanyum tiipler ile edilmis gii¢lii fibrin pargaciklarinin,
enzim olan tiiplere konulmasi ve 7 giin izlenmesi sonucunda ise, NTK enziminin
fibrini pargalayabildigi goriilmiistiir. Kontrol grubunda herhangi bir degisiklik

gozlemlenmemistir
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6. SONUC VE ONERILER

Calisma sonuglarina goére; NTK olarak isimlendirilen fiizyon gen, bakteri
transformasyonu olarak en etkili E. coli One Shot bakterisinde ¢alismistir. Sonrasinda
bundan alinan plazmit’ten belli asamalar ile DNA elde edilmis, bu DNA ile de
Aspergillus transformasyonu yapilmistir. Kati agar plakalarda iiretilen NTK’lardan 18
adet koloni elde edilmis olup hepsi ile ekspresyon ¢alismasit yapilmistir. Ekspresyon
asamas1 4 adet metod ile yapilirken, saflastirma ¢alismalari ise 7 adet deney grubu
tizerinde yapilmistir. NTK’nin A. oryzae sivi ekspresyonunun asamali olarak
gerceklestigi bu sebeple ilk giin 15 mL ekspresyon, ertesi giin 75 mL’ye aktarilan
ekspresyon metodunun daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. 7 giin inkiibe olan bu
ornekten yapilan saflagtirma ¢alismasinda ise; once IMAC ardindan amicon filtre ile
yapilan saflagtirma yonteminin daha etkili oldugu yapilan testler sonucunda
goriilmiistiir. Bu testler SDS-PAGE ve Western blot’tur ve protein tayini yapilmistir.
SDS-PAGE’de goriilen bant ince ve yogunlugu diisiiktiir. Fakat protein tayininde
Western Blot daha hassas bir tekniktir ve bu deneyde alinan sonug net ve belirgindir.
Bu da SDS-PAGE’deki bandi dogrular niteliktedir. 75kDa civarinda alinan bu bant
NTK’nin A. oryzae’de fiizyon sekilde basarili sekilde tiretildigini gostermektedir.
Yapilan Bradford Protein Assay analizinde, ¢alisma sonucunda 106.66 mg/L NTK
enzimi iiretildigi goriilmiistiir. ki adet aktivite testi yapilmistir. Protrombin zamani
testinde, NTK’nin pihtilasmay1 yaklasik 8sn yavaslattigi, pihtilagma yilizdesini ciddi
oranda disilirdiigii ve INR sonucunda pihtilagmayr ciddi oranda yavaslattig
gorilmistiir. Yapilan diger aktivite testi ise titanyum tiiplerde kandan elde edilmis
fibrin parcalarinin enzim olan mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmasi ve pargalanmanin
olup olmadigini gézlemlemek esasina dayanir. Gozlem sonucunda 5-7 giin i¢inde
fibrinin tamamen pargalandigi goriilmiistiir. Yapilan aktivite testleri sonucunda
NTK’nin biokatif bir enzim oldugu kanitlanmistir.

Uretilen protein miktarmni artirabilmek igin; gen tasariminda baska bir fiizyon protein
kullanilmast veya ekspresyonun fermentor kullanilarak yapilmasi gibi bazi

degisiklikler yapilabilir. Bu gibi degisiklikler iiretilen protein miktarini, SDS-PAGE
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ve Western Blot’ta goriinen bant yogunlugunu artirabilir. Boylece daha aktif bir

protein elde edilebilir.
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