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His-etiketli pro-Mikrobiyal Transglutaminaz Enziminin Pichia pastoris’te Uretim Sartlarinin
Optimizasyonu
Aysun TURKANOGLU OZCELIK*

OZET: Transglutaminazlar dogada bircok organizmada bulunan ve ¢esitli biyolojik islemlerde rol
alan enzimlerdir. Glutamin ve lizin aminoasitleri arasinda kovalent bag olusumunu katalizleyerek
capraz bag olustururlar. Bu 6zelliklerinden dolay1 gida {iriinlerinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
gelistirmek amaciyla kullanilirlar. Bu ¢alismada, gida endiistrisinde kullanilan mikrobiyal
transglutaminaz (MTGaz) enziminin, Pichia pastoris (P. pastoris) mayasinda yapisal GAP promotoru
altinda {iretim sartlarinin optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla, {i¢ farkli sicaklik (20°C, 25°C, 28°C)
ve li¢ farkli pH’dan (pH 3, 5.75, 7.44) olusan dokuz farkli kosul altinda pro-MTGaz enziminin iiretimi
calkalamal1 erlenmayerlerde yapilmistir. 40 saatlik protein iiretimi sonrasinda elde edilen sonuglar,
pro-MTGaz iiretimi i¢in 25°C sicaklik ve 7.44 pH’nin optimum kosullar oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: mikrobiyal transglutaminaz, rekombinant protein tiretimi, Pichia pastoris

Optimization of Production Conditions of His-tagged pro-Microbial Transglutaminase Enzyme
in Pichia pastoris

ABSTRACT: Transglutaminases are enzymes involved in various biological processes and found in
many organisms in nature. They form a cross-link by catalyzing the formation of covalent bonds
between the amino acids glutamine and lysine. Due to these properties, they are used to improve the
physical and chemical properties of food products. In this study, the production conditions of microbial
transglutaminase (MTGase) enzyme, used in the food industry, in Pichia pastoris (P. pastoris) yeast
under the structural GAP promoter were optimized. For this purpose, the production of the pro-
MTGase enzyme under nine different conditions consisting of three different temperatures (20°C,
25°C, 28°C) and three different pHs (pH 3, 5.75, 7.44) was carried out by shake flask experiments.
The results obtained after 40 hours of protein production showed that; the optimum conditions were
25°C temperature and pH 7.44 for pro-MTGase production.
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GIRIS

Transglutaminazlar (EC 2.3.2.13) (TGaz)
glutamin ve lizin aminoasitleri arasinda
izopeptid  bag1  olusumunu  katalizleyen

enzimlerdir. Protein i¢i ya da proteinler arasi
capraz bag olusumuyla proteinlerin fiziksel,
kimyasal ve besinsel karakterizasyonlarinda
degisiklige neden olan kompleks polimerler
olusturabilmektedirler. TGaz’lar hayvan dokular
(Beninati ve ark., 2009), bitkiler (lcekson ve
Apelbaum, 1987) ya da mikroorganizmalardan
(Yokoyama ve ark., 2004; Washizu ve ark.,
1994) elde edilebilmektedir.
Mikroorganizmalardan elde edilen enzim
mikrobiyal transglutaminaz (MTGaz) olarak
adlandirilmaktadir.

MTGaz’lar gida endiistrisinde 6zellikle et,
stit ve firincilik iirlinlerinde kullanilmaktadirlar.
Et endiistrisinde yeni iiriin gelistirmek amaciyla
MTGaz’lar birlestirici ajan
kullanilmalarinin yani sira, elde edilen {iriiniin
depolama esnasinda stabil kalmasina yardimci
olduklar1 yapilan c¢alismalarla gosterilmistir
(Moreno ve ark. 2010; Romero de Avilla ve ark.,
2010). Bu enzimin siit {riinlerinde, oOzellikle
yogurt ve dondurmada istenilen bir 6zellik olan

olarak

proteinlerin jel olusturma ve su baglama
kapasitelerini arttirdigin1 gosteren ¢aligmalar da
mevcuttur (Gauche ve ark., 2009; Rossa ve ark.,
2012). Ayrica firincilikta, MTGaz’1in bugdaydaki
glutenin proteinlerinin kimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerini degistirdigi boylece hamur giiciinii
ve ekmek hacmini gelistirdigi gosterilmistir
(Seravalli ve ark., 2011).

Deniz irilinleri isleme endiistrisi yapilan
son calismalarla, MTGaz’larin yeni bir kullanim
alam1 olarak literatiire ge¢mistir (Yerlikaya ve
ark., 2015; Yerlikaya ve ark., 2017). MTGaz

ilave edilen Dbalik kiymasi ile yapilan
calismalarda, deniz  driiniiniin ~ kimyasal,
mikrobiyolojik  ve  duyusal  ozelliklerinin

korundugu raf 6mriiniin uzadigi bildirilmistir.

Gida endiistrisinde bu kadar ¢ok alanda
kullanim1 olan; TGaz enzimi hayvan ya da bitki
dokularindan izole edilebilmektedir, ancak elde

edilen enzim miktar1 endiistriyel ihtiyaci
karsilamak i¢in yeterli olmamaktadir.
Dolayisiyla, gelisen genetik  miihendisligi
teknikleriyle birlikte endiistriyel enzimlerin

yiilksek miktarlarda tiretimi rekombinant DNA
teknolojisi ile miimkiin hale gelmistir. Bu
amagla; bakteri ya da maya hiicrelerinde
rekombinant protein {iretimi yapilabilmektedir.
Dolayisiyla; bu calisma kapsaminda gida
endiistrisi i¢in biiyiik bir Oneme sahip bu
enzimin metilotrofik bir maya olan Pichia
pastoris’te yapisal GAP promotoru altinda
iretim kosullart optimize edilmis ve sanayi
Olceginde rekombinant MTGaz {iretimi ig¢in
endiistriyel olarak kullanilabilecek bir sus ve
biiylik 6lgekte tiretim i¢in veriler elde edilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Kimyasallar ve enzimler

E. coli XL1-Blue ve P. pastoris suslari i¢in
besiyeri icerikleri Becton Dickinson (Franklin
Lakes, NJ, ABD) firmasindan temin edilmistir.
Restriksiyon enzimleri Fermentas (Fermentas,
MD, ABD) ve Hot-start KOD DNA polimeraz
enzimi  Novagen (Darmstadt, Almanya)
firmalarindan alinmistir. Calismada kullanilan
biitin ~ kimyasallar ~ Sigma-Aldrich (MO,
ABD’de)’ten satin alinmistir.

Suslar ve gelisme ortamlar:

E. coli XL1-Blue hiicreleri plazmitin
cogalmasi amaciyla, P. pastoris X33 susu ise
rekombinant  protein  {iretiminde  konukgu
organizma olarak kullanilmistir. Plazmit iceren
E. coli hiicreleri 25 pg/mL zeosin antibiyotigi
ihtiva eden LB lennox (%1 tripton, %0.5 maya
oziiti ve %0.5 sodyum klorit) besiyerinde
gelistirilmislerdir. P. pastoris hiicreleri ise %1
maya 0zitli, %2 pepton ve %2 dekstroz igeren
YPD siv1 besiyerinde ve %1.5 agar iceren YPD
agar plakalarda gelistirilmislerdir. YPD agar
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plakalara transformant hiicreleri segebilmek igin
100 pg/mL zeosin antibiyotigi eklenmistir.

Ekspresyon vektoriiniin olusturulmasi
pro-MTGaz enziminin ekspresyonu igin
Streptomyces mobaraensis gen kaynagi olarak
secilmis ve pGAPZoA plazmiti kullanilmistir.
1131 bg biyiikligindeki pro-MTGaz kodlayan
geni igeren plazmit ve pGAPZaA plazmiti Xhol
ve Xbal enzimleriyle kesilerek ligasyon islemi

yapilmistir. Yeni olusan plazmit pGAPZa-
proMTGaz olarak isimlendirilmistir.
Rekombinant plazmitin E. coli XL1-Blue
hiicrelerine  transformasyonu  yapilmis  ve

klonlanma DNA dizi analizi ile dogrulanmstir.

P. pastoris hiicrelerine transformasyon

Ekspresyon plazmiti  Avrll restriksiyon
enzimi ile lineer hale getirilmis ve elektroporator
(Eppendorf, Almanya) yardimiyla
elektrokompotent P. pastoris X33 hiicrelerine
transformasyonu 1.5 Kv da yapilmistir.
Transformant hiicreler 100 pg/mL zeosin igeren
YPD agar plakalara ekilerek 30°C’de 3 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. YPD
plakalarda olusan tek kolonilerden 3 mL YPD
stv1 besiyerine ekim yapilmis ve 2 mL’sinden
genomik DNA izolasyonu, 1 mL’sinden ise stok
kiiltiir hazirlanarak -80°C’de saklanmustir. izole
edilen genomik DNA pro-MTGaz geninin
varligimin kontrolil i¢in Pagl, EcoRI, EcoNI ve
Smal restriksiyon enzimleriyle kesilmis ve
dogrulanan  klonlar  protein  {iretiminde
kullanilmastir.

Calkalamali erlenmayerde protein iiretim
calismalar

pGAPZa-proMTGaz ekspresyon kasetini
genomunda bulunduran klonlar 6ncelikle 3 mL
YPD broth besiyeri iceren test tiiplerinde 28
°C’de 220 rpm calkalamali inkiibatérde gece
boyu gelistirilmistir. Ertesi giin ODggp degerleri
oOlgiilerek 30 mL BYED besiyerine (%3 maya
oziitl,, %2 glukoz, %1.34 aminoasitsiz maya
nitrojen baz, %4x10~ biotin ve pH 3, 5.75 ve

7.44 ig¢in uygun tampon) 0.1 ODgg o0lacak
sekilde inokiile edilmis ve 40 saat boyunca 220
rpm  ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona
birakilmislardir. Bu esnada 3, 5.75 ve 7.44
pH’larda hazirlanmis BYED besiyerinde 20°C,
25°C ve 28°C’de hiicreler gelistirilerek optimum
iretim sartlarmin belirlenebilmesi i¢in protein
ekspresyonu yapilmistir. pH 3 i¢in 1 M sitrik asit
tamponu, pH 5.75 ve 7.44 i¢cin 1 M potasyum
fosfat tamponu kullanilmigtir. 40 saat sonunda
hiicreler hasat edilerek, 6000 g’de 5 dakika
santrifiij edilmis ve hiicrelerden ayrilan
stipernatan filtre edilerek SDS-PAGE ve enzim
yapilana kadar -20°C’de
muhafaza edilmistir.

aktivite analizi

Histidin etiketli proteinin saflastirilmasi

Calkalamali erlenmayerde iiretilen pro-
MTGaz enzimi 40. saat sonunda hasat edilip
6000 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
0.45 pm filtreden gecirilerek esit hacimde 10
mM imidazol iceren equilibration tamponu ile
karistirilarak dengeye getirilmistir. 1 mL Ni-
NTA rezin 5 mL dengeye getirilmis siipernatan
ornegine eklenerek 30 dakika boyunca histidin
etiketli proteinin rezine tutunmasi saglanmstir.
Rezinle birlikte siipernatan bos bir kolona
yiklenmis ve akan kisim bir tipiin igine
toplanmistir. Daha sonra kolon 25 mM imidazol
iceren yikama tamponu ile yikanmis, ve elde
edilen ornek tlip i¢ine toplanmistir. Sonra 200
mM imidazol igeren eliisyon tamponu ile
rezinden geri alinmistir. Tim bu islemler
sirasinda  toplanan  yikama ve  eliisyon
fraksiyonlar1 SDS - PAGE analizi ile kontrol
edilmistir.

SDS-PAGE analizi

Toplanan siipernatan 6rnekleri 4X SDS
jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8,
%8 SDS, %0.4 Bromphenol Blue, %40 gliserol,
100 mM DTT) ile karistirilarak 70°C’de 10
dakika bekletilerek jele yiiklemeye hazir hale
getirilmiglerdir. Hazirlanan Ornekler %10’luk
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gardient poliakrilamit jelinde ayrilmiglardir.
Elektroforez isleminden sonra jel coomasie
brillant blue R250 (Thermo Fisher Scientific,
MA, ABD) kullanilarak 1 saat boyunca orbital
calkalayicida boyanmistir. Boyanan jel daha
sonra 1 saat boyunca destaining soliisyonuna
alinarak fazla boyanin uzaklagtirilmasi saglanmig
ve 15 dakikada saf su ile yikandiktan sonra
Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR,
Lincoln, NE, ABD) ile goriintiilenmistir.

Toplam protein 6l¢iimii

Stipernatan Orneklerinin toplam protein
konsantrasyonu Bradford Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) kullanilarak
protokoliine uygun olarak yapilmistir. Bovine
serum alblimin standart olarak kullanilmis ve
absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunarak protein
konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

Transglutaminaz enzim aktivitesi ol¢iimii
Enzim aktivitesi Olgiimiinden Once, pro-
MTGaz seklinde iiretilen enzimi aktif formuna
doniistiirmek i¢in Dispazl adi verilen proteaz
enzimi ile aktivasyon islemi daha 6nce Sommer
ve ark. (2012) tarafindan tanimlanan metoda
gore yapilmis ve MTGaz aktivitesi kolorimetrik
hidroksimet metoduna gore spektrofotometrik
olarak tayin edilmistir. Bu metoda goére Z-
glutaminilglisin (Z-GIn-Gly), hidroksilamin ve
L-glutamik  asit-y-monohidroksimet
amin alict substrat, amin verici substrat ve
standart olarak kullanilmis ve 200 pL reaksiyon
karisimi (Z-GIn-Gly, 1 M Tris buffer pH 6 ve
200 mM hidroksilamin 20 mM reduced
glutatyon) 37 °C’de bir miiddet bekletilmistir.
Daha sonra, 30 pL siipernatan 6rnegi eklenerek
37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmis ve 10 dakika
sonunda, 1 mL durdurma soliisyonu eklenerek (1
hacim 3 M HCI, 1 hacim %12 TCA, 1 hacim %5
FeCl3) MTGaz enziminin katalizledigi reaksiyon
durdurulmustur. Bu islem yapildiktan sonra
reaksiyon karigimi 4000 g’de 5 dakika santrifiij

sirastyla,

edilmis ve karigim kiivete alinarak 525 nm. dalga
boyunda spektrofotometrede 6l¢iimii yapilmustir.
Bu islemler uygulanarak olglimii yapilan
ornekler test olarak adlandirilmistir. Ayrica test
korii tiiplerini hazirlamak icin ayni sekilde
reaksiyon karistmi ve  siipernatan  Ornegi
karistirtlmis ancak 37 °C’de 10 dakika inkiibe
edilmeden reaksiyon durdurma soliisyonu
cklenerek santrifiij edildikten sonra hemen
spektrofotometrede 6l¢iimii yapilmistir. Standart
tiplerine ise, 1-10 mM araliginda degisen
konsantrasyonlarda 100 pL L-glutamik asit -y-
monohidroksimet soliisyonu eklendikten sonra
inkiibasyon yapilmadan 1 mL durdurma
solisyonu eklenerek santrifiij edilip Olglimii
yaptlmistir. Standart korii hazirlamak i¢in
100 pL saf su
konulmustur. 1 Unite enzim aktivitesi verilen
umol
enzim

standart sollisyonu yerine
kosullar altinda dakikada olusan 1
hidroksimet olarak tanimlanmis ve
aktivitesi U/mL olarak ifade edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

pGAPZa-proMTGaz ekspresyon kasetini
iceren plazmitlerin yetenekli P. pastoris X33
hiicrelerine transformasyonlar1 elektroporasyon
yontemiyle yapildiktan sonra hiicreler YPD agar
plakalarda gelistirilmis ve olusan kolonilerden
plazmit  izolasyonu yapilarak restriksiyon
enzimleriyle kesilmis ve transformant hiicreler
dogrulanmistir. Restriksiyon analizi i¢in Pagl,
EcoRI, EcoNIl ve Smal enzimleri kullanilmis ve
Pagl ile DNA’nin kesilmesi sonucunda 943 ve
3305 bg, EcoRI ile 4248 b¢ ve EcoNI ve Smal
enzimleri ile ayn1 anda kesilmesi sonucunda ise
229, 1321 ve 2698 b¢’den olusan fragmentlerin
jelde  goriilmesi  hedeflenmistir.  Yapilan
restriksiyon  analizi  sonucunda  beklenen
fragmentler elde edilerek, plazmitlerin pro-
MTGaz genini tasidigt dogrulanmis (Sekil 1) ve
1 nolu klon secilerek {iretim c¢alismalar
yapilmustir.
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Sekil 1: Restriksiyon enzimleriyle kesimleme sonrasi agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

Calkalamali erlenmayerde yapilan protein
ekspresyonu c¢alismalarinda ti¢ farkli pH ve ti¢
farkli sicakliktan olusan 9 farkli sart denenmis
ve 40 saat stiren tiretim ¢alismasi sonunda hiicre
kiiltiirleri hasat edilerek SDS-PAGE (Sekil 2) ve
enzim  aktivitesi  (Cizelge 1) analizleri
yapilmustir. Ancak iiretilen enzim inaktif pro-

siipernatan  6rneklerine dispazl enzimi ile
muamele edilerek aktif MTGaz enzimi elde
edilmis daha sonra aktiviteleri Olgiilmiistiir.
Yapilan SDS-PAGE analizi sonuglarina gore;
pH 3’te biitlin sicakliklarda protein iliretiminin
oldukca az oldugu goriilmektedir. Ayrica pH 3
kosullarinda yapilan iretimlerden elde edilen

MTGaz formunda oldugu icin Oncelikle orneklerde enzim aktivitesi tespit edilememistir.
e 298 B U LSS aTg
T A NN N NNN NN o X
100 kDa = 3 L -t
f-' L - -
— : . -
50 kiDa =t
- »
40 kDa =~ ﬁ“ J
, : _/ -
30kDa Y Y “ = _- _ Y '
~ pH3  pH5.75 . pH7.44

Sekil 2: SDS-PAGE analizi jel goriintlisii. pH 3, 5.75 ve 7.44 BYED besiyeri kullanilarak 20, 25 ve 28°C sicakliklarda
protein tiretimi yapilarak 40. saat sonunda elde edilen siipernatan 6rnekleri SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Yaklasik 50
kDa biiyiikliigiinde pro-MTGaz enziminin {iiretildigi goriilmektedir. Negatif kontrol olarak kullanilan X33 hiicresinin

slipernatan drneginde ise herhangi bir bant goriilmemektedir.
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Ancak, hem enzim aktivitesi hem de SDS-
PAGE analizi sonuglari pro-MTGaz enziminin
tiretimi i¢in en uygun kosullarin pH 7.44 ve
25°C sicaklik oldugunu gostermistir. Bu sartlar

altinda calkalamali erlenmayerde en yiiksek
enzim  aktivitesi 1434 U/mL  olarak
hesaplanmustir.

Cizelge 1: Farkli pH ve sicakliklarda yapilan protein iiretiminden elde edilen enzim aktivitesi

sonugclari.
Enzim aktivitesi (U/mL)
Sicakhk
pH
20°C 25°C 28°C
3 ND ND ND
5.75 7.7210 7.8110 6.3310.11
7.44 10.39+0.17 14.34+2.96 7.60+0.41
ND: Belirlenemedi. Aktiviteler duplike olarak 6lctlmustr.
40. saat sonunda en yiikksek protein ve indiiklenen AOX1 promotoru kontroliinde

enzim aktivitesi elde edilen supernatan Ornegi
Ni-NTA rezin kullanilarak saflastirilmis ve SDS-
PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 3). Uretilen
protein  saflagtirmada  kolaylik  saglamasi
acisindan C-terminal ucunda 8 adet Histidin
tasimaktadir. Bu etiket sayesinde protein Ni-
NTA kolaylikla tutunabilmekte ve
boylece saf protein elde edilebilmektedir. Sekil
3’de gorildiigi tizere iki kez yapilan eliisyon
sonrasinda protein saf bir sekilde elde edilmistir.

Pichia rekombinant
transglutaminaz enzimi iiretmek i¢in misir (zea
mays) bitkisinin transglutaminaz gen kaynagi
olarak kullanildig1 ¢alismanin yani sira (Li ve
ark., 2013) mikrobiyal gen kaynaklar
kullanilarak yapilan calismalar da literatiirde
mevcuttur (Yurimoto ve ark., 2004; Gilindiiz,
2012). Yurimoto ve ark., (2004) yaptiklar
calismada pro-MTGaz enzimini metanol ile

rezine

pastoris’te

iretmeye c¢alismiglar ancak rekombinant P.
pastoris hiicrelerinde ¢ok diisiik enzim aktivitesi
elde ettiklerini rapor etmisler ve bunun sebebini
yiksek oranda glikolizasyona baglamislardir.
Giindiiz (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise;
yine ayni promotor altinda 4448 U/L enzim
dretimi  gerceklestirilmigtir. ~ Fakat, = GAP
promotoru kullanilarak yapilan bu ¢alismanin
sonuglarma goére 14340 U/L enzim aktivitesi
calkalamali  erlenmayer kosullarinda elde
edilmigtir. Bu sonu¢ ile literatiirdeki diger
caligmalarin iiretmis olduklar1 enzim miktarinin
ustiine c¢ikildigr goriilmektedir. Ayrica, ileride
yapilacak olan biyoreaktdrde biiyiikk Olgekli
tiretim icin sicaklik 25°C ve pH 7.44 olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar, optimize edilen
kosullar altinda biyoreaktdrde {iretim yapilarak
daha yiiksek miktarlarda enzim {iretimi
yapilabilecegini gostermektedir.

671



Aysun TURKANOGLU OZCELIK

Igdir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 9(2): 666-673, 2019

His-etiketli pro-Mikrobiyal Transglutaminaz Enziminin Pichia pastoris’te Uretim Sartlarimin Optimizasyonu

Sekil 3: pro-MTGaz enziminin his-taq saflastirmasi sonrast1 SDS-PAGE analizi jel goriintiisi. M: Page ruler
unstained protein marker, X33: negatif kontrol olarak kullanilan hedef gen igermeyen Pichia pastoris susu,
SUP: 40. Saat sonunda hasat edilen kiiltiiriin siipernatan kismi, AK: akan kisim, Y: yikama, E1: 1. eliisyon, E2:

2. eliisyon.

SONUC

Mikrobiyal transglutaminaz enzimi gida
endiistrisinde kullanim alani olan bir enzimdir.
Endiistriyel ithtiyaci karsilamak icin,
rekombinant protein {iiretimi yapilarak yiiksek
miktarlarda enzim elde etmek miimkiindiir.
Metilotrofik bir maya olan P. pastoris
rekombinant protein iiretiminde sik¢a kullanilan
basarili bir ekspresyon sistemidir. Metanol ile
indiiklenebilir AOX1 promotorunun disinda
yapisal GAP promotoru da protein ekspresyonu
calismalarinda kullanilabilmektedir. Endiistriyel
boyutta rekombinant protein iiretiminde AOX1
promotoru metanol ile indiiklenmesinden dolay1
yangin tehlikesi s6z konusu oldugu igin tercih
edilmemektedir. Bu gibi durumlarda GAP

promotoru 1iyi bir alternatif olmaktadir. Bu
calismada,  histidin  etiketli  pro-MTGaz
enziminin P. pastoris’te yapisal GAP promotoru
altinda rekombinant {iretimi igin optimum
sicaklik ve pH kosullar1 belirlenmistir. Elde
edilen sonuglar, 25°C sicaklik ve 7.44 pH
kosullart altinda GAP promotorunun pro-MTGaz
iretimi icin AOX1’dan daha basarili bir
promotor oldugunu gostermistir.
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