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Bakteriyel Kaynakh Lipaz Geninin Pichia pastoris’te Klonlanmasi, Ekspresyonu ve Rekombinant Enzimin
Saflastirilmasi

Fidan ERDEN-KARAOGLAN* Mert KARAOGLAN!

OZET: Gida endiistrisinde enzimler her tiirlii isleme ve iiretim proseslerinde uygulama alan1 bulan biyolojik katalizorlerdir.
Siit islemeden meyve suyu iiretimine, et islemeden ekmek iiretimine kadar gida sanayinin gesitli alanlarinda yaygin olarak
ihtiya¢ duyulan enzimlerden biri lipazlardir. Bu ¢aligmada, kodon optimize edilmis Geobacillus stearothermophilus lipaz
enzimini kodlayan genin, Pichia pastoris ekspresyon sisteminde giiglii ve indiiklenebilir bir promotor olan AOX1 promotoru
iceren pPICZaA ekspresyon vektorii kullanilarak ekspresyonu yapilmis ve en yiiksek lipaz enzimi iiretimi gdsteren klon
belirlenmistir. Belirlenen klon ile 400 mL indiiksiyon besiyerinde 72 saat boyunca iiretim gergeklestirilmis ve toplanan
stipernatant 6rneginde enzim aktivitesi, toplam protein ve SDS-PAGE analizi gergeklestirilmistir. Rekombinant lipaz enzimi
Ni-NTA afinite kromatografisi ile saflastirilmistir. Saflastirma igleminin her asamasindan aliman 6rneklerde SDS-PAGE
analizi yapilmis ve her agamada elde edilen 6rneklerde saflastirma verimi hesaplanmistir. Saflagtirma isleminden sonra analiz
edilen drnekte, en yiiksek iiretim gosteren klonun 25.02 mg L lipaz iiretim seviyesine ulastig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gida isleme enzimi, lipaz, protein saflagtirma, Pichia pastoris

Cloning and Expression of the Bacterial Lipase Gene in Pichia pastoris and Purification of the Recombinant
Enzyme

ABSTRACT: In the food industry, enzymes are biological catalysts that find application area in all kinds of processing and
production processes. Lipases are one of the enzymes that are widely needed in various fields of the food industry, from milk
processing to fruit juice production, from meat processing to bread production. In this study, the gene encoding codon
optimized Geobacillus stearothermophilus lipase was expressed using the pPICZaA expression vector containing the AOX1
promoter, which is a strong and inducible promoter in the Pichia pastoris expression system, and the clone exhibiting the
highest lipase enzyme production was determined. Production was carried out with the determined clone in 400 mL induction
medium for 72 hours and the enzyme activity, total protein and SDS-PAGE analyzes were performed in the collected
supernatant sample. The recombinant lipase enzyme was purified by Ni-NTA affinity chromatography. SDS-PAGE analysis
was performed on the samples taken from each step of the purification process and the purification efficiency was calculated
in the samples obtained at each step. In the sample analyzed after purification, it was determined that the clone with the
highest production reached the lipase production level of 25.02 mg L.
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GIRIS

Lipazlar (EC 3.1.1.3) trigliseridlerin gliserol ve serbest yag asitlerine hidrolizini katalizleyen ve
endiistriyel kullanimlarda olduk¢a 6nemli yere sahip bir hidrolaz enzimidir. Lipazlar, karboksilesterazlar
ve gercek lipazlar olmak {izere iki alt grupa ayrilmaktadir. Karboksilesterazlar, suda kismen ¢oziinebilen,
kisa zincirli karboksilik asit esterlerinden olusan yaglar1 pargalarken, gercek lipazlar suda ¢oziinmeyen
uzun zincirli agilgliserol yapisindaki yaglari hidrolize etmektedir (Arpigny ve Jaeger, 1999; Eggert ve
ark., 2002; Messaoudi ve ark., 2010). Lipazlar, su-yag karisimindan olusan kismen homojen ¢ozeltilerde
aktivite gosterebilme yetenegine sahip enzimlerdir (Sharma ve ark., 2001).

Lipazlar, gida sanayisinin basta siit isleme, ekmek iiretimi, meyve suyu lretimi, hazir gida
islemede ve igecek iiretimi gibi alanlarinin yani sira deterjan, ilag, temizlik, kagit kozmetik gibi diger
sanayi kollarinda da yaygin olarak kullanilan ve kullanimi1 her gegen giin artmakta olan bir enzimdir. Siit
endiistrisinde siit yaginin hidrolizi, yag asitlerinin zincir uzunluklarinin modifikasyonu ve peynirlerde
aroma gelistirici olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Balcao ve Macata, 1998). Ticari olarak
kullanilacak lipazlarin yiiksek sicakliklarda aktivite gostermesi ve genis pH araliginda calisabilen
enzimler olmasi istenmektedir. Bu nedenle ticari olarak kullanilacak lipaz enzimleri daha ¢ok termofilik
mikroorganizmalardan dogal yolla ya da bu mikroorganizmalarin gen kaynag: olarak kullanilmasi ile
rekombinant olarak tiretilmektedir (Kulkarni ve Gadre, 1999; Sharma ve ark., 2002).

Ticari olarak kullanilan lipazlar glinlimiizde mikrobiyal kaynaklardan fermentasyon yoluyla elde
edilmektedir. Lipaz iireten mikroorganizmalar bakteriler, mayalar ve kiiflerdir. Bu organizmalar
arasinda Penicillium sp., Candida sp., Fusarium sp., Rhizomucor sp., Rhizopus sp. ve Aspergillus sp.
gibi dogal iiretim yapan suslar oldugu gibi, rekombinant DNA teknoloji metotlar1 kullanilarak elde
edilmis Pichia sp. ve Aspergillus sp. tiirleri de bulunmaktadir (Minning ve ark., 1998; Prathumpai ve
ark., 2004; Bharathi ve Rajalakshmi, 2019).

Prokaryotik ekspresyon sistemleri; besin gereksiniminin kolaylig1 ve ucuz olmasi, transformasyon
proseslerinin kolaylig1 ve hizli olmasi ve yiiksek seviyede ekspresyon gibi sagladigi avantajlar1 sebebi
ile rekombinant protein {iretimi i¢in genelde ilk tercih olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ancak iiretilen heterolog
proteinin stabilitesini veya aktivitesini kaybetmesi gibi sorunlar ortaya g¢ikabilmektedir. Okaryotik
proteinlerin dogru sekilde katlanmasi i¢in, maya ekspresyon sistemlerinin hiicre i¢i ortami prokaryotik
sistemlere gore daha uygundur (Cregg ve ark., 1987). Ayrica dkaryotik proteinlerin biyolojik olarak aktif
olabilmesi i¢in elzem olan post-translasyonel modikasyonlar: (disiilfit bagi olusumu ve glikozilasyon
gibi) gergeklestirebilmeleri ile de avantaj saglamaktadir (Cregg, 2007). Bu ¢alismada konukgu olarak
okaryotik bir ekspresyon sistemi olan Pichia pastoris (Komagataella phaffii) kullanilmistir.

P. pastoris mayasi farkli karbon kaynaklari {izerinde gelisim gosterebilmektedir. Basta glukoz ve
metanol olmak {izere gliserol, etanol, sorbitol, mannitol, trehaloz, alaninden de karbon kaynagi olarak
yararlanabilmektedir. Ayrica AOX1 gibi indiiklenebilir ve GAP gibi yapisal gii¢lii promotorlara sahiptir
(Cregg ve ark., 1989; Karaoglan ve ark., 2016).

Literatiirde P. pastoris’te kodon optimizasyonu ile iiretilen birgok proteinin birim basina daha
yiiksek tiretim seviyelerine ulasildig1 gosterilmistir. Lipaz tiretimi {izerine yapilan 6nceki ¢alismalardan
Yarrowia lipolytica kaynakli lipaz geninin P. pastoris ekspresyon sisteminde kodon optimizasyonu
yapilarak tiretiminde yaklagik 2.5 kat bir tiretim artis1 saglandig1 rapor edilmistir (Zhou ve ark., 2015).
Benzer sekilde Candida rugosa kaynakli lipaz geni P. pastoris ekspresyon sisteminde kodon
optimizasyonu yapilarak ekspresyonu gergeklestirilmis ve 52 kat iiretim ve aktivite artis1 saglanmistir
(Chang ve ark., 2006). P. pastoris ile termofilik mikroorganizma kaynakli lipaz enzim {iretimleri ele
alindiginda Bacillus thermocatenulatus kaynakli lipaz enzimini kodlayan genin P. pastoris’te fermentor
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kosullarinda ekspresyonu gerceklestirilmis ve enzimin spesifik aktivitesi 23 000 U mg™ olarak rapor
edilmistir (Quyen ve ark., 2003). Gida endiistrisi basta olmak {izere bir¢ok alanda kullanim1 oldukca
yaygin olan lipazlar teknolojik olarak termofilik organizmalardan elde edilmekte ve teknolojide de daha
cok termofilik 6zellik gdsteren enzimler tercih edilmektedir.

Bu c¢alismanin konusu olan Geobacillus stearothermophilus kaynakli lipaz geni, ilk olarak
Sinchaikul ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada G. stearothermophilus genomik DNA’sindan
PZR ile elde edilmis ve gen sekansi ortaya konulmustur. PZR ile elde edilen lipaz geni prokaryotik bir
ekspresyon sistemi olan E. coli ekspresyon sisteminde tiretilmis ve bazi biyokimyasal 6zellikleri ortaya
konulmustur. Ancak G. stearothermophilus lipaz geninin P. pastoris ekspresyon sisteminde
ekspresyonu veya iiretimi ile ilgili bir caligma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada ise, kodon optimizasyonu yapilmig G. stearothermophilus lipaz enzimini kodlayan
genin P. pastoris ekspresyon sisteminde AOX1 promotoru altinda klonlanmasi, en yiiksek iiretim
seviyesine sahip P. pastoris klonunun segilmesi ve iretilen enzimin afinite kromatografisi ile
saflastirilarak {iretim seviyesinin ortaya konulmasi amag¢lanmaistir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Lipaz gen kaynagi

Bu ¢alismada lipaz (EC 3.1.1.3) gen kaynagi olarak G. stearothermophilus lipaz (NCBI Erisim
kodu: AAX11388) geni kullanilmistir. Lipaz enzimini kodlayan gen (GsLPZopt) P. pastoris ekspresyon
sistemine gore kodon optimizasyonu yapilarak C ucundan (C-terminus) polihistidin etiketli olarak
sentezlenmis ve yurti¢i firmalar (Alternatif Medikal, Tokat) araciligi ile pUC57 klonlama vektoriinde
liyofilize olarak temin edilmistir.

Kullanilan sus, besiyeri ve kimyasallar

Alt klonlama calismalar1 ve pPICZaA-GsLPZopt ekspresyon vektorlerinin ¢ogaltilmast igin E.
coli XL1-Blue, lipaz enziminin rekombinant iiretimi i¢in konukgu sistem olarak P. pastoris KM71H
(4aox1::ARG4) susu kullanilmigtir. Protein tiretimi igin ticari pPICZaA vektori kullanilmis olup ilgili
vektor Erzincan Binali Yildirrm Universitesi, Gida Miihendisligi Boliimii Arastirma Laboratuvarinda
mevcuttur.

Transformasyona yetenekli (kompetent) hiicrelerinin hazirlanmasinda E. coli i¢in standart CaCl;
yontemi, P. pastoris i¢in lityum asetat yontemi (Wu ve Letchwoth, 2004) kullanilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan E. coli hiicrelerinin gelistirilmesinde LB Miller Broth, LB Miller
Agar, LB Lennox Broth ve LB Lennox Agar besiyerleri, P. pastoris hiicrelerinin gelistirilmesinde YPD
Broth, YPD Agar besiyerleri kullanilmistir. Rekombinant protein iiretimi ¢alismalarinda hiicrelerin
gelistirilmesi asamasinda BMGY (%1 gliserol, %2 pepton, %1 maya 6ziitii, % 1.34 aminoasit igermeyen
maya azot kaynagi, % 4x107 biyotin ve pH 6 100 mM potasyum fosfat tamponu), protein iiretimi
asamasinda BMMY (%1 metanol, %2 pepton, %1 maya 06ziitii, % 1.34 aminoasit igermeyen maya azot
kaynagi, % 4x107 biyotin ve pH 6 100 mM potasyum fosfat tamponu) besiyerleri kullanilmistir.
Calismada kullanilan tiim besiyeri bilesimleri Becton, Dickinson and Company (BD) (Franklin Lakes,
NJ, USA) firmasindan temin edilmistir.

Molekiiler klonlama islemlerinde kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimleri (Xhol, Xbal, Stul
ve Mssl), DNA ligasyon kiti (Rapid DNA Ligation Kit) ve niikleik asit izolasyon kitleri (GeneJET
Plasmid miniprep Kit, GeneJet Gel Extraction Kit) Fermentas (Waltham, MA, ABD) firmasindan temin
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edilmistir. Aksi belirtilmedigi siirece bu ¢alisma kapsaminda kullanilan tiim kimyasallar Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmistir.

Metot

P. pastoris ekspresyon vektoriiniin olusturulmasi

P. pastoris’e gore kodon optimizasyonu yapilmig GSLPZopt genini iceren pUCS57-GsLPZopt
vektorii Xhol ve Xbal enzimleri ile kesilmis ve 1251 b¢ uzunlugundaki GsSLPZopt geni agaroz jelden
Gel Extraction Kit (Fermentas, Thermo, ABD) kullanilarak izole edilmistir. Elde edilen GSLPZopt geni
ayni1 restriksiyon enzimleri ile ¢coklu klonlama bolgesinden lineer hale getirilmis ve AOX1 promotoru
altinda hiicre dis1 tiretim saglayan pPICZaA vektoriine ligasyonu gergeklestirilmistir. GSLPZopt genini
iceren, elde edilen ekspresyon vektori pPICZaA-GsLPZopt olarak isimlendirilmistir. Caligsma
kapsaminda olusturulan ekspresyon vektoriiniin sematik gosterimi Sekil 1’de verilmistir.

CYCITT

pPICZaA-GsLPZopt

4877 be B
/
Zeosin ; /
GsLPZ geni
EM7
- \
TEF1 \? \ Xbal
(3" AOXITT

BamHI
Sekil 1. Calisma kapsaminda olusturulan AOX1 promotoru altinda GsLPZopt genini iceren pPICZOlA-GsLPZopt
ekspresyon vektorii

Ekspresyon vektorii Stul restriksiyon enzimi ile kesilmis ve DNAMAN 7.0 programina gore
teorik olarak hesaplanan 1710 ve 3077 b¢ uzunlugundaki DNA parcalarimin goézlenmesi ile
dogrulanmistir.

Ekspresyon vektoriiniin P. pastoris KM71H hiicrelerine aktarilmasi

Klonlama sonrasi elde edilen pPICZaA-GsLPZopt ekspresyon vektorii, AOX1 promotorundan ve
tek noktadan kesen MssI restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmis ve yaklagik 3ug DNA 6rnegi
elektro-kompotent P. pastoris KM71H hiicrelerine aktarilmaya hazir hale getirilmistir.

Transformansyon iglemi 1500V ve 5ms olacak sekilde elektroporasyon (Bio-rad, Gene Pulser
Xcell) teknigi ile gergeklestirilmistir. Elektroporasyon sonrasi transformant hiicreler 100-500 pg mL*
farkli konsantrasyonda zeosin iceren YPD Agar (%1 maya ekstrati, %2 pepton, %2 glukoz ve %1.5
Agar) plakalara ekilmis ve ardindan 30°C sabit sicaklikta 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda zeosin igeren YPD Agar plakalarda gelisen farkli biiyiikliige sahip kolonilerden 10 tanesi
secilerek YPD siv1 besiyerine inokiile edilmis ve calkalamali inkiibatorde 28°C’de gece boyu
gelistirilmistir.
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Protein iiretimi

Transformasyon plakasindan farkli biiyiikliikte se¢ilen ve YPD siv1 besiyerinde gelistirilen 10 adet
transformantin lipaz enzimi iiretim yeteneginin belirlenebilmesi i¢in 6n deneme amagli test tiiplerinde
iiretim gergeklestirilmistir. Ilk olarak BMGY besiyerinde yaklasik 18 saat gelistirilen hiicreler
1200xg’de santrifiij edilmis ve protein iiretim besiyeri olan BMMY besiyerine aktarilmigtir. Test tiipii
kosullarinda her 24 saatte bir son konsantrasyonu %1 olacak sekilde metanol eklenerek indiiklenen lipaz
tiretimi 72 saat stirdiirtilmiistiir.

Belirli araliklarla alinan orneklerden kiiltiirin ODeoo degeri Olgiilerek hiicre gelisimi takip
edilmistir. Fermentasyon boyunca protein iiretiminin belirlenmesi i¢in enzim aktivitesi Slgiimiinde
kullanilmak tizere ve hiicre dis1 ortamda bulunan proteinlerin SDS-PAGE analizi i¢in siipernatant
ornekleri toplanmuistir.

Lipaz enzim aktivitesi tayini

Lipaz enzim aktivitesinin kantitatif analizi i¢in, yag molekiiliinden serbest birakilan serbest yag
asitinin dl¢iilmesi prensibine dayanan spektrofotometrik metot kullanilmistir.

Lipaz enzim aktivitesi, Saisuburamaniyan ve ark. (2004) tarafindan kullanilan metot modifiye
edilerek analiz edilmistir. Substrat ¢ozeltisi, sirasiyla 4:3:1 oranlarinda olacak sekilde 50 mM fosfat
tamponu pH 6, %2 polivinil alkol (PVA) ve rafine zeytin yaginin ultraturaks cihazinda 5 dak. emiilsifiye
edilmesiyle hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi 900 pL substrat ¢ozeltisi ve uygun dillisyona getirilen
100 uL siipernatantin karigtirtlip, gliglii sekilde vortekslenmesi ve 37°C’de 20 dak. 200 rpm galkalamali
inkiibatorde tutulmasi ile hazirlanmaistir. Siirenin sonunda karigima 500 pL 6N HCI eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. Uzerine 2 mL izooktan eklenmis ve 1 dak. vortekslenerek serbest yag asitlerinin
izooktan fazina geg¢mesi saglanmigtir. Faz ayriminin gerceklesmesi icin 2 dak. oda sicakliginda
inkiibasyon sonrasti iist faz olan izooktan fazindan 1 mL alinarak temiz santrifiij tiiplerine aktarilmistir.
Uzerine pridin ile pH degeri 6.1°e ayarlanan %5 bakir asetat ¢dzeltisi eklenmis ve vortekslenmistir. Faz
ayrimi olusan Ornekte iist faz olan izooktan fazindan yaklasik 1 mL alinarak spektrofotometrede 715 nm
dalga boyunda absorbanslar1 dl¢iilmiistiir.

Standart aktivite kurvesi farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis (1-10 umol) oleik asit ¢ozeltileri
ile elde edilmistir. Bir tnite lipaz aktivitesi, 1 dakikada, deney kosullarinda (40°C, 50 mM fosfat
tamponu pH 6), 1pumol oleik asit liretmek i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanmastir.

SDS-PAGE ve western blot analizi

Stipernatant ornekleri ve saflastirma asamalarinda alinan 6rneklerde proteinlerin SDS-PAGE ile
analizi i¢in; ornekler 20 uL 3:1 kisim olacak sekilde 4xSDS jel yiikleme tamponu ile karistirilmis ve
70°C’de 10 dak. denatiire edilmistir. Ardindan %5 poliakrilamit iceren yiikleme jeli ve %10
poliakrilamit i¢eren ayirma jeli olmak iizere iki fazdan olusan SDS-PAGE jelinde proteinlerin
elektroforez ile ayrimi saglanmistir.

Elektroforez islemi, 1XTGS (0.025 M Tris, 0.192 M Glisin, %0.1 SDS, pH 8.3) tamponunda 100
V degerinde 90 dak. yiiriitiilmesi ile gergeklestirilmistir. Daha sonra jel, Coomassie Brilliant Blue boyasi
ile boyanmis ve ardindan boya giderme ¢ozeltisi (%10 asetik asit, %50 metanol ve %40 saf su) ile
muamele edilerek boyanin uzaklagtirilmasi isleminin ardindan elde edilen SDS-PAGE jeli
goriintiilenmistir (Karaoglan ve Erden-Karaoglan, 2020).

Orneklerin western blot analizi icin; jelde elektroforez ile ayrimi saglanan proteinler Owl HEP-1
Semi-Dry Electroblotter kullanilarak 60 dak. 20 V uygulama ile PVDF membrana (Millipore)
aktarilmistir. Histidin etiketli proteinlerin tespiti SuperSignal West HisProbe Kit ile kit talimatlar
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dogrultusunda yapilmistir. Proteinlerin goriintiileme islemi; karanlik odada membran ile X-1s1n1 filminin
10 sn. inkiibasyonunun ardindan Kodak film gelistirme soliisyonlar1 ile muamele edilerek
gerceklestirilmistir.

Calkalamali erlenmayerde lipaz iiretimi

En yiiksek lipaz enzim iiretimi saglayan klonun -80°C’de muhafaza edilen stok kiiltiiriinden ilk
olarak 5 mL YPD besiyeri igeren test tiiplerine inokiile edilmis ve 28°C’de 24 saat 250 rpm’de inkiibe
edilmistir. Bu kiiltiir, baglangi¢ yogunlugu ODsoonm=0.1 olacak sekilde 400 mL BMGY besiyeri igeren
2 L’lik erlenmayer i¢in inokulum olarak kullanilmistir. Hiicreler 28°C’de yaklasik 18 saat boyunca
gelistirilmis ve 1200xg’de santrifiijlenerek toplanan hiicreler enzim iiretimi i¢cin 400 mL BMMY
besiyerine aktarilarak, tiretim 28°C’de 250 rpm’de 72 saat siirdiiriilmiistiir. Fermentasyon siiresinin
sonunda kiiltiir +4°C’de 10000xg’de 5 dak. santrifiijlenmis ve yaklasik 400 mL silipernatant 6rnegi
toplanmistir. Toplanan siipernatant 6rnegi aktivite analizleri ve afinite kromatografi saflastirmasinda
kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

Lipaz enziminin afinite kromatografisi (Ni-NTA) ile saflastiriimasi

Elde edilen 400 mL siipernatant 6rneginden histidin etiketli (6xHis) olarak iiretilmis olan lipaz
enzimi Ni-NTA resin kullanilarak saflastirilmistir. Bu amagla, protein iiretimi sonrasi elde edilen 400
mL siipernatant 6rneginde bulunan proteinler %80 doygunlukta amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiis ve 20
mL 1xPBS (20 mM potasyum fosfat pH 7.4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol) ile ¢6zlilmiistiir. Karigim
I1XPBS tamponuna kars1 diyaliz edilerek amonyum tuzu uzaklastirmigtir. Elde edilen 6rnege 1xPBS
tamponu ile standardize edilmis olan 4 mL nikel resin eklenmistir. Karisim 30 dak. boyunca oda
sicakliginda yavasca calkalanmis ve ardindan proteinin tutundugu resini toplamak i¢in karigim resin
tutma kolonundan gecirilmistir. Elde edilen resin 25 mM imidazol i¢eren 1xPBS ile 3 defa yikanmis ve
ardindan resine tutunmus olan protein (lipaz) farkli konsantrasyonlarda imidazol igeren (100 ve 300
mM) 1xPBS eliisyon tamponu ile 3 defa muamele edilmistir (Karaoglan ve Erden-Karaoglan, 2021).
Saflagtirma prosediiriiniin her asamasindan alinan 6rneklerdeki proteinler ve saflastirma kalitesi SDS-
PAGE yontemiyle tespit edilmistir. Eliisyon Orneklerinde toplam protein miktar1 Coomassie Plus
(Bradford) Protein Assay Kit kullanilarak kit talimatlar1 dogrultusunda analiz edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

GsLPZ Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

G. stearothermophilus lipaz geninin P. pastoris ekspresyon sistemine gére kodon optimizasyonu
yapilmis ve bu sekansin dogal sekans ile karsilastirilmasi Sekil 2°de verilmistir. Optimize gen sekansi
yurti¢i firmalar araciligi ile pUCS57 standart klonlama vektorii iginde temin edilmistir.
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GsLPZ 100
GsLPZopt 100
Consensus

GsLPZ A GT] C 200
GsLPZopt A GT| g 200
Consensus a gatgc cc at gt t ct catggttt ac gg tgggg g gaagaaatgtt gg ttcaagta tgggg gg gt cg gg ga at ga ca

GsLPZ ®Te 300
GsLPZopt AR 5 g 300
Consensus atgg t aa gacaacgg ta gaactta ac ct gc gt ggacc ct tc ag aactgggac gggc tg gaagc ta gc ca cttgtcgg

GsLPZ 400
GsLPZopt 400
Consensus

GsLPZ 500
GsLPZopt F G C C G ¢l 500
Consensus g at ca at at gc cac ca gg gg ca acggc g atg t gtctc ct t gagaa ggaag caagaagag g gagtacgc aa gc

GsLPZ GT{ET C[eJN T GiN® G T GT[€T T[e}:NeJNG T (e~ CESNCI AC 600
GsLPZopt I TS CCINEAGT]| Cly GT{®T TLENSI®G T T| 600
Consensus ca aa gt tc tg cc t tttga gg gg catcattt gt tt gt ac ac at gc ac cc ca gacgg acgac cttgtcaac

GsLPZ T| G T 700
GsLPZopt g G Gle 700
Consensus atggt gattt ac gatcg ttttt gacttgcaaaa gc gt ttggaagc gc gctgtcgc ag aacgt cc ta ac ca gt tacgatt

GsLPZ T ClNecCleCC CAECClel TC[ETT) SNT ARNT TN CleGle 800
GsLPZopt T®A TI§EAEC. CA T| TC@TT) OTAGTTECAE 800

Consensus t aagct ga caatgggg tg g g ca cc ggtga tc tt ga ca ta tt ga g ct aagcg tc cctgt tggac tc ac gatac

GsLPZ C 5 A A v \Cl 900
GsLPZopt \Tiex A CE g 7 \ € \C| 900

Consensus

GsLPZ 1000
GsLPZopt G C 1000
Consensus tat g gg gc t ac gg aactattatcc gaact gg atgaatgc tt gc gt gt tg gc cc ttt t ggttc tac g aatcc a

GsLPZ ®GCHC CANe ECEATE €TA 1100
GsLPZopt STTHA| AT Ci IAA T f§CCETA 1100

Consensus c¢ t ggcattgacga cg tggct ga aacgatgg at gt aa acggt tc atgaacgg cc aagcgtggatca cgat g at gt cc ta

GsLPZ 1200
GsLPZopt 1200
Consensus

GsLPZ 1251
GsLPZopt 1251
Consensus cg gc tt tatttgcg cttgc gagca tggc tt ca cc taa

Sekil 2. G. stearothermophilus lipaz geninin P. pastoris mayasina gore kodon optimize DNA sekansiin dogal sekans ile
karsilagtirmasi

P. pastoris’e gore kodon optimize olarak temin edilen lipaz genini igeren pUC57-GSLPZopt
vektorii Xhol-Xbal restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis ve GSLPZ geni klonlama
vektoriinden ¢ikarilmistir. Yaklasik 1251 b¢ uzunlugundaki GSLPZ geni agaroz jelden saflagtirilmigtir
(Sekil 3A-B). pPICZaA ekspresyon vektorii ayni restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak
kesilmis ve elde edilen lineer ekspresyon vektoriine GSLPZ geninin ligasyonu yapilmistir. Ligasyon
karisimi CaClz metodu ile kompetent hale getirilen E. coli XL1-Blue hiicrelerine aktarilarak 25 pg mL
! zeosin antibiyotigi iceren LB Lennox agar besiyerinde seleksiyon yapilmistir. Antibiyotik iceren
besiyerinde gelisen kolonilerden 3 adet secilmis ve ekspresyon vektoriiniin dogrulugu vektoéri ve
klonlanan geni birer noktadan kesen Stul restriksiyon enzimi ile kontrol edilmis ve DNAMAN 7.0 ile
teorik olarak hesaplanan 1710 ve 3077 b¢ uzunlugunda DNA pargalar1 agaroz jelde goriintiilenmistir
(Sekil 3C). Dogrulanan ekspresyon vektorii Mssl restriksiyon endoniikleaz ile lineer hale getirilerek
kompetent P. pastoris KM71H hiicrelerine elektroporasyon teknigi ile aktarilmistir.
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Sekil 3. (A) GsLPZopt geninin pUC57-GsLPZopt vektoriinden ¢ikarilmasi, (B) jelden ekstraksiyonu, (C) elde edilen
J v
pPICZoLA-GsLPZopt vektoriiniin restriksiyon enzimi ile kontroli

GsLPZopt geninin P. pastoris’te Ekspresyon Calismalari

Ekspresyon vektoriiniin Lityum-asetat metodu ile kompetent hale getirilen P. pastoris KM71H
susuna transformasyonu sonrasi zeosin iceren seleksiyon plakasinda gelisim gosteren 10 koloni ilk
olarak YPD besiyerinde 28°C’de bir gece boyunca gelistirilmistir. YPD besiyeri ortaminda gelisen
hiicrelerin 100 pL’si 2 mL BMGY besiyeri iceren test tiiplerine inokiile edilerek 18 saat 28°C 250
rpm’de gelisime birakilmistir. Siirenin sonunda hiicreler 2 mL steril tiiplerde santrifiijlenmis ve elde
edilen hiicre peleti 2 mL BMMY besiyerinde ¢oziilerek temiz test tiiplerinde ayni1 hacim ve kosullarda
72 saat boyunca indiiksiyona birakilmistir. Indiiksiyon siiresi boyunca her 24 saatte bir besiyeri
ortaminda son konsantrasyonu %1 olacak sekilde hem karbon kaynagi hem de indiikleyici olarak rol
oynayan metanol eklenmistir. Indiiksiyon asamasinin sonunda kiiltiirlerin hiicre yogunluklar1 (ODgoonm)
Olgiilerek silipernatant Ornekleri aktivite analizleri igin toplanarak fermentasyon sonlandirilmigtir.
Stipernatant 6rneklerinde lipaz aktivitesi 6l¢iimleri yapilmistir. Enzim aktivitesi 6l¢limii sonras1 segilen
10 klondan 5 klonda enzim aktivitesi tespit edilememistir. Ayrica kontrol olarak kullanilan ekspresyon
kaseti transform edilmemis KM71H hiicresinden elde edilen siipernatant drneginde de enzim aktivitesi
tespit edilmemistir. Diger 5 klonda ise farkli diizeylerde enzim aktivitesi tespit edilmis olup, en yiiksek
enzim aktivitesi LPZ-K9 olarak isimlendirilen klonda elde edilmistir. Sonuglar en yiiksek aktivite
gosteren 0rnege gore bagil lipaz aktivitesi olarak verilmis olup, her bir kiiltiiriin hiicre yogunlugunun
farkl1 olmasi1 sebebiyle degerler hiicre yogunlugu ile normalize edilerek verilmistir. Bu sayede hiicre
yogunlugundan gelebilecek olan enzim aktivitesi farklarinin 6niine gegilmistir. LPZ-K9 klonu ile test
tiipii kosullarinda 72 saatlik indiiksiyon sonucu aktivite degeri 13.28 U mL olarak dl¢iilmiistiir.

120

100 +

HH

HH

80 A

60 -

40 A T

Relatif Lipaz Aktivitesi (%)

20 -

(o]

LPZ‘-K1 LPZ‘-KZ LPZ‘-KS LPZ--KB LPZ‘—K1 o
Sekil 4. Secilen klonlardan lipaz aktivitesi gosteren klonlarin relatif lipaz enzim aktivitesi sonuglart
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Enzim aktivitesi tespit edilen 5 klona ait slipernatant drneklerindeki enzim varligit SDS-PAGE ve
western blot analizleri ile dogrulanmistir. Hiicre yogunluguna gdre normalize edilen siipernatant
ornekleri SDS-PAGE jeline yiiklenmis ve 100 V gerilimde 90 dak. yiiriitiilmiistiir. Ekspresyon vektorii
transform edilmemis ve ayni1 fermentasyon islemleri uygulanan P. pastoris KM71H kontrol susu olarak
kullanilmistir. Test tiipii kosullarinda elde edilen siipernatant Orneklerinde yapilan SDS-PAGE
goriintiisti Sekil 5’te verilmistir. SDS-PAGE analizi sonucu protein bantlarinin zayif olmasi nedeniyle
ve lipaz oldugu diisiiniilen bantlarin dogrulanmasi i¢in western blot analizi yapilmistir. Yapilan western
blot analizi sonucu sec¢ilen klonlarda hiicre dis1 lipaz {iretiminin varhigi ortaya konulmustur (Sekil 5).
Hiicre yogunlugu ile normalize edilerek jele yiiklenen 6rneklerde yapilan western blot analizi sonucunda
LPZ-K9 olarak numaralandirilan klonun daha yiiksek yogunlukta bant verdigi ve iiretim seviyesinin
lipaz tiretimi gosteren diger klonlara gore nispeten daha yliksek oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, lipaz
tiretiminin erlenmayer kosullarinda yiiksek hacimle gerceklestirilmesi ve saflastirilmasi igin iiretim
klonu olarak LPZ-K9 se¢ilmistir.

(A) M K Ki K2 K5 K (B) M K K1 K2 K5 K9 K10
160 kDa |

[§

120 kDa |

160 kDa
120 kDa

80 kDa

60 kDa
50 kDa

40 kDa

40 kDa ;Ef ‘
30 kDa |

L

Sekil 5. En yiiksek aktivite degeri gosteren 5 klon ile yapilan fermentasyon sonrasi elde edilen siipernatant 6rneklerinin (A)
SDS-PAGE ve (B) Western blot X-ray film goriintiisii. M: Benchmark His-Tagged protein Standard, K: Kontrol
(transformasyon yapilmamus sus), K1-K10: Transformant klonlar

30 kDa

Lipaz enziminin Ni-NTA afinite kromatografisi ile saflagtiriimasi

Bu caligmadaki rekombinant protein C ucundan (C-terminus) polihistidin (6xHis) etiketli olarak
dretilmistir. Histidin etiketi boyutunun kiiciik olmasi (6xHis etiket, 0.84 kDa) ve fizyolojik pH’da
yiiksiiz olmasi nedeniyle genellikle proteinin katlanmasini, yapisini ve fonksiyonunu etkilememektedir
(Carson ve ark., 2007). Ayrica histidin etiketli proteinlerin saflastirilmasi teknigi, yiiksek saflikta etkin
saflagtirma olanag1 saglayan immobilize metal afinite kromatografisi prensibine dayanmaktadir. Bu
teknikte protein, histidin etiketi ile re¢ine matrisi lizerinde sabitlenmis olan gegis metal iyonlarina (bu
caligmada nikel) baglanarak siipernatandaki etiketsiz diger proteinlerden ayrilir. Ardindan histidin etiketi
ile yarisan imidazol ile muamele edilen regineden rekombinant proteinin geri kazanimi saglanir
(Spriestersbach ve ark., 2015).

En yiiksek lipaz enzim aktivitesi gosteren LPZ-K9 Klonu ile erlenmayer kosullarinda protein
tiretimi yapilmistir. Bu amagla, 2 L erlenmayerde 400 mL BMGY besiyerinde yaklasik 8§-10 OD
degerine kadar gelistirilen hiicreler 1200%g’de santrifiij edilerek 400 mL BMMY besiyerine aktarilmig
ve 28°C 250 rpm’de 72 saat boyunca indiiksiyon yapilmistir. indiiksiyon her 12 saatte bir son
konsantrasyonu %1 olacak sekilde metanol eklenerek saglanmistir. Indiiksiyonun sonunda siipernatant
10000xg’de santrifiijlenerek ayrilmig ve yaklasik 400 mL siipernatant 6rnegi elde edilmistir. Elde edilen
stipernatant drnegindeki proteinler %80 doygun amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiis ve ¢okelti drnegi 20
mL 1xPBS tamponunda ¢oziilmiistiir. Elde edilen konsantre enzim ¢dzeltisi 3 kDa cut-off degerine
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sahip snake-skin diyaliz torbasinda (Thermo Scientific, ABD) 1xPBS tamponuna kars1 gece boyu diyaliz
edilerek amonyum tuzlar1 uzaklastirilmistir. Diyaliz edilen 6rnek son konsantrasyonu 5 mM imidazol
iceren 1XPBS tamponu ile karistirilarak Ni-NTA resin igeren kromatografi kolonuna yiiklenmis ve
saflagtirma protokolii dogrultusunda 10 mM imidazol i¢eren yikama ¢ozeltisi ile muamele sonrasinda
farkli imidazol konsantrasyonlar ile eliisyon yapilmistir. Saflastirma asamalarinin her birinden alinan
orneklerin SDS-PAGE goriintiisii Sekil 6’da verilmistir. Ayrica, saflastirma asamasinin siipernatant,
coktiirme sonrast ve Ni-NTA saflagtirma sonrasi diyaliz edilen 6rneklerde saflagtirma protokoliiniin
verimi hesaplanmistir (Cizelge 1). En yiiksek tiretim seviyesine sahip klon ile erlenmayer kosullarinda
yapilan fermentasyon sonrasi elde edilen siipernatant orneginde 45.15 U mL™? lipaz aktivitesine
ulasilmigtir. Bu sonug, test tiipii kosullarinda yapilan denemeler ile karsilastirildiginda erlenmayer
kosullarinda tiretimin yaklasik 3.4 kat arttig1 goriilmiistiir.

S Conc. FT wi w2 w3 El E2

200 kDa
150 kDa
120 kDa

100 kDa
85 kDa

70 kDa
60 kDa
50 kDa

LR LR RIRTIE
'Rt

40 kDa

e
aad
(N

b
~
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L W |

15kDa; W™

10 kDa . ‘

Sekil 6. Lipaz enziminin saflagtirllma asamalarina ait SDS-PAGE gorintiisti. M: Protein marker, S: Stipernatant, Conc.:
Konsantre edilen siipernatant, FT: Kolondan tutulamadan gegen kisim, W1-W3: Yikamalar, E1-E2: Eliisyonlar

Cizelge 1. Rekombinant lipaz enziminin saflagtirma asamalarinin verim hesaplamalar1

Toplam Toplam Spesifik  Saflashrma Verim (%)
aktivite (U) protein  Aktivite  faktori

(mg) (Umg™)

Siipernatant 18 060 132.46 136.34 1 100
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi 14 470 52.32 276.57 2.03 80.12
Ni-NTA kolon 10 530 10.01 1052 7.72 58.30

Saflastirma sonrasi yapilan SDS-PAGE analizi sonucu, teorik olarak yaklasik 42 kDa molekiiler
agirhiga sahip lipaz enziminin E1 fraksiyonunda saf olarak elde edilmistir. Literatiirde farkli termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen lipazlarin molekiiler agirligi genellikle ~30-60 kDa arasinda
degismekte olup (Salihu ve Alam, 2014), bu ¢alismada kullanilan gen kaynagi icin tespit edilen protein
teorik olarak beklenen biiytikliiktedir. Elde edilen fraksiyon diyaliz edilerek enzim aktivitesi, protein
konsantrasyonu ve spesifik enzim aktivitesi 6l¢giimlerinde kullanilmistir. Diyaliz sonrasi elde edilen saf
protein ¢ozeltisinde aktivite Slgiimii sonras1 spesifik aktivitesi 1052 U mg? olarak bulunmustur.
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Uygulanan Ni-NTA saflagtirma yonteminde saflastirma verimi %58.30, saflastirma katsayis1 7.72 olarak
hesaplanmistir. Daha dnce P. pastoris’te tiretilen Bacillus sp. strain L2 kaynakli lipaz enzimi Ni-NTA
yontemi ile tek asamada saflastirilmis ve %63 verimle 1.8 kat saflastirma saglanmistir (Sabri ve ark.,
2009).

Dogal mikrobiyal kaynaklardan lipaz tiretimi ve saflagtirmasi yapilan dnceki ¢alismalarda; B.
methylotrophicus PS3 susu ile lipaz iiretimi gergeklestirilmis ve ardisik uygulanan amonyum siilfat
coktiirmesi ve Sephadex G-100 jel kolon kromatografisi yontemleri ile %24.10 verimle 2.90 kat olarak
saflastirilan lipaz enziminde 693 U mg™ spesifik aktivite tespit edilmistir (Sharma ve ark. (2017). G.
thermodenitrificans IBRL-nra susundan termostabil lipazin saflastirma islemi ultrafiltrasyon, Heparin-
afinite kromatografisi ve Sephadex G-100 jel kolon kromatografisi yontemleri ile ii¢ asamada
gerceklestirilmis ve son asamada %9 verimle 34 kat saflastirilan enzimde 36.7 U mg™ spesifik aktivite
kaydedilmistir (Balan et al. 2012). G. stearothermophilus Strain-5 susundan lipaz saflagtirilmasi igin
ultrafiltrasyon, Q-Sepharose iyon degisim kromatografisi, Sephadex G-100 jel kolon kromatografisi ve
Hidroksil Apatit kromatografisi ile dort asamada gergeklestirilen islemde son asama %9 verimle 22.6
kat saflastirilan enzimde 579.22 U mg™? spesifik aktivite kaydedilmistir. E. coli ekspresyon sisteminde
rekombinant olarak tiretilen G. stearothermophilus kaynakli lipaz enzimi ile yapilan ¢alismalarda; CM-
Sepharose ve DEAE-Sepharose kolon ile yapilan saflastirma isleminde son asamada %62.2 verimle 11.6
kat saf enzim elde edilirken (Kim ve ark. 2000), ultrafiltrasyon ve Q HyperD kolon kullanilarak hizli
protein s1vi kromatografisi (FPLC) yontemi ile son asamada %71 verimle 18 kat saflagtirma saglanmistir
(Sinchaikul ve ark., 2001). Elde edilen sonuglar rekombinant yontemle {iretilen enzimlerin
saflagtirllmasinda daha yiiksek verim elde edildigini gostermektedir. Ayrica, lipaz iiretiminde
rekombinant teknolojilerin yer almasi; elde edilen enzimin safligini ve verimini arttirirken, ayni1 zamanda
genel prosediiriin maliyetini de disiirerek daha ekonomik bir se¢enek olarak One ¢ikmaktadir
(Yagmurov ve ark., 2017).

Literatiir incelendiginde bakteriyel kaynakli lipaz enzimlerinin spesifik aktivite degerlerinin 1.11-
2392 U mg* gibi genis bir aralikta degistigi rapor edilmistir (Javed ve ark., 2018). Bu ¢aligmanin konusu
olan G. stearothermophilus lipaz enzimi ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde Kim ve ark. (2000)
tarafindan yapilan ¢alismada E. coli ekspresyon sisteminde iiretilen enzimin spesifik aktivite degerinin
1690 U mg* oldugu belirtilmektedir. Diger bir calismada ise, ayn1 gen kaynagi kullanilarak benzer
sekilde E. coli ekspresyon sisteminde iiretilen enzimin spesifik aktivitesinin 811 U mg™? olarak analiz
edildigi rapor edilmistir (Sinchaikul ve ark., 2001). Bu ¢alismalardan farkli olarak tarafimizdan yapilan
caligmada Okaryotik ekspresyon sisteminde iiretilen ayn1 enzimin spesifik aktivite degeri yaklasik 1052
U mg? olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar literatiir ile kismen uygunluk gdstermekle birlikte,
literatiirde bu kadar farkli sonuglarin olmasi daha Onceki ¢alismalarda ve bu c¢alismada kullanilan
saflagtirma yontemlerinin birbirinden farkli yontemler olmasi ve elde edilen son iiriindeki safsizliklar ile
ilgili oldugu diistintilmektedir.

Lipaz enzimi dogada bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olmak {izere ¢esitli kaynaklardan izole
edilebilmektedir. Bitkisel kaynaklarda genellikle yagli tohumlardan saflastirilan lipaz enzimini Mercan
Ulkii ve ark. (2019) yagl bir bitki tohumu olan antep fistigindan elde etmis ve kinetik dzelliklerini
belirlemistir. Rueda-Lopez ve ark. (2016) pasifik mavi yiizgegli orkinostan izole edilen pankreatik
lipazlarin biyokimyasal karakterizasyonlarini yapmislardir. Acu ve ark. (2021) tarafindan yapilan
calismada siit ve siit iirlinlerinden izole edilen 50 laktik asit bakterisinin lipaz iiretim yetenekleri taranmig
ve lipaz iretimi i¢in optimum kosullart arastirilmistir. Arik ve ark. (2021) topraktan elde edilen
aktinomiset izolatlarinin lipaz aktivitelerini analiz etmisler ve lipaz iiretimlerini aktiviteye bagli zon
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olusumlarinin 6l¢iimi ile belirlemislerdir. Yapilan bu c¢alismalarda farkli kaynaklardan izole edilen
enzimlerin biyokimyasal 6zelliklerinin de farklilik gosterdigi goriilmektedir. Ancak yiiksek sicakliklarda
yiiriitiilen proseslerde kullanimda avantaj saglamasi nedeniyle termofilik mikroorganizmalardan izole
edilen enzimler endiistriyel alanda daha ¢ok ilgi gormektedir (Zamost ve ark., 1991). Bu durum,
caligmalar1 endiistriyel dneme sahip enzimleri lireten termofilik mikroorganizmalarin izolasyonuna
yonlendirmektedir. Aytar ve ark. (2021) Aydin ve Denizli’deki termal alanlardan izole ettikleri
termofilik suslarin lipaz, amilaz ve proteaz aktivitelerini arastirmis ve izolatlardan %50’sinin lipaz
irettigini rapor etmislerdir. Rekombinant DNA teknolojisi ise enzimlerin farkli gen kaynaklarindan izole
edilebilmesine ve endiistriyel alanda daha kolay uyum saglayan konukgu ekspresyon sistemlerinde hem
daha yiiksek tiretim seviyelerinde hem de daha ekonomik iiretimine imkan saglamaktadir (Rigoldi ve
ark., 2018). Literatiirde farkli termofilik mikroorganizma kaynaklarindan rekombinant lipaz iiretimi
lizerine ¢aligmalar bulunmaktadir (Cho ve ark., 2000; Sinchaikul ve ark., 2001, Zhang ve ark., 2020).
Bu ¢alismada termofilik G. stearothermophilus lipaz enzimin P. pastoris’te rekombinant olarak tiretimi
ve saflastirilmast gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen klon lipaz enzimi {iretimi igin
Okaryotik ekspresyon sistemi olarak alternatif olma potansiyeline sahiptir.

SONUC

Bu ¢alismada, G. stearothermophilus lipaz enziminin 6karyotik bir ekspresyon sistemi olan P.
pastoris’te ilk kez rekombinant iiretiminin yapilmasi amaglanmistir. Calisma kapsaminda, P. pastoris
ekspresyon sistemine gore optimize edilmis gen dizisi ile P. pastoris'te AOX1 promotoru altinda metanol
indiiksiyonlu hiicre dis1 lipaz iiretimi gergeklestirilmistir. Transformasyon sonrasi segilen 10 klon iiretim
acisindan test tiipii kosullarinda taranmis ve 5 klonda iiretimin basarili oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen 5 klon ile yapilan iiretimler sonucunda en yiiksek iiretim diizeyine sahip klon belirlenmistir.
Ardindan, en yiiksek iiretim saglanan klon ile 2 L erlenmayer kosullarinda iiretim yapilmis ve elde edilen
slipernatant ¢ozeltisinden lipaz enzimi Ni-NTA afinite kromatografisi ile saflastirilmistir. Caligsma
sonunda lipaz enzimi i¢in rekombinant liretim saglayan bir klon basar1 ile elde edilmistir. Deterjan, deri
ve kozmetik endiistrilerinde kullanim potansiyeline sahip olan bu enzim; ayrica gida alaninda peynirlerin
hizl1 olgunlastirilmasinda, peynir ve benzeri gida triinlerinde aroma arttirict olarak, et ve balik isleme
endiistrilerinde yagsiz et liretiminde fazla yagin uzaklastirilmasi amaciyla, ayrica balik yagi hidrolizi ile
omega-3 ¢oklu doymamis yag asitleri iiretiminde degerlendirilebilir. Ileride yapilacak ¢ok kopyali
klonlar, tiretim kosullarinin optimizasyonu ve biyoreaktor kosullarinda iiretim ¢aligmalar ile iiretim
seviyesi ve veriminin daha yiiksek seviyelere ¢ikarilmasi miimkiindiir.
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