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Giris

Bitkilerde hiicre duvarina yerlesmis halde
bulunan ve hiicre duvari modifikasyonu-na katilan

(Cosgrove, 2000)

polisakkaritler

ekspanzin

arasindaki ko-valent

(04

Bu ¢alisma kapsaminda rekombinant Ekspanzin liretimi amaciyla domatesten izole edilen
LeExpl geni Pichia pastoris mayalarina pPIC9K vektorld vasitasiyla aktariimistir.
Ekspresyon kosullari 20, 25, 30°C ve pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0 degerleri icin ayri ayri
saglanmistir. Fermentasyon Ozltlerinin Biomass analizi ve Bradford assay deneyleri
sonucunda toplam rekombinant protein miktarlari ve toplam hiicre konsantrasyonlari
belirlenmistir. Farkli pH ve sicaklik degerlerinin rekombinant protein Gretim miktarina ve
toplam hiicre konsantrasyonuna olan etkileri incelenmistir. Deneysel sonuglara goére
maksimum rekombinant ekspanzin Uretimi icin P. pastoris mayalarinin optimum
fermantasyon kosullari 25°C sicaklik ve pH 7.0 olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ekspanzin, Pichia pastoris, Rekombinant protein, pH, Sicaklik

ABSTRACT

In this study LeExpl gene isolated from tomato genome was transferred to Pichia
pastoris by using pPIC9K vector for production of recombinant Expansin protein.
Recombinant protein expression was carried out at 20, 25, 30°C temperature and 4.0,
5.0, 6.0 and 7.0 pH levels. Total protein and dry cell weight amounts was determined in
fermentation medium. The effects of different fermentation temperature and pH level in
the medium on protein expression and total cell concentration were investigated. The
optimum fermentation conditions for P. pastoris were determined as 25°C and pH 7.0
according to experimental results.

Key Words: Expansin, Pichia pastoris, Recombinant Protein, pH, Temperature,

sayesinde hticre duvari yapisinin geri dénisimsiz

olarak modifikasyonuna katilirlar ve vyaprak

taslaklarinin olusumu, meyvenin olgunlasmasi,

ksilem dokunun olusumu, tozlasma, tohum

proteinleri gimlenmesi, yaprak dokimi (Sampedro ve

olmayan Cosgrove, 2005), polen tliplerinin gelisimi gibi

baglari parcalama yetenegine sahiptir (Cosgrove,
2005). Ekspanzinler sahip olduklari bu 6zellikleri
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morfolojik degisimlerde rol oynarlar. Filogenetik
olarak expanzin A (EXPA), expanzin B (EXPB),
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expanzin benzer A (EXLA) ve expanzin benzer B
(EXLB) olmak Uzere dort alt grupta incelenen
bitkinin  kok
meristemlerinde ve bitkinin bliyiime organlarinda

Ekspanzinler ve govdedeki

bulunmaktadir (Sampedro ve Cosgrove, 2005).

Ekspanzinler selliloz mikrofibrilleri ve pektin

matriks Uzerine etki ederek hlicre duvarinin

modifikas-yonunu ve pargalanmasini
saglamaktadir. Bunun vyani sira Ekspanzin
proteinlerinin diger pektolitik ve selilolitik

enzimler ile sinerjistik etki gostererek bu
enzimlerin etkinligini artirarak hiicre duvari parga-
lanmasini tesvik ettigi yapilan galisma-larla ortaya
konulmustur. Ekspanzin proteinleri in vitro
ortamda hiicre duvarinin pargalanmasini saglayan
yegane protein olarak literatlirdeki yerini almistir
(Cosgrove, 2005). Dolayisiyla Ekspanzin proteinleri
endustride kullanil-makta olan pektolitik -seliilotik
enzimlere ikame olarak kullanim potansiyeline
dogada

miktarda bulunmakta ve disik miktarlardaki

sahiptirler. Ekspanzin proteinleri az

izolasyonu dahi zahmetli biyokimyasal metotlar
bu
biyoteknolojik metotlarla laboratuar kosullarinda

gerektirmektedir. Dolayislyla proteinlerin
Uretilmesi bir ¢c6zim yolu olarak 6ne ¢cikmaktadir.
bir  bitki
oldugundan ekspanzin proteini Gretimi igin uygun
bir
dustnidlmektedir.

Domates c¢abuk yumusa-yabilen

kaynak olarak kullanabilecegi

P. pastoris mayalari Fungi alemi, Ascomycota
subesi, Saccharomycetes sinifi, Saccharomycetales
takimi, Saccharomycetaceae familyasi,
Komagataella cinsinin bir tiradir. Metilotropik
bir maya olan P. pastoris ekspresyon sistemi son
yillarda gerek arastirma amacgl gerekse de
endustriyel olarak ¢ok sayida rekombinant protein
Uretiminde basaril  sekilde kullanil-maktadir
1998).
bir sekilde ekspresyonu P.
iyi
protein sistemlerinden biri oldugunun gostergesi

(Higgins ve Cregg, Bes binden fazla
proteinin basarili
en

pastoris mayalarini bilinen heterolog

olmustur (Goodrick ve Kurtzman, 2009; Ahmad ve
ark., 2014; Spohner ve ark., 2015). P. pastoris
ekspresyon sistemi

kolay kullanimi, dustk

maliyetli olusu ve hizli ekspresyon yetenegi gibi
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ozelliklerinden dolayi oldukca popiler bir sistem
haline gelmistir. Ayrica P. pastoris ekspresyon
gugcla
promotorlerden biri olan alkol oksidaz 1 (AOXI)
promotoriine sahiptir (Cereghino ve Cregg, 2000).

sistemi en ve en vyuksek verimli

P. pastoris sahip oldugu bazi 6nemli 6zellikler
farkh
ekspresyonuna

sayesinde tirlere ait  proteinlerin

uygundur. Bunlar; genetik
dizeyde kolaylikla maniptlle edilebilir olmasi,
proteinleri intraselller veya ekstraseliiler olarak
yuksek miktarlarda eksprese edebilmesi, genis pH
(3.0 — 7.0) araliginda gelisimini slirdiirebilmesi
(Cregg ve ark., 1993) ve glikozilasyon, disilfit
baglarinin olusumu, proteinlerin dogru sekilde
katlanmasi

gibi ylksek o©karyotik hiicrelerde

gorilen post translasyonal modifikasyonlari
gercekles-tirebilmesi seklinde sayilabilir (Cregg ve
ark., 2000). Bu karakteristik 6zellikle-rinden dolayi
bakteriler, Saccharomyces cerevisiae veya
baculovirlislerde fonksiyonel olarak aktif halde
eksprese edilemeyen bazi proteinler P. pastoris'de
basarili bir sekilde Uretilmistir (Cereghino ve ark.,
2001). P. pastoris ekspresyon sistemi kullanilarak
eksprese edilen proteinlere insan eritroproteini
(Soyaslan ve Calik, 2011 ), poligalaktronat liyaz
(Wang ve ark., 2010), lipaz B (Jahic ve ark., 2003),
ksilosidaz (Dehnavi ve ark., 2016) U{retim
galismalari 6rnek verilebilir.

Bu calismada domates bitkisinden Ekspanzin
proteinini kodlayan gen bdlgesinin (Lycopersicum
ve Pichia

esculantum-LeExpl) izole edilmesi

pastoris (P. pastoris) mayalari kullanilarak
rekombinant olarak Uretilmesi amag-lanmistir. Bu
dogrultuda domatesten (Lycopersicum
esculentum) Ekspanzin proteinini kodlayan gen
(LeExp1l) pPICIK

vektdriine uygun enzimler vasitasiyla klonlanarak

bolgesi izole edilmis ve
hedef geni tasiyan vektorler elektroporasyon
yontemi ile P. pastoris mayalarina transfer
edilmistir. Uygun ekspresyon kosullari saglanarak
farkli pH (4.0, 5.0, 6.0, 7.0) ve sicaklik (20, 25,
30°C) degerlerinde P. pastoris maya hiicrelerinde
rekombinant Ekspanzin Uretim miktarlari ve kuru

hiicre agirliklar belirlenmistir.
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Materyal ve Metot

Materyal

Bitki materyalleri Harran Universitesi Ziraat
Fakiltesi Bahge Bitkileri Bolimi'nden elde
edilerek DNA ve RNA kaynagl olarak

kullanilmiglardir. Arastirmada kullanilan kimyasal

materyaller Merck ve Sigma Co.'dan elde
edilmislerdir. P. pastoris GS115 mayalar
Invitrogen  firmasindan temin edilmis ve

arastirmada kullanilmiglardir.

LeExpl1 Geninin pPIC9K Vektériine Klonlanmasi ve
Maya Hiicrelerine Elektroporasyonu
rekombinant  olarak

Maya hiicrelerinde

Uretilecek proteinleri kodlayan gen bolgeleri
domates bitkisinden izole edilerek toplam RNA,
Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir
(RT-PZR) PZR

reaksiyonu sonucunda hedef genlerin uygun

Reaksiyonu’nda kullanilmistir.
primerler (Forward-Reverse) yardimiyla dogru bir
sekilde izole edildigi tespit edilmistir ve genler
klonlama isleminde kullanilmak {zere Illustra™
GFX™ PCR Gel Band Purification Kit kullanilarak
saflastirilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR),
uygun restriksiyon ve DNA ligaz enzimleriyle
hedef DNA
yapistirilmasi islemi gergeklestirilmistir. Bu islem

parcaciklarinin vektorlere

sonucunda rekombinant Ekspanzin proteinini
Uretebilir hale getirilmis pPIC9K vektorl elde

edilmistir. Klonlama islemi tamamlandiktan sonra

dretici  firmanin  kullanma kilavuzuna bagh
kalinarak Standart Escherichia coli JM109
Competent Cells Transformation yontemi

vasitasiyla E. coli hiicreleri vektorlerle transforme
edilmistir. E. coli hiicrelerinde vektorlerin varligini
ilk adimda E.coli
antibiyotikli ortamda cogaltilarak; 2. adimda ise
PZR E.
hiicrelerinde c¢ogaltilmis olan pPIC9K vektorleri

dogrulama islemi hicreleri

reaksiyonu ile tamamlanmistir. coli

hazirlanan kompetent maya hicrelerine

aktarilmadan o6nce Sacl enzimi ile 37°C'de gece
boyunca inkliibe edilerek dogrusal hale getirilmis

ve elektroporasyon  yontemiyle mayalara

aktarilmislardir. Elektroporasyon isleminin basarili

bir sekilde gergeklestigi P. pastoris maya
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hiicrelerinin Histidinsiz besiyerinde gelisimi ve PZR
reaksiyonu sonucuna gore belirlenmistir.

Rekombinant Protein Ekspresyonu
P.
rekombinant protein Uretebilmesi icin belli bir

Transgenik pastoris hiicrelerinin
konsantrasyona ulasmasi amaciyla 25ml BMG
(Buffered Minimal Glycerol) besiyerinde (pH 4.0,
5.0, 6.0 ve 7.0), 150 rpm hizda, 3 farkl sicakhkta
(20, 25, 30°C' de) yaklasik 24 saat c¢alkalamali
inkibatorde inkiibe edilmistir. 600 nm’de ODeoo
degeri 2've ulasan oOrneklere ait pelletler
ekspresyonda kullaniimistir. Bu amagla pelletler
BMM (Buffered Minimal Methanol) besiyerinde
ODeoo degeri 1'e ulasana kadar ¢éziundUrilmustir.
Pellet besiyeri karisimi 1 litrelik erlenler igerisinde
agzi iki katl steril gazli bez ile kapatilarak 250
rom’de 30°C'de inklibasyona alinmistir. Her bir
ornek icin pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0 olacak sekilde
olarak  rekombinant ekspresyonu
pH BMM
iceriginde yer alan ve farkli pH degerlerinde
buffer

saglanmistir. Ekspresyon boyunca her 24 saatte

protein

baslatilmistir. degisimi besiyeri

hazirlanan 1M potasyum fosfat ile
bir indiiksiyonun devamini saglamak amaciyla
konsantrasyon %0.5 olacak sekilde saf metanol
eklenmistir. 24., 48., 72. ve 96. saatler sonunda 1
kaltar

ayristiriimis

ml alinarak pellet ve supernatant

ve protein miktari tayininde

kullanilmak tGizere -20°C' de muhafaza edilmistir.

Kuru Hiicre Konsantrasyonu

agirlig uv Vis
spektrofoto-metre  kullanilarak 600 nm’de
yaptmistir (Libra S70, BioChrom, UK). Absorbans
degerinin

Kuru hiicre Olgima

hiicre konsantrasyonuna

donustiridlmesinde Es. 1 kullaniimistir.

C (g.l'l) =0.275 * ODsoo (2)

OD; 600 nm de optik yogunluk

Toplam Protein Konsantrasyonu

Toplam protein konsantrasyonunun o6lcimi
Bradford
prensibine goére yapilmistir.

spektrofotometrik yontemle
(Bradford, 1976)

assay
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Ornekler (20 pL) 80 pl 1 X Bradford reagent ile
karistinllarak oda sicaklhiginda 5 — 15 dakika
bekletilmislerdir. Absorbans degeri 595 nm’de
spektrofotometre vasitasiyla 6lctilmis ve protein
miktari tespit edilmistir.

Aragtirma Bulgular ve Tartisma

Rekombinant protein ekspresyonu igin gerekli
olan optimum fermentasyon sartlari kullanilan P.
pastoris susu ve eksprese edilen yabanci protein
cesidine gore farkhlik gostermektedir (Files ve
ark., 2001; Sinha ve ark., 2003). Bu nedenlerden
dolayr P. pastoris'te
Uretiminin  yapilabilmesi

rekombinant protein
icin ortam pH’sinin
ayarlanmasi, sicakligin degistirilmesi gibi c¢esitli
stratejiler gelistirilmistir (Ling ve ark., 2010). Bu
tir kultivasyon seviyesindeki gelisim ortam
normlarinin tek basina veya kombine olarak
modifiye edilmesine dayanan stratejiler mayalarin
rekombinant  protein  Uretim yeteneklerini
arttirirken proteolitik parcalanma seviyesini de
minimum dizeylerde tutma
tasimaktadir (Ling ve ark., 2010).

Yiksek hiicresel gelisim protein salgilanmasi

potansiyeli

icin 6nem tasimaktadir. Genel olarak salgilanan
rekombinant protein miktarinin kiltlr icerisindeki
hiicre  konsantrasyonuyla  orantii  oldugu
bilinmektedir. Daha 6nce yapilan calismalarda P.
KM71H kesikli
fermentorlerde pH 5.0°da heterolog protein
Uretimini  daha iyi sagladigi  belirtilmistir
(Wanderley ve ark., 2009). Chang, (2006)'nin
yaptigi  bir P.

fermentasyon sicaklik,

pastoris susunun sistem

calismada ise pastoris’in

ortamindaki glikoz
konsantrasyonu, yeast ekstrakt miktari, ve pH
degerinin toplam protein, populasyon yogunlugu
ve spesifik blylime hizi ve minimum lag faz
Uzerine olan etkileri incelenmistir. Bu calismadan
elde edilen sonuclara gore optimum miktarda
protein Gretimi icin sicakligin 24.2 °C, glikoz
konsantrasyonu %1.9, yeast ekstrakti %1.5, ve
pH 7.6 olarak belirlenmistir ve toplamda 780 mg.I’
1 dizeylerinde olacak sekilde protein elde
edilmistir.

P. pastoris pH 3.0 — 7.0 araliginda gelisebilme
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ozelligi gostermektedir (Cregg ve ark., 1993). pH’
nin distik olmasinin hiicre biiyimesi tGzerine fazla
bir fakat
aktivitesini  engelleyecegi

etkisi yoktur potansiyel proteaz

bir
durumdur. Proteazlarin ¢ogu noétr pH’ da aktiftir

icin  olumlu

ve pH degeri dlstiikce aktivitesi azalabilir (Dale ve

ark., 2010). Yapilan calismalarda heterolog
protein Uretiminde Uretilen proteinin bozulmasini
engellemek igin farkh pH’ lar denenmistir

(Kobayashi ve ark., 2000; Jahic ve ark., 2003). pH

fermentasyon parametresinin rekombinant

protein (r-protein) ekspresyon diizeyine olan
etkisinin arastirildig bir ¢alismada pH 4.2, 5.0, 5.5
ve 6.0 degerleri incelenmis ve pH 6.0’da en yiiksek
hiicre konsantrasyonu 53 g.I' ve en vyiksek r-
protein konsant-rasyonu ise pH 5.0’da 0,27 g.I*
olarak elde edilmistir (Calik ve ark., 2010). Alkali
pH degerinin heterolog protein Uretimine
etkisinin arastirildigi bir calismada pH 8.0’da pH

6.0 kontrol degerine gore daha yiksek degerde

protein sentezlendigi gozlenmistir fakat r-
proteinlerin  yapisi  incelendiginde  protein
kalitesinin %50 azaldigl gozlenmis ve bu durumun
nedeninin proteaz aktivitesi engellene-
mediginden olabilecegi dustnilmektedir (Hu,
2014).

Yapilan bu calismalar  goz oninde

bulundurularak P. pastoris’ in rekom-binant
Ekspanzin ekspresyonuna farkh ortam sicakligi ve
pH degerinin etkisini gdzlemlemek amaciyla bu
¢alismada fermantasyon sicakliklari olarak 20, 25,
30°C ve besiyeri pH degerleri ise 4.0, 5.0, 6.0 ve
7.0 olarak belirlenmistir. Besiyeri pH’st 0.5 M
sodyum fosfat ve 0.25 M sitrik asit kullanilarak
istenilen degerlere ayarlanmistir.

Cizelge 1'de 20, 25 ve 30°C’'de farkl ortam pH
degerleri elde edilen

kullanildiginda toplam

protein oranlari gosterilmistir. Yapilan analiz
sonucunda fermantasyon sireci 4 giin (96 saat)

olarak belirlenmistir. Denemede kullanilan tim

pH degerlerinde (pH 4.0 - 7.0 aralig)
fermentasyon slresinin  gelisimiyle beraber
fermentasyon ortami-na salgilanan  protein

miktarlarinda artis gozlenmistir ve maksimum
protein miktarlari 4 giin sonunda elde edilmistir.
Protein miktarlari mg.I* diizeyinde belirlenmis ve
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%0,5 metanol konsant-rasyonunda maksimum 300

protein miktar-larinin  pH 6.0 ve pH 7.0 3%’ 250 /)(

degerlerinde bulundugu ortaya konulmustur. B 200 4= pH 4.0

o . N, £2 150

Istatistiki olarak incelendiginde ise dérdincu gin gL 100 ~—pH 5.0

sonunda pH 6.0 ve pH 7.0 ortam sartlarinin EE 50 bH 6.0
o T . - .. .. Q: 0

b‘l.JIundugu. kiltlrlerin dlger orneklere gore daha gg 0 40 60 80 100—PH70

yliksek miktarda protein sekresyonuna uygun &

Zaman (Saat)
oldugu sonucuna varilmistir. 20, 25, 30 °C'de pH Time (hour)
4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de protein Uretim miktarlarinin

zamana bagh degisim grafikleri Sekil 1, 2 ve 3'de

Sekil 2. 25°C ve pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de zamana bagh
protein lretim miktari (mg.I')
Figure 2. Total protein concentrations depending on time at

verilmistir. 25°C and pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0
150
£ _ 300
T £ 100 -5
e —=4=—pH 4.0 = g 250
~ .= oo
=3 £ 2 200 ﬁé%
85 50 == pH 5.0 =5
58 H 6.0 EE 150 g Tenal
. = QO
$5 o P ¢ 100 ~8—pH 5.0
[= - O
S g 20 40 60 80 100 =>¢=pH7.0 £ 5o pH 6.0
o Zaman (Saat) ~ §
Time (hour) & 0 pH 7.0
20 40 60 80 100
Sekil 1. 20°C ve pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de zamana bagh Zaman (Saat)
Time(hour)

protein Gretim miktari (mg.I%).
Figure 1. Total protein concetrations depending on time at

20°C and pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0. Sekil 3. 30°C ve pH 4.0, 5.0 ,6.0 ve 7.0'de zamana bagh

protein iiretim miktari (mg.l™?)
Figure 3. Total protein concentrations depending on time at
30°Cand pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0.

Cizelge 1. pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de ve 20, 25, 30°C’'de P. pastoris fermentasyonu sonucunda elde edilen toplam protein
miktarlari (mg.I?).
Table 1. Total protein concentration obtained from P. pastoris fermentation at pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de ve 20, 25, 30°C.

Sicaklik (°C) Zaman(s) PH
Temperature (°C) Time (h)
4.0 5.0 6.0 7.0
24 38.12+0.01aA 34.11+0.07bA? 47.921+0.01cA 50.63+0.03dA
2 48 44.23+0.03aB 41.53+0.02bB 52.58+0.02cB 54.12+0.04dB
72 79.3810.02aC 69.65+0.11bC 88.531+0.07cC 86.34+0.08dC
96 117.55+0.04aD 106.92+0.09bD 126.32+0.05cD 131.15+0.02dD
24 50.24+0.13aE 45.14+0.03bE 57.8410.21cE 67.52+0.09dE
25 48 74.22+0.18aF 61.30+0.07bF 124.54+0.23cF 120.16£0.17dF
72 143.51+0.12aG 142.49+0.09aG 204.31£0.02bG 215.42+0.19¢G
96 189.92+0.02aH 163.41+0.07bH 261.131+0.17cH 272.29+0.13dH
24 52.4610.03aK 55.32+0.18bK 67.92+0.19¢cK 70.65+0.17dK
30 48 84.91+0.02aL 91.51+0.13bL 102.56+0.17cL 110.1740.02dL
72 171.30+0.21aM 184.87+0.12bM 179.63+0.02cM 206.231+0.19dM
96 209.93+0.13aN 216.4610.19bN 239.91+0.13cN 251.1240.12dN

*Aynl satirda farkli ktigik harflerle (a,b,c,d) gosterilen degerler istatistiksel olarak birbirlerinden farkhdir (LSD, p < 0.05).
1Ayni stutunda farkh buytk harflerle (A, B, ...) gosterilen degerler istatistiksel olarak birbirlerinden farklidir (LSD, p < 0.05).
a,b,c Means within a same row with different superscript letters are significantly different between different pH values (LSD, p < 0.05).

1A,B,C Means within a same column with different superscript letters are significantly different between different temperatures and storage times (LSD, p <
0.05).

Cizelge 2’de benzer fermantasyon kosullarinda
elde edilen hiicre kuru agirliklari verilmektedir.

Yapilan calismalarda poplilasyon yogunlugu ve
salgilanan protein miktari arasinda pozitif yonde

211



AYTEKIN AKBABA ve ark., 2018. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 22(2):207-214

21
bir korelasyon bulundugu ifade edilmektedir 2 é 18
(Cosgrove 2005). Bu calismada elde edilen g g 15
sonuclar da popilasyon yogunlugu ile salgilanan éfé a 1; —¢=pH4.0
protein miktari arasinda pozitif bir korelasyon éég% 6 4 —#=pH>.0
oldugunu destekler niteliktedir. Fermantasyon gv;g 3 pH6.0
slresinin  gelisimiyle beraber hiicre kuru '?;i ;: 0 pH7.0
agirliklarinda  bir artis  oldugu maksimum "R 20 4(2) 605 80 100
yogunluklara dordiinci giinlin sonunda erisildigi ﬁﬂiﬁﬁ?

belirlenmistir (Sekil 4,5,6).
Sekil 5. 25°C ve pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de zamana bagl

toplam hiicre konsantrasyonu (mg.ml?).
Figure 5. Total dry cell weight concetrations depending on

15 p—pH 4.0 time at 25°C and pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0.
@ 12
s § == pH 5.0 2 18 X
S ® Z 2 g 15
> £ 9 § =
g 3 pH 6.0 5 £
£_8 6 £ g —
gggr «é=pH 7.0 £E_8 g pH 4.0
- %0 T cL oo

ipiE o 2257 6 ——pi 50
5T SE3ZE o
c 3 0 -5 3 pH 6.0
‘?;; g 20 40 60 80 100 % 1? 0 —>é=pH 7.0
! Zéman (Saat) e 2 20 40 60 80 100

Time (Hour) . Zaman (Saat)

time (hour)

Sekil 4. 20°C ve pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de zamana bagh
toplam hiicre konsantrasyonu (mg.ml).

Sekil 6. 30°C ve pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de zamana bagl
toplam hiicre konsantrasyonu (mg.ml).

Figure 4. Total dry cell weight concetrations depending on
time at 20°C and pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0.

Figure 6. Total dry cell weight concetrations depending on
time at 30°C and pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0.

Cizelge 2. pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de ve 20, 25, 30°C’de P. pastoris fermentasyonu sonucunda elde edilen kuru hiicre agirliklari

(mg/ml).
Table 2. Total dry cell weight obtained from P. pastoris fermentation at pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0'de ve 20, 25, 30°C.
icakhk (°
Teri;Zratu(r:2°C) Zaman (s) PH
Time (h)
4.0 5.0 6.0 7.0
24 3.32+0.01aA 3.51+0.01bA? 3.88+0.03cA 3.65+0.02dA
20 48 5.23+0.04aB 5.34+0.02bB 5.89+0.02cB 5.90+0.01cB
72 8.71+0.03aC 8.63+0.01bC 9.44+0.01cC 11.82+0.01dC
96 11.22+0.07aD 11.75+0.02bD 13.26+0.03¢cD 13.04+0.03dD
24 5.32+0.02aE 4.02+0.01bE 4.17+0.01cE 4.41+0.02dE
25 48 6.38+0.02aF 5.67+0.03bF 6.74+0.01cF 6.84+0.01dF
72 10.67+0.01aG 10.96+0.02bG 12.23+0.03¢cG 12.88+0.01dG
96 15.47+0.03aH 15.78+0.02bH 17.24+0.01cH 17.71+0.03dH
24 5.18+0.02aB 4.27+0.01bK 4.03+0.04cK 4.39+0.02dE
30 48 6.42+0.04aK 5.70+0.02bF 5.92+0.03cB 6.42+0.01dK
72 10.65+0.03aG 10.51+0.01bL 12.18+0.02¢G 12.20+0.03cL
96 14.80+0.02alL 14.42+0.03bM 16.14+0.02cL 16.32+0.01dM

*ayni satirda farkh kicik harflerle (a,b,c,d) gosterilen degerler istatistiksel olarak birbirlerinden farklidir (LSD, p < 0.05).
1Ayni stitunda farkli biyiik harflerle (A, B, ...) gbsterilen degerler istatistiksel olarak birbirlerinden farklidir (LSD, p < 0.05).
@,b,c Means within a same row with different superscript letters are significantly different between different pH values (LSD, p

<0.05).

1A,B,C Means within a same column with different superscript letters are significantly different between different
temperatures and storage times (LSD, p < 0.05).



AYTEKIN AKBABA ve ark., 2018. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 22(2):207-214

da
yogunluklarinda gelisme gozlenmis ve arada

pH degerlerinin artisiyla populasyon
pozitif bir korelasyon oldugu ortaya konulmustur.
Ancak elde edilen veriler her ne kadar hiicre
agirhklarinin artisina, 6zellikle 96 saat sonunda,
isaret etse de pH'nin hicre agirhginin artisi
bir
Bilindigi Uzere P. pastoris mayalari gelisimleri

Uzerinde carpici etkisi  bulunamamistir.
agisindan pH 3.0 — 7.0 gibi genis bir araligl dahi
tolere edebilmekte ve bu nedenle elde edilen
sonuglar arasinda dramatik farklar olmamasi
anlasilabilmektedir (inan ve ark., 1999; Bayraktar,
2009).

Fermantasyon sicaklik derecesinin digtrilmesi
P. pastoris’in rekombinant protein salgllama
yetenegi Uzerinde etkili olmustur. Ortam pH’sinin
4.0 ve 5.0 olarak secildigi deneme kosullarinda
sicaklik diistist Gretilen protein miktarinin 30°C’de
gelistirilen hucrelerin Urettigi protein miktarina
de

olmustur. Ancak ortam pH’sinin 6.0 ve 7.0 olarak

oranla kismen olsa azalmasina neden
belirlendigi denemelerde ise bunun tersi bir sonug
elde edilerek Uretilen protein miktarinin Cizelge
1’de goriilecegi lizere 272 mg.I"t diizeylerine kadar
ciktigl gdézlemlenmistir. Benzer veriler kuru hiicre
agirhiginin olglilmesinden elde edilen sonuglarda
da gordlmistir. Sicakhgin 25°C’ye duslrilmesi
Ozellikle ortam pH’sinin 7.0 olarak ayarlandig
fermentasyon  kosullarinda hiicre
30°C’deki

ylikselmesine sebebiyet verdigi tespit edilmistir.

Olgllen
agirhginin orneklere kiyasla
20°C' de yapilan fermantasyon sonucunda ise;
4.0-7.0 arahiginda farkli pH degerlerinde bile 25 °C
ve 30 °C de yapilan fermantasyon sonucunda
ulasilan toplam protein ve toplam kuru hiicre

agirligina erisilememistir.

Sonuglar

P. pastoris gelisimi acisindan degerlen-
dirildiginde her ne kadar pH 3.0 — 7.0 gibi genis bir
aralikta dahi canliigini ve protein eksprese etme
yetenegini strdirebilse de uygun kultivasyon pH
degerleri Uretilmesi arzu edilen rekombinant
proteinin spesifik 6zellik-lerine bagh olmaktadir.

Elde edilen sonuglara gore pH degerlerinin artisi
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Uretilen toplam protein miktarinin ve toplam
hicre konsantrasyonunun paralel olarak artis
gostermesine neden oldugu veriler 1s1ginda tespit
edilmistir. Bunun yani sira fermentasyon ortam
sicakhginin Gretici firmanin kullanma kilavuzunda
(Invitrogen User Manual) onerdiginin otesinde
25°C olarak ayarlanmasinin protein Uretimini
arttirdigi da belirlen-mistir. Calismamizda elde
edilen sonug-lara gore P. Pastoris mayalari igin
optimum protein fermantasyonu kosul-larinin
25°C sicaklik ve pH 7.0 oldugu tespit edilmis,
ile

bundan sonra P. Pastoris ilgili yapilacak

fermantasyon ¢alisma-larinda sicaklik ve pH
olarak bu degerlerin dikkate alinmasinin uygun

olacagl belirlenmistir.
Ekler

Bu ¢alisma TUBITAK tarafindan 1130392 nolu
proje  kapsaminda
TUBITAK’a yaptig
tesekkirlerini sunarlar.

desteklenmistir.  Yazarlar

desteklerden dolayi
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