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OZET

TERMOFILIK Anoxybacillus amylolyticus BAKTERISININ gchl GENININ
KLONLANMASI VE ENZIMIN BiYOKIiMYASAL KARAKTERIZASYONU

Miiride KALEMCi

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Dog. Dr. Fatih Saban BERIS

Bu calisma, fenilketoniiri metabolizmasinda gorevli birinci enzim olan GTP
siklohidrolaz I’in termofilik Anoxybacillus amyloliticus bakterisinden klonlanmasini,
ekspresyonunu ve enzimin saflastirilarak biyokimyasal karakterizasyonunu igermektedir.
A. amyloliticus bakterisinden PZR ile tespit edilen gchl geni 561 baz ¢ifti biiyiikliigiinde
toplam 186 amino asidi kodlayan tek bir agik okuma dizisidir. GTP’den dihidroneopterin
trifosfat donilisimiinii katalizleyen enzim gen ekspresyonu pET28a(+) vektoriine
klonlandiktan sonra E. coli BL21(DE3)pLysS hiicresinde 1 mM IPTG ile indiiksiyonu
saglandi. Enzimin saflagtirilmasi i¢in Ni-NTA afinite kolonu kullanildi. Yapilan
karakterizasyon c¢alismalar1 sonucunda enzimin Vmax'1 6,9x10° £ 2,3x10* pM/dk/mg
protein ve Kn’si 7,0 £ 1,4 mM olarak bulundu. Enzim en iyi aktivite gosterdigi sicaklik

degeri 70°C ve en uygun pH degeri ise 7,0 olarak belirlendi.

2020, 61 sayfa
Anahtar Kelimeler: A. amyloliticus, GCHI, BH4, Termozim.



ABSTRACT

CLONING OF gchl GENE FROM THERMOPHILIC BACTERIUM, Anoxybacillus
amylolyticus AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE ENZYME

Miiride KALEMCI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih S. BERIS

This study was included the cloning, expression and biochemical charactreization
of gchl that was coded the first enzyme responsible for fenilketonuria pathway, from
thermophilic Anoxybacillus amyloliticus. This gene was 561 basepairs by detected PCR
and its open reading frame has 186 amino acids. This enzyme catalyzed from GTP to
dihydroneopterin triphosphate. We cloned into pET28a(+) expression vector and
transform in E. coli BL21(DE3)pLysS host cells to express with 1 mM IPTG induction.
The purification of the enzyme was achieved by Ni-NTA affinity column
chromatography. We determined that its optimum pH was 7.0 and temperature is 70°C.
Under optimal conditions, GCH-I exhibited a low enzymatic activity with K- and Vimax-
values of 7.0 £ 1,4 mM and 6,9x107 + 2,3x10* uM/dk/mg protein, respectively..

2020, 61 pages
Keywords: A. amyloliticus, GCHI, BH4, Thermozymes.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Fenilketoniiri (FKU) hastalig1, otozomal resesif olarak aktarilan metabolik bir
rahatsizliktir. Bu hastalik bir karaciger enzimi olan fenilalaninhidroksilazin (PAH)
sentezlenememesi veya enzimin yeterince aktivite gosterememesi sonucu ortaya
cikmaktadir (Sekil 1). Hasta bireyler fenilalanin amino asidini metabolize edemezler.
Bunun sonucunda fenilalaninin tirozine doniismesi engellenir. Kanda ve diger viicut
stvilarinda ¢ogalmig fenilalanin ve onun iriinleri farkli dokularda, beyin-omurilik
stvisinda (BOS) toplanarak hasara neden olmaktadir (Kazanci, 2018). Hastalik diyet
tedavisi ile engellenebilen énemli genetik rahatsizliklardan birisidir. Ulkemizde goriilme
siklig1 oldukea yiiksek olan bu hastaligin Avrupa iilkelerindeki goriilme orani ortalama
1/10.000 iken (Almanya 1/9.000, Ingiltere 1/10.000, Fransa 1/18.000, italya 1/7000)
Tiirkiye’de goriilme oran1 1/4500°diir. Her yil iilkemizde 250-300 ¢ocuk fenilketonurili
dogmaktadir. Her 20-25 kisiden birinin hastalig1 tasiyor olmasi ve iilkemizde akraba

evliliklerinin fazla olmasi fenilketoniirinin sik goriilmesine neden olmaktadir (Koyuncu,

2010).

Fenilalanin hidroksilaz

Tetrahidrobiopterin

Sekil 1. Fenilalaninin, fenilalalinhidroksilaz enzimi varliginda tirozine doniistimii
(Kazanci, 2018)

Fenilalanin hastaligi bir kofaktor olan tetrahidrobiopterin (BH4) sentezinde veya
indirgenmesinde rol alan enzimlerin eksikliginde de ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastaligin en
onemli bulgular1 agir zihinsel 6ziir, norolojik ve gelisimsel bozukluklardir. Eger hasta
tedavi edilmezse mental ve motor gerilik gibi klinik bulgular goriilmeye baslamaktadir.
Bunlarin yani sira bu hastalarda genellikle agik renk sag, agik deri rengi ve mavi gozlerle
karakterize pigmentasyon eksiklikleri goriilmektedir (Kazanci, 2018).

11



Hastalikta cesitli tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Hastaya tirozin destegiyle
diyette fenilalanin kisitlamas1 yapilir. Diger kullanilan tedavi yontemlerinden en dnemlisi
ve en yaygin olan1 hasta bireylere BH4 (tetrahidrobiprotein-fenilalanin hidroksilaz
enziminin kofaktorii) verilmesidir. Hasta bireylere disaridan BH4 yiikleme testi yapilarak
bu tedaviye uyumlu olup olmadigina bakilir (Pehlivan ve Kalkan, 2016). BH4
yiiklemesinin yapilabilmesi i¢in de Oncelikle hastalarin kandaki fenilalanin seviyesine
bakilir. Bu seviyenin 400 pmol/L {izerinde olmasi sarttir. Ayrica uzmanlarin 6nerisine
gore bu test genotiplerinde bu tedavi yontemine yanit vermesi muhtemel olan hasta
bireyler i¢in uygundur (Ulker ve Sanlier, 2018).

Tedavi edilmemis kisilerde yiiksek derecede fenilalanin ¢ikmaktadir. Bunun
sonucunda ortaya ¢ikan belirtiler hafif, orta ve siddetli olarak degiskenlik géstermektedir.
Hafif seyredenlerde ge¢ici kas tonusu goriilebilir. Siddetli seyredenlerde ise zihinsel
engellilik, hareket bozuklugu, davranis problemleri, ndbet gecirme, yutma zorlugu gibi

durumlar goriilebilir (URL-1).

1.2. Literatiir Ozeti

Giintimiize kadar GCH | (GTP siklohidrolaz 1) enzimi ile ilgili yapilan ¢alismalari
ikiye ayirabiliriz. Bu ¢aligmalar enzim karakterizasyonu ve buna bagli goriilme sikligiyla
ilgili caligmalardir. Calismamiz gen klonlama ve enzimin biyokimyasal karakterizasyonu
tizerinde yiuriitiildii. Kullanilan GTP siklohidrolaz I geni ilk defa Yim ve Brown
tarafindan E. coli bakterisinden klonlanmis ve karakterize edilmistir. Bu ¢alismaya gore
dogal hali 210 kDa olan proteinin SDS-PAGE analizi sonucunda 25,5 kDa agirliginda
oldugu belirlenmistir. Bu da proteinin ayn1 biiyiikliikte 8 alt iiniteye sahip oldugunun
gostergesidir.

Suzuki vd. (2004) yapmis olduklar1 c¢alismada E. coli’de ekspres edilen
rekombinant insan DNA’s1 tizerindeki GCHI’in enzim aktivitesinin etkisini incelediler.
Calismalarinda  ilk olarak enzim aktivitesinin Mg" iyonu olmadan GTP
konsantrasyonuna bagl olarak ¢alisabildigini gostermislerdir. Ayrica ¢alismada Mn*?,
Co0*? ve Zn*? gibi katyonlarda metal icermeyen GTP substrat konsantrasyonununa bagl
olarak enzim inhibisyonuna neden oldugunu ortaya koymuslardir. Cinkonun kullanildig:
durumlarda ise enzim aktivitesini uyarict etkisinden dolayr tekrardan protein
katlanmasinin oldugunu gostermislerdir.
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Suzuki vd. (1979) tarafindan yapilan arastirmada Geobacillus stearothermophilus
ATCC 8005 bakterisinin GCHI enzimini karakterize etmisler. Enzimin optimum aktivite
gosterdigi sicakligin 60-65°C arasinda, optimum pH ise 8,0-8,4 arasinda oldugunu tespit
etmislerdir. Km degerini 980 uM olarak bulmuslardir.

Hatakeyama vd. (1989), fareler iizerinde yaptigi calismada GTP siklohidrolaz I
enziminin SDS-PAGE analizi yapmislardir. Analiz sonrasinda agriligmmin 30 kDa
oldugunu bulmuslardir. Vmax’1nin ise 45 nmol/dakika/mg protein oldugunu gostermistir.
KCl konsantrasyonuna bakarak kinetik 06zelligi degismeden yarilanma Omriiniin
uzadigini tespit etmislerdir.

Cha vd. (1991), fare karacigerinden GCHI enzimini karakterize etmislerdir.
Agirligi 55,7 kDa olan enzimin optimum sicaklik aktivitesinin 60 °C ve pH degerinin ise
8,0-8,5 oldugunu tespit etmislerdir. Km degerini 17,3 uM olarak bulmuslardir.

Hatakeyama vd. (1991), ise farelerde GTP siklohidrolaz | genine ait cDNA’y1
klonlamiglardir. Klonlama sonucunda sekans bilgisine ulasmislardir. Bunun sonucunda
1,2 kilobazlik tek bir mRNA’dan fiiretildigini tespit etmislerdir. Ayrica CDNA’nin baz
cifti biiytikliigiinii 1024 baz olarak bulmuslardir.

Babitzke vd. (1992), Bacillus subtilis iizerinde yaptiklari g¢alismada GTP
siklohidrolaz 1 “mtrAB” operonunu ¢aligmislardir. Operonda bulunan A geninin GCH-I
enzimini kodladigini bulmuslardir. mtrB’nin ise triptofan genlerinin transkripsiyonal
ateniiasyonundan gorevli olduklarini tespit etmislerdir.

Schoedon vd. (1987), calismalarinda E. coli GCHI’i lizerine aragtirma yapmuslardir.
Yaptiklar1 aragtirmada E. coli GCHI’in farelerde bulunan enzim ile %42 oraninda
benzerlik gosterdigini bulmuslardir. GTP ile birlikte UTP’nin de substrat olarak
kullanilabildigini ve aktivitesini Michaelis-Menten Egrisi yerine sigmoidal egrisi
oldugunu belirlemislerdir. Ayn1 zamanda BH4 sentezinde rol oynayan bu ilk enzimin,
son iiriinii olan BH4 sayesinde 100 uM’de inhibe edildigini tespit etmislerdir.

Nar vd. (1995), E. coli GCHI’i iizerine ¢alismalar yapmislardir. Yaptiklari caligma
sonucunda enzimin homodekamer yapida oldugunu gostermislerdir. Yapilan bu
calismada enzimin her birinin 10 A derinlikte cebe sahip 10 esit biiyiikliikte aktif
merkezinin bulundugunu tespit etmislerdir. Calismalarinda imidazaol zincirini yikmak
icin His-179 amino asidinin N7 pozisyonunda protonlandigini belirlemiglerdir. Ayrica
enzimin yapisinda bulunan Cys-110/Cys-181baglanmasmin da reaksiyonla ilgili

olabilecegini ortaya koymuslardir.
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Witter vd. (1996), Dictyostelium discoideum (tek hiicreli civik mantar) iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada 855 baz ciftlik cDNA’y1 klonlamiglardir. Klonlamanin ardindan
mRNA’nm 232 amino asitlik GCHI enzimini iirettigini belirlemislerdir. Intronlarin 101
baz ¢iftine sahip oldugunu belirleyerek kalan ekzonlarin baz sirasinin ise insan GCHI’ine
%47 ve %49 oraninda benzerlige sahip oldugunu goéstermislerdir. Ayrica E. coli’de
ekspres edilen genin 68 kDa biiyiikliglinde bir protein lrettigini belirlemislerdir.
Maksimum aktivitesinin ise 60°C’de oldugunu ve bundan dolayi 1s1ya dayanikli bir enzim
oldugunu kanitlamiglardir.

Yoo vd. (1998) yaptiklar1 arastirmada Streptomyces tubercidicus GCHI enzimini
karaterize etmislerdir. Karakterizasyon sonucu enzimin dogal yapisinin 230 kDa
biiyiikliikte oldugunu 58 kDa’luk 4 alt birimden olustugunu belirlemislerdir. Ayrica
optimum pH araliginin 7.5-8.5 araliginda ve sicaklik degerinin 40-42°C’de aktif oldugunu
tespit etmislerdir. Ky degerinin ise 80 Mm, Vmax degerinin 90 nmol/dakika/mg protein
oldugunu gostermislerdir.

Auerbach vd. (2000), insan ve E. coli kaynakli GCHI enziminin aktivasyonu
lizerinde calismalar yapmislardir. Yaptiklart c¢alismada enzimin aktivasyonunda
cinkonun Onemli bir etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. Enzimin substrati olan
GTP’nin imidazol halkasindaki 8. karbon atomuna niikleofilik ataginda rol oynadigini
ortaya koymuslardir.

Lee vd. (2002), yine E. coli GCHI enziminin oligomerizasyonu iizerinde ¢aligsmalar
yapmuglardir. Bes dimerli yapidan onlu yapiya kadar enzim kompleksinin
oligomerizasyonunda Lys136, Argl39 ve Glul52 nolu amino asitlerinin rol aldigimi
belirlemislerdir.

Woo vd. (2002), Synochocystis sp. PCC 6803 susunun GTP siklohidrolaz I geni ile
E. coli bakterisine ait 6-piroviltetrahidropterin sentaz genini yine E. coli’de es zamanl
olarak eksprese etmislerdir. Ekspresyon sonucunda sepiapterin iiretimini basariyla
gergeklestirmislerdir.

Hizal (2013) calismasinda Anoxybacillus flavithermus bakterisine ait GCHI
enzimini karakterize etmistir. NCBI verileri dogrultusunda primer dizayn ederek enzimin
603 baz ¢ifti ve 200 amino asitten olustugunu belirlemistir. SDS-PAGE analizi yaparak
enzimin 24 kDa biiytikliigiinde oldugunu tespit etmistir. Enzimin en 1yi 65°C sicaklikta
aktiviteye sahip oldugunu ve en uygun pH degerini ise 8,0 olarak belirlemistir. Ayrica
enzimin Kn degerini 243 + 23.25 uM, Vmax degerini ise 100,93 + 3,5 nM/dk/mg protein
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olarak bulmustur.

Tanaka vd. (2005), ¢alismalarinda GCH1'in bir geg¢is formu analogu oldugunu
gostermislerdir. Sirasiyla 2,0 ve 1,8 A ¢oziiniirliikte 8-0kso-GTP ve 8-0kso-dGTP ile
komplekslenmis tGTPCH1'in X-1s1in1 kristal yapilarinin yani sira 2,2 A ¢oziiniirliikte
enzimin serbest formunu ¢6zmislerdir.

Li vd. (2010), yaptiklar1 ¢alismada S81 fosforilasyonunun GTPCH-1 enzim
aktivitesini nasil degistirdigini ve bunun GFRP tarafindan nasil modiile edildigini
tanimlamaya ¢alismiglardir. GFRP ile etkilesim yoluyla GTPCH-I’in diizenlenmesi i¢in
yeni bir mekanizma saglamislardir. Bu mekanizma sayesinde GFRP negatif geri
beslemesinden kaginmasina izin verdigini bulmuslardir. Ayni zamanda laminer kayma
gerilmesine yanit olarak biiyiik miktarlarda BH4 {iretilmesine de izin verdigini tespit

etmislerdir.

1.3. BH4 ve Sentezi

Tetrahidrobiyopterin, guanosintrifosfattan (GTP), GTPsiklohidrolazl (GTPCH), 6
-piruviltetrahidropterinsentaz (PTPS) ve sepiapterinrediiktaz (SR) enzimlerinin aracilik
ettigi iic kimyasal reaksiyonla sentezlenir (Sekil 2) (URL-2). De novo biyosentez yolu
olarak adlandirilan bu reaksiyonda GCH I ve PTPS goriilen genetik kusurlar hayati 6nem

arz etmektedir (Hizal, 2013). Bu sentez yolu Sekil 2’de gosterilmektedir.
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1.4. GCH | Enzimi

GCH | (guanosintrifosfatsiklohidrolaz I) enzimi GTP siklohidrolaz ailesine ait
enzimlerdendir. GCH 1, tetrahidrobiyopterin (BH4) biyosentezinde GTP siklohidrolaz
icin kodlama yapar. GTP siklohidrolaz BH4 biyosentezinde hiz sinirlayict enzim olarak
rol oynar Vykuntaraju vd. (2019), 30 kb biiyiikliigiinde olan GCH1 enzimi fare, si¢an,

primat, mantar, tavuk, sinek, insan gibi bir¢ok farkli organizmadan elde edilerek
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incelenmistir. Ayrica GCH 1 enzimi GCH, DYT5a, DYT13, guanozin 5'-trifosfat
siklohidrolaz I, GTP-CH-1 ve GTP siklohidrolaz I, GTP-CH-I ve GTP olarak da
isimlendirilir (URL-3). Bu enzim tetrahidrobiopterin (BH4) iiretiminde GTP’nin 7,8-
dihidroneopterin trifosfata doniisiimiinii kataliz eden ve orani sinirlayan ilk enzimdir.
Diger enzimler ikinci ve tglincli sirada tretime katilirlar (Sekil 3) (URL-4).
Tetrahidrobiopterin viicuttaki birka¢ proteinin yapitasinin islenmesinde rol oynar.
GCHI geninde 140’tan fazla mutasyonun DOPA’ya cevap veren distoniye sebep oldugu
bilinmektedir. Bu durumun olusmasinda, GCH1 genindeki mutasyonlarin GTP
siklohidrolaz 1’in enzimdeki tekli aminoasitleri degistirmesi neden olmaktadir. Bu
durumda iiretilecek seratonin hareket problemlerine ve dopa duyarli distoninin diger
karakteristik 6zelliklerine yol agar. Tetrahidrobiyopterin ise GCH1 genindeki en az 7
protein eksikliginden kaynaklanmaktadir (URL-5).
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Sekil 3. GCHI enziminin GTP’den dihidroneopterin trifosfat doniisiim mekanizmasi
(Bracher vd., 1998).
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1.5. Termofilik Bakteriler ve Enzim Biyoteknolojisindeki Rolleri

[k karakterize edilen hipertermofilik bakteri Thermus aquaticus bakterisidir. ilk
kez 1879 yilinda Miquel tarafindan izole edilmistir. Miquel, g¢amur, toprak,
kanalizasyondan izole ettigi bakterileri toplayarak 72°C ’de yasayabildigini gostermistir.
Giliniimiizde ekstrem sartlarda yasayabilen bakteriler bulunmaktadir. Bunlar termofil ve
ekstremofil olmak iizere 2’ye ayrilirlar. Bu bakteriler volkanlar, yanardaglar gibi yiiksek
sicaklikta yasayabilen (termofiller), buzullar gibi diisiik sicaklikta yasayabilen
(psikrofiller) ya da tuz golii ve ¢evresi gibi asir1 tuzcul ortamlarda yasayabilen (halofiller)
ekstromofil bakterilerdir (Giiven, 2011).

Termofiller ayrica asir1 derecedeki asidik ve alkali ortamlara karsi da
dayaniklidirlar. Bu bakterilerin hiicre zar1 doymus yag asitlerinden olusmustur. Zardaki
bu yag asitleri hiicreye hidrofobik 6zellik kazandirir ve bu sayade yiiksek sicaklikta
yasayabilmeleri i¢in hiicreyi siki ve stabil tutar. Termofillerin DNA’s1, DNA’da pozitif
siiper sarmallar olusturan DNA giraz bulundurur. Bu da DNA’nin erime noktasini
maksimum biiyiime sicakligina yiikseltir (Haliskaranfil, 2012).

Yiiksek sicakliklarda polimerik substratlarin  ¢oziiniirliiklerinin artmas1  ve
istenmeyen komplikasyonlara yol acan kontaminasyon riskinin azalmasi gibi
nedenlerden dolay1 termofil organizmalarin biyoteknoloji ve endiistride kullanimini
artmistir. Giinlimiizde termofillerin 50°den fazla tiirii kesfedilmistir. Kesfedilen bu
mikroorganizmalar igerisinde su ana kadar bilinen en yiiksek sicakliga sahip olan
mikroorgnizma Pyrolobus fumarii’dir. Bu mikroorganizma 90 derecenin iizerinde
yasamini siirdiirebilir (Haliskaranfil, 2012).

Giliniimiizde termofilik bakteriler bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Bu bakterilerin
kullanilmasinin sebepleri su sekilde siralanmistir;

e Yiiksek sicakliklara (>50°C) direng gosterebilen enzim tagimalari,

¢ Elde edilen termostabil enzimlerinin daha saglam olmasi,

e Kontaminasyon risklerinin az olmasi,

e stenmedik yan iiriin olusturmamalari,

o Yiiksek sicakliklarda polimerik substrat ¢oziiniirliiklerinin artmasi,

e Degisik denatiire edici sartlara karsi toleranslarinin yiliksek olmasi ve dogal
yapilarini korumada rol almalari

e Coziinmeyen ¢evresel kirleticilerin olusumunu engellemesi,

18



¢ Daha ucuz ve stabil olmalari,

o Yiiksek saflikta iiretilebilmeleri,

e Mezofilik mikroorganizmalara gore iireme hizlarinin yiiksek olmasi, gibi
nedenlerden dolay1 enzim kaynagi olarak kullanilmalar: tavsiye edilmektedir (Karaagag
vd., 2004; Fukara vd., 2007; Giiven vd., 2011; Hizal vd., 2013),

e Termofilik bakterilerden elde edilen ticari olarak kullanilan enzimlerin basinda
proteaz, lipaz, amilaz, DNA polimeraz, ksilanaz, B-galaktozidaz gelmektedir (Giiven,
2011).

1.6. Anoxybacillus amylolyticus

Anoxybacillus amylolyticus bakterisi gram pozitif, cubuk seklinde, ciftler halinde
veya flamentli bir bakteridir. Tip susu MR3CT olan bakteri Antarktika'daki Rittmann
Dagi'nda bulunan jeotermal topraktan izole edilmistir. Biiylime sicakligi 45-65°C
(optimum 61°C) ve pH degeri 5,0-6,5 (optimum pH 5,6)’dir. Gen dizisi benzerligi 16S
rRNA ve DNA G+C igeriginin %43,5 mol olmasi nedeniyle MR3CT susunun diger
Anoxybacillus tiirleriyle yakindan iligkili oldugu belirlenmistir. Kemotaksonomik veriler
majorizoprenoid kinon-menakinon-7; major yag asidi-iso-C15: 0 ve iso-C17: 0’dir. Bu
verilere gore MR3CT susu Anoxybacillus cinsine baglanmasi kabul edilmistir. DNA-
DNA hibridizasyonu ve biyokimyasal testler yapilmis ve bu testlerin sonucunda gegerli
olarak yaymlanan Anoxybacillus tiirlerinden MR3CT sugunun fenotipik ve genotipik
farklilasmasina izin verilmistir. Bu yiizden Anoxybacillus amylolyticus sp. No. MR3CT
tirinde (FATCC BAA-872T =DSM 15939T = CIP 108338T) 6nerilmektedir (URL-6).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerleri

Calismamiz siiresince Kimyasal maddeler, enzimler, gerekli malzemeler, gen
aktarimi i¢in plazmit vektorleri, konak bakteri suslart ve gen ¢ogaltimi i¢in gerekli

primerler kullanildi. Kullanilan bu malzemelerele ile ilgili bilgiler asagida verilmistir.

2.1.2. Calismada Kullamlan Kimyasallar

Akrilamid (Sigma, A8887), amonyum persiilfat (Merck, A734116), amonyum
stilfat (Sigma, A4418), ampisilin (AppliChem, A0839.0100), bromofenol mavisi (Sigma,
B5525),, KCI (Merck, K23759135), bisakrilamid (Sigma, M2022), Coomassie Brillant
Blue G (Fluka, 27815), Coomassie Brillant Blue R (Fluka, 27816), dNTP (Promega,
U120-4B), EDTA (Merck, K90262021), etanol (Sigma, A3678-1000), etidyum bromiir
(Sigma, E7637), glasiyel asetik asit (Merck, K19581956), gliserol
(RiedeldeHaén,15524), glisin (Sigma, G7126), glukoz (Roche, 1929526), HEPES
(Sigma, H0891), Taq DNA polimeraz enzimi (MBI Fermentas), KH2PO4 (AppliChem,
A2945,100), IPTG (Sigma, 15502), izopropanol (RiedeldeHaén,24137), maya Oziitii
(Sigma, Y4000), MES Na tuzu (AppliChem, A3101.0025), metanol (J. T. Baker,
TBF0196396 1499), N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED, Janssen Chimika,
13.84571), Na.CO3z (Merck, A339898), Na2HPO4 (Merck,A664174), NaCl (AppliChem,
A2942,5000), Ncol restriksiyon enzimi (R0193S), Xhol restriksiyon enzimi (R0146S)
pepton (Oxoid, L37), SDS (Amresco, 0227), sodyum asetat (Merck, TA404965), MgCl»
6H20 (Merck, TA682332), T4 DNA ligaz (Promega, M1804), T4 DNA ligaz tamponu
(Promega, C1263), tripton (Merck, V441613949), Tris-HCI (Sigma, T1503), X-gal
(AppliChem, A1007.0005), O’RangeRuler 100+500bp DNA Ladder (MBI Fermentas,
SM0653), B-merkaptoetanol (Merck, 805740), KoHPO4 (Merck A0435601 442), kanamisin
(Fisher Scientific 134473) ve GTP (Sigma G7127).
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2.1.3. Calismada Kullanilan Besiyerleri

Calismada bakteri tiretimi yapmak i¢in besiyeri olarak LB (Lauria-Bertani) besi-
yeri kullanildi. Bu besiyerini hazirlamak i¢in 10 g tripton, 5 g maya oziitii ve 5 g NaCl
tartildi ve 1 litre distile su ile tamamlanarak hazirlandi. Hazirlanan besiyerinin pH’s1 7,4’e
ayarlanarak 121°C’de 1,1 atm basing altinda 20 dakika otoklav yapildi. 4°C’de saklandi.
LBA (Lauria-Bertani-Agar) besi yeri hazirlamak i¢in 1 litre LB besiyerine 10 g agar
eklenerek ayni1 sartlarda hazirlandi.

Antibiyotikli besiyerleri, yukarida hazirlanan besiyerlerine ampisilin igin 50 pg/mL
ve kanamisin i¢in ise 30 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde sogumakta olan

besiyerlerine steril kabin icerisinde ilave edilerek hazirlandi.

2.1.4. Cahsmada Kullanilan Kitler

Genomik DNA izolasyonu i¢in Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega,
A1120), elde edilen PCR iiriinlerinin klonlama ve DNA dizi analizi uygulamalari igin saf
olarak eldesinde PCR QIA quick Purification Kit (Qiagen, 28106) ve DNA Extraction
Kit (MBI Fermentas, KO0513), PZR drlinlerinin temizlenmesi ig¢in DNA
Clean&Concentrator™ (Zymo Research, D4003), PZR iiriinlerinin klonlanmasi igin
pGEM-T/Easy TA Cloning Kit (Promega, A1360), rekombinant plazmit DNA’larinin
izolasyonu i¢in ZymoPURE ™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research, D4210) ve kesim
iiriinlerinde jelden izolasyon yapmak igin Zymoclean™ Gel DNA Recovery (Zymo
Research, D4001S) kitleri kullanildi.

Calismada kullanilan vektorler ve bunlarin aktariminda kullanilan bakteri suslari
sunlardir;

PZR driinlerinin klonlanmasi igin TA klonlama vektorii olarak pGEM-T/Easy
(Promega, A1360), plazmit transformasyonu ve ¢ogaltimi i¢in E. coli DH50, GCHI
enzimin {lretilebilmesi amaciyla ekspresyon vektorii olarak pET28a(+) ve bu vektoriin
aktarimi ve gen ekspresyonunu saglamak igin E. coli BL21(DE3)pLysS konak hiicre
olarak kullanildi.
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2.2. Yontem

2.2.1. Kaynak Bakterinin Kiiltiire Edilmesi ve Genomik DNA izolasyonu

Calismada kullanilan A. amylolyticus bakterisine ait -20°C’deki gliserol stoktan 3
mL sivi LB besiyerine ekim yapildi ve gece boyu 55°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda kiiltiir 14000 rpm’de 3 dakika ¢oktiiriildii ve elde edilen pelletten Wizard®
SV Genomic DNA Purification System (Promega Co., Medison, USA) kiti ile asagidaki
sekilde genomik DNA (gDNA) izole edildi.

e Eppendorf tiipe ¢oktiiriilmiis bakteri pelleti tizerine 480 uL 500 mM EDTA (pH
8,0) eklenerek pellet ¢oziildi,

e Elde edilen siispansiyona 60 pL lizozim (10 mg/mL) eklendikten sonra 37°C’de
30-60 dakika boyunca inkiibe edildi,

e 2 dakika boyunca 13000-16000 rpm de santrifiij edilerek supernatant kismi pipet
yardimiyla uzaklastirildi,

e Pelletin tizerine 600 uL. Nuclei Lysis Soliisyonu eklendi ve pipetle dikkatlice
siispanse edildi,

¢ 5 dakika boyunca 80°C’de inkiibe edildikten sonra oda sicakliina getirildi,

e Karigima 3 uL. RNaz soliisyonu eklendi ve 37°C’de 15-60 dakika inkiibe edildi
ve tekrar oda sicakligina gelene kadar beklendi,

e Siispansiyona 200 pL Protein Precipitation Solution eklendi ve birkag kez alt-iist
edildi,

e 5 dakika buzda bekletilerek 13000-16000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiij
edildi,

e Siipernatant yeni bir Eppendorf tiipe aktarilarak {izerine 600 uL. oda sicakliginda
isopropanol eklendi ve karistirildi,

e Tekrar 3 dakika boyunca 13000-16000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant
dokiildd,

e Pellet iizerine 600 pL oda sicakliginda %70 etanol eklendi, alt iist edildikten sonra
2 dakika boyunca 13000-16000 rpm’de santrifiijlendi,

e Siipernatant kismi atildiktan sonra 37°C’lik etiivde kalan rezidiiel etanoliin

tamamen uzaklagmasi beklendi,
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e Etanol uzaklastirildiktan sonra pellete 100 uL Rehydratation Solution eklendi,
hafifce tilt edildikten sonra gDNA’nin daha iyi ¢6ziinmesini saglamak i¢in 1 saat boyunca
65°C’de ve sonrasinda da gece boyunca 4°C’de inkiibe edildi.

e Izolasyon sonrasi elde edilen gDNA, % 1’lik agaroz jel elektroforezinde
yiirtitiilerek goriintiilendi.

e Izole edilen gDNA, herhangi bir isleme tabi tutulana kadar -20 °C’de saklandu.

2.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Calismamiz siiresince izole edilen gDNA ve plazmit DNA (pDNA) o6rneklerinin
saflastirilmasi, restriksiyon endoniikleaz kesimleri ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
sonuglarinin goriintiillenmesinde agaroz jel elektroforez metodu kullanildi.

Agaroz jel elektroforezinde ¢ogunlukla % 0,1 orani kullanildi. Oncelikle istenilen
hacimde uygun miktarda agaroz (Type Il Medium EEO) tartilip bir erlene dokiilerek
tizerine istenilen hacimde tampon % 1 TAE tamponu (40 mMTris-HCI pH 8,0, 20 mM
asetik asit, 2 mM EDTA iceren 10X stoktan hazirlanan 1X soliisyon) eklendi ve
mikrodalga firinda kaynatilarak polimerlestirildi. Jel elle tututulabilecek sicakliga gelene
kadar sogutularak son hacimde 0,5 pg/mL etidyum bromiir (stok 10 mg/mL) eklenerek
kabarcik olusturmayacak sekilde jel tankina dokiildii.

Jele yiiklenecek DNA Orneginden 5 pL alinip 3 pL yiiriitme boyasi (%0,25
bromofenol mavisi, %0,25 ksilensiyanol ve %30 gliderol) eklenerek pipet yardimiyla
kuyucuklara yiiklendi. Jelin hazirlandig1 1X TAE tamponundan jel tankina dokiilerek
yiriitme 110 V akim ile yapildi ve sonrasinda BioDoc Analyze Jel Goriintiileme Sistemi
(UVP Co., ABD) cihaziyla UV 1sikta goriintiilendi, goriintii bilgisayara kaydedildi.

2.2.3. gchl Geninin Tespiti ve Klonlanmasi
2.2.3.1. gchl Genine Ait Primerlerin Dizaym ve PZR ile Tespiti
gchl geninin PZR ile tespit edilebilmesi i¢in kullanilacak olan primerler, “Direct

Submission” olarak NCBI Gen Bank’a CP015438 Accession Numarasi ile kayit altinda

olan gen siras1 kullanilarak dizayn edildi (Tablo 1).
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Tablo 1. A. amylolyticus DSM15939 bakterisine ait gchl genine ait DNA baz sirasi

ATGGTAAACTACGAACAAATCGAACAAGCGGTTCGCTTGATTTTAGAAGCGATTGGCGAAGACCCGAA
TCGCGAAGGGTTATTAGATACGCCAAAACGAGTGGCAAAAATGTATGCAGAAGTATTTTCCGGGATGA
ACGAAGACCCGAAAGAACATTTTCAGACAGTGTTTAGCGAAGAGCATGAAGAGCTCGTGTTGGTGAAA
GATATTCCGTTTTTCTCGATGTGCGAACACCATTTAGTGCCGTTTTTTGGCGTCGCACACGTCGCCTA
CATTCCGCGCGGCGGAAAAGTAACAGGGCTAAGCAAGCTTGCCCGCGCTGTCGAAGCGGTCGCALCGCC
GTCCGCAGCTGCAAGAACGGATTACGGCAACGGTGGCAGATGCGATTATGGAAACACTCGAGCCTCAC
GGTGCGTTAGTCGTCGTCGAAGCAGAGCATATGTGCATGACGATGCGCGGCGTGAAAAAACCAGGTGC
AAAAACGGTGACAATAGCCGCACGTGGCACGTTCGAAACCGATCATGTTGCACGCGGCGAAGTGCTTT
CATTAATTAAAGGATAG

Yukaridaki tabloda verilen DNA sirasina gore, genin PZR’da tespit edilebilmesi
icin 5° ucuna komplementer olan ve daha sonraki asamalarda ekspresyon vektoriine
klonlama i¢in de kullanilacak olan, forward primeri Ncol restriksiyon enzim bolgesi (5°-
C_CATGG-3’) igeren, 5’-CCA TGG TAA ACT ACG AAC AAA TCG-3’ primeri ve
karsit yonde yer alan, XholI restriksiyon kesim bolgesi (5’-C_TCGAG-3’) igeren 5°-CTC
GAG TCC TTT AAT TTA ATG AAA GCA C-3’ sirasina sahip reverse primeri ile
primerlerin Tm sicakligina ve elde edilmek istenen bolgenin uzunluguna (562 bp) bagl
olarak tasarlanan PZR ile tespit edildi.

Buna gore uygulanacak olan PZR sartlar1 50 puL son hacimde olmak iizere su sekilde
yapildi.

¢ 500 ng gDNA,

©200 uM dNTP,

¢ 50 pmol forward ve reverse primer,

¢ 1X PZR Tamponu,

2 mM MgCl,

¢1 U Tag DNA polimeraz enzimi i¢erecek sekilde hazirlandi.

PZR dongii sartlar ise:

¢ 95°C de 2 dakika,

¢ 94°C de 1 dakika 30 saniye,

¢48°C de 1 dakika 30 saniye,

e 72°C de 2 dakika,

Bu kisim 5 dongii yapildiktan sonra; 35 dongii olarak
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¢ 94°C de 1 dakika,
¢ 54°C de 1 dakika 30 saniye,
e 72°C de 2 dakika,
ve son olarak

e 72°C de 10 dakika ile reaksiyon tamamlandi.

2.2.3.2. PZR Uriiniiniin pGEM-T/Easy Vektoriine Yapistirilmas1 ve E. coli DH5a

Konak Hiicreye Aktarilmasi

PZR reaksiyonu sonrasinda elde edilen iiriinler, DNA ladderla birlikte %1°lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra fragment DNA Clean&Concentrator ™
(Zymo Research, ABD) kiti ile firmanin 6ngordiigii sekilde asagida verilen yontemle
temizlendi (saflastirildi).

eYapilan PZR reaksiyonunun tamami temiz steril bir Eppendorf tiipiine
aktarildiktan sonra tiipiin icerisine 50 pL Binding buffer konularak pipet yardimiyla
karistirildi.

e Bu karisimin tamamu filtreli tiipe aktarilarak 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca
santrifiij edildi.

¢ Toplama tiipiinde biriken s1v1 kisim pipet yardimiyla uzaklastirilarak kolon tekrar
ayni tiipe yerlestirildi,

e Uzerine 700 mL Membrane Wash Solution eklendi ve tekrar 14.000 rpm’de 1
dakika boyunca santrifiij edildi (bu islem iki kez tekrarlandi).

e Alta gecen sivi kisim atildiktan sonra kolon Eppendorf tiipe yerlestirilerek tekrar
ayni siire ve hizda santrifiij edildi.

e Santriflij sonrasinda kolon yeni Eppendorf tiipiine aktarilarak tizerine 50 mL
Elution buffer eklendi 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi.

¢ Oda sicakliginda 2 dakika beklendikten 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij
edildi.

e Kolon atilarak elde edilen saf PZR {iriinii agaroz jel elektroforezinde dogrulanarak
kullanima kadar 4°C’de saklandi.Temizlenen PZR f{iriiniintin sahip oldugu restriksiyon

kesim bolgelerinden daha rahat bir sekilde kesilerek ekspresyon vektdriine transferini
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gerceklestirebilmek igin araci olarak pGEM®-T/Easy Vector Systems (Promega Co.,
Medison, ABD) kullanilarak ligasyon yapild1 (Sekil 3).

Xmn | 2009
174

1 start
Sca 1 1890 e12707/ | Apal | 14
. Aat | 20
f1 ori Sphl | 26
BstZ || 31
Necol | 37
Amp' BstZ | j%
DGEM®-TEasy  JacZ dorl |
Vector T EcoR 1| 52

(3015bp)

Spe 64
EcoR1 | 70
Not | i
BstZ | 77
_ Pstl | 88
ori Sal | a0
Nde | 97
Sacl | 109

BstX| |118 &

Nsi | 127 §

141 =

T sps e

T7 Transcription Start
AT ATGOT GACKG e CoaoT TAMGC COGOE TOOAG Cotrc ChoGG Cotte Gatac
T7 Promoter [ Il I
Apa | Aar 1l Son | Bstz | Ncol

GCGGC CGCGGE GAATT CGATT3
CGCCG GCGCC CTTAA GCTA

ATCAC TAGTG AMTTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

(C'D"ed msert)S’TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
I

NoTT | [ NefT ]|
2 Sac ll EcoR | Spe | EcoR | Neat 1 Pstl Sail
BsiZ | BsiF |

SPE Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AMAT .. . 37
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... 5"

[ || I | SPE Promoter
MNde | Sacl BstX 1 Nsil

Sekil 4. pGEM-T/Easy vektor sistemi ve klonlama bolgesi (Promega Tech, 2012)

Bunun i¢in;
¢ 3 ul saflastirilmig PZR {iriindi,
e 2 ul sulandirilmis pGEM®-T/Easy vektdr
o1 ul T4 DNA ligaz (3 U/ul)

¢ | ul Rapid Ligation Buffer
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Son hacim 10 pL olacak sekilde distile su ile tamamlanarak hazirlandi. Hazirlanan
karisim 4°C’de bir gece tutulduktan sonra uygun bir konak hiicre olan E. coli DH5a
hiicresine aktarildi. Rekombinant vektoriin konak hiicreye aktarilmasindan once, konak
hiicre soguk CaCl, yontemiyle alic1 (kompetan) hale getirildi. Bunun i¢in asagidaki
yontem kullanildi.

¢ Gece boyu inkiibasyona birakilan E. coli DH5a kiiltiirti, 100 mL LB besiyerine
1/100 oraninda seyreltildi,

e Gece kiiltiirtinden 30 mL LB’ye 1,2 mL konularak 37°C’de yogunluk ODeoo: 0,45-
0,55 olana dek tekrar inkiibe edildi,

e Inkiibasyon sonras1 10 dakika buzda bekletildikten sonra 4500 rpm’de 8 dakika
santrifiij edildi,

eElde edilen bakteri pelletine 10 mL soguk steril 100 mM CaCl, eklendi ve
sispanse edildi,

e Bakteri siispansiyonu 30 dakika buz icerisinde bekletildikten sonra tekrar 4500
rpm’de 8 dakika santrifiij edildi,

e Pellet iizerine 2 mL soguk steril 100 mM CaClz eklenerek tekrar siispanse edildi
ve hazirlanan kompotent hiicre kullanima hazir halde 2 saat 4°C’de saklandi.

Rekombinant vektoriin alict konak hiicreye aktarimi agagidaki bicimde yapild;

o5 uL ligasyon iriinii 50 pL alict hiicre ile 1,5 mL Ependorf tiip icerisinde
karistirild1 ve karigim buz igerisinde 30 dakika bekletildi,

¢ 42°C’de 2 dakika boyunca inkiibe edildi, sonra reaksiyon tiipii 2 dakika boyunca
buzda bekletildi,

o Tiip icerisine 200 mL LB eklenerek 37°C’de 150 rpm hizda 2 saat inkiibe edildi,

e inkiibasyon sonrasi kiiltiir 6000 rpm’ de 2-3 dakika santrifiij edildi ve 100 pL’si
daha once hazirlanan X-gal/IPTG’ye ampisilin antibiyotigi iceren LB agar petrilerine
steril baget yardimiyla ekildi,

e Petriler gece boyu mavi-beyaz koloni se¢imi i¢in 37°C’de inkiibe edildi.

e Petrilerden segilen beyaz koloniler, plazmit DNA’larini izole etmek i¢in 50 pg/ml
ampisilin igeren LB besi yerine ekim yapilarak 37°C’de 150 rpm’de gece boyu inkiibe
edildi.

Elde edilen kiiltiirlerden plazmit DNA izolasyonu, ZymoPURE™ Plasmid
Miniprep Kit ile asagidaki sekilde izole edildi;
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eilk asamada cogalan biitiin beyaz kolonilerden ve karsilastirma yapmak icin
negatif kontrol olarak, iireyen mavi koloniden bir tane segilerek 50 pg/ml ampisilin igeren
LB besi yerine (3 mL) konularak 37 °C’de gece kiiltiirii atild1,

e Ureyen kiiltiirler, 1,5 mL Eppendorf tiipiine aktarild1 ve yiiksek hizda 1 dakika
santrifiij ederek ¢oktiiriildii. Stipernatant kism1 dokiildii,

o Coktiiriilen bakteri pelleti 250 uL Zymo Pure P1 soliisyonu eklendi ve pipet
yardimiyla karistirilda.

e Uzerine 250 pL Pure P2 soliisyonu eklenerek 6-8 kez alt iist edildi ve 3 dakika
oda sicakliginda bekletildi.

e Sonrasinda 250 pulL Zymo Pure P3 soliisyonu eklenerek 3-4 kez alt iist edildi ve 5
dakika buzda bekletildi.

o5 dakika boyunca 16.000 g’de santrifiij edildikten sonra siipernatant yeni
Eppendorfa aktarildu.

e Uzerine binding buffer eklenerek karistirildi ve tamami koleksiyon tiipiine
aktarildi.

e | dakika boyunca 5000 g’ de santrifiij edilerek siipernatant dokiildii.

¢ 800 pl Wash1 soliisyonu eklendi ve 5000 g’ de 1dakika boyunca santrifii edilerek
siipernatant dokiildii.

¢ 800 ul Wash2 soliisyonu eklendi ve 5000 g’ de 1dakika boyunca santrifiij edilerek
siipernatant dokiildii.

¢ 200 ul Wash2 soliisyonu eklendi ve 5000 g’ de 1dakika boyunca santrifiij edilerek
slipernatant dokiildii.

e Koleksiyon tiipiindeki filtre yeni Eppendorf tiipe aktarilarak 1 dakika boyunca
10.000 g’de bos olarak santrifiij edildi.Santrifiijden sonra filtre tekrar yeni Eppendorfa
aktarildi.

e Uzerine 25 uL Elution Buffer eklendi ve 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.1
dakika boyunca 10.000 g’de santrifiij edildi.

eizole edilen pDNA’lar, agaroz jel elektroforezinde tespit edilerek kisa siireli
depolama i¢in +4°C’ye kondu.

Yapilan islemlerde alinan DNA parcasinin dogrulugundan emin olmak i¢in tekrar
ayni enzimlerle kesim iglemi yapildi. Kesim sonucu dogrulanan kolonilerden tekrar gece

kiiltiirii yapilarak Zymo PURE™ Plasmid Miniprep Kit ile Elde edilen pDNA’lar % 1°lik
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agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Dogru klon se¢imi i¢in agaroz jel elektroforezinden
sonra restriksiyon kesimi yapilarak ilgili geni tasiyip tasimadig: belirlendi. Dogru klon

tespit edildikten sonra yeni kiiltiir hazirland1 ve gliserol stogu halinde -20°C’de saklandi.

2.2.3.3. Rekombinant Plazmidin Restriksiyon Endoniikleazlar ile Kesimi

Dogru koloninin se¢imi i¢in hazirlanan reaksiyon;
o1 ng rekombinant pDNA,
o 1X ikili kesim (double digest) tamponu,
e 1 {inite Ncol restriksiyon enzimi,
e | {inite Xhol restriksiyon enzimi,
son hacim 50 pl olacak sekilde steril distile su ile steril bir 1,5 mL Eppendorf tiipiine
konduktan sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe edilerek tamamlandi.
Restriksiyon enzimiyle yapilan kesim islemi sonucunda elde edilen iiriinler pozitif
kontrol ile birlikte % 1°lik agaroz jelde yiiriitildii. Pozitif kontrol olarak PZR {iriinleri
kullanildi.

2.2.3.4. gchl icin DNA Baz Sirasimin Belirlenmesi

Rekombinant plazmidin restriksiyon endoniikleazlar ile kesimi sonucunda DNA
baz sirasinin belirlenmesi i¢in dogrulanan plazmitten atilan kiiltiirden yukaridaki sekilde
ZymoPURE™ Plasmid Miniprep Kit ile saf olarak izole edilen pGEM-T/Easy/gchl
rekombinant pDNA’s1 ilgili firmanin onerdigi sekilde hazirlanarak dizi analizinin
yapilmasi i¢in Macroge Inc. (Hollanda) firmasina gonderildi. ilgili firma tarafindan
dogrulanan kesim sonuglart ve DNA dizi analizinden sonra gen ekspresyonunun

saglanabilmesi i¢in ekspresyon vektoriine klonlama islemlerine gegildi.

2.2.4. Genin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Gen ekspresyonunda pET28a(+) vektori kullanildi. pET28a(+) vektorii, kanamisin
diren¢ geni icermekte olup klonlanacak genin klonlama sartlarina bagli olarak N ucuna
veya C ucuna histidine aminoasitleri ekleyecek sekilde dizayn edilmistir. Bdylece

ekspresyon sonucunda iiretilen protein ilave olacak olan histidine birimleri sayesinde Ni
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veya Cu afinite kromatografisi yontemiyle kolaylikla saflastirilabilmektedir. Kullanilan
pET28a(+) vektorii Sekil 5°de gosterilmektedir.

gchl genin ekspresyon vektoriine aktarilabilmesi igin pGEM-T/Easy/Aagchl
rekombinant plazmidinden restriksiyon enzimlerle kesilerek alindi. Kesimin
yapilabilmesi i¢in gerekli sartlar agagidaki gibidir.

¢ | ug rekombinant pDNA,

¢ 1X double digest tamponu,

e | iinite Ncol restriksiyon enzimi,

e | iinite Xhol restriksiyon enzimi,

20 pl son hacimde steril bir 1,5 mL Eppendorf tiipiine konduktan sonra 37°C’de 25
dakika inkiibe edilerek tamamland.

Kesim islemi sonucunda elde edilen kesim iiriinii % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek
tespit edildi. Aktarilmak istenen DNA fragmenti (Ncol ve Xhol bolgesi tagiyan gchl geni)
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) ile asagidaki gibi jelden izole
edildi.

¢ % 1’lik agaroz jel elektroforezi icin jel dokiilmeden once, kesim sonuglarinin
tamaminin ylriitiilebilmesi i¢in jel taraklar1 bant ile bantlanarak biiylik kuyucuklar
olusturuldu ve olusan kuyucuklara kesim triinleri yiiklenerek yiiriitiildii.

e Yiiriitme isleminin ardindan elde edilen DNA bandi UV 1sik altinda
gorilntiilenerek steri bir nester yardimiyla kesildi ve steril bir 1,5 santrifiij tiipiine kondu.

e Santrifiyj tiipliniin 6ncelikle bos halde darasi alinarak agirlig1 hesaplandi.

e Her jele mg basina 300 uL ADB (Agarose Dissolving Buffer) eklendi ve tiipiin
icerisindeki agaroz jelin tamami eriyene kadar 37-55°C’de sallamali thermoshakerda
inkiibe edildi,

¢ Erime tamamlandiktan sonra tiipteki jelin tamami spin kolona aktarilarak 30-60
sn 10000 g’de santrifiij edilerek altta kalan siv1 pipet yardimiyla atildi.

e Uzerine 200 L Wash Buffer eklenerek 30 saniye 10000 g’de santrifiij edildi (Bu
islem iki kez tekrarlandr).

e Spin kolon yeni steril bir 1,5 mL’lik Eppendorf tiipe takildi. Uzerine 12 uL DNA
Elution Buffer eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda bekletilerek 10000 g’de 30-60 saniye

santrifiij edildi.
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Sap li3108)
Bst1107 1(2945) / —
Tthi111 l{2969)

T7 promoter primer #69348-3

. —_—
ET upstream primer #69214-3
P p. Bg;”p T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCBAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGEATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neol His*Tag _Ndel Nhel T7+Tag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGLCELGCGECAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTEGACAGCAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn
Eag| thrombin
BamH | EcoR| Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol His*Tag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGABCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28al+)
MetGlyArgGlySerGluPheGluleuArghrgGinAlaCysGlyArgThrArgAlaPreProProProProleuArgSerGlyCysEnd

GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTECTAACAAAGCCC  pET-28b(+)
GlyArgAspProAsnSerSerSerValAsplysLeuAlahAlaAlaleuGluHisHisHisHisHIisHisEnd

GETCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGLGELCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGLTGLTAACARAGLLE pET-28c(+)
GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerleulrgPreHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgleuleuThrlysPro

Bpu11021 T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGEGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGRTTTTTTG

—eeee.
T7 terminator primer #69337-3

Sekil 5. Ekspresyon i¢in kullanilan pET28a(+) vektorii ve klonlama bolgesi (Novagen
TBO074, 2012’den degistirilerek)
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e Elde edilen saf PZR {iriinliniin 3 puL’si agaroz jelde yiiriitiilerek dogrulandr ve
artan {irlin bir dahaki kullanima kadar 4°C’de saklandi.

Bu islemlerin uygulanmasindan sonra ekspresyon vektorii olarak segilen
pET28a(+) (Novagen, USA) vektorii de asagidaki sartlarda kesilerek alici plazmid haline
getirildi.

o3 ug pET28a(+) vektort,

e 3 uL 10X restriksiyon enzim tamponu,

e | iinite Ncol ve Xhol restriksiyon enzimi,

e3 uL 1 mg/ml BSA (bovine serum albumin) ve son hacim 50 pL’ye tamamlanana
kadar DNA eklenmeden steril bir 1,5 mL Eppendorf tiipiine konuldu ve reaksiyon
37°C’de 30 dakika tutularak gerceklestirildi.

Kesim iirlinli % 1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek tespit edildikten sonra
gereken fragment DNA Clean&Concentrator™ Kit (Zymo Research) kullanilarak
yukaridaki sekilde saflagtirildi.

Saflastirilan pET28a(+) genin ekspresyon vektoriine yapistirilabilmesi igin gerekli
olan ligasyon sartlar1 kullanima uygun olarak asagidaki gibi hazirlandi.

Bunun i¢in,

e4ul 10X ligaz tamponu,

o2 puL 50 ng/pl pET28a(+) vektorti,

o1 uL T4 DNA ligaz enzimi,

¢ 3 pmol insort DNA (Ncol ve Xhol bolgesi tagiyan gchl geni),

10 pL son hacim olacak sekilde su eklenmeden steri 1,5 mL Eppendorf tiipiine konularak
hazirland1 ve reaksiyon 4°C’de gece boyu inkiibe edilerek tamamlandi.

Yapilan ligasyon isleminin ardindan rekombinant plazmitler, daha Once
hazirlandigi gibi 100 mM soguk CaCly ile alict hale getirilmis E. coli BL21(DE3) pLysS
hiicresine 1s1 soku ile aktarildi. Aktarim sonucunda petride lireyen kolonilerden se¢im
yapild1 ve dnceki koloni se¢im sartlarinda oldugu gibi izolasyon yapilarak dogru klon
tespit edildi.

Klonlarin dogrulugundan emin olmak i¢in tekrar restriksiyon enzimlerle kesildi
ve baglangigta kullanilan primerlerle PZR yapilarak dogrulugu kanitland.

E. coli BL21(DES3) pLysS kiiltiirii ekspresyon ¢alismalarinda 30 mg/mL kanamisin
iceren LBA petrisine ekim yapilarak 37°C’de gece boyu inkiibasyon yapildiktan sonra

+4°C’de ve gliserol stogu halinde ise -20°C’de saklandi.
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2.2.5. gchl Geninin Ekspresyonu

Gen ekspresyonuna baslamadan once ekspresyon sartlar1 optimize edildi. Bu
sartlar uygun ekspresyon sicakligi ve sonrasinda proteinin denatiirasyon sicakligi ve
stiresi olarak belirlendi.

Bunun i¢in E. coli BL21(DE3) pLysS Kkiiltiirii ekspresyon c¢alismalarinda
kullanilmak tizere ve 30 mg/mL kanamisin igeren LB’ye ekim yapilarak 37°C’de bir gece
inkiibe edildi. Bu inkiibasyon sonrasi, 500 mL’lik erlende 100 mL kanamisinli LB
besiyerine ODegoo degeri 0,1 olacak sekilde seyreltilerek gece kiiltiirii ekildi ve 37°C’de
inkiibasyona devam edildi. Kiiltiirtin ODsoo degeri 0,8 araligina geldiginde son hacim
1mM olacak sekilde 1 M IPTG ilave edilerek 4 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
kiiltiir falkon tlipe aktarilarak 6000 rpm’de 10°C sogutmali santrifiijde 8 dakika
coktiiriildii. Elde edilen pellet kullanima hazir -20°C’de sakland.

2.2.6. Proteinin Saflastirilmasi

2.2.6.1. Proteinin Ni-NTA Kolon ile Saflastiriimasi

Rekombinant protein His Link™ Protein Purification System (Promega, Medison,

WI, USA) kullanilarak saflastirildi. Bunun i¢in asagidaki yontem kullanildi.

e Rekombinant plazmidi igeren hiicre kiiltiirii 4500 rpm’de sogutmali santrifiijde
coktirtldd,

eElde edilen pellet steril su ile siispanse edildi ve yeniden ayni sartlarda
coktiirtilerek besiyerinden temizlendi,

¢ Pellet daha sonra 5 mL 1X PBS igerisinde siispanse edildi,

e Siispansiyon -20°C’de dondurulduktan sonra oda sicakliginda tekrar ¢ozduirildii,

e Dondurma ¢6zme islemi iki kez tekrarlandiktan sonra 4500 rpm’de 10 dakika
boyunca santrifiijlendi,

e Elde edilen pellet, 5 mL Ni Binding Buffer kullanilarak ¢6ziildii,

¢ Daha sonra 3 dakika % 30 amplitude, 30 saniye ON/OFF sartlarinda buz igerisinde
sonikator ile parcalandi, Sonikasyon sonrast -20°C’de donduruldu ve tekrar oda

sicakliginda tamamen ¢oziinmesi beklendi
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¢ Erime sonunda tekrar ayni sartlarda sonike edildi,
¢ 14000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek siipernatant alindi,
e Siipernatant 70°C’de 15 dakika inkiibe edilerek konak hiicreden gelebilecek
kontamine proteinler ortadan kaldirildi,
e inkiibasyon sonrasi tekrar 14000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek siipernatant
alind1.
Sonikasyon sonrasinda protein saflastirilmasi igin iretici firmanin 6ngordiigii
sekilde saflastirma yapildi. Buna gore, 6ncelikle asagidaki tamponlar hazirlandi.
1. Baglanma tamponu olarak 10 mM imidazol i¢geren 100 mM HEPES (pH 7.5),
2. Yikama tamponu olarak 10-100 mM imidazol i¢eren 100 mM HEPES (pH 7,5)
serileri,
3. Eliisyon tamponu olarak ise 250-1000 mM imidazol igeren 100 mM HEPES (pH
7,5) serileri kullanildu.
Tamponlar hazirlandiktan sonra asagidaki yonteme gore protein saflastirildi.

e Yukarida elde edilen lizat kolona uygulanmadan once kolon Ni-NTA resin ile
dolduruldu,

¢ Kolonun tamamen dengelenmesi beklendi,

e Dengelenme sonrasinda kolon hacminin 5 kati hacimde baglanma tamponu
eklendi,

e Sonrasinda sonikasyonda elde edilen lizat yavas¢a kolona yiiklendi,

¢ Kolonun akis hiz1 1 mL/dakika olacak sekilde ayarlandi,

e Lizatin akis1 tamamlandiktan sonra kolon hacminin 10-20 kat1 yikama tamponu
ile yikandi. Bunun i¢in 6nce 10 mM imidazol ieren 100 mM HEPES (pH 7,5) kolondan

gecirildi sonrasinda hazirlanan diger seriler kolona tatbik edildi,

¢ Yikama sonrasinda, yukaridaki gibi diisiik konsantrasyondan baglanarak sira ile
elisyon tamponlar1 kolondan gegcirildi.

¢ Yukaridaki tiim uygulamalar BioLogic LP System (BioRad, ABD) kullanilarak
yapildi ve eliisyonlar, fraksiyon kollektoriinde ayrilarak alindi. Uygulama sonrasi
%12’lik SDS-PAGE ile protein tespit edildi. Proteinin alindigi fraksiyon ornekleri
birlestirildi.

e i¢erisinde imidazole igermeyen tamponda (100 mM HEPES, pH 7,5) gece boyu

diyaliz yapildi.
34



2.2.6.1. SDS-PAGE Analizi

Oncelikle SDS-PAGE analizinin yapilabilmesi i¢in kullanilacak olan tiim ¢ozeltiler
hazirlandi. Cozeltilerin hazirlanigi asagida verilmistir.

%30’luk  Akrilamid: 29,2 g akrilamid, 0,8 g bisakrilamid (N-N-
dimetilbisacrilamid) tartilarak 6nce 50-60 mL suda coziilerek 100 ml distile suyla
tamamlandi. 4°C’de saklandi.

%10’luk SDS: 10 g SDS tartilarak distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. Karanlikta
oda sicakliginda saklandi.

%10’luk APS: 0,1 g amonyum persiilfat tartildi ve {izeri 1 mL distile su ile
tamamlandi. 4°C’de saklandi.

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris, pH 8,8): 27,24 g Tris-base tartildi. 100 mL
distile suda ¢oziildii. pH’s1 8,8’e ayarlandi. Son hacmi saf su ile 150 mL’ye tamamlanarak
otoklav yapildi.

Yigma Jeli Tamponu (0,5 M Tris, pH 6,8): 18,65 g Tris-base tartildi. 100 mL
distile suda ¢oziildii. pH’s1 6,8’¢ ayarlandi. Son hacmi saf su ile 150 mL’ye tamamlanarak
otoklav yapildi.

Yiiriitme Tamponu: 21,6 g glisin ve 4,5 g Trisma-Base tartildi. Karisim 1,5 mL
distile suda ¢oziildiikten sonra 15 mL SDS eklenerek karigtirildi.

Yikama soliisyonu-1: 10 mL %10 asetik asit, 50 ml %50 metanol ve 40 mL distile
su karistirilarak elde edildi.

Yikama soliisyon-11: 10 mL %10 asetik asit, 7,5 mL %7.5 matanol ve 8,5 mL
distile su karistirilarak elde edildi.

Yiiriitme Boyasi: 400 uL. %10 SDS, 150 uL Tris-HCI-Buffer (pH 6,8), 250 uL
gliserol, 60 puL B-merkaptoetanol vel40 uL Bromofenol Blue 1,5 mL’lik Eppendorf
tiiptinde karistirilarak hazirlandu.

Protein Boyasi: 50 mL %50 metanol, 10 mL %10 asetik asit, 0,25 g Coomassil
Brillant Blue R-250 olarak hazirlanan karisim 40 mL distile su ile ¢6ziindiikten sonra son
hacim 100 mL olacak sekilde hazirland1 ve siizgecten gegirilerek karanlikta oda
sicakliginda saklandi.

SDS PAGE i¢in ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra analizi asagidaki sekilde yapildi:

Protein ekspresyonu ile ilgili 6zelliklerinin belirlenmesi esnasindan Maniatis ve

ark.’na (1982) gore %12’lik SDS-PAGE hazirlandi. Elektroforez, 1 mm kalinliginda
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%5’lik yiikleme ve %12’lik ayirma jeli olacak sekilde hazirlandi (Tablo 1). Elde edilen
jel, Coomassie-Blue boyasi ile boyanarak sonuglar belirlendi. Uygulanan yontem su
sekildedir;

Poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilacak olan orneklerden istenilen
miktarlarda alinarak 1,5 mL’lik Eppendorf tiipiin igerisine konuldu. Igerisine 1:1 oraninda
yiiriitme boyasi eklendi ve drnekler 1sitict blok tinitede (Eppendorf Thermomixer Comfort
1,5 mL) 95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek proteinler denatiire edildi. Hazirlanan jel
donduktan sonra liretici firmanin prosediiriine uygun sekilde yiiriitme tankina yerlestirildi
ve tank SDS yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Pipetdr yardimi ile 30 pL 6rnek 10 pL
yiirlitme boyas1 karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Boya, jelden ¢ikana kadar 1 saat 27
mA’de (150 V) yiiriitiildii. Yiriitme isleminden sonra jel, CoomassieBrillant mavisini
iceren boyama ¢ozeltisi i¢inde hafifge sallanacak sekilde yaklasik 2-3 saat bekletildi.
Boyanan jel daha sonra yikama ¢ozeltileri ile gece boyu yikanarak protein bantlarinin
goriiniir hale gegmesi saglandi. Elde edilen sonuglar bir bilgisayar tarayicisi ile taranarak

goriintlilendi.

2.2.6.2. Protein Miktar:1 Tayini

Calisma boyunca kullanilan tiim proteinlerin miktarin1 tayin etmek ig¢in
Bradford’un (1976) gelistirdigi metod kullanilarak gerceklestirildi. Bu metoda gore 100
mL Bradford ¢6zeltisi asagidaki gibi hazirlanmistir.

o5 mL %95°lik etanol igerisinde 10 mg Commassie Brillant Blue G-250 iyice
¢oOziildii.

e Uzerine 10 mL %85’lik fosforik asit ilave edilerek 100 mL’ye saf su ile
tamamlandi.

e Cozelti filtre kagidi ile siiziilerek temizlendi.

e Protein miktar1 yukarida hazirlanan ¢ozelti ve standart olarak bovin serum
albumin (BSA) kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisine gore hesaplandi.

e Kalibrasyon egrisi i¢in; 2, 4, 8, 10, 15, 30, 50, 75, 100, 125, 150 ve 200 ug BSA
iceren ¢ozeltiler 0,15 M’lik NaCl ile 100 pL’ye tamamlandi.

e Uzerlerine 5 mL boya ¢dzeltisinden ilave edilerek vortekslendi. 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Xmark Microplate Spectrophotometer (BioRad, ABD) cihazi

ile 595 nm’de standart kalibrasyon egrisi olusturuldu.
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e Orneklerin protein miktar1 analizi i¢in, BSA yerine analizi yapilacak numune

kullanilarak ayni islemler gergeklestirildi.

2.2.7. Proteinin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

GCH I enziminin aktivitesinin belirlenmesi i¢in, aktivite deneyleri yapildi. Bunun
icin Hizal, 2013’e gore optimize edilen yontem asagida verilmistir.

100 uL son hacimde 50 mM Tris HCI pH 8,0, 2 mM MgClz, 1 mM GTP ve 5 uL
enzim igeren reaksiyon 55°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 30 pL
oksidasyon soliisyonu (%1 I> ve %2 KI igeren soliisyon) eklendi ve 15 dakika karanlik
ortamda bekletildi. 15 pL %?2’lik askorbik asit soliisyonu eklendikten sonra
spektroflorometrede 350 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boylarinda dl¢iim

yapildi. Standart olarak dihidroneopterin kullanildi.

2.2.8. Enzim Optimum pH Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzimin en iyi ¢alistigt pH degerini belirlemek i¢in, pH 5,5 ve 6,0 i¢in MES, pH
5,8-6,6-7,2 ve 8,0 i¢in potasyum fosfat, pH 7,5-8,0 ve 8,8 i¢in Tris-HCI ve son olarak da
pH 9,0 i¢in Glisin NaOH tamponlar1 hazirlandi ve yukaridaki reaksiyon (Baslik 2.2.7) bu
tamponlarda tekrarlandi. Elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen grafige gore optimum pH

degeri belirlendi.

2.2.9. Enzimin Optimum Sicaklik Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzimin en iyi ¢alistig1 sicaklik degerini bulabilmek i¢in yukarida belirlenen
tamponun kullanildigi standart yontemde, pH 7,2 ’lik potasyum fosfat ¢ozeltisi
kullanilarak islem gergeklestiridi. Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicakliklig
belirlemek amaciyla reaksiyon 37-45-50-55-60-65-70-75-85°C’lerde gergeklestirildi.

Elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen grafige gore sicaklik degeri belirlendi.
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2.2.10. Enzimin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Enzimin Kmn ve Vmax kinetik degerlerini bulmak i¢in yukarida verilen standart
yontemde pH’s1 7,2 olan potasyum fosfat tamponu kullanildi ve 70°C’de aktivite tayinleri
yapildi. Bunun i¢in substrat (GTP) kullanim konsantrasyonu degistirildi. Bu degisim i¢in
reaksiyona 10-50 uM ve 0,1-2 mM konsantrasyonlarda GTP igeren deneyler
gergeklestirildi. Orjin 8.1 programi ile Michaelis-Menten grafigi ¢izildi.

2.2.11. Enzimin Aktivitesi Uzerine Metallerin EtKkisi

Metallerin enzim aktivitesine olan etkisini bulabilmek i¢in yine yukarida verilen
standart yontemde pH 7,2 potasyum fosfat tamponu kullanildi ve 75°C’de metal
aktivitesine bakildi. Bunun i¢in 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 5 mM, 10 mM olacak sekilde
Na*, K*, Ca*?, Cu*?, Hg*2, Mg*2, Mn*2, Zn*?, Al*3 ve Fe™® metalleri kullanilarak deneyler

yapildi. Elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen grafige gore aktiviteleri belirlendi.

2.2.12. Enzimin Aktivitesi Uzerine Diger Adjuvantlarin EtKisi

Enzim aktivitesi lizerine deterjan etkisini belirlemek i¢in yine daha dnce belirlenen
standart aktivite yonteminde pH’s1 7,2 olan potasyum fosfat tamponu ve 75°C sicaklik
kullanild1. Adjuvant etkisi i¢in SDS, Triton X-100 ve EDTA kullanildi. SDS igin %0,1-
0,20,3ve 1, EDTA i¢in %0,5-1-2- 5-10 ve 20, Triton X100 i¢in ise %0,5, 1, 3 ve 5 olacak
sekilde deneyler gergeklestirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kaynak Bakteriden Genomik DNA Izolasyonu ve gchl Geninin PZR ile Tespiti

Yapilan ¢alismada kullanilan A. amylolyticus bakterisine ait -20°C’de saklanan
gliserol stogundan 5 ml sivi LB besiyerine ekim yapildi. Sonrasinda elde edilen kiiltiir
14000 rpm’de 3 dakika boyunca ¢oktiiriildii ve pelletten Wizarde SV Genomic DNA
Purification System (PromegaCo., Medison, USA) kiti ile {iretici firmanin prosediiriine
uygun sekilde kullanilarak genomik DNA (gDNA) izole edildi. Izolasyon sonrasi elde
edilen gDNA, %]1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. izole edilen gDNA, daha
sonra tekrar kullanilmak iizere -20°C’de saklandi. Sonrasinda gchl geninin PZR ile
cogaltilabilmesi i¢in dizayn edilen primerler kullanildi ve yapilan bu PZR sonucunda, 561

bp biiyiikliigiinde oldugu bilinen gen tespit edildi (Sekil 6).

Sekil 6. A. amylolyticus gchl geninin PZR sonucu (A: PZR Uriini,
B: Fermentas Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder SM0311)

3.2. PZR Uriiniiniin pGEM-T/Easy Vektériine Klonlanmasi

Reaksiyon sonucunda elde edilen PZR iiriinii, DNA Clean&Concentrator™ Kiti (Zymo
Research) ile iiretici firmanin prosediiriine uygun sekilde jelden temizlendi. Saflagtirilmis
PZR iiriiniiniin sahip oldugu restriksiyon bolgelerinden kolay bir sekilde kesim yapip
ekspresyon vektoriine aktarabilmek igin araci olarak pGEM®-T/Easy Vector Systems
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(Promega Co. Medison, USA) kullanildi. Yapilan ligasyon sonrasi ligasyon iiriinii, E. coli
DH5a hiicresine aktarildi. Aktarimdan sonra iireyen kolonilerden mavi-beyaz ayrimina
gore secilerek tekrar plazmit izolasyonu yapildi. Bunun igin ZymoPURE™ Plasmid
Miniprep (Zymo Research) kiti firmanin prosediiriine uygun bi¢imde kullanilarak pPDNA

izolasyonu tamamlandi.

3.3. Rekombinant Plazmidin Restriksiyon Endoniikleazlar ile Kesimi

Dogru koloninin se¢imi igin hazirlanan kesim reaksiyonunda primerlerdeki
bolgeler kullanilarak yapildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen kesim {iriinii, pozitif
kontrol olarak PZR iiriinii ve negatif kontrol olarak kesilmemis pDNA (pGEM-
T/Easy/Aagchl) iirtinti kullanilarak %1°lik agaroz jelde tespit edildi (Sekil 7).

Sekil 7. A. amylolyticus gchl genini tastyan pGEM-T/Easy plazmidinin Ncol ve Xhol
enzimleri ile kesimi (A ve D: Kesilmis pGEM-T/Easy/Aagchl vektorii, B ve C:
Kesilmemis vektor)

3.4. Aagchl Geninin DNA Baz Sirasinin Belirlenmesi
Istenilen plazmidi tastyan kiiltiirden kit yardimiyla saf olarak izolasyonu yapilan
pGEM-T/Easy/Aagchl rekombinant pDNA’s1 ilgili firmanin prosediiriine gore

hazirlandi. Dizi analizi yapmak i¢in Macrogen Inc. (Hollanda) firmasina gonderildi. Elde

edilen sonucun ¢alismay1 dogruladig: tespit edildi.
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Tablo 2. AagchI’e ait DNA ve aminoasit sirasi

atgaatgtagaacaaatcgaacaggctgtccgcecttaattttagaagcgattggagaagatcc
gaatcgcgaagggttgctcgatacaccgaagcgagtggcgaaaatgtatgcagaagtgtttt
caggcttgaatgaagatccgaaaatacatttgcaaacggtgtttagtgaagatcatgaagag
cttgtcctcgttaaagatattccgttttattccatgtgtgaacatcatctecgtecegttttt
cggcgtggctcatgtcgcatacatcccgegtggcggcaaagtgacagggttaagcaaactcg
cacgagcagtcgaaacagtggcgcgccgtccgcagttacaagaacgaattacggcaacagte
gctgatgcgattatggagacgctcgagccgcatggagtgatggttgttgtcgaggcagaaca
tatgtgcatgacgatgcgcggcgtgaaaaaaccaggagcgaaaacggtcacaactgecggtte

gtggaacgcttgcaacggacgagaaagcacgtgctgaaatattagcgctcattaagtag

MNVEQIEQAVRLILEAIGEDPNREGLLDTPKRVAKMYAEVFSGLNEDPKTHLQTVFSEDHEE
LVLVKDIPFYSMCEHHLVPFFGVAHVAYTIPRGGKVTGLSKLARAVETVARRPQLQERITATV

ADATMETLEPHGVMVVVEAEHMCMTMRGVKKPGAKTVTTAVRGTLATDEKARAEILALIK-

3.5. Aagchl Geninin Ekspres Edilmek Uzere pET28a(+) Vektoriine Klonlanmasi ve
Ekspresyonu

Dogrulugu belirlenen klon ve pET28a(+) plazmidi ayn1 enzimler kullanilarak ayr1
ayr1 kesim yapildi. Kesilen 6rnekler jelden saflagtirilarak ilgili firmanin prosediiriine gore
ligasyon ile yapistirildi. Ligasyon {irlinii ekpresyon calismasini yapmak i¢in 100 mM
soguk CaClzile alic1 hale getirilerek E. coli DH5a hiicresine aktarildi. Aktarim sonrasinda
tireyen kolonilerden se¢im yapilarak daha dnce oldugu gibi izole edilerek dogru klon igin
tespit edildi. E. coli BL21(DE3)pLysS/pET28a(+)/Aagchl hiicresi ekspresyon i¢in hazir
hale getirilmis oldu. Klonlama yukarida oldugu gibi kesim ve PZR ile dogruland1 (Sekil
8). Sonrasinda ekpsresyon yapilarak SDS-PAGE’de yiirtitiildii (Sekil 9).

41



Sekil 8. pET28a(+)/AagchI’nin kesim ile dogrulanmasi (A: Kesilmemis {iriin, B:
Kontrol, C: Kesilmis Uriin)

kDa
-~180
-~130

-~100
- 10

- ~55

-~35

Sekil 9. PAGE Jel Elektroforez Goriintiisii (A: kaba ekstrakt, B: Ist muamelesi, C: Ni-
NTA afinite kromatografisi, D: Diyaliz, M: PageRuler Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific, ABD)).
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3.6. Proteinin Biyokimyasal Karakterizasyonu

GCHI1 enziminin aktivitesini belirlemek i¢in aktivite deneyi yapildi. Standart
yontem olarak 100 puL son hacimde 50mM Tris HCI pH 8,0, 2 mM MgCl2, 1 mM GTP
ve 0,2 uM enzim igeren reaksiyon 55°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 30
uL oksidasyon soliisyonu eklendi ve 15 dakika karanlik ortamda bekletildi.15 pL % 2’lik
askorbik asit soliisyonu eklendikten sonra 14000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij
edildi. Spektroflorometrede 350 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boylarinda
Olglim yapildi. Standart olarak dihidroneopterin (NH2TP) kullanildi. Reaksiyon

sonrasinda enzimin bu sicaklik degerinde aktif oldugu belirlendi.

3.6.1. Enzimin Aktivitesine pH EtkKisi
Optimum pH aktivitesini belirlemek icin farkli pH degerlerinde bir seri aktivite

deneyleri yapildi. Yapilan deney sonucunda enzimin en iyi aktivite gosterdigi tamponun

potasyum fosfat pH 7,2 oldugu belirlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. Enzime ait pH grafigi

3.6.2. Enzimin Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Yapilan deney sonucunda enzimin optimum pH degeri belirlendikten sonra en iyi
calistig1 sicaklik degerine bakmak icin daha Once belirlenen standart reaksiyon 35-
85°C’lerde yenilendi ve en uygun ¢alisma sicakliginin 70°C oldugu tespit edildi (Sekil
11).
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Sekil 11. Optimum sicaklik bagil aktivie grafigi

3.6.3. Enzimin Kinetik Parametre Degerleri

Enzimin kinetik verileri olan Kn ve Vmax degerlerini bulmak i¢in yukarida verilen
standart reaksiyonda substrat (GTP) kullanim konsantrasyonlar1 degistirilerek deneyler
yapildi. Bunun igin reaksiyona 0,01-2 mM konsantrasyonlarda GTP eklenerek deneyler
gergeklestirildi. Bunun sonucunda elde edilen veriler Origin 8.1 programinda okunarak
degerlendirildi. Enzimin Vmax’1 6,9 x 10° +2,3x10* nM/dak/mg protein ve Km’si 7,0 +
1,4 uM (R?: 0,96) olarak tespit edildi (Sekil 12). Standart olarak NH>TP kullanild1 (Sekil

13).
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Sekil 12. GCH-I enzimine ait aktivite grafigi
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Sekil 13. NH2TP (nM) Standart grafigi
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3.6.3. Enzimin Aktivitesi Uzerine Metallerin EtKisi

Yapilan deneyde kullanilan metallerin aktivitelerini gérmek i¢in daha Once
belirlenen standart yontem kullanildi. Elde edilen veriler dogrultusunda grafik ¢izilerek

en iyi degerde calistiklar1 araliklar belirlendi.

K* Etkisi
110
100
&0
B0
&0
50
40
30
20
10

(%)

Bagil Aktivite

K* Konsantrasyonu (mM)

Sekil 14. K™ un enzim aktivitesine etkisi

K" iyonunun kullanildigi durumda en iyi 5 mM’da aktivite géstermistir ve 50 mM

konsantrasyonunda tamamen inhibe olmustur.

Mg*? Etkisi
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Sekil 15. Mg*?’un enzim aktivitesine etkisi
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Mg*? iyonunun kullanildigi durumda en iyi 2 mM konsantrasyonunda aktivite

gostermistir ve 5 mM konsantrasyonda tamamen inhibe olmustur.

Cat? Etkisi
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Sekil 16. Ca*?’un enzim aktivitesine etkis

Ca*2konsantrasyonunda en iyi aktivite 1.5 mM’da gdstermistir ve molarite arttikca

aktivitesi diismektedir.

Fe™? Etkisi
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Sekil 17. Fe*® “{in enzim aktivitesine etkisi

Fe*3 konsantrasyon grafigine gore en iyi aktiviteyi 3 mM’ da gdstermis, molarite

arttikca aktivite diismeye baglamistir ve 5 mM’dan sonra tamamen inhibe olmustur.
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Na® Etkisi
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Sekil 18. Na"’un enzim aktivitesine etkisi

Na" konsantrasyon grafiginde en iyi aktiviteyi 5 mM’da gostermistir ve yine

molarite arttik¢a aktivite diismektedir.

Cu™ Etkist
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Sekil 19. Cu*?’1n enzim aktivitesine etkisi

Cu* konsantrasyonunda en iyi aktiviteyi 1.5 mM’da gostermistir ve molarite

arttikca aktivite diismektedir.
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Sekil 20. Zn*?’nun enzim aktivitesine etkisi
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Zn*2 konsantrasyonunda en iyi aktivite degeri 2 mM olarak bulunmustur. Molarite

arttikca aktivite azalmaktadir.

3.6.4.Enzimin Aktivitesi Uzerine Diger Adjuvantlain EtKisi

Yapilan deneyde kullanilan deterjanlarin enzim iizerine aktivitelerini gérmek icin
daha Once belirlenen standart yontem kullanildi. Elde edilen veriler dogrultusunda grafik

cizilerek en iyi degerde c¢aligtiklar: araliklar belirlendi.

Bagil Aktivite (%)
i [ N N w w N
o (%] o [O,] o v o

(]

0 2 4 6 8 10 12
EDTA (mM)

Sekil 21. EDTA’nin enzim aktivitesine etkisi
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EDTA konsantrasyonunda en iyi 1,5 mM’da aktivite gostermistir. Molarite arttik¢a

aktivite azalmis ve 10 mM’da tamamen inhibe olmustur.

120

100

Bagil Aktivite (%)
5 8 3

N
o

0
0 0.2 0,4 0,6 08 1 1,2
SDS (%)
Sekil 22. SDS’in enzim aktivitesine etkisi

SDS %0,2 konsantrasyonda %84,1°lik aktivite kaybina ugradig: goriildii. %1°1ik
konsantrasyonda ise enzim aktivitesi tamamen inhibe olmustur.

Triton X100 denemelerinde ise herhangi bir 6l¢iim alinamadi.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Fenilketonurinin tilkemizdeki goriilme orani1 1/4500 olan ve her yil yaklagik 20-25
cocuktan birinin yakalandigi hastaliktir. Bu hastaligin tedavisinde kullanilan BH4
maddesinin kimyasal sentezine alternatif olarak bakterilerde ekspreslenen GCH-I
enzimidir. Daha 6nce bahsedilen sebeplerden dolayi termofilik karaktere sahip enzimlerin
endiistriyel alanda kullanilmalari tercih edilmektedir (Hizal vd., 2013; Giiven vd., 2011;
Fukara vd., 2007; Karaaga¢ vd., 2004). Calismamizda termofilik karaktere sahip
A.amylolyticus bakterisine ait GCH-I enziminin karakterizasyonunu tamamladik.
Oncesinde genom analizi tamamlanmis olan WK1 bakterisine ait NCBI verilerini
kullanarak bu enzimi kodlayan gene ait veri bilgilerine ulasildi. Elde edilen veriler
sonucunda primer dizayni yapildi. Bu primerler kullanilarak PZR yoluyla tespit edilen
enzimin orijinal susta oldugu gibi 561 baz ¢iftine sahip oldugu belirlendi. Toplamda 184
aminoasit biiylikliigline sahiptir. NCBI verilerine gore enzimin biiyiikliigii olarak yakin
akraba tiirlerine bakildiginda Bacillus subtilis anthracis strain A0248, B. cereus strain Q1
ve AHB820, B. weihenstephanensis strain KBAB4, B. huringiensis subsp. konkukian strain
97-27 ve 189, B. amyloliquefaciens strain FZB42 ve B. subtilis strain 168’de 190,
Geobacillus sp. strain WCH70’de 188, Bacillus halodurans strain ATCC BAA-125 /
DSM 18197 / FERM 7344 [ JCM 9153 / C-125’1erde 299 amino asittir. Diger termofilik
bakterilerde de biiyiikliik bakimindan degiskendir. Ornegin; Thermotoga maritima strain
ATCC 43589 / MSB8 / DSM 3109 / JCM 10099’lerde 259, Thermodesulfovibrio
yellowstonii strain ATCC 51303 / DSM 11347 / YP87’lerde 188, Thermoanaerobacter
pseudethanolicus strain ATCC 33223 / 39E’lerde 188, Thermotoga neapolitana strain
ATCC 49049 / DSM 4359 / NS-E’lerde 259 aa’tir.

Enzimin optimum pH’s1 7,2 olarak bulundu. BRENDA verilerine gére enzimin 6,5
ila 9 pH’larda aktivite verdigi goriilmektedir. Methanococcus janaschii GCHI’inin 6,5
(Grochowski vd., 2007), E. coli‘de 7-85 (Lee vd., 2002), Geobacillus
stearothermophilus’da pH 8,0-8,4 (Suzuki vd., 1979), B. subtilis’te 8,0 (De Saizieu vd.,
1995), Streptomyces tubercidicus pH degeri 7,5-8,5 (Yoo vd., 1998), Thermus
thermophilus’ta 8,5 (Tanaka vd., 2005) ve A. flavithermus pH degeri 8,0 (Hizal vd., 2013)
olarak tespit edilmistir. Genel olarak ele alindiginda nétr pH ile alkali pH arasinda bir pH
istemi goriilmekte olup Anoxybacillus amylolyticus GCH1’i n6tr pH istegine sahiptir.

Enzimin optimum sicaklik degeri icin yaptigimiz karakterizasyon caligmasinda
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sicakligin 70°C oldugunu tespit ettik. Literatiir verilerine baktigimizda GCH-I enziminin
calisma sicakligmin 25-90°C oldugu goriilmektedir. Sicaklik istemi bakimindan
bakteriyal Ozelliginden dolay1r termofilik karakter sergilemesi olduk¢a dogaldir.
Termofilik karakterde olmasma ragmen Thermus thermophilus GCHI1’i 25°C’de
optimum aktivite gostermektedir (Tanaka vd., 2005). Optimum sicaklik istemleri B.
subtilis GCH1’inde 37°C, E. coli GCH1’ inde 42°C, Geobacillus stearothermophilus
GCHT1’ inde 60-65°C, fareler tizerinde yapilan yapilan ¢aligmalarda sicaklik degeri 60°C,
Streptomyces tubercidicus GCH1’inde 40-42°C, A. flavithermus GCH1’inde ise 65°C
olarak tespit etmislerdir (sirasiyla De Saizieu vd., 1995; Yim ve Brown, 1976; Suzuki
vd., 1989; Hatakeyama vd., 1979; Yoo vd., 1998; Hizal, 2013). En yakin akraba tiir olan
A. flavithermus GCH1’i ile oldukga yakin sicaklik istemine sahip oldugunu gormekteyiz.
Aradaki fark muhtemelen farkli amino asit i¢eriginden kaynaklanmaktadir.

Enzime ait kinetik parametreleri i¢in yaptigimiz karakterizasyon ¢aligmasi sonunda
ise Vimax’1 6,9 x 10°° £2,3x10* nM/dak/mg protein ve Kn’si 7,0 = 1,4 uM (R?: 0,96) olarak
tespit edildi. Literatiir ile karsilastirma yaptigimizda fare karacigerinde yapilan ¢alismada
Km degerini 17,3 uM, Streptomyces tubercidicus {izerine yapilan ¢calismada Km degerinin
ise 8,0 uM, Vmax degerinin 90 nmol/dakika/mg protein, A. flavithermus bakterisinde
enzimin Kn degerini 243 + 23,25 uM, Vmax degerini ise 100,93 + 3,5 nM/dk/mg protein
olarak hesaplamiglardir (Cha vd., 1991; Yoo vd., 1998; Hizal, 2013). BRENDA verilerine
gore Thermus thermophilus bakterisine ait yaptiklari ¢alismada Km degerini GDP
substrat1 ile 0,0143 mM, GTP substrat1 ile 0,0042 mM olarak, Plasmodium falciparum
GTP siklohidrolaz I tizerinde yapilan ¢alismada ise Ky degerini 0.0126 mM, Geobacillus
stearothermophilus’ta ise 980 mM olarak tespit etmislerdir (Tanaka vd., 2005;
Kuemporsin vd.,2014).

Enzimin aktivitesi lizerine metallerin ve ¢esitli adjuvantlarin etkisine bakildi. Metal
aktivitesi sonucunda Mg*? konsantrasyonunda en iyi 2 mM’da aktivite gosterdigi ve 5
mM’da tamamen inhibe oldugu, K" konsantrasyonunda 5 mM’da dengeye ulastigi 50
Mm’da ise tamamen inhibe oldugu, Ca*? konsantrasyonunda en iyi aktivite 1.5 mM’da
gosterdigi, Fe*® konsantrasyonunda en iyi aktiviteyi 3 mM’ da gosterdigi ve 5 mM’dan
sonra tamamen inhibe oldugu, Na*? konsantrasyon grafiginde en iyi aktiviteyi Smm’da
gosterdigi, Cu*? konsantrasyonunda en iyi aktiviteyi 1.5 Mm’ da gosterdigi Zn™2
konsantrasyonunda en iyi aktivite degeri 2 mM’da gosterdigi tespit edildi. BRENDA
verilerine gore Bacillus subtilis’da Fe***de 1mM da %75, Mg*? 0,1 mM’da %43, Zn*?0,5
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mM ‘da %14,Co™ 0,ImM‘da %24 aktivite gosterdigi, Cu*?, Co*™, Ca*?’de aktivite
gostermedigi goriilmektedir (Sankaran vd., 2009). Methanocaldococcus jannaschii’de 2

+25

mM Mn*?nin aktiviteyi Fe*?’ye nazaran daha iyi bir sekilde stiimiile ettigini
gostermislerdir (Grochowski vd., 2007).

Glinlimiizde enzimler bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Bunlarin basinda gida,
deterjan, tip endiistrisi olmak lizere gittikge dahada artmaktadir. Memeli, bitki, bakteri
gibi canlilarda hatta farkli sicakliklarda yasayabilen bakteriler oldugu gibi farkl
karakterdeki kaynaklardan elde edilen enzimlerin kullanilabilmeleri i¢in oncelikle
karakterizasyon calismasinin yapilmasi gerekmektedir. Caligmamizda yenidogan tarama
testlerinde yapilmasi zorunlu olan fenilketonuri hastaliginin metabolik yollarindan biri
olan GTP siklohidrolaz 1 enzimini kullandik. Bu enzim GCH-I olarak da
adlandirilmaktadir. Enzimin bozulmas1 halinde bahsedilen hastalik kalic1 hasarlara neden
olmaktadir ve bunun sonucunda kisi hayat1 boyunca bu yolagin bir iiriinii olan BH4 i
iceren ilaglart almak zorunda kalmaktadir. Calismamizin esas konusu GCH-I’in BH4
tiretiminde kullanilabilmesi i¢in gerekli olan ilk basamak bu enzimin klonlanmasi ve
saflastirilmast ve ardindan biyokimsayasl karakterizasyon caligsmasinin yapilmasidir.
Termofilik enzimlerin endiistriyel alanda yogun bir sekilde kullanilmasi {istiinliigiinden
yola ¢ikarak ilgili geni termofilik bir bakteri olan A. amyloyticus susundan klonlanmasi
gerceklestirildi. Diger asama istenilen enzimin elde edilebilmesi i¢in pET28a(+)
vektoriine, tretimi igin ise E. coli BL21(DE3)pLysS konak hiicresine aktarimini
tamamlandi. Gen ekspresyonu saglandiktan sonra enzim saflastirildi ve biyokimyasal
karakterizasyonu incelendi. Enzim aktif olup endistriyel nitelikte olabilmesi igin

mutasyonlarla iyilestirilmesi gereklidir.
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5. ONERILER

Fenilketoniiri metabolizmasi genellikle hastaliklar {izerinden ve de canlida primer
olarak insan oncelikli olmak iizere ¢alisilan saglik konularindan biridir. Fenilketoniiri
hastaliginin kalitsal olmasi nedeniyle 6nlenmesi yerine hayati daha iyi idame etme
noktasinda BH4 katkili ilaglar sunulmaktadir. Giiniimiizde BH4, kimyasal sentez ile
olusturulmaktadir. Bu nedenle BH4’iin biyolojik olarak iiretilmesinde metabolik yolda
bulunan genler ve triinleri kullanilmalidir. Calismamiz metabolik yolun ilk enzimini
kodlayan genin arastirilmasi {izerinedir. Her ne kadar ¢alismamiz tamamlanmis olsa da
konunun daha ileri gotiiriilmesi i¢in ve endiistriyel uygulanabilirligini arttiracak

calismalara da ihtiyaci vardir.

Bu baglamda asagida onerilen ¢aligmalar yapilabilir.

1. Enzime etki eden ve literatiirde yer almasa da farkli substratlarin denenmesi
kinetik caligmalara yarar saglayacaktir,

2. Benzer mikroorganizmalarda ayni genin varligi taranabilir ve yapilacak
karakterizasyon calismalari ile diger tiirlerle karsilastirma yapilabilir,

3. Korunmus bolgeler incelenerek yapilacak mutasyonlar ile enzimin
aktivitesinde ne gibi degisiklikler oldugu incelenebilir,

4. Metabolik yolda bulunan diger genlerle ortak ekspresyon caligmalar: ile

biyolojik/enzimatik liretimin durumu ortaya konabilir.
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