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OZET

TERMOFILIK Anoxybacillus flavithermus DSM 2641" BAKTERISINiN ptps
GENININ KLONLANMASI, EKSPRESYONU VE ENZiMiN BiYOKIMYASAL
KARAKTERIZASYONU

Efsun CELIK

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

Fenilketoniiri (FKU), yenidogan bebeklerde fenilalanin hidroksilaz enzim yetersizliginden
kaynaklanan ve tedavi edilebilir zekd geriliklerinin en &nemli nedeni olan bir hastaliktir.
Hastaligin nedenlerinden biri de, bu metabolik yolakta yer alan PTPS enzimine ait kusurlardan
ileri gelir. Hastaligin tedavisi miimkiin olmayip, kronik hastalarda Omiir boyu
tetrahidrobiopterin yiiklemesi yapilmaktadir. Gliniimiizde tetrahidrobiopterin maddesi kimyasal
olarak sentezlenmektedir. Kimyasal sentezin uzun siirmesi, masrafli olmasi ve de kimyasal
kirleticilere maruz kalmasi nedeniyle biyolojik olarak iiretim farkli bir bakis acgisidir. Bu
nedenle, termofilik Anoxybacillus flavithermus DSM 26417 bakterisine ait ptps geni PZR
yontemiyle tespit edildi ve pET28a(+) ekspresyon vektoriine klonlandi. E. coli BL21(DE3)pLys
konak hiicresinde gerceklestirilen ekspresyon sonrasinda Ni-NTA afinite kromatografisi ile
saflagtirildi. Enzime ait biyokimyasal ve kinetik parametreler, ters faz HPLC sistemi ile
belirlendi. Yapilan caligmalar sonucunda 438 b¢’lik genin, 145 amino asitlik 17 kDa
biiyiikliiglinde bir enzimi {irettigi goriildi. Enzimin optimum pH’st 8,8, optimum c¢aligma
sicakligl ise 65°C olarak belirlendi. Sepiapterin doniisiim aktivitesi bulunmayan enzimin, NTP-
H, aktivitesinde ise maksimum hizi (Vmax) 0,0081 £ 0,00017 umol/dak/mg protein ve Km’si ise
0,261 + 0,007 mM olarak belirlendi. Yapilan ¢alismalarda 5 mM K”un % 9, 10 mM Ca"*’nin %
5 oraminda aktiviteyi arttirdigs, 1, 5, 10 mM AI™’tin % 2, 1 mM Zn"*’nin % 5,5 oraninda, 5 mM
DTT’nin ise % 50 inhibe ettigi bulundu.

2018, 57 sayfa
Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus flavithermus, PTPS, BH4, termofilik enzim.
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ABSTRACT

CLONING AND EXPRESSION OF ptps GENE FROM THERMOPHILIC
Anoxybacillus flavithermus DSM 2641"AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION
OF ITS ENZYME

Efsun CELIK

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

Phenylketonuria (FKU) is a disease caused by phenylalanine hydroxylase enzyme deficiency in
newborn infants and is the most important cause of treatable mental retardation. One of the
causes of the disease comes from the defects of the PTPS in the metabolic pathway of
phenilalanine metabolisms. Treatment of the disease is not feasible, and life-time
tetrahydrobiopterin loading is performed in chronic patients. Today, tetrahydrobiopterin is
chemically synthesized. Biological production is a different point of view due to the long
duration of chemical synthesis, costs and exposure to chemical pollutants. For this reason, the
ptps gene from the thermophilic Anoxybacillus flavithermus DSM 2641" was identified by PCR
method and cloned into the expression vector, pET28a(+). After the gene expression in E. coli
BL21(DE3)pLys host cells, the enzyme was purified by Ni-NTA affinity chromatography.
Biochemical and kinetic parameters of the enzyme were determined by reverse phase HPLC
system. As a result of the studies, it was seen that the genome of 438 bp produced an enzyme
with a size of 17 kDa of 145 amino acids. The optimum pH of the enzyme was determined as
8.8 and the optimum temperature was 65°C. The maximum rate (Vmax) and K, for NTP-H,
activity 0.0081 + 0.00017 pmol/min/mg protein and 0.261 = 0.007 mM, respectively. The
enzyme has not sepiapterin convertion activity. In the studies, 5 mM of K" and 10 mM of Ca™
were increased the enzyme activity as 9% and 5%, although 1, 5, and 10 mM of AI”, 1 mM of
Zn", and 5 mM DTT were inhibited as 2%, 5.5%, and 50%, respectively.

2018, 57 pages
Key words:Anoxybacillus flavithermus, PTPS, BH4, thermophilic enzyme.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Tetrabiopterin (BH4), yiiksek organizmalarda fenilalanin hidroksilaz, tirozin
hidroksilaz, triptofan hidroksilaz ve nitrit oksit sentazin ii¢ izoformu gibi bir¢ok enzim
tarafindan kullanilan esensiyal bir kofaktordiir. Bu kofaktor, insan fizyolojisinde biiytik
oneme sahiptir. Yapilan son caligmalarda, dopa-responsive dystonia ve Parkinson
hastaliklarn1 da igeren bazi norolojik hastaliklarda kullanimimnin gerekli oldugu
belirtilmistir.  “Sapropterin  hidroklorit” generik adiyla bilinen BH4, DHPR
(dihidropteridin rediiktaz) ve hiperfenilalanemia (veya fenilketoniiri) hastalarinin

tedavisinde ilag¢ olarak kullanilmaktadir.

Fenilketoniiri (FKU), yenidogan bebeklerde fenilalanin hidroksilaz enzim
yetersizliginden kaynaklanan ve tedavi edilebilir zeka geriliklerinin en 6nemli nedeni

olan bir hastaliktir.

Fenilketoniiri, otozomal resesif gecisli, kanda fenilalanin yiiksekligine yol agan,
fenilalanin hidroksilaz enzim eksikligine bagli goriilen bir metabolizma hastaligidir
(Demirkol 2010,T6rtiner 2012). Fenilalanin hidroksilaz enzimi; protein olusumunda
gerekli amino asit metabolizmasini saglar (Toriiner 2012). FKU gériilme siklig1 etnik
gruplara gore degismekte; beyaz ve yerli Amerikalilarda ytiksek, siyahlarda, Asyalilarda
ve Ispanya’da ise daha diisiik oldugu belirtilmektedir (Scriver, Kaufman 2001).
Diinyada yaklasik 1:12000 goriilmekte iken; iilkemizde akraba evliliklerin sik olmasi
nedeniyle bu oran 1:4200 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. FKU; klasik, hafif, FKU dis1
hiperfenilalaninemi (hafif hiperfenilalaninemi) ve BH4-yanitli hiperfenilalaninemi/FKU
olarak karsimiza ¢ikar. Klasik FKU, fenilalanin hidroksilaz enziminin tam ya da tama
yakin eksikligi s6z konusudur. Klasik FKU’lii bebeklerde tanida gecikme olursa ve
buna bagli olarak erken tedavi baslanmazsa mental gerilik ve gelisme geriligi yasanir.
Tedavi edilmeyen olgularda kan fenilalanin diizeyi c¢ok yiiksektir(> 1200pmol/L; >20
mg/dL). Dogumda bebek normal olmasina karsin ilk aylardan sonra psikomotor gerilik
goriilmeye baslanir. Hafif FKU, plazmafenilalanin diizeyi 10-20 mg/dL’dir. Fenilalanin

diizeyi 6-10 mg/dLarasinda olan bebeklerin yakin izlemi gerekir. FKU disi
1



hiperfenilalaninemi (hafif hiperfenilalaninemi) de iseplazma fenilalanin diizeyi 6-10
mg/dL nin altinda olmasidir. Fenotip normaldir. BH4-yanith
hiperfenilalaninemi/FKU,Plazma  fenilalanin  diizeyi =~ >360  umol/L  olan
hiperfenilalaninemi  olgularinin  bir kisminda fenilalanin  hidroksilaz ~ enzimi
Tetrabiopterin (BH4)’e yanithdir (Demirkol 2010).Giiniimiizde fenilketoniiri (FKU,
diger bir deyisle hiperfenilalanemia, HPA) en ayrintili ¢alisilmis dogumsal metabolik
hastalikk olup, fenilalanin hidroksilaz (FAH) enzimi aktivitesinin yoklugu sonucu
gelisen, otozomal resesif, erken donemde tedavi edilmediginde agir motor ve mental
gerilik ile karakterize edilmistir (Muntau vd, 2002, Ozer, 2004). Genel goriilme siklig
1/10.000 olmasma ragmen Saglik Bakanligi’nin destegi ile yapilan arastrmalarda
iilkemizde bu oran 1/4.500°diir. Her yil tlkemizde 250-300 cocuk bu hastalikla
dogmaktadir yani Tiirkiye’de her 20-25 kisiden biri bu hastahigi tasimaktadir. FKU ya
da HPA olusumunun primer nedenlerinden biri, tetrahidrobiopterin metabolizmasi
bozukluklaridir (Kure vd, 1999, Muntau vd, 2002, Spaaen vd, 2001, Kendirci, 2006).
Bu bozukluklar, dihidropteridin rediiktaz, GCH I, pterin—4—8-karbinolamin dehidrataz
ve 6-pirovil tetrahidropterin sentaz (PTPS) defekti olarak da tanimlanabilir ve karaciger,
bobrekler, beyin ve kan dokusu etkilenir (Blau ve Burgard, 2005). Tetrahidrobiopterin
(BH4) metabolizmasibozuklugunun nedeniyle olusan hastaliklarin genel goriilme siklig1
diinyada % 1-3 iken bu oran Tiirkiye’de % 15°tir. Bu sonug, iilkemizde FKU’ niin sik

rastlandigini gostermektedir.

BH4, konjuge olmayan pterinlerden olup biyolojik olarak aktif 6zelliktedir (Blau
vd, 2001). BH4 gibi tetrahidrobiopterinler, soliisyonda kararsizdir ve oksijen,
stiperoksid ve peroksinitrit gibi bilesiklerle reaksiyon verirler. Bu nedenlerden otiiri,
BH4lin oksidatif zararlara kars1 hiicreleri korumada gorevli olduklar1 diisiiniilmektedir.
Oksitlenmis formlarmmdan BH4’lin yeniden iiretimi, biyolojik sistemler i¢in oldukg¢a
onemlidir. Aerobik solunumda BH4’lin oksidasyonu, pH, sicaklik, tampon ve
reaksiyona giren madde konsantrasyonu gibi etkilere bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Wei vd, 2003). BH4, seratonin ve dopamin norotransmiterlerinin
biyosentezinde ve fenilalanin, tirozin, triptofan katabolizmasindan sorumlu enzimler
gibi aromatik aminoasit hidroksilazlarin protein olmayan temel olarak en 1yi
tanimlanmis kofaktoriidiir. Ustelik nitrik oksit sentazin ii¢ izoformunun ve alkil-eter
metabolizmasinda yer alan gliseril eter monooksijenaz enzimlerinin de kofaktoridiir.

2



Yiiksek organizmalarda yer alan her bir hiicre veya dokunun hiicresel fonksiyonlar veya
metabolik fonksiyonlar1 yerine getirmek icin BH4 icerdigi muhtemeldir. BH4, biiylime
faktorii olarak, ndronlarda seratonin ve dopamin salinimi ile ilgili olarak karsimiza
cikmaktadir (Kolinsky ve Gross, 2004, Ponzone vd, 2004). BH4’lin rol aldig:
reaksiyonlarm igerisinde en onemli olani fenilalanin hidroksilasyon sistemidir. Bu
sistem icerisinde BH4, substrat olarak rol oynar ve yine bagli reaksiyonlar sonucunda
yeniden elde edilir. Fenilalanin hidroksilaz, fenilalanin tarafindan konformasyonal
degisim yoluyla aktive edilir. BH4 sentezinde, dongiide veya fenilalanin hidroksilaz
enzimindeki bir eksiklik veya kusur, hiperfenilalaninemianin artmasma yani

fenilketoniiriye neden olur (Demos vd, 2005, Blau vd, 2001).

BH4’iin biyosentez mekanizmasinda, guanozin trifosfat siklohidrolaz I (gchl), 6-
pirovil tetrahidropterin sentaz (ptps) ve sepiapterin rediiktaz (Spr) genleri tarafindan
kodlanan ve sirasiyla her biri bir 6nceki enzimin doniistiirdiigli kimyasal maddeyi
kullanarak GTP’den sentezlenmektedir.  Fenilketoniiri ve DHPR eksikligi
hastaliklarinda gerekli siirekli kullanimlardan dolay: ilk defa 1992 yilinda dogal BH4
kimyasal olarak sentezlenmistir. 3 asimetrik karbon atomuna sahip olan BH4’iin
kimyasal olarak sentezlenmesi olduk¢a zordur. Kullanilan karmasik prosediirler, birgok
sentetik basamagin uygulanmasi, pahali materyallerin kullanimi gibi gereklilikler
dogurmaktadir. BH4’lin kimyasal sentezine alternatif olarak, biyosentez yolunda rol

oynayan genlerin kullanilmasiyla mikroorganizmada iiretimi gosterilebilir.

Hiicreler BH4’1 iki farkli yol ile olustururlar. De novo biyosentez yolunda,
prekiirsor olarak GTP kullanilir, salvage yolundaysa, onceden ortamda var olan
dihidropterinler kullanilir.(Sekil 1)De novo biyosentezi yolu {i¢ ana enzim ile
gerceklesir ve in vivo ve in vitro sartlarda da durum aynidir. Bu enzimler sirasiyla, GCH
I, PTPS ve SPR’dwrr. Bu enzimlerin ilk ikisinden sorumlu genlerde goriilen genetik
kusurlar, hayati 6neme sahip hastaliklar olarak karsimiz ¢ikar. Elde bulunan verilere
gore konjenital hastaliklarda BH4’e bagimli kusurlarin % 58’1 ptps, % 4’ gchl ve %
0,9’u ise spr genlerindeki kusurlardan kaynaklanmaktadir (Ponzone vd, 2004). Sekil
1’de GTP’den BH4 biyosentezi gosterilmektedir. GCHI enzimi (EC: 3.5.4.16), BH4
biyosentezinin ilk enzimidir (Hwu wvd, 2003, Blau vd, 2001). Bir¢ok farkl
organizmadan elde edilmis (bakteri, mantar, sinek, tavuk, insan) ve incelenmistir.
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Enzim, GTP’yi dihidroneopterin trifosfata doniistiiriir. Insanda tek kopya halinde ilgili
genden kodlanan 250 aminoasit iceren enzim, diger canlilarda da benzerlik gosterir
(Blau vd, 2001, He ve Rosazza, 2003, Woo vd, 2002a). Protein yapisi itibariyle farkl
canlilarda dimer, tetramer, pentamer, octamer hatta decamer yapida olabilmektedir

(URL-1, 2013).

De novo synthetic pathway
0
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H,N/gn
PPPOH,C,
OH
GTP
GTP cyclohydrolase |
(GTPCH)
Lo
. NA
‘Sa i Dihydroneopterin triphosphate
i y pyruvoyl mnywn,;um synthase
0 0
esrdaraben)
HN I
H
8-Pyrwvoyl tllrahyﬁmphnn
sepiapterin reductase sepiapterin reductase
(SR) (SR
o) OH o:hyuwom reductase
: Eeer
RN OH
H
7 8-Dihydrobiopterin 5,6.7 8-Tetrahydrobiopterin

Sekil 1. GTP’den BH4 biyosentezini gdsteren yol (Nicholas ve Channon, 2004)

PTPS enzimi (EC: 4.2.3.12), bir¢cok canlidan ve dokudan izole edilmis korunmus
bir protein olarak karsimiza ¢ikmaktadir. PTPS, dihidroneopterin trifosfat: 6-pirovoil
tetrahidropterine doniistiiriir. Magnezyum bagimli bir enzim olan PTPS, oldukga iyi bir
sekilde karakterize edilmis 1siya dayanikli Zn™* metalloprotein igeren bir proteindir
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(Ploom vd, 1999). 145 aminoasitlik bir ORF’ye sahiptir. Insanda 11q22.3-22.3
pozisyonunda 6 ekzonlu genden kodlanir (Blau vd, 2001, Woo vd, 2002a). Protein

yapisi itibariyle farkli canlilarda monomer, dimer, tetramer, pentamer, hexamer yapida

olabilmektedir (URL-2, 2013).

Biyosentetik iiretim i¢in, GTP’den BH4’lin biyosentez yolunda gorevli olan

yukarida bahsi gegen ii¢ enzimin klonlanmasi ve ekspresyonu gereklidir.

Bu tez ¢alismasinda, A. flavithermusDSM 2641 kékenli ptps geni kullanildi. ptps
geninin pGEM/T-Easy vektoriinden alinarak ekspresyon vektoriine klonlanarak
ekspresyon hiicresi E. coli BL21(DE3) pLys’e aktarilmasini, sonrasinda gen
ekspresyonu saglanarak enzim iiretimi ve saflastrma islemlerini ve de enzimin
biyokimyasal karakterizasyonu ile kinetik parametrelerinin belirlenmesini, boylece de
novo yoluyla BH4 iiretimi i¢cin termofilik genler kullanilarak BH4 iiretimini ve
karakterizasyonunu saglamayir amagladik. Bu tiir iretimlerin daha biiylik caplarda
yapilmasinda istenen genel bir Ozellik de kullanilan enzimin c¢evresel sartlardan
etkilenmesini minimum diizeye indirgemektir. Bu ¢evresel sartlarin en 6nemlisi elbette

ki sicakliktir.

Sicakligm artmasina bagh olarak bircok enzim bozulmaktadir ve ayn1 zamanda
endiistriyel olarak maliyeti de arttirmaktadir. Insan viicut sicakliginn 37°C oldugu
varsayilirsa, termofilik bir bakteriden izole edilen bu enzimlerin dayaniklilig1 daha fazla
olacaktir. Sahip oldugumuz enzimlere ait gen ve aminoasit siralarinin diger
organizmalarla benzerliklerinin yiiksek olmasi avantaji kullanilarak, enzimlerin 1siya
dayanikli bir mikroorganizmadan elde edilmesi bu dezavantaji ortadan kaldiracaktir.
Boylece kaynak organizmadan gelen 1s1ya direnglilik 6zelligi istenen iiriiniin sentezinde
1sidan kaynaklanan istenmeyen defektleri engellemis olacaktir. Sonug¢ olarak gen
iirlinlerinin, biyolojik ve tibbi uygulama alanlarinda kullanilmak {izere biyoteknoloji ve

endiistri pazarina kazandirilmasi hedeflenmektedir.



1.2. Literatiir Ozeti

[lgili hastaliklarin tedavilerinde kullanilan yontemlerden en dnemlisi ve yaygni,
BH4 metabolizmasmin bozuklugundan kaynaklandiklarindan dolayr hastaya disaridan
BH4 yiiklemesi yapmaktir (Kendirci, 2006, Blau vd., 2001, Blau ve Burgard, 2005,
Kure vd., 1999, Muntau vd., 2002, Spaaen vd., 2001).

BH4’e bagimli olan hastaliklardan HPA tedavisinde tiim yaslardaki hastalar i¢in
5-20 mg/kg/giin, PTPS eksikliginde 5-10 mg/kg/giin, ilimli PTPS eksikliginde 2 doz
halinde 5-10 mg/kg/giin BH4 tedavisi uygulanmasi onerilmektedir. Hastaligin tedavisi
sirasinda BH4 yiiklemeleri, 0-3 yas arasinda haftalik, 4-9 yas arasinda 2 haftada bir, 10-
15 yas arasinda aylik, 15 yas iizerinde 1-2 aylik ve maternal hastalik durumunda ise
yasa bakilmaksizin haftalik olarak BH4’tin etkisi i¢in fenilalanin ve tirozinin

biyokimyasal olarak izlenmesi gereklidir. (Blau ve Burgard, 2005).

Ilgili hastaliklarin tedavilerinde yalnizca BH4 veya ndrotransmiter katkil ikili
tedavi sekli yaygmdir (Schircks, 2013). Bu tedavilerde kullanilan BH4 tabletleri
genellikle 10, 50 veya 100 mg’lik dozlar halinde BH4 (ve esdeger miktarda askorbik
asit) icermektedir (Blau ve Burgard, 2005, Schircks, 2013). Bu tabletlerin siirekli bir
sekilde oral olarak 1-20 mg/kg/giin olarak alimmmalar1 gereklidir. Tabletlerin -20°C’de
depo gereksinimleri, oda sicakliginda yalnizca 2 ay dayanabilmeleri hem
kullanimlarinda hem de maliyet acisindan yiik getirmektedir. Ornegin, 2017 yil
verilerine gore ticari olarak piyasaya siiriilen -siparis miktar farki, vergi ve tasima
giderleri hari¢ tutularak ele alinirsa- 10 mg BH4 707$, 50 mg 2118%’dir (Schircks,
2017).

Linscheid vd., (1998), insan vaskiiler endotelial hiicrelerindeki PTPS
aktivitesinin sitokinin bagimli olarak diizenlendigini ve GCH-I’in BH4 {retiminde
kisitlayic1 basamak olmasma ragmen PTPS’nin BH4 bagimli nitrit oksit iiretiminde
sitokinlerce kontroliiniin saglandigini ilk kez gdstermislerdir.

Franscini vd, (2003), endotelial PTPS’nin transkripsiyonal diizenlenmesinde
interlokin-1B’nin kritik rolii oldugunu gostermislerdir. Caligmalarinda, interlokin (IL)-

1B/ttimor nekrozis faktor-o/interferon-y kullanarak real time PZR ile PTPS’de 4 kat
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artis saglamislardir. Dolayisiyla tetrahidropterin sentezinde rol alan PTPS’nin IL-1f3

tarafindan kontrol edildigini gostermislerdir.

Kao vd. (2004), insanda PTPS eksikliginin beyin fonksiyon yitimine sebep

oldugunu motor hareketler ve nérofizyolojik testlerle ortaya koymuslardir.

Demos vd. (2005), 1insanda PTPS eksikliginin yumusak huylu
hiperfenilalanemiaya neden oldugunu birkez daha ortaya koymuslardir. Buna gore, bu
enzimin eksik oldugu 8 yasindaki kiz c¢ocuklarinda biiylime geriligi, inme ve gec
cocukluk  donemlerinde  hiperfenilalanemiaya  bagli  distonya  goriildiigiini
kaydetmislerdir. Hastalarda tedavi ic¢in yapilan klinik uygulamalarda oral yoldan
tetrahidrobiopterin, levo-dopa/carbidopa ve 5-hidroksitriptofan tedavisini uygun
gormiiglerdir. Boylece hiperfenilalanemi etkisini normal seviyelere ¢ekmeyi

basarmiglardir.

BH4’lin kimyasal olarak sentezinin olduk¢a zor olmasi, kullanilan yontemlerin
karmagikligi, birgok sentetik basamagin uygulanmasi, yukarida da agiklandigi tizere
pahali materyallerin kullanimi ile maliyeti olduk¢a yliksektir. BH4 iin kimyasal
sentezine alternatif olarak hedef genleri kullanarak mikroorganizmada {iretimi
gosterilebilir. Bu konuyla 1lgili olarak yapilan ¢calismalar oldukca sinirlidir. Hatakeyama
vd.,’nin 1993 yilinda yaptig1 ¢alisma konu ile ilgili ilk ¢alisma olup GTP’den BH4
sentezinde gen kaynaklari olarak E. coli’den gchl geni, fareden ise ptps ve spr genleri
klonlanarak enzimatik olarak radyoaktif GTP’den BH4 doniisiimii saglanmistir. Konu
ile ilgili bir diger ¢alisma da Yamamoto vd, tarafindan 2003 yilinda yapilmis, ptps ve
spr genleri klonlanmis ve gchl yerine homolog bir gen ile birlikte degerlendirilmistir.
Gen kaynaklar1 ptps ve spr igin fare ve gch I analogu i¢in mtrA geni, gen kaynagi olarak
da B. subtilis kullanilmistir (Yamamoto vd., 2003).

Takikawa vd. (1986), insan karacigerinden elde ettigi PTPS’yi saflastirmis ve
karakterize etmistir. 83 kDa’luk enzimin magnezyum bagimli oldugunu ve optimum 7,5
pH ortaminda reaksiyon verdigini gdstermistir. Enzimin Ky ’sinin 10 uM oldugunu da

gostermistir.



Van vd. (1988), biopterin sentezi yolagindaki PTPS’nin roliinli gdstermislerdir.
Sentezin ilk adiminda GTP’nin zincir ac¢ilim reaksiyonu ile PTPS’nin subtratina
(NH,TP) doniistiigiinii ve bu substratinda yine zincir kirilim reaksiyonlar1 ile pterin ve

biopterine doniistiigiini ortaya koymuslardir.

Hasler ve Curtius (1989), som baliginin PTPS’sini saflastirmislar ve karakterize
etmislerdir. Dogal enzimin 16 ve 17 kDa’luk alt birimlerden olusan 68 kDan
biiytikliiglinde oldugunu belirtmislerdir. Magnezyum bagimli olan enzimin optimum 7,5

pH’da oldugunu ve 80°C de 1s1ya dayanikli oldugunu géstermislerdir.

Kerler vd. (1989), [2’-*H]dihidroneopterin 3’-trifosfatin substrat olarak
kullanildig1 hassas bir PTPS aktivite belirleme yontemi gelistirmistir. Bu yontemde
isaretli timidin kullanilmis, bunu da isaretli glukozun GCH reaksiyonundan reaksiyona
dahil etmistir. Enzimin, ilgili mekanizmasinda bu substrattan suyu ayirdigini ortaya

koymustur.

Inoue vd. (1991), rat PTPS’sine ait cDNA {izerinden geni klonlamis ve enzimi
saflagtirmistir. 140 amino asitlik enzimin jel filtrasyonda 83 kDa ve SDS-PAGE

analizinde de alt birim biiyiikliigliniin 17 kDa oldugunu belirtmislerdir.

Thony vd. (1992), insan PTPS enzimine ait cDNA ve rat cDNA’s1 kullanarak
insan ptpsgenini klonlamislar ve ilgili enzimi karakterize etmislerdir. 145 amino asit
biiytikliglindeki enzimin 16387 Dan biiyiikliigiinde oldugunu belirtmislerdir. Rat
PTPS’sinin amino asit dizisi ile % 82 benzerlikte oldugunu da gostermislerdir. Spesifik

aktiviteyi ise 1,32 nmol/mg protein/dakika olarak belirtmislerdir.

Ashida vd. (1993), insandan ptpsgenini klonlamis ve insan PTPS’sini karakterize
etmiglerdir. 435 b¢’lik genin fare cDNA’s1 kullanilarak capraz hibridizasyon ile elde
etmiglerdir. Enzimin dogal biiylikliigiiniin 90 kDa oldugu, 17 kDa’luk alt birimlerden

olustugunu gostermislerdir.

Thony vd. (1994), tetrahidropterin mekanizmasimdaki kusurlardan kaynaklanan
hiperfenilalanemia arastirmalarinda ptpsgeninde yaptiklart mutasyonlar ile ilk kez BH4
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eksikliginin bu genden kaynaklanabilecegini ortaya koymuslardir. Insan karacigerinden
elde ettikleri cDNA’dan yola ¢ikarak PTPS aktivitesini gostermisler ve gende yaptiklari
R25Q, R16C ve KI20—Stop mutasyonlar1 ile enzimatik aktivitenin diistiglini

gostermiglerdir.

Biirgisser vd. (1994), rekombinant insan ve rat PTPS calismalarinda bolge
spesifik mutasyon ile aktif bolgede yer alan sistein biriminin degistirilmesinin enzim

aktivitesini inhibe ettigini gostermiglerdir.

Biirgisser vd. rat PTPS’sini cDNA yontemiyle elde etmis ve bolge spesifik
mutasyonlarla enzimin aktif merkezini, metal baglanma bdlgesini ve enzim-substrat
etkilesimini arastirmistir (1995). Yaptiklari ¢calisma sonucunda, rat PTPS’sinin 23, 48 ve
50. noktalarinda yer alan ii¢ histidinin gecici metal baglanma bolgesi oldugunu, bu
histidinlerin mutasyonlar ile degistirilmesi sonucunda enzim aktivitesinin diistiiglini

ispatlamislardir.

Bracher vd. (1998), pteridin biyosentezinden sorumlu ii¢ enzimin (GTP
siklohidrolaz, PTPS ve sepiapterin rediiktaz) reaksiyon mekanizmalararmi NMR
calismalar1 ile ortaya koymuslardir. Elde ettikleri verilerde, PTPS ile katalize edilen
reaksiyonun, ¢oziicli protonlarmin, enzim iuriiniiniin C-6 ve C-3 pozisyonlarma dahil

edilmesine yol ac¢tigmi ortaya ¢ikarmiglardir.

Lee vd. (1999), Synecohocyctis sp. PCC 6803 siyanobakterisinden klonladiklari
pteridin metabolizmas1 genlerini kullanarak pteridin biyokimyasal yolagini ortaya
koymuslardir. Ilgili genleri T7 promotoru altinda E. coli’de ekspres etmisler ve bir

prokaryottan ilk defa PTPS karakterizasyonu saglamislardir.

Woo vd. (2002a), insan ptps ile siyanobakter (Synechocystis sp. strain PCC
6803)gch-I genlerinin E. coli’de es ekspresyonu basarmistir. Calisma sonucunda E.

coli’de sepiapterin iiretimini géstermislerdir.

Woo vd. (2002b), E. coliputativ geni ygcM’nin PTPS’ye ortolog bir enzim
kodladigin1 yaptiklar1 calisma ile gostermislerdir. Enzimin beklenmedik sekilde
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kofaktor olmaksizin sepiapterini 7,8-dihidroneopterine doniistiirdiigiinii gostermislerdir.
Ustelik enzimin mezofilik bir konaktan elde eilmesine ragmen 60-80°C araliginda 3,2

kat daha aktif oldugunu da gostermislerdir.

Ben vd. (2003), lepistes baliginda (Poecilia reticulata) renk olusumunu
incelemek amaciyla ptps genini klonlamislar ve doku spesifik ekspresyon diizeylerine
bakmuglardir. Ozellikle kirmizi kuyruklu lepisteslerde pterin ve pteridin {iretiminin
PTPS ekspresyonuyla dogrudan ilgili oldugunu ve bu tiirlerde yiiksek seviyede

ekspresyona rastladiklarini bildirmislerdir.

Leitner vd. (2003), tetrahidrobiopterin sentezinden sorumlu ikinci enzim olan
PTPS’nin hiicrelerde oldukca zor belirlenebildigini, kan hiicreleri, fibroblastlar ve
endotelial hiicrelerde ptps’nin ekzon 3’ iceren mRNA’larda bulundugunu

gostermiglerdir.

Yamamoto vd. (2003), tetrahidrobiopterin sentezinden sorumlu {i¢ enzimi bir
araya getirerek sentezi in vitro’da basarmistir. Calismasinda, E. coli’den folE genini
(GCHI igin), fareden ptps ve spr genlerini bir vektorde ayrica, yine B. subtilis’ten mtrA
genini (GCHI i¢in) ve digerlerini yine fareden alarak farkli bir vektorde bir araya
getirmistir. Yaptigr modifikasyonlardan sonra 4 g biopterin/L kiiltlir oraninda iiretimi

basarmuistir.

Kong vd. (2006), Synechococcus sp. PCC 7942’den PTPS ortologlarini elde
etmislerdir. Bakterilerde tetrahidrobiopterin sentezinden tek ya da ¢ift alanli yapinin 6-

Pyruvoiltetrahidropterin sentaz ortologlari sorumlu oldugunu ortaya koymuslardir.

Bagautdinov vd. (2007), Pyrococcus horikoshii OT3 arke bakterisinden elde
ettikleri PTPS’nin kristallendirmis ve 3 boyutlu yap1 analizini ortaya koymuslardir.
13,51 kDa biyiikligiindeki enzimin X-ray kristallografisi ile 3 boyutlu verilerini

sunmuslardir.

Dittrich vd. (2008), malarya paraziti Plasmodium falciparum’a ait folat

biyosentez yolagindaki dihidroneopterin aldolaz (DHNA) geninin kusurlu oldugunu ve
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bu enzimden kaynaklanan eksikligin ise PTPS bypassi ile kapatildigini gostermislerdir.
Boylece GTP’den dihodrofolat doniisiimii tamamlanir. Yapilan ¢alismada malaryal
PTPS’sinin insan ve diger konaklardan farkl olarak aktif bolgesinde sisteinin glutamata

dontistimiinden kaynaklandigini bulmuslardir.

Seo vd. (2008), E. colibakterisine ait PTPS’nin X-ray kristallendirmesi ile 3
boyutlu yapisini agiga c¢ikarmislardir. Enzimin kristal goriintiisiiniin altigen oldugunu

belirtmisler ve enzime ait kristallografik datalar1 ortaya koymuslardir.

Spoonamore vd. (2008), Streptomyces coelicolor SCO 6650’a ait PTPS’nin
kristallendirmesini ve yapisint aydinlatmislardir. Ancak ilgili enzimin, aktif bolgesinde
¢inko baglanma domaininin ve PTPS aktivitesinin eksik oldugunu belirtmislerdir.
Calisma sadece 1ilgili organizmadan genin klonlanmasi, enzimin {retimi ve
saflastirmasini sonug¢ olarak da kristallendirilerek X-ray kristallografisi ile {i¢c boyutlu

yapismin aydinlatilmasini igermektedir.

McCarty vd. (2009), E. coli QueD enziminin memelilerdeki PTPS’nin
homologu oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica enzimin sadece piruvoiltetrahidropterin
(PPH4) doniistimiinii degil ayn1 zamanda da sepiapterini, 6-karboksi-5,6,7,8-
tetrahidropterine (CPH4) doniistiirdiigiinii de gostermislerdir.

Wang vd. (2011), Mortiella alpina mantarmin tetrahidropterin yolagini
incelemisler ve yolakta yer alan {i¢ enzimi de hem biyokimyasal hem de kinetik yonden

incelemislerdir.

Miles vd. (2014), E. coli ve memeli PTPS’sine ait varyantlar1 karsilastirmistir.
Calisma sayesinde Okaryotik ve prokaryotik PTPS varyantlarinin aktif bolgelerin
neredeyse ayni bicimlendigi ortaya konmustur. Bakteriyal PTPS’lerde aktif bdlgede
bulunan aspartik asit ve Histidin diyadmin farkli olarak Okaryotik varyantlarinda

bulunmadigina dikkat ¢ekmislerdir.

Seo vd. (2014), memeli PTPS’sinden farkli bir bakteriyal homologunun
kristallendirilmesi lizerine calismislar ve X-ray verilerini yayinlamislardir.
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Park vd. (2015), E. coli’de sepiapterin iiretimi igin hem GCH 1 hem de PTPS
enzimlerini kullanmislar ve reaksiyon sartlarini optimize etmislerdir. 30°C’de 0,1 mM

IPTG varliginda maksimum verimin elde edildigini bildirmislerdir.

Termofilik bakterilerde bulunan enzimlerin sert endistriyel uygulamalara
dayaniklilig1 tercih edilen bir unsurdur. Bunlar, reaksiyonlarin yiiksek sicakliklarda
gergceklesmesi, genel mezofiliklerin ortami kontamine etme riskinin azalmasi, organik
bilesiklerin ¢oziinilirliigiinii arttirmasiyla bilesigin ortamdaki mevcudiyetinin artisi,
viskozitenin azalmasi ve siibstratlarin diflizyon katsaymdaki artis sebebiyle reaksiyon
hizlarinin artmasi, siibstratlarin ve iirlinlerin ¢oziiniirliiklerinin arttirmasi ve endotermik
reaksiyonlarda tercih edilen denge degisimleri olusturularak daha fazla verimlilik elde
edilmesi, yarilanma Omiirlerinin uzun olusu gibi nedenlerden dolayr 1sil kararh
enzimlerin, 1s1l kararliligin ve 1s1l aktivitenin anlasilabilmesinde protein miithendisligi
icin modeller olusturmaktadir. Bu gibi nedenlerden 6tiirii, termofilik bakterilerin enzim
kaynag1 olarak degerlendirilmesi kuvvetle onerilmektedir (Andrade vd., 1999, Arnold
vd., 2001, Bergquist vd., 2013, Bouzas vd., 2006, Brock, 1967, Demirjian vd., 2001,
Egorova ve Antranikian. 2005, Eichler, 2001, Gomes ve Steiner, 2004, Haki ve
Rakshit, 2003, Hartley vd., 2000, Holst vd., 1997, Hough ve Danson, 1999, Jaenicke,
1991, Kikani vd., 2010, Kumar vd., 2001, Li vd., 2005, Morozkina vd., 2010, Niehaus
vd., 1999, Nigam 2013, Synowiecki, 2010, Taylor vd. 2004, Vieille ve Zeikus, 1996 ve
2001). Termofilik enzimlerin calisilmasi esnasinda klonlanan genin ve/veya genlerin
ekspresyonunu ve saflastirilmasmi kolaylastirmak amaciyla mezofilik bir konaga
(6rnegin E. coli’ye) aktarilmasi daha uygun ve akilc1 bir yaklagimdir. Mezofilik
organizmalarin termofiliklere nazaran daha diisiik sicaklik istekleri, daha hizli iiremeleri
(dolayisiyla ekspresyon esnasinda daha fazla iiriin eldesi) ve biiyiime besiyerlerinin
daha az karmasik oluslar1 nedeniyle termofilik genlerin ekspresyonunda ve enzim
iiretiminde kullanilmaktadirlar. Ustelik proteinlerin saflastirilmas1 esnasinda, mezofilik
konak hiicreden gelen proteinlerinin bertaraf edilmesinde kullanilacak olan 1s1 soku
(yiiksek sicaklik) uygulamasina ve tuzla ¢oktiirme yontemlerine termofilik karakterleri
geregi dayanikli olacaklarindan oldukga kolayliklar saglamaktadirlar (Bouzas vd., 2006,
Frock ve Kelly, 2012, Haki ve Rakshit, 2003, Holst vd., 1997, Jaenicke, 1991,
Ramchuran vd., 2002, Turner vd., 2007, Vieille ve Zeikus, 2001). Bu tiir kolayliklar
ayn1 zamanda laboratuar islerini azaltmakta ve dolayisiyla harcanan zaman ve maliyeti
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diisiirmektedir. Ilave olarak termofilik bir enzimin ¢alisilmasinda ortam ya da reaksiyon
sicakhiginin  disiiriilmesi  de  inhibisyon etkisi  yaptigindan dolayr ilave
maddelere/substratlara ihtiya¢ duyulmaksizin calismay1 saglamaktadir (Synowiecki,

2010, Vieille ve Zeikus, 2001).

Ayrica glinlimiiz molekiiler biyoloji teknikleri konak hiicre teknolojisini de
gelistirmistir. Gilinlimiizde ekspresyon i¢in kullanilan bir¢ok ekspresyon vektori
(calismamizda secilen pET28a(+) da dahil) pLac, pTac, T7 RNA polimeraz promotoru
gibi kuvvetli promotorler icermektedir. Bu promotorlar, mezofilik konaklarda 6zellikle
de E. coli B susundan tiiretilmis olan E. coli BL21(DE3) veya BL21(DE3)pLys gibi
konak hiicrelerde sorunsuz ¢aligmakta ve istenilen ekspresyonu saglamaktadirlar.
Ustelik ekspresyon sistemi bilindigi iizere IPTG indiiksiyonu ile de istenildiginde
uyarilarak baslatilabilmektedir (Bouzas vd., 2006, Turner vd., 2007, Yildirim vd.,
2010). Giiniimiizde termofilik, hipertermofilik ve arkebakterial genler de bu sayede

mezofilik konaklarda rahatlikla ekspres edilebilmektedir.

Caligmada gen/enzim kaynagi olarak termofilik bakteri Anoxybacillus
flavithermusDSM 26417, (gram pozitif, fakiiltatif anaerob, termofilik basildir)
kullanildi. Optimum biiyiime sicakligi 55°C’dir. 2.683 protein kodladig1 tahmin edilen
A. flavithermusDSM 2641"WK1 susunun 2.846.746 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda genoma
sahip oldugu tespit edilmistir (Saw vd., 2008). Ilgili bakteride gchl genine ait DNA baz
dizilimi belirlenerek “Direct Submission” olarak NCBI Gen Bank’a CP000922
Accession No ile kayd: yapilmistir (NCBI-1, 2013, NCBI-2, 2013).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ilgili bilgileri su sekildedir. S-
merkaptoetanol (Merck, 805740), agaroz type Il medium EEO (Sigma, A6877), agar
(Merck, VM259713), akrilamid (Sigma, A8887), amonyum persiilfat (Merck,
A734116), ampisilin (Sigma, A1593), bromofenol mavisi (Sigma, B5525), bisakrilamid
(Sigma, M2022), Coomassie Brillant Blue R250 (Fluka, 27816), EDTA (Merck,
K90262021), etanol (Sigma, A3678-1000), etidyum bromiir (Sigma, E7637), gliserol
(Riedel-deHaén, 15524), glisin (Sigma, G7126), glukoz (Roche, 1929526), HEPES
(Sigma, HO891), IPTG (Sigma, 15502), KCI (Merck, K23759135), metanol (J. T. Baker,
TBF0196396 1499), N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED, Janssen Chimika,
13,84571), Na,CO; (Merck, A339898), Na,HPO,4 (Merck, A664174), NaH,PO,4 (Merck,
567545), NaCl (Merck, 567441), SDS (Amresco, 0227), sodyum asetat (Merck,
TA404965), tripton (Merck, V441613949), Tris-HCI (Sigma, T1503), X-gal
(AppliChem, A1007.0005). Eksik olan diger kimyasallar Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya

Boliimii ve Su Uriinleri Fakiiltesi Genetik Laboratuvari’ndan temin edildi.

Calismada kullanilan besi yerleri iceriklerine gore laboratuarda hazirlandi.
Kullanilan besi yerleri, LB (Lauria-Bertani) besi yeri i¢in litrede 10 g tripton, 5 g maya
oziitii ve 10 g NaCl saf suda karistirildi ve pH’s1 7,4’e ayarlanarak hazirlandi. LBA besi
yeri ise 1 litre LB besi yerine 12 gram agar ilavesiyle hazirlandi. Tiim besiyerleri
hazirlandiktan sonra Otoklavda 121°C’de 1,1 atm basing altinda 20 dakika tutularak
steril edildi.

Yapilan PZR calismalarinda ve DNA dizi analizi sirasinda kullanilan primerlerin
adlar1, 5’3’ yoniinde DNA siralar1 ve sentez ettirildikleri firmalar ile ilgili bilgiler ise
su sekildedir. Forward (-24) primeri (5’-CCCATGGTCCAACAAATTTATCCG -3°,
Macrogen Inc, Hollanda), Reverse (-25) primeri (5°-
GCTCGAGTTGTTTCCCTGCTTTCGG -3°, Macrogen Inc, Hollanda).
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Calismamiz esnasinda, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega
Co., Medison, ABD), pPGEM®-T Easy Vector Systems (Promega Co., Medison, ABD),
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega Co., Medison,
ABD), GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, Lithuania), His Link™ Protein
Purification System (Promega, Medison, WI, ABD) gibi kitler kullanild1.

Gen izolasyonlarinda laboratuar stoklarimizda bulunan  Anoxybacillus
flavithermusDSM 2641", klonlama ¢alismalarinda ise yine stoklarimizda bulunan E.
coli DHS5a ve E. coli BL21(DE3)pLys hiicreleri kullanildi.

Calismamizda kullanilan besiyerleri, kimyasallar ve diger sarf malzemeler yurt ici
alimlar ile temin edildi. Calismada Ndel, Ncol, Xhol, EcoRI, Sall, BamHI, T4 DNA
ligaz, Pfu DNA polimeraz (Promega Corp., Medison, ABD), GoTaq DNA polimeraz
(Promega Corp., Medison, ABD), iProof High-Fidelity DNA polimeraz (Bio-Rad
Laboratuaries, CA, ABD) ve standart DNA polimerazlar enzim olarak kullanildi. Kesim
enzimleri ve standart DNA polimerazlar Thermo Scientific (Lithuania) firmasindan

temin edildi.

Calismada kullamlan cihazlar, TUBITAK (113Z811) ve RTEU BAP birimi
destegi (2014.102.03.06) ile Bio-Rad firmasindan fraksiyon toplayici iinite, peristaltik
pompa, UV Vis dedektor igeren LP System Protein Saflastirma Cihazive Mini Protean
Tetra Cell SDS-PAGE f{initesidir. Calismamizda kullandigimiz diger cihazlar (kuru
sallayicili inkiibator, etiivler, termal dongiileyici, steril kabin vd.) laboratuarimizda
mevcuttur. Yine ¢alismada kullanilan Ultra HPLC sistemi (Thermo Inc., Lithuania)

boiiliimiimiiz Biyoteknoloji Laboratuari’ndan temin edildi.
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2.2. Metod

2.2.1. A. flavithermus DSM 2641" Bakterisininden Genomik DNA izolasyonu

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Labrotuvart bakteri stoklarinda yer alan Anoxybacillus
flavithermusDSM 2641"WK1 susunun gDNA’smi temin etmek i¢in éncelikle gliserol
stogundan 100 pL alinarak 3 mL LB besiyerine ekim yapildi. Ardindan 16 saat boyunca
55°C’de kuru havali calkalayicida inkiibasyona birakildi.Tazelenen kiiltiirden tekrar
ayni sekilde kiiltiir atildi ve 14000 rpm’de 2 dakika coktiiriilerek elde edilen pelletten
Wizard®Genomic DNA Purification kit (Promega Co., Medison, USA) protokolii
uygulanarak asagidaki sekilde yapildi.

1. Pellet, 480 uL. 50 mM EDTA iginde ¢6ziildii.

2. Siispansiyona, 120 pL lizozim eklendi ve pipetleme ile karistirildiktan sonra
37°C’de 30-60 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasinda 2 dakika maksimum hizda (14000 rpm) santrifiijlendi ve
slipernatant atildi.

4. Pellet tizerine 600 uL Nuclei Lysis soliisyonu eklendi ve pipetleme ile pellet
¢oziildi.

5. Siispansiyon, 80°C’de 5 dakika bekletildikten sonra oda sicakliginda sogutuldu.

6. 3 pL RNaz soliisyonu eklenerek 2-5 kez alt iist edildi ve 37°C’de 15-60 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda oda sicakligina kadar sogutuldu.

7. Uzerine 200 pL Protein Precipitation soliisyonu eklendi ve 20 saniye
vortekslenerek karismasi saglandi. Ornekler buz icinde 5 dakika inkiibe edildi.

8. 14000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenen 6rneklerden siipernatant kismi yeni tiiplere
aktarild1 ve tizerine 600 pL oda 1sisinda izopropanol eklendi.

9. Nazikge karistirildiktan sonra 2 dakika 14000 rpm’de santriftijlendi.

10. Ust sivis1 dokiilen drneklere % 70 etanolden 600 uL eklendi ve ayni sartlarda
santrifiijlenerek tist stv1 atildi.

11. Pelletler, etanol uzaklasana degin kurumaya birakildi ve sonrasinda 100 pL

DNA Rehidration Soliisyonuyla ¢oziildii.
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Izolasyon sonras1 drnekler % 1°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

2.2.2. ptps Geninin PZR ile Tespiti ve Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Calismamizda ele alinmig olan ptps geni termofilik A. flavithermusDSM
2641 bakterisinden elde edildi. PZR’de kullanilan primerler bakteriye ait NCBI
GenBank verilerinden yola c¢ikilarak tasarlandi. Bu primerler de digerlerinde oldugu
gibi 5” ucunda Ncol, 3’ ucunda Xhol restriksiyon enzimi kesim bolgesi tagimaktadir.
Buna gore forward primer olarak, 5’-CCCATGGTCCAACAAATTTATCCG-3" (alt1
cizili  kistm  Ncol  kesim  bdlgesi) ve  reverse primer olarak = 5’-
GCTCGAGTTGTTTCCCTGCTTTCGG-3’ (alt1 ¢izili kistm Xhol kesim bdlgesi) olarak

tasarland1 ve sentezlettirildi (Tablo 1).

Tablo 1. B-Glukozidazgeni i¢in kullanilan primerler

Primer Primer sirasi Nikleotid Tm Derecesi
Adi (5°>3) Uzunlugu (°C)
Afpt28F CCCATGGTCCAACAAATTTATCCG 24 63,5
Afpt28R GCTCGAGTTGTTTCCCTGCTTTCGG 25 69,1

Genin c¢ogaltilmasinda Taq DNA polimeraz yerine proofreading aktivitesi yiiksek
olan (polimerizasyon esnasinda hata payi daha diisiik) Pfu DNA polimeraz enzimi
kullanildi. Boylece genin PZR yoluyla ¢ogaltilmasi esnasinda olasi bir niikleotit
degisiminin ve hatali bir niikleotit eklenmesinin Oniine geg¢ilmis oldu. Calismada
kullanilan PZR sartlar1 50 pL son hacimde olmak iizere, 10 pL reaksiyon tamponu
(iProof™ HF, Bio RAD), 3 pL 25 mM MgCl, 1 pL genomik DNA,1 pL her bir
primerden,2,5 pL 10mMdNTP ve 0,5uL IProof DNA polimeraz (iProof™ HF DNA
Polymerase, Bio RAD) son hacim 50 pL olacak sekilde dH,O ilave edilerek yapildi.
PZR dongii sartlar1 ise 95°C de 3 dakika, 35 dongii olarak 94°C de 2 dakika, 47°C de 1,5
dakika, 75°C de 1,5 dakika ve 75°C de 10 dakika olarak gergeklestirildi.

Goriintillenme  iglemi  gergeklestirmek i¢cin  hazirlik sathast su sekilde
gergeklestirildi. % 1°lik jel hazirlamak i¢in 100 mL 10X TAE tamponuna 1 g agaroz

eklendi ve ¢oziinmesi icin 1siya tabi tutuldu. Cozelti oda sicakligina geldiginde 10
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mg/mL konsantrasyonda 4 pL ethidium bromid eklenerek agaroz jel tepsisine dokiildii.
Jel donduktan sonra Syl DNA 6rnegi 2,5 pL yiikleme boyasi ile karistirildi ve 1kb
biiylikliiglindeki DNA marker (Thermo Scientific, Litvanya) ile beraber jelin
kuyucuklarma pipet yardimiyla aktarildi. Yiiriitme tamponu yardimiyla 30 dakika 160 V
da yiirlitme islemi gergeklestirildi. Ydriitme islemi bitikten sonra UV 1s18inda
goriintiileme islemi yapilarak tamamlandi. Yiiriitme islemi sonucu 438baz cifti

biiytikliglinde DNA fragmenti goriildii.

Elde edilen PZR iiriinii % 1’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulduktan sonra
GeneJET PCR Putrification Kit (Thermo Scientific, EU, Lithuania) kiti ile iiretici

firmanin 6ngdrdigi sekilde kullanilarak temizlendi (saflastirildi). Buna gore;

—_—

PZR {iriinii izerine 1:1 oraninda Binding Buffer eklendj, tilt edildi.
GenelJET purification kolonuna aktarildi. 30-60 saniye santrifiij edildi.
Saklama tiipline gecen s1vi uzaklastirildi. Kolon ayni tiip {izerine koyuldu.
Uzerine 700 nL Wash Buffer eklendi. 30-60 saniye santrifiij edildi.
Saklama tiipline gecen s1vi uzaklastirildi. Kolon ayni tiip {izerine koyuldu.
Tekrar 1 dakika santrifiij edildi.

Filtre yeni bir edpendorf iizerine alindu.

50 pL Elution Buffer eklendi. 1 dakika oda sicakliginda beklendi.

2 dakika santrifiij edildi.

A A B R T

Saflagtirilmig PZR {irtinii sahip oldugu restriksiyon bolgelerinden daha kolay bir
bicimde kesilerek ekspresyon vektdriine aktarilabilmesi icin araci olarak pGEM®-T

Easy Vector Systems (Promega Co., Medison, USA) kullanild1.

Bunun i¢in iiretici firmanin (Promega Corp., Madison, ABD) 6ngordigli yonteme
gore, 3 uL saflastirilmis PZR {iriind, 1 pL (50 ng) pGEM®-T Easy vektor, 2X Rapid
Ligation Buffer, 1 pL (3 U/uL) T4 DNA ligaz enzimi son hacim 10 pL olacak sekilde
hazirlandi. Reaksiyon karigimi 16°C’de bir gece tutulduktan sonra konak hiicre E. coli

DH5a’ya aktarild:.
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Rekombinant vektoriin konak hiicreye aktarilmasindan dnce, konak hiicre soguk

CaCl, yontemiyle alic1 (kompetant) duruma getirildi. Bunun i¢in;

- E. coli DH5a petrisinden bir tane koloni alinarak, 3 mL LB besiyerine gece boyu
37°C’de 200 rpm’de calkalayic1 kuru havali inkiibatorde inkiibasyona birakild.

- Uretilen E. coli DH5a kiiltiirii, ODggo degeri okunarak uygun bir erlen icerisinde
100 mL LB besiyerine 0,1 degeri olacak sekilde seyreltildi ve ODggo degeri, 0,45-0,55
olana dek inkiibe edildi.

- Sonra 4500 g’de 10 dakika 4°C’de ¢oktiirdii ve pellet, 10 mL 100 mM soguk
steril CaCl, eklenerek siispanse edildi.

- Bakteri siispansiyonu 30 dakika buz igerisinde bekletildi. Sonra ayni sartlarda
coktlrtldi.

- Son olarak elde edilen pellet, 2 mL 100 mM soguk steril CaCl, eklenerek tekrar

stispanse edilerek kullanima kadar 4°C’de tutuldu.

Rekombinant vektoriin alict konak hiicreye aktariminda, 2 pL ligasyon iirtini 100
pL alict hiicre ile 1,5 mL Eppendorf tiip icerisinde karistirildi, karigim buz igerisinde 30
dakika bekletildikten sonra 42°C’de 45-50 saniye siire ile tutulup yeniden 2 dakika siire
ile buza alindi. Daha sonra bu silispansiyon steril cam tiip icerisine 1000 uL LB besiyeri
ile karistirilarak 37°C’de 150 rpm hizda 1,5 saat inkiibe edildi. Olusan kiiltiirtin 100
pL’si daha dnce hazirlanan X-gal/IPTG siiriilmiis 50 pg/mL ampisilin iceren LB agar
petrilerine yayma ekim ile ekildi. Petriler gece boyu 37°C’de inkiibe edildikten sonra

mavi-beyaz koloni se¢imine gore degerlendirildi.

Secilen beyaz koloniler ve negatif kontrol amacglh olarak mavi koloniler, plazmit
DNA’larint izole etmek i¢in 50 pg/mL ampisilin iceren LB besi yerine ekim yapilarak
37°C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Elde edilen kiiltiirlerden plazmit DNA
izolasyonu, GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, Lithuania) ile firmanin

onerdigi sekilde kullanilarak asagidaki sekilde tamamlandi.

1. Oncelikle gece boyu inkiibasyonu tamamlanan kiiltiirler, 14000 rpm’de 2 dakika
boyunca ¢oktiiriildii ve pelletler elde edildi.
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2. Her bir susun pelletinin bulundugu ependorfa 250 pL Reuspension Solution
eklenir. Iyice vortekslendi.

3. 250 uL Lysis Solution eklendi, 10 kez alt iist edildi.

4. 350 pL Neutralization Solution eklendi.

5. 5 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant filtreli tiipe aktarildi.

6. 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atild1 filtre ayni tiip ilizerine
konuldu.

7. 500 pL Wash Solution eklendi, 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi.

8. Koleksiyon tiipiindeki s1v1 atildi ve tekrar 500 nL Wash Solution eklendi.

9. 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi.

10. Filtre yeni bir ependorfiizerine konuldu. 50 pL. Elution Buffer eklendi.

11. 2 dakika odasicakliginda beklendikten sonra 2 dakika 14000 rpm’de santrifiij
edildi.

Elde edilen pDNA’lar % 1’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu ve dogru
klon se¢imi i¢in restriksiyon enzim kesimi ve klonlama i¢in kullanilan primerler ile
PZR yapilarak ilgili geni tasiyrp tasimadigi belirlendi. Dogru klon tespit edildikten
sonra taze kiltlir hazirlanarak ampisilin igeren LBA petrisine ekim yapildi, 37°C’de bir
gece inkiibasyondan sonra +4°C’de ve LB sivi besiyerine de ekilerek gliserol stogu
halinde ise -20 ve -80°C’lerde sakland1 (Burada uygulanan kompotent hiicre hazirlama

teknigi ve aktarimi, daha sonra yapilan aktarimlarda da ayni sekilde uygulanmistir).

Dogru plazmidi tastyan plazmidi igeren kiiltiirden kit yardimiyla saf olarak izole
edilen plazmitler ()GEM-T/Easy/Afptps) sonra DNA dizi analizine tabi tutulmak iizere

Macrogen Inc. (Hollanda) firmasma gonderildi.

Daha 6nce A. flavithermusDSM 2641" bakterisinden PZR yoluyla yakalanarak
pGEM-T/Easy vektoriine klonlananptps geninin buradan almnarak ekspresyon vektorii
olan pET28a(+)’ya aktarildi. Bunun i¢in, rekombinant plazmidi tasiyan E. coli DH5a/
pGEM-T/Easy/Afptps bakterisine ait gliserol stogundan 50 pg/mL ampisilin i¢eren 3
mL LB besiyerine 37°C’de starter kiiltiir atildi. Daha sonra bu kiiltiirden tekrar ayni
sartlarda kiiltlir yapildi ve bu son kiiltiirden plazmit DNA (pDNA) izolasyonu, GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, Lithuania) yardimiyla firmanin onerdigi
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gibikullanilarak izole edildi. Izole edilen pDNA, daha énce PZR reaksiyonu igin

tasarlanan ileri ve geri primerlerinin tasidig: restriksiyon enzim bdlgelerine gore uygun

restriksiyon enzimleri ile (Ncol ve Xhol) es zamanli olarak ikili kesim yapildi. Bunun

i¢in,

1 pg rekombinant pDNA(pGEM-T/Easy/Afptps),
5 uL 10X CutSmart tamponu (Thermo Scientific, Lithuania),
1’er Uinite restriksiyon enzimi (Ncol ve Xhol, Thermo Sci., Lithuania)

Son hacim 50 pL olacak sekilde steril distile su ile tamamlandi.

37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen kesim triinleri

% 1’lik agaroz jelde tespit edildikten sonra, aktarilmak istenen DNA fragmenti,

GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, Lithuania) ile {iretici firmanin

ongordiigii sekilde agaroz jelden asagidaki sekilde saflastirildi.

A U o

8.
9.

. Jelden bistiiri yardimi ile kesilen, istenilen DNA fragmentinin oldugu jel

parcasi ependorf tiipe konuldu.

Uzerine 1:1 oraninda Binding Buffer eklendi. (6rnek; 100mg i¢in 100ul)
10-15 dk 50-65°C’ ye tabi tutuldu.

Tim karisim filtreli tiipe aktarildi. 14000 rpm de 1dk santriftij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi. 700 pLL Wash Buffer eklendi.

14000 rpm de 1dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi.

14000 rpm de 1dk bos olarak santrifiij edildi. Filtre yeni bir ependorf tiip
iizerine alind1.

Uzerine 50 uL Elution Buffer eklenip 2 dk beklendi.

14000 rpm de 2 dk santrifiij edildi.

Uretici firmanm ongordiigii sekilde agaroz jelden saflastirilan aktarilmak

istenen DNA fragmenti,izolasyonun gerceklestigini dogrulama amach % 1’lik agaroz

jelde elektroforeze tabi tutuldu.

Yapilan bu reaksiyon, ekspresyon vektorii olarak kullanilacak olan pET28a(+)

(Novagen, USA) plazmidi i¢in de tekrarlandi. Bunun i¢in satin alinan pET28(+)

plazmidinin 1 pL’si CaCl, ile kompotent hale getirilmis E. coli DH5a hiicresine
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transforme edildi. Elde edilen kolonilerden Wizard®Plus SV Minipreps DNA
Purification Systems (Promega Co., Medison, USA) Kkiti ile firmanmn Onerdigi sekilde
plazmit DNA izole edildi. Asagidaki reaksiyon uygulanarak kesim yapildi.

5 ug plazmit DNA,
5 uL 10X restriksiyon enzim tamponu (CutSmart Thermo Sci., Lithuania),
1’er tinite Ncol ve Xhol (Thermo Sci., Lithuania)

Son hacim 50 pL olacak sekilde steril distile suile tamamlandi.

37°C’de 15 dakika tutuldu. Kesim iirlinii % 1’°lik agaroz jel elektroforezinde tespit
edildikten sonra klonlamada kullanilacak olan biiyiik fragment GeneJET Gel Extraction
Kit (Thermo Scientific, Lithuania) kullanilarak iiretici firmanin 6ngordiigii sekilde

saflastirildi

Genin ekspresyon vektoriine yapistirilmasinda pET28a(+) vektor kullanimima
uygun olarak firmanin (pET System Manual, Novagen, USA) oOngordiigii sekilde

reaksiyon sartlar1 hazirlandi. Bunun igin,

2 uL 10X T4 DNA ligaz tamponu,

- 2puL 100 mM DTT,

- 1 uL 10 mM ATP,

- 2 pL 50 ng/ul kesilerek saflastirilmis pET28a(+) vektort,

- 1 uL T4 DNA ligaz enzimi,

- 0,2 pmol insért DNA (jelden saflastirilan Ncol ve Xhol bolgesi tastyan
ptps geni),

- son hacim 20 pL olacak sekilde niikleazsiz su (DNA RNA free water)

kullanilarak reaksiyon hazirland1.

Reaksiyon 16°C’de gece boyu inkiibe edildi.

Ligasyon isleminden sonra soguk CaCl, ile alict hale getirilmis E. coli

BL21(DE3)pLys hiicresine aktarildi.
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Bunun i¢in 3 pL ligasyon iirinii 50 pL kompotent hiicre icerisine steril kabin
icerisinde eklendi ve tilt edildi. Buz igerisinde 30 dakika inkiibe edildikten sonra
42°C’de 1 dakika inkiibe edilerek tekrar 2 dakika buz igerisinde tutuldu. Daha sonra bu
karistm, 1 mL LB igeren tiiplere eklendi ve 1,5 saat siire ile 37°C’de 150 rpm
calkalamali olarak inkiibe edildi. Siire sonunda elde edilen kiiltiirtin 50 pL’si 30 pg/mL
kanamisin iceren LBA petrisine ekildi. Petriler tekrar 37°C’de gece boyu inkiibe
edilerek koloni biiyiimesi gerceklestirildi.

Elde edilen kolonilerden tekrar 30 pg/mL kanamisinli 3 mL sivi LB besiyerine
kiiltiire edilerek plazmit DNA izolasyonu, GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific, Lithuania) yardimiyla firmanm Onerdigi sekilde yapildi. Agaroz jel
elektroforezinden sonra dogru olmasi muhtemel kolonilerin dogru parcay: icerip
icermedigi daha once genin tespitinde kullanilan PZR sartlariyla belirlendi. Bunun i¢in

ilk klonlamada ger¢eklestirilen reaksiyon yapildi.

Bu reaksiyonda 50 pL son hacimde, 1 pL pDNA, 10 uL 5X GreenTaq Buffer, 4
uL MgCl, (stok 25 mM), 1 pLL ANTP (stok 10 mM), 1’er uL forward ve reverse primer
(stok 200 nM) ve 1 tinite Green Taq DNA polimeraz ilavesiyle yapildi.

Reaksiyon daha sonra 95°C de 3 dakika, 35 dongii 94°C’de 2 dakika, 47°C’de 1,5
dakika, 72°C’de 1,5 dakika ve son olarak son sentez basamagi i¢in 72°C’de 10 dakika
ile BioRad T100 Termal Cycler cihazi kullanarak gergeklestirildi.

Burada kullanilan forward primer, ptps geninin 5’ ucuna komplementer ve Ncol
kesim bdlgesi, reverse primer ise genin 3’ ucuna komplementer olup Xhol kesim bdlgesi
icermektedir. Reverse primer, ekspresyon sonrasi histidin kuyrugu tasiyabilmesi igin
stop kodonu igermeyecek sekilde tasarlandi. Sonug olarak tek bir koloni belirlendi ve bu
koloniden yukarida bahsedilen kit ile tekrar plazmit izolasyonu yapildi ve Macrogen
Inc. (Amsterdam, Hollanda) firmasma DNA sira analizine gonderildi. Ayni1 zamanda
dogru klonu igeren koloni daha sonra 30 pg/mL kanamisin iceren LBA petrisine ekim
yapilarak 37°C’de bir gece inkiibasyondan sonra +4°C’de ve LB sivi besiyerine de
ekildi, ayrica gliserol stogu halinde -20 ve -80°C’lerde depolandi.
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2.2.3. ptps Gen Uriiniiniin Ekspresyonu

Bu amag igin Afptps genini tasiyan pET28a(+) vektoriinii igeren E. coli
BL21(DE3)pLys kiiltiirli, kanamisin iceren LB besiyeri iceren tiiplerde, 200 rpm’de
hem 28°C’de hem de 37°C’de bir gecelik biiyiimeye kondu. Elde edilen kiiltiirler, 500
mL erlen igerisinde 600 nm’de 0,1 OD degeri elde edilecek sekilde seyreltildi ve
OD600 = 0,6 olana kadar biiyiitiildii. Istenen biiyiime noktasma ulasan kiiltiirlere, son
hacimde 1 mM IPTG olacak sekilde IPTG ilave edilerek uyarildi. Novagen firmasinin
onerdigi sekilde ekspresyon i¢in uyarimdan sonra 4 saat boyunca inkiibe edildi ve siire
sonunda hiicreler ¢oktiiriildii. Elde edilen pellet, 1X PBS (10X PBS: 80 g NaCl, 2 g
KCl, 26,8 g Na,HPO4-7H,0, 2,4 g KH,PO4/L, pH 7,4) tamponu icerisinde ¢ozildii.
Hazirlanan bu 6rnek, -80°C’de dondurulacak oda sicakliginda tekrar ¢oziinmeye
birakildi ve dondurma eritme islemi 2 defa tekrarlandi. Sonrasinda sonikator (Bandelin
SonoPuls, Berlin, Germany) yardimiyla 15’er mL olarak hazirlanan 6rnek, 4 dakika
stire ile 20 saniye pulse ON, 20 saniye pulse OFF olarak % 30 amplitude sartinda sonike
edildi. Pellet ve siipernatant 6rnekleri, % 12’lik SDS-PAGE analizine tabi tutuldu ve bu

sayede genin uygun ekspresyon sicakligi belirlendi.

SDS-PAGE analizinde asagida verilen jel karisimlar1 hazirlandi ve Bio-RAD Mini

Protean Jel Sistemi kullanilarak yiirtitiildi.

% 10’luk st jel (2 mL)

- 1,40 mL saf su,

- 0,33 mL % 30’luk akrilamid ¢6zeltisi,
- 0,25 mL 1,0 M Tris (pH 6,8),

- 0,02 mL % 10’Iuk SDS,

- 0,02 mL % 10’luk APS,

- 0,002 mL TEMED.

% 12’1ik alt jel i¢in (5 mL)

- 1,60 mL saf'su,
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- 2.00 mL % 30’luk acrylamide,
- 1,30 mL 1,5 M Tris (pH 8,8),
- 0,05 mL % 10’Iuk SDS,

- 0.05 mL % 10’Iuk APS,

- 0.002 mL TEMED.

SDS-PAGE jelinde 15 pL yiikleme boyasi ( 8 mL % 10’luk SDS, 2,5 mL pH 6,8
Tris HCL, 4 mL gliserol, 2 mL 2-B-merkaptoetanol, 0,04 g bromofenol blue ve 20
mL’ye dH,O ile tamamlanip stok hazirlandi) ve 25 pL 6rnek yiiklenip protein bant

analizi yapild1

2.2.4. PTPS’nin Saflastirilmasi

Proteinin termofilik bir kaynaktan alinmis olmasindan dolay1 6ncelikle 1s1 soku
uygulamasi ile saflagtirma islemine baslandi. Sonrasinda Ni-NTA afinite kromatografisi

yapild1.

2.2.4.1. Is1 Soku ile Saflastirma

Termofilik genlerin mezofilik organizmalarda ekspresyonundan sonra yapilacak
1s1 soku ile konaktan gelen proteinlerin biiyiik bir boliimiinlin elimine edilmesini
saglanacagindan, bu basamak saflastirma iglerini azaltmaktadir. Bu nedenle konak hiicre
proteinlerinin denatiirasyon sicakliginin belirlenmesi i¢in 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85
ve 90°C’ler olmak tizere dokuz sicaklik degerinde ve farkli siirelerde 1s1 uygulamasi
yapildi. Tiim bu uygulamalarin ardindan muamelelere ait 6rnekler, 14000 rpm’de 15
dakika boyunca ¢oktiiriildii ve elde edilen siipernatant, % 12’lik SDS-PAGE analizine
tabi tutuldu.

2.2.4.2. PTPS’nin Ni-NTA Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Daha sonra PTPS’nin sahip oldugu 6 Histidin amino asidi kullanilarak Ni-NTA
kolonu ile saflastirilmasi firmanin 6ngodrdiigii sekilde yapildi. Oncelikle ilgili klonu

tagityan bakteriden 37°C’de gece kiiltiirii atildi. Bu gece kiiltlirii daha sonra 1 L’lik
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erlende 30 pg/mL kanamisinli 400 mL sivi LB besiyerine OD600, 0,1 olacak sekilde
seyreltilerek ekildi. OD600, 0,6 oldugunda son hacimde 1 mM IPTG olacak sekilde
indiiklenerek 4 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir ¢oktiiriildii ve
pellet, 2 mg/mL lizozim igeren asagida verilen dengeleme tamponu (50 mM Tris (pH
7,0), 500 mM NaCl ve 10 mM imidazol) ile ¢6ziildii. Yarim saat buzda bekletildikten
sonra sonike edildi (4 dakika boyunca, % 30 amplitude, 20 saniye ON, 20 saniye OFF;
Bandelin SonoPuls, Berlin, Germany). Sonikasyon iiriinii 14.000 rpm de 15 dakika

coktiirtildii ve elde edilen siipernatant kullanima kadar -20°C’de bekletildi.

Saflastirmada kullanilan tamponlar, Ni-NTA saflastirma protokolii (MagneHis™
Protein Purification System, Promega, Medison, USA) iiretici firmanm ongordigi

sekilde hazirland1 ve uygulandi. Bunun i¢in asagidaki tamponlar hazirlandi:

- Dengeleme tamponu: 50 mM Tris (pH 7,0), 500 mM NaCl, 10 mM
imidazol.

- Eliisyon tamponlari: sirastyla 25, 100, 150, 200 ve 300 mM imidazol
iceren dengeleme tamponu.

- Yikama tamponu: 500 mM imidazol iceren dengeleme tamponu.

Oncelikle daha 6nce hazirlanan Ni-NTA kolonuna 10 mL dengeleme tamponu
uygulandi. Sonrasinda yukarida elde edilen siipernatant kolondan gecirildi. Sonrasinda
tekrar 10 mL dengeleme tamponu ile kolon yikandi. Sirasiyla eliisyon tamponlar1 ve
sonrasinda 3 hacim yikama tamponu kolondan gecirildi. Her bir fraksiyon ayr tiiplerde
biriktirildikten sonra bu tiiplerden alman 10 pL 6rnek % 12’lik SDS-PAGE’e tabi
tutuldu.

Ni-NTA saflastirma isleminden ortamda istenmeyen imidazolden kurtulmak i¢in
diyaliz yapildi. Bunun i¢in, 50 mM Tris (pH 7,0) ve 500 mM NaCl iceren tampon
hazirlandi. 0,45 pm por ¢apina sahip dnceden hazirlanmis diyaliz tiipleri 2 litrelik beher

kullanilarak manyetik karistirici izerinde gece boyu diyaliz edildi.
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2.2.5. PTPS’nin Enzimatik Aktivitelerinin Belirlenmesi

PTPS aktivitesi ¢alisilirken Woo vd. (2002a ve b) ¢alismasi temel almarak NTP-
H,’den PPH4 olusumunun belirlenmesi ile tespit edildi. Daha sonra bu aktiviteye

enzimin sepiapterini 7,8-dihidroneopterine doniistiirme aktivitesi de ilave edildi.

2.2.5.1. PTPS’nin Sepiapterin Aktivitesi

Reaksiyon karisimi, 50 mM Tris (pH 7,0), 3 mM sepiapterin, 10 pg PTPS olarak
50 pL son hacimde hazirlandi. Reaksiyon 37°C’de 20 dakika siireyle yapildi
Sonrasinda 50 pL % 10’luk soguk TCA ilavesiyle reaksiyon durduruldu. 10 dakika
buzda bekletmenin ardindan 14000 rpm’de 10 dakika ¢oktiiriildii ve siipernatant yeni bir
tiipe alind1. Siipernatant, steril ddH,O ile 10 kat seyreltildikten sonra kalan sepiapterinin
Olciilebilmesi i¢in SpektraMax (Molecular Devices, CA, USA) spektroflorometrede 420

nm’de 6l¢iim alindi. Ko6r olarak enzim igermeyen karisim kullanildi.

2.2.5.2. PTPS’nin NTP-H, Aktivitesi

PTPS aktivitesi i¢cin substrat olarak NTP-H; kullanimi gereklidir. Satin alinmasi
planlanan bu kimyasal, 7,8-dihidro-D-neopterin-3 -trifosfat olarak anilmakta olup
sadece Schricks Lab. (Isvigre) tarafindan iiretilmekteydi ancak calismanin basladig:
zamanda laboratuar {iretimden vazgegctigi i¢cin guanozin trifosfat siklohidrolaz-1 (gch-I)
genince kodlanan GCH-I tarafindan, GTP’den déniistiirerek elde ettik. Ilgili gen daha
oncetarafimizdan yine A. flavithermusDSM 26417 bakterisinden PZR ile tespit edilerek
pET28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanmis ve E. coli BL21(DE3)pLys hiicresine
aktarilmisti. Sonrasinda biyokimyasal karakterizasyonlar1 tarafimizdan tamamlanmisti
(Hizal, 2013). Bu ama¢ dogrultusunda ilgili enzimin eldesi i¢in asagidaki caligmalar

yapild1.

2.2.5.2.1. PTPS Substratinin Hazirlanmasi

Ekspresyon igin secilen klon (pET28a(+)/Afgchl plazmidi igeren E. coli

BL21(DE3)pLysS), uygun besi yeri igeren tiipte 200 rpm’de 37°C’de bir gecelik
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biiylimeye kondu ve elde edilen kiiltiir, 500 mL erlen igerisinde 100 kez seyreltildi ve
ODggo, 0,6 olana kadar biiyiitiildii. Istenen biiyiime noktasma ulasan kiiltiire, son
hacimde 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilerek uyarildi1 ve uyarimdan sonra 4. saatte

ornekler alinarak hiicreler ¢oktiiriildii.

Elde edilen pellet, Ni Binding Buffer igerisinde ¢oziildii ve -80°C’de dondurularak
oda sicakliginda tekrar ¢oziinmeye birakildi ve bu islem 2 defa tekrarlandi. Sonrasinda
sonikator yardimiyla (15’er mL olarak hazirlanan 6rnek, 3 dakika siire ile 20 saniye
pulse ON, 20 saniye pulse OFF olarak % 30 amplitude sartinda) pargalandi. 14000
rpm’de 15 dakika siire ile ¢oktiiriildii ve stipernatant alindi. SDS-PAGE analizine tabi
tutuldu. SDS-PAGE’de ekspresyonu tespit edilen protein daha sonra 70°C’de 15 dakika
inkiibe edilerek konak hiicreden gelen proteinler miimkiin oldugunca uzaklastirildi.

Inkiibasyon sonrasi tekrar 14000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek siipernatant alindi.

Sonikasyon sonrasinda rekombinant protein His Link™ Protein Purification
System (Promega, Medison, WI, USA) kullanilarak tiretici firmanin 6ngordiigii sekilde

saflastirma yapildi. Buna gore, oncelikle asagidaki tamponlar hazirlandi.

Dengeleme tamponu olarak 10 mM imidazol igeren 100 mM HEPES (pH 7,5),
Eliisyon tamponlar1 olarak 10-500 mM imidazol iceren 100 mM HEPES (pH 7,5)

serileri,

Yikama tamponu olarak ise 1000 mM imidazol igeren 100 mM HEPES (pH 7,5).

Tamponlar hazirlandiktan sonra agsagidaki yonteme gore protein saflagtirild.

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

dolduruldu,
- Kolonun tamamen dengelenmesi beklendi,

- Dengelenme sonrasinda kolon hacminin 5 kati hacimde dengeleme tamponu

eklendi,
- Sonrasinda sonikasyonda elde edilen lizat yavasca kolona yiiklendi,

- Kolonun akis hiz1 1 mL/dakika olacak sekilde ayarlandi,
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- Lizatm akis1 tamamlandiktan sonra kolon hacminin 10 kati dengeleme tamponu
ile yikandi. Sonrasinda hazirlanan diger seriler kolona tatbik edildi,
- Eliisyon sonrasinda, yikma tampon ile kolon yikandi. Uygulama sonrasi %

12’lik SDS-PAGE ile protein tespit edildi.

Saflastirma isleminden sonra GTP’den NTP-H2 doniisiimii i¢in standart yontem
olarak Wang vd. (2011) metodu optimize edilerek uygulandi (Hizal, 2013). Bunun i¢in
100 pL son hacimde 50 mM Tris HCI pH 8,0, 100 mM KCl, 2 mM MgCl,, 1 mM GTP
ve 2 pL enzim igeren reaksiyon 65°C’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
30 puL oksidasyon soliisyonu (% 1 1, ve % 2 KI igeren soliisyon) eklendi ve 15 dakika
karanlik ortamda bekletildi. 15 pL % 2’lik askorbik asit soliisyonu eklendikten sonra
14000 rpm’de 15 dakika c¢oktiirildii ve siipernatant yeni bir tiipe alindi
Spektroflorometrede 350 nm excitation ve 450 nm emission dalga boylarinda 6l¢iim
almdi. Doniisiimiin gergeklestigi ayn1 zamanda HPLC analizi ile belirlendi. Bunun i¢in
stipernatant 6rnegi fosfat tamponu ile 100 kez seyreltildikten sonra, ayn1 fosfat tamponu
ile dengelenmis 4,6x250 mm COSMOSIL 5C18-ARCI18 (ACE, Aberdeen, Scotland)
reversed-faz kolonuna yiiklendi. 10 mM Na,HPO, (pH 6,0) tamponunda, 1,2 mL/dakika
akigla yiirtitme yapildi. 350 nm eksitasyon, 450 nm emisyon limitlerinde 6l¢iim alind:.
Mobil faz olarak % 10 metanol kullanildi. GTP ve neopterin standart grafikleri
kullanildi. Burada bahsedilen yontemde elde edilen substratin depolanma imkani
olmadigindan, her lazim oldugunda tekrar kiiltiir atildi, ekspresyon yapilip saflastirma
islemlerinden sonra doniisiim reaksiyonu yapilarak HPLC analizlerinden sonra taze

olarak kullanildi.

2.2.5.2.2. Substratin Denenmesi

PTPS aktivitesi ise Woo vd. (2002a ve b) calismasi baz alinarak NTP-H,’den
PPH,4 olusumu ile tespit edildi. Bunun i¢in 100 mM Tris—HCI (pH 7,5), 0,1 mM NTP-
H,, 10 mM MgCl, ve rekombinant enzim karisimi son hacim 50 pl olacak sekilde
hazirlandi. Karisim, 1 saat boyunca farkli sicaklik degerlerinde inkiibe edildi. Reaksiyon
es hacimde asidik iyodin soliisyonu (% 1 I, % 2 KI ve 1 N HCI) eklenerek

sonlandirildi. Daha sonra % 2’lik askorbik asit soliisyonu ilave edildi ve 14000 rpm’de
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15 dakika santrifiijlenerek siipernatant alindi. Elde edilen siipernatant hem 350 nm

excitation 450 nm emission dalga boylarinda hem de reverse faz HPLC’de kullanild1.

2.2.6. PTPS’nin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Enzim i¢in uygun reaksiyon sartlarinin belirlenmesi (uygun sicaklik ve pH) ve
biyokimyasal karakterizasyonlarinin tamamlanmasi i¢in, yukaridaki sartlar esas alinarak

enzim aktivitesi lizerine etki edebilecek diger parametreler belirlendi.

2.2.6.1. Optimum pH

Enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu pH degerini tespit etmek i¢in, baglangicta
kullandigimiz pH degerlerinden kademeli olarak bazik ve asidik pH’larda aktivasyon
deneyleri yapildi. Bu nedenle, pH 5,0 i¢in sodyum asetat, pH 6,0-6,5 aralig1 i¢cin MES,
pH 6,5-7,0-7,5 araligi1 icin MOPS, pH 7,0-7,5-8,0-8,8 araligi i¢cin Tris, pH 9,5 i¢in
glisin-NaOH tamponlar1 kullanildi.

2.2.6.2. Optimum Sicakhk

Enzimin termofilik bir bakteriden izole edilmesinden dolay1 bakterinin biiyiime
sicaklig1 olan 55°C’°de veya daha yukar1 sicaklik degerlerinde beklenen aktiviteden ¢ok
aktivite gostermesi dogaldir. Bu nedenle calisma sicakligi, 37, 40, 45, 50, 55, 60, 65°C
degerinde deneyler yapildi. Inkiibasyonlar sirasinda belli zaman araliklarinda her bir

sicakliktaki tiipler alind1 ve bu tiiplerdeki aktivite standart metoda gore belirlendi.

2.2.6.3. Kinetik Cahsmalar

Enzimin kinetik parametrelerinin (Kn ve Viax degerlerinin) belirlenmesi i¢in 100
mM Tris-Cl (pH 8,8), 10 mM MgCl,, substrat konsantrasyonu 4,34-26,4 uM araliginda
5 uL PTPS (0,5 mg/mL son hacimde) ile 100 pL son hacimde reaksiyon gerceklestirildi.
1 saat 65°C’de inkiibe edildikten sonra reaksiyona 30 pL asidik iyodin soliisyonu (% 1
I, % 2 KI ve 1 N HCI) eklenerek sonlandirildi. Oda sicakliginda 30 dakika karanlik
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ortamda inkiibasyondan sonra 15 pL % 2’lik taze askorbik asit soliisyonu ilave edildi.
Kahverengi reaksiyon rengi acildiktan sonra 14000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek
slipernatant yeni tiipe alindi. Elde edilen siipernatant reverse faz HPLC’de yliriitiildii.
Elde edilen iirlinler, neopterin standart grafigi kullanilarak Origin 8.1 programi ile

hesaplandu.

2.2.6.4. PTPS Uzerine Aktivator ve Inhibitor Etkilerin Belirlenmesi

PTPS aktivitesine etki edebilecek olan metaller ve inhibitor maddeler literatiir ve
BRENDA verileri kullanilarak belirlenmisti. Bunun i¢in K", Caﬁ, Zn+2, Baﬂ, Mnﬂ,
Pb"*, Mg™, Hg™, Cu™, Co™, Ni%, AI”, Fe”, gibi metaller ve EDTA ve 4-vinilpiridin
secildi. Denemeler, daha Once bahsedilen optimum sartlarda gercgeklestirildi.
Kullanilacak olan substrat konsantrasyonu Michaelis-Menten egrisine gore belirlendi.

Yapilan reaksiyonlar, ayni sartlar altinda ters faz HPLC’ye tabi tutuldu.
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3. BULGULAR
3.1. Afptps Geninin PZR ile Tespiti ve Klonlama Basamaklarn

Calismamizda ele alinmig olan ptps geni termofilik A. flavithermusDSM
2641 bakterisinden elde edildi. PZR’de kullanilan primerler bakteriye ait NCBI
GenBank verilerinden yola ¢ikilarak tasarlandi. Yapilan PZR taramalar1 sonucunda 438
niikleotitlik kisim elde edildi (Sekil 2). Rekombinant vektér alict E. coli DH5a
hiicresine transforme edildi. Elde edilen klonlardan plazmit DNA izolasyonu, GeneJET
PlasmidMiniprep Kit (Thermo Scientific, Lithuania) kiti firmanin 6nerdigi sekilde
kullanilarak tamamlandi. Dogrulanan plazmitler (pGEM-T/Easy/Afptps) DNA dizi
analizine tabi tutuldu (Sekil 3). Elde edilen sonuglara gore, hedeflenen DNA bdlgesinin
klonlandig1 tespit edildi.

Sekil 2. Afptps’ye ait PZR sonucunun agaroz jel elektroforezi goriintiileri (a ve b. PZR
sonucu, c: Marker, Kontrol grubu burada verilmemistir)
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atgatccaacaaatttatccgcaagtcattcacccgtttcgctatgagctaaataaaga
tatgcaaatcgcggcggcgcactttattccacatgaagcagccggacgatgtgcgaacg
tgcacggacatacgtattttatcaacattaccgttgctggtgacgagctggatgattcc
ggttttttaattaactttcaacagttaaaaaaacttatccaccatcgttttgaccatac
gttaatgaacgatcataccgatgtatttagcaacacgcaggcggaacatttcccgacga
cagaagtcgtagcgcgcaaaattgctgaaatcgtgcaacaacatttagatacgttgcca
aacaaaccgacatgcgttcaagtgtttgtacgggagtccccgacaagctatgtcgtata

tcgtccgaaagcagggaaacaataa

Sekil 3. Afptps’ye ait DNA dizi analizi sonucu

A. flavithermusDSM 2641 bakterisinden PCR yoluyla yakalanarak pGEM-T/Easy
vektoriine klonlananptps geninin buradan alinarak ekspresyon vektorii olan
pET28a(+)’ya aktarildi. Bunun i¢in izole edilen pGEM-T/Easy/Afptps plazmidi uygun
restriksiyon enzimleri ile (Ncol ve Xhol) ortak tampon (double digest tamponu)
kullanilarak ikili kesim yapildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen kesim iiriinleri %
I’lik agaroz jelde tespit edildikten sonra, aktarilmak istenen DNA fragmenti, GeneJET
Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, Lithuania) ile iiretici firmanin 6ngordiigi sekilde
agaroz jelden saflastirildi. Ayni sekilde yapilan bu reaksiyon, ekspresyon vektorii olarak
kullanilacak olan pET28a(+) (Novagen, USA) plazmidi i¢cin de tekrarland1 (Sekil 4).
Ligasyon isleminden sonra soguk CaCl2 ile alic1 hale getirilmis E. coli BL21(DE3)pLys
hiicresine aktarildi. Sekil 5°de ise pET28a(+) vektoriine klonlama sonucu 6xHis

kuyrugunun yerlesimi gosterilmektedir.
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Sekil 4. Afptps’ye ait agaroz jel elektroforezi goriintiileri (a.Kesilmemis PGEM-T
Easy/Afptps, b ve ¢: Ncol ve Xhol ile kesilmis pGEMT/Easy/Afptps, d. Ncol
ile kesilmis pET28a(+), e. Ncol ve Xhol ile kesilmis pET28a(+))

atggtccaacaaatttatccgcaagtcattcacccgtttcgctatgagctaaataaagat
M VvV 0 0 I Y P Q V I H P F R Y E L N K D
atgcaaatcgcggcggcgcactttattccacatgaagcageccggacgatgtgcgaacgtyg
M o I A A A H F I P HE A A G R C A N V
cacggacatacgtattttatcaacattaccgttgctggtgacgagctggatgattccggt
H G H T Y F I N I T V A G D E L D D S G
tttttaattaactttcaacagttaaaaaaacttatccaccatcgttttgaccatacgtta
F L I N F Q ¢ L K K L I H H R F D H T L
atgaacgatcataccgatgtatttagcaacacgcaggcggaacatttcccgacgacagaa
M N D H T D V F S N T Q A E H F P T T E
gtcgtagcgcgcaaaattgctgaaatcgtgcaacaacatttagatacgttgccaaacaaa
vV V AR K I A E I V 0 0 H L D T L P N K
ccgacatgcgttcaagtgtttgtacgggagtccccgacaagctatgtcecgtatatecgtecg
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aaagcagggaaacaactcgagfaccaceaccaccaccaclloa tccggctgctaacaa
K a6 Kk o L FHNENENENENER » » »~ o N X
XhoTHis TacHlioN

Sekil 5. Afptps geninin pET28a(+) vektori ile ekspresyon sonrasi olusacak proteindeki
6xHis kuyrugunun olusumu

3.2. ptps Gen Uriiniiniin Ekspresyonu ve Ekspresyon Sicakhigimin Belirlenmesi

Afptps genini tasiyan pET28a(+) vektoriinii igeren E. coli BL21(DE3)pLys
kiiltiirti, Novagen firmasinin onerdigi sekilde ekspresyon i¢cin 1 mM IPTG uyarimindan

sonra 4 saat boyunca inkiibe edildi. Buna gore genin ekspresyonunda 28°C ile 37°C
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arasinda bir fark goriilmedi ve bundan sonraki islemlerde uygulanan kiiltiire etme

sicakligl, 37°C temel almarak devam edildi.

3.3. PTPS’nin Saflastirilmasi

3.3.1. Is1 Soku ile Saflastirma

Termofilik genlerin mezofilik organizmalarda ekspresyonundan sonra yapilacak
1s1 soku ile konaktan gelen proteinlerin biiyiik bir bdliimiiniin elimine edilmesini
saglanacagindan, bu basamak saflastirma iglerini azaltmaktadir. Bu nedenle konak hiicre
proteinlerinin denatiirasyon sicakliginin belirlenmesi i¢in 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85
ve 90°C’ler olmak iizere dokuz sicaklik degerinde ve her bir sicaklik degerinde 15, 30,
45, 60, 120, 180 dakika ve gece boyu olmak iizere 7 farkli siirede 1s1 uygulamasi
yapildi. Tiim bu uygulamalarin ardindan muamelelere ait 6rnekler, 14000 rpm’de 15
dakika boyunca ¢oktiiriildii ve elde edilen siipernatant, % 12’lik SDS-PAGE analizine
tabi tutuldu. Buna gore PTPS’ye etki etmeyen ancak konak hiicreden gelen proteinlerin
en aza indirildigi en ideal denatiirasyon sicakligi ve siiresi, 70°C’de 30 dakika olarak

belirlendi.

3.3.2. PTPS’nin Ni-NTA Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi

PTPS’nin sahip oldugu 6 Histidin amino asidi kullanilarak Ni-NTA kolonu ile
saflastirilmast yapildi (Sekil 6). Saflastirma islemleri sonrasinda yapilan diyaliz
sonrasinda proteinin konsantrasyonu Lowry vd. (1951) metoduna gore 8,8 mg/mL

olarak o6l¢iildii.
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Sekil 6. Saflagtirilmis AFPTPS’nin % 12 SDS-PAGE goriintiisii

3.4. PTPS Aktivitesi

PTPS aktivitesi Woo vd. (2002a ve b) ¢alismasi temel alinarak NTP-H,’den
PPH; olusumunun belirlenmesi ile tespit edildi. Daha sonra bu aktiviteye enzimin

sepiapterini 7,8-dihidroneopterine doniistiirme aktivitesi de ilave edildi.

3.4.1. PTPS’nin Sepiapterin Aktivitesi

Literatiirde sadece E. coli ygcM geni tarafindan kodlanan PTPS ortologu
proteinde tespit edilen sepiapterin aktivitesi, bakterimizce kodlanan PTPS’de

gozlenmedi.

3.4.2. PTPS’nin NTP-H, Aktivitesi

PTPS aktivitesi i¢in substrat olarak NTP-H, kullanimi1 gereklidir. Yontem
kisminda bahsedildigi {izere substrat1 kendimiz doniistiirdiik ve bunu kullandik. Yapilan
aktivite denemelerinde Sekil 7°de goriildiigii tizere substrat olarak kullanilan GTP’ye ait
pik, 2,6 mL fraksiyonu icinde gelmektedir. GTP’den NTP-H, ye doniisiim piki ise 3,6
mL fraksiyonunda gozlenmektedir. Bu iki arasinda yer alan pik, GTP’den NTP-H,’ye
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enzimatik donilisimiin yan {riinleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 6,3 mL
fraksiyonundayer alan pik ise neopterin pikidir. GTP’den baglanarak neopterine
dontistim bilindigi iizere 3 ana enzim ile (GCH-I, PTPS ve SPR) ile basarilmaktadir.
Ancak kullanilan yontemde, GTP’den elde edilen dihidroneopterin trifosfatin (NTP-H,,
7-8, dihidroneopterin trifosfat) [,/KI oksidasyon soliisyonu ile oksitlenme esnasinda
non-enzimatik doniisim olarak bilinen oksitlenme ile eser miktarda neopterin
donlisimii  gézlemlenebilmektedir. Sonug¢ olarak GCH-I ile GTP’den NTP-H;
donlistimii yapildi ve substrat kaynagi olarak PTPS karakterizasyonunda kullanildi

(Sekil 8, 9, 10).

Sekil 7. Substrat olarak kullanilan GTP’ye ait ters faz HPLC piki
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Sékil 8 Ne:optérine“ ait Eers %az HPLC pil;i

L =

Sekil 9. GTP’den NTP-H olusumuna ait ters faz HPLC piki
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Sekil 10. PTPS reaksiyonuna ait ters faz HPLC piki

3.1.6. PTPS’nin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.1.6.1. Optimum pH

PTPS i¢cin optimum pH 8,8 olarak tespit edildi (Sekil 11). Ayrica yapilan HPLC
analizinde de en yiliksek doniisiimiin bu pH’da oldugu teyit edildi (Sekil 12).

Sekil 11. PTPS aktivitesine pH etkisi
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Sekil 12. PTPS’nin Tris tamponunda (pH 8,8) NTP-H2’den 6-provoil 5,6,7,8-
tetrahidropterin doniistimiiniin reverse faz HPLC sonucu

3.1.6.2. Optimum Sicakhk

Yapilan HPLC analizleri sonucunda(Sekil 13) iiriine dontistimiin en fazla oldugu

PTPS’nin en 1yi aktivite gosterdigi sicaklik degeri 65°C olarak belirlendi (Sekil 14).

Sekil 13. PTPS’nin NTP-H,’den 6-provoil 5,6,7,8-tetrahidropterin doniisiimiiniin reverse
faz HPLC sonucu (sirasiyla a: GTP, b: NTP-H,, c¢: 6-provoil 5,6,7,8-
tetrahidropterin)(37-90°C arasinda pH 8,8’de)

40



100 +
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 T T T T T T )
30 40 50 60 70 80 90 100
Sicaklik (°C)

Bagil Aktivite (%)

Sekil 14. Optimum sicaklik

3.1.6.3. Kinetik Cahismalar

Yapilan kinetik ¢alismalarinda reaksiyon tiriinlerine ait siipernatantlar reverse faz
HPLC’de yiiriitiildii. Elde edilen iirtinler, neopterin standart grafigi kullanilarak Origin
8.1 programi ile hesaplandi (Sekil 14). Buna gore enzimin maksimum hizi (Vmax)
0,0081 £ 0,00017 pumol/dak/mg protein ve Km’si ise 0,261 £+ 0,007 mM olarak
belirlendi (R2 degeri, 0,98).

[PRVIVIVE n

0,0002

Unite (umol/dak)

0,0000 4

0,0 0,1 0,2 0,3
NTPH2 (mM)

Sekil 15. PTPS’nin Michaelis-Menten egrisi
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3.1.6.4. PTPS Uzerine Aktivator ve inhibitor Etkilerin Belirlenmesi

PTPS aktivitesine etki edebilecek olan metaller ve inhibitér madde denemelerimiz
esnasinda Pb™, Co™, Ni, Fe" ve vinilpiridin ile reaksiyon karisimi ¢okelme
gosterdiginden dolay1 iptal edildi. Denemeler, daha 6nce bahsedilen optimum sartlarda
gergeklestirildi. Substrat konsantrasyonu 43,4 uM olarak Michaelis-Menten egrisine
gore belirlendi. Yapilan reaksiyonlar, ayn1 sartlar altinda ters faz HPLC’ye tabi tutuldu.
Yaptigimiz calismalarin sonucunda gore, K’nm 5 mM konsantrasyonunun aktiviteyi %
9, 10 mM konsantrasyonunun ise % 7 arttirdigi bulundu. Ca™nin ise 5 mM’da % 1,4,
10 mM’da ise % 5; 1 mM Zn™*’nin % 5.5; AI"™’@in 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda
% 2 inhibisyon goriildii. EDTA’nin tiim konsantrasyonlarda tam inhibisyonu gozlendi.
DTT’nin ise 1 mM’da aktiviteye etkisi yokken, 5 mM konsnatrasyonunda aktiviteyi %
50 oraninda inhibe ettigi bulundu. (Sekil 16)

mOmM
E1lmM
m5mM
H10mM

K* Ca" Zn"? Al DTT EDTA

120

100

(o)
o

Aktivite(%)
3

N
o

20

Sekil 16. Mectal, DTT ve EDTA Etkisi
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Tetrabiopterin (BH4), yiiksek organizmalarda fenilalanin hidroksilaz, tirozin
hidroksilaz, triptofan hidroksilaz ve nitrit oksit sentazin ii¢ izoformu gibi bircok enzim
tarafindan kullanilan esensiyal bir kofaktordiir. Bu kofaktor, insan fizyolojisinde biiyiik
oneme sahiptir. Projemize konu olan ve “sapropterin hidroklorit” generik adiyla bilinen
BH4, DHPR (dihidropteridin rediiktaz) ve hiperfenilalanemia (veya fenilketoniiri)
hastalarmm  tedavisinde ila¢ olarak  kullanilmaktadir. BH4’lin  biyosentez
mekanizmasinda, guanozin trifosfat siklohidrolaz I (gchl), 6-pirovil tetrahidropterin
sentaz (ptps) ve sepiapterin rediiktaz (Spr) genleri tarafindan kodlanan ve sirasiyla her
biri bir o6nceki enzimin doniistiirdiigli kimyasal maddeyi kullanarak GTP’den
sentezlenmektedir. Fenilketoniiri ve  DHPR eksikligi hastaliklarinda gerekli siirekli
kullanimlardan dolay1 ilk defa 1992 yilinda dogal BH4 kimyasal olarak sentezlenmistir.
3 asimetrik karbon atomuna sahip olan BH4 {in kimyasal olarak sentezlenmesi olduk¢a
zordur. Kullanilan karmasik prosediirler, bir¢ok sentetik basamagin uygulanmasi, pahali
materyallerin kullanimi gibi gereklilikler dogurmaktadir. BH4’lin kimyasal sentezine
alternatif olarak, biyosentez yolunda rol oynayan genlerin kullanilmasiyla

mikroorganizmada tiretimi gosterilebilir.

Biyosentetik iiretim i¢in, GTP’den BH4 {in biyosentez yolunda gorevli olan bahsi
gecen li¢ enzimin klonlanmasi ve ekspresyonu gereklidir. Simdiye kadar 2011.102.03.4
Nolu BAP Projemiz kapsaminda yaptigimiz calismalarda, A. flavithermusDSM
2641 bakterisinin gch I genini klonlayarak ekspresyonunu basardik ve enzimin
biyokimyasal karakterizasyonu ile enzim kinetigi ¢aligmalarini tamamladik. Bu proje ile
bu yolakta gorevli olan ikinci gen ptps ele alindi. genin kaynak organizmadan PZR ile
yakalanmasi, klonlanmasi, ekspresyonu, enzim saflastirilmasi ve karakterizasyonu

amagland1

PTPS’nin elde edilmesinde kaynak organizma olarak gchl’de oldugu gibi A.
flavithermusDSM 2641 bakterisi kullamildi. Tasarlanan primerler ile yapilan PZR
sonucunda 438 niikleotitlik gen elde edildi. pGEM-T/Easy klonlama vektoriine
klonland1 ve E. coli DH5a alici hiicresine aktarildi. A. flavithermusDSM 2641 bakterisi
ptps’si 438 bp ve 146 amino asit bitylikligiindedir. E. coli’ye ait putativ ygcM geni ptps
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ile ortologdur ve 366 bp biiyiikliigiindedir ve 122 aa kodlamaktadir (Woo vr ark., 2002).
Insanda, 145 aminoasitlik bir ORF’ye sahiptir ve 11g22.3-22.3 pozisyonunda 6 ekzonlu
genden kodlanir (Blau vd, 2001, Woo vd, 2002a). Daha c¢ok Okaryotlarda (Homo
sapiens, Drosophila, Rattus, Salmo, Bombyx, Mortierella gibi) belirlenmis olan ptps
geni, bakterilerde Streptomyces tiirlerinde 398 bp, Thermococcus peptonophilus’da 347,
Bacillus anthracis str. Ames’de 491, Geobacter sulfurreducens PCA’da 368,
Pyrrococcus horikoshii’de 348 bp biiyiikliigiindedir (Wu vd, 2012; Methe vd, 2003;
Read vd, 2003, Bagautdinov vd, 2007). AfPTPS’si 18 kDa biiyiikligiindedir. E. coli’de
18,6 kDa’dur (Woo vd., 2002b). insanda ise farkli arastirmacilar farkli biiyiikliikte rapor
etmiglerdir. Guzman vd. (1992) enzimin 68 kDa, Ashida vd. (1993) 90 kDa, Takikawa
vd. (1986) ise 83 kDa olarak bulmuslardir.

Yapilan koloni secimlerinden sonra rekombinant plazmit, primer tasarimi
esnasinda ekledigimiz kesim bolgeleri kullanilarak Ncol ve Xhol restriksiyon
enzimleriyle kesildi. Ayn1 zamanda ekspresyon vektorii olan pET28a(+) vektorii de ayni
enzimlerle kesildi. Yapilan ligasyon sonrasinda ekspresyon konak hiicresi olan E. coli
BL21(DE3)pLys hiicresine aktarildi. Bu hiicre daha sonra uygun sartlarda ekspresyon
icin kullanmildi. 37°C°’de 1 mM IPTG varliginda 4 saat boyunca yapilan ekspresyon
sonrasinda tiretilen enzimin 17 kDa biiyiikliigiinde oldugu SDS-PAGE ile belirlendi.
Enzim, mezofilik konaktan kaynaklanan proteinlerden baslangigta 70°C’de 30 dakika
181 soku ile temizlendi akabinde tasidigi 6 Histidinli kuyruk sayesinde Ni-NTA afinite
kolonu ile saflastirildi. Enzim 7,8-dihidroneopterin trifosfati, 6-pyruvoyl-5,6,7,8-
tetrahidropterine ¢evirmektedir. Substrat olarak kullanilan 7,8-dihidroneopterin trifosfat
maddesi, sadece Isvicre’de bulunan Schiricks Laboratuari’'nca iiretilmekteydi. Ancak
kararsiz yapiya sahip olmasi dolayisiyla taze olarak hazirlanmasi gibi gerekliliklerden
dolay1 firma madde satisin1 durdurdugundan, biz kendi GCH-I"1mizla iirettik. Bunun
icin yine A. flavithermusDSM 2641 bakterisine ait gchl genini kullandik. ilgili gen daha
once yiiksek lisans 6grencim tarafindan galisilmisti. Bu nedenle, pET28a(+)/Afgchl
rekombinant plazmidi kullanildi. Tekrar saflastirma islemleri yapildi ve GTP’den

dontisiim saglandi.

Ters faz HPLC analizleri ile doniisiim hesaplandi. Sustrat olarak GTP’den elde
edilen 7,8-dihidroneopterin trifosfat maddesi kullanildi. HPLC {initesinin separasyon
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kismi olmadigindan iriin ayrilamadi. Bu nedenden dolayi, her ne zaman substrat
ithtiyacimiz oldugunda islemler yenilendi ve taze substrat hazirlandi. Substratin satin
almamayisi, projemizde zaman alict ayr1 bir yiik olarak karsimiza cikti. Neticede
PTPS’nin karakterizasyonu bu substrat kullanilarak tamamlandi. AfPTPS, optimum 8,8
pH’da ve 65°C sicaklikta maksimum aktivite gostermektedir. BRENDA verileri
incelendiginde, optimum pH’larin 6,5-8,5 arasinda, sicakligim ise 37-80°C arasinda
oldugu goriilmektedir (URL-2, 2016). Benzer olarak E. coli’de optimum pH 6,5-7,0
arasindadir. Calisma sicakligi ise dogal olarak 37°C’dir (Woo vd, 2002). Dolayisiyla
AFPTPS’nin optimum pH istegi diger PTPS’lere nazaran ortalamanin {izerindedir. Elde
ettigimiz sonuglara gore AFPTPS nin spesifik aktivitesi 8,1 nmol/dak/mg protein olarak
belirlenmistir. Bu deger E. coli’de 1,13, Synecocystis sp. PCC 6803°de 0,39 ve insanda
13,03’diir (Woo vd, 2002). Dolayisiyla E. coli ve Synecocystis PTPS’sinden daha iyi
durumdadir. AfPTPS’nin sepiapterini  7,8-dihidropterine  doniistiirme  aktivitesi
saptanamamistir. Bu konuda yapilan tek calisma Woo vd. (2002b) tarafindan yapilmis
ve aktivite 151,3 nmol/dakika/mg protein olarak bulunmustur. Bu ¢alismaya dayanarak
yaptigimiz denem sonucunda AfPTPS’nin sepiapterin  doniistiirmeaktivitesinin
olmadigmi tespit ettik. Enzimin metal iyonlar1 ile yapilan etki calismalarinda, 5 mM
K" nin aktiviteyi % 9, 10 mM da ise % 7 arttirdigm tespit edildi. Ayni sekilde 5 mM
Ca**nin % 1,4, 10 mM’da % 5, 1 mM Zn"’nin % 5,5 aktiviteyi arttirdigini, Al™{in
denenen tiim konsantrasyonlara aktivitede inhibisyona sebep oldugunu goriildi. Yine
bir selatdor olan EDTA’nin tiim konsnatrasyonlarinda inhibisyona sebep oldugunu,
DTT’nin ise 5 mM konsantrasyonunda aktiviteyi yartya diisiirdiiglinii goriildii. Woo vd.
(2002b)’nin yaptigi E. coli PTPS’nin sepiapterin aktivitesi ¢aligmasinda kofaktore
ihtiyag duymadigini belirtmislerdir. Ancak denemelerinde 10 mM Mg kullannuslardir.
Bizim ¢alismamizda da bu ¢alisma baz alinmistir ve yapilan Mg denemelerinde en 1yi
sonucu 10 mM MgCl, ile aldigimizdan bu sekilde kullanilmistir. Bu calismaya gore,
EDTA’nin denenen konsantrasyonlarinda (1-5 mM) aktiviteyi hafif bir sekilde
arttitdigin1 ~ belirtmislerdir.  Ancak  bizim  denemelerimizde tim  EDTA
konsantrasyonlarinda aktivite tamamen inhibe oldugundan enzimin metal bagimh
oldugunu soyleyebiliriz. Benzer duruma, insan PTPS’sinde de magnezyum iyonu ile

etkilestiginden dolay1 ayni sonuca varildigma rastlamaktayiz (Taikawa vd., 1986).
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5. ONERILER

Bu tez calismasimin gelistirilebilmesi ve proje amacina ve ¢iktilarina gore sunlari

da Onerebiliriz.

1. Saflastrmada kolaylik saglayan histidin kuyruklar1 eklenmeyebilir. Genel
kanmin, kuyrugun eklenmesi ile islerin ve sarfiyatin azaltilmas1 yoniinde olsa da dogal
hali ile proteinler saflastirilarak kullanilabilir. Béylece 6xHis kuyruklu olan ve olmayan
proteinlerin karsilastirilmasi yapilabilir.

2. Ayni bakteriden daha Once elde ettigimiz gch-1 ile birlikte koekspresyon
calismasi ile birlikte ¢alisip ¢alismadigina bakilabilir.

3. Farkli Anoxybacillus tiirlerinde de belirledigimiz genlerin ekspresyonu

tamamlanip, daha kaliteli benzer enzim tlizerinde ¢alismalar yapilabilir.
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OZGECMIS

Efsun CELIK, 16/05/1989 tarihinde Ankara/Altindag’da dogdu. Ilkdgretimini
1995/97 yilarinda Kastamonu/Merkez Ilinde Sehit Serife Baci Ilkokulu’nda, 1997/98
yilinda Rize/Merkez ilinde Sevket Yardime1 Ik gretim Okulu’nda, 1998/2000 yilarinda
Rize/Pekmezli Ozel Ilgi Koleji'nde burslu olarak, 2000/2003 yillarinda Rize/Merkez
TOBB Ilkégretim Okulu’nda ve Ortadgretimini 2007 yilinda Rize/Merkez ilinde
Anadolu Ogretmen Lisesi’nde tamamladi. 10/09/2007 tarihinde basladig1 lisans
egitimini 12/07/2013 tarihinde 19 Mayis Universitesi Egitim Fakiiltesi Orta Ogretim
Biyoloji Ogretmenligi Boliimii'nde tamamladi. 2014 yilinda Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda basladig1 yiiksek lisans
ogrenimi halen devam etmektedir. Rize Giiclii ideal Dershanesi ve Rize Ihtiyag
Akademi Kurumu’nda Biyoloji Ogretmeni olarak 2012/2014 yili itibariyle ve Rize
IMKB Teknik Endiistri Meslek Lisesi’nde iicretli Biyoloji Ogretmeni olarak 2014/2015
yili tarihlerinde gorev yapmustir. Orta seviyede Ingilizce bilen Efsun CELIK, evli ve 1

¢ocuk annesidir.
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