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OZET

Anoxybacillus flavithermus Bakterisinin Isil Kararli Guanozintrifosfat Sikloh idrolaz-I

Geninin Klonlanmasi ve Ekspresyonu

Bu calsma, termofilik Anoxybacillus flavithermubakterisine ait guanozin trifosfat
siklohidrolaz | enziminin karakterizasyonunu icekteglir. Klonlanangchl geni 603 baz
cifti buyukliginde toplam 200 amino asidi kodlayan tek bir ackunoa dizinidir.
GTP’den dihidroneopterin trifosfat dogiimunu katalizler. Enzim ekspresyonu pET28a(+)
vektorine klonlandiktan sonr&. coli BL21(DE3)pLysS hicresinde 1 mM IPTG
induksiyonu ile tamamlanmy saflgtiriimasi icin 6xHis kuyrguna 6zel Ni-NTA kolonu
kullaniimistir. Yapilan karakterizasyon sonucunda enzimin R& biytkliginde oldgu
SDS-PAGE analizi ve amino asit sekansi hesaplamdt@rulanmstir. Enzim en iyi
aktivite gosterdii sicaklik dgeri 65°C ve en uygun pH dgeri ise 8,0 olarak belirlendi.
Enzime ait kinetik verilere bakilginda, Vyakel 100,93 + 3,5 nM/dk/mg protein vi§,'si
243 £ 23,25uM olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacilludlavithermus GTP, GTP siklohidrolaz I, enzim

karakterizasyonu.



SUMMARY

Cloning and Expression of Guanosintriphosphate Cyohydrolase-I from

Anoxybacillus flavithermus

This study was included the characterization of nggan triphosphate
cyclohydrolase | from thermophilic bacteridnoxybacillus flavithermusWe cloned the
gchl gene that was 603 bp and its open readingefaas 200 amino acids. This enzyme
catalyzed from GTP to dihydroneopterin triphosphaiée cloned into pET28a(+)
expression vector with 6xHis tags and transforri.ircoli BL21(DE3)pLysS host cells to
express with 1 mM IPTG induction. We purified thezgme with Ni-NTA resin. We
determined that GCH-I is 24 kDa, its optimum pHi® &nd temperature is 85.Under
optimal conditions, GCH-I exhibited a low enzymadictivity with Km- andVmax-values
of 243 + 23,25M and 100,93 + 3,5 nM/min/mg protein, respectively.

Key Words: Anoxybacillus flavithermys GTP, GTP cyclohydrolase 1, enzyme

characterization.
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1. GENEL BILGILER
1.1.Giri g

Gunumizde fenilketoniri (FKU veyagdir bir deyjle hiperfenilalanemia, HPA) en
ayrintili calsilmis dogumsal metabolik hastalik olup, fenilalanin hidrd&si(FAH) enzimi
aktivitesinin  yokl@gu sonucu gefen, otozomal resesif, erken donemde tedavi
edilmedginde &ir motor ve mental gerilik ile karakterize edilem hastaliktir (Muntau
vd, 2002, Ozer, 2004). Genel gorilme $kii1/10.000 olmasina gamen Sahk
Bakanlgi'nin destgi ile yapilan argtirmalarda Ulkemizde bu oran 1/4.500°dur. Her yil
ulkemizde 250-300 c¢ocuk bu hastalisahip olarak dgnaktadir yani Turkiye'de her 20—
25 kisiden biri bu hasta@n tasimaktadir (URL-1).

FKU ya da HPA olsumunun primer nedenlerinden biri, tetrahidrobiojpt¢BH4)
metabolizmasi bozukluklaridir (Kure vd., 1999, Manwvd., 2002, Spaaen vd., 2001, URL
1 ve 2, 2006). Bu bozukluklar, dihidropteridin ré&thz, GCHI, pterin—4—8-karbinolamin
dehidrataz ve 6-pirovil tetrahidropterin sent@tp§ defekti olarak da tanimlanabilir ve
karacger, bobrekler, beyin ve kan dokusu etkilenir (BlauvBurgard,2005).
Tetrahidrobiopterin metabolizmasi bozuklmun nedeniyle okan hastaliklarin genel
gorulme siklgl dunyada % 1-3 iken bu oran Turkiye'de % 15'tirRlU 1, 2006). Bu
sonug, Ulkemizde FKU’ niin oldukca sik rastlamai gostermektedir.

Ilgili hastaliklarin tedavilerinde kullanilan yonterden en 6nemlisi ve yaygini,
BH4 metabolizmasinin bozuldundan kaynaklandiklarindan dolayl hastaysarmdan
BH4 yuklemesi yapmaktir (URL 1 ve 2, 2006; Blau,v2001; Blau ve Burgard, 2005;
Kure vd., 1999; Muntau vd., 2002; Spaaen vd., 20BH4’e baimli olan hastaliklardan
FKU tedavisinde tim ydardaki hastalar icin 5-20 mg/kg/gin, PTPS ekgiklle 5-10
mg/kg/gun, tlimh PTPS eksiinde 2 doz halinde 5-10 mg/kg/gin BH4 tedavisi
uygulanmasi onerilmektedir. Hasfah tedavisi sirasinda BH4 yuklemeleri, 0-3sya
arasinda haftalik, 4-9 yarasinda 2 haftada bir, 10-15ymasinda aylik, 15 ydizerinde
1-2 aylik ve maternal hastalik durumunda isgaylaakilmaksizin haftalik olarak BH4’in
etkisi icin fenilalanin ve tirozinin biyokimyasallavak izlenmesi gereklidir (Blau ve
Burgard, 2005).

BH4 sentezinde, dongude veya fenilalanin hidroksismzimindeki bir eksiklik
veya kusur, hiperfenilalaninemianin artmasina yamiiketonuriye neden olur (Demos vd.,

2005; Blau ve vd., 2001). Elde bulunan verilere egéionjenital hastaliklarda BH4'e
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bagimh kusurlarin % 58’iptps % 4’0 gchl ve % 0,9'u isespr genlerindeki kusurlardan
kaynaklanmaktadir (Ponzone vd., 2004).

1.2.BH4 ve Sentezi

Hucreler BH4'U iki farkh yol ile olgtururlar. De novobiyosentez yolunda, 6ncu
olarak GTP kullanilir,Salvageyolundaysa, dnceden ortamda var olan dihidrodtarin
kullanilir. De novo biyosentezi yolu U¢ ana enzim ile gercgkleve in vivo ve vitro
sartlarda da durum aynidir. Bu enzimler sirasiyl@Hg PTPS ve SPR’dir. Bu enzimlerin
ilk ikisinden sorumlu genlerde goérulen genetik kisuhayati 6neme sahip hastaliklar
olarak kagimiz ¢ikar. GTP'den BH4 biyosenteS8ekil 1'de 6zetlennstir.
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Sekil 1. GTP’den BH4 biyosentezini gosteren yol (Yamamotq 2003)

l GTP cyelohydrolase 1 (GCHI



1.3. GCHI Enzimi

GCHI enzimi (EC: 3.5.4.16), BH4 biyosentezinin oneidizimidir (Blau ve vd.,
2001). Bircok farkli organizmadan elde edgnfibakteri, mantar, sinek, tavuk, insan) ve
incelenmgtir. Enzim, GTP'yi dihidroneopterin trifosfata dagtartr Sekil 2). GCHI, 30
kbp blyukliginde bir enzimdirinsanda tek kopya halinde ilgili genden kodlanirQ 25
aminoasit iceren enzim, @r canlilarda da benzerlik gosterir (Blau vd., 200400 vd.,
2002). GCHT'in aktivitesi, memelilerde buyik oranmhierferon-gama tarafindan stimile
edilir (Schoedon vd., 1986).

Gunumize kadar konu ile ilgili olarak yapilan gadalar, biopterin ve
tetrahidrobiopterinlerin FKU (izerine etkisi, hagtirin gorilme sikliklar ve tedavide
BH4 kullanimi Gzerine ygunlasmaktadir (Kure vd., 1999; Koch vd., 2002; TrefzBlau,
2003; Pey vd., 2004; Koch vd., 2005; Muntau v@02 Liu vd., 2001; Blau vd., 2001,
Blau ve Burgard, 2005; Demos vd., 2005; Ozer, 2@®shzone vd., 2004; URL 1 ve 2,
2006).

BH4 biyosentezinde rol oynayan enzimlerdegirl&kll olarak calgilan, sentez
yolunun ilk basam@ndan sorumlu olan GCHI enzimidir. Yapilan g¢aialardan biri
GCHTI'in metabolizma Uzerindeki etkisi ve hastalrkteortaya cikyindaki rolt (Kaindl vd.,
2005; Blau vd., 2001; Blau ve Burgard, 2005; Bawedr, 2002), dieri klonlama,
ekspresyon ve kristallendirme ile yapisinin aydilmeas! (Hynes ved., 2003; Witter vd.,
1996; Serova vd., 2004; Suzuki vd., 2004; Woo \&002) ve bir dieri mutasyon
calismalandir (Garavaglia vd., 2004; Kikuchi vd., 20033CHI'e nazaran PTPS ve SPR
enzimleri hakkinda yapilan cginalar nispeten daha azdir. PTPS Uzerine genelkolara
hastaliklarin tanimlanmalarini iceren galalar gbze carpmasina graen, GCHI'ya
nazaran az da olsa karakterizasyonsgalari (Demos vd., 2005; Leitner vd., 2003; Woo
vd., 2002) yer almaktadir. SPR gatalarinda ise, SPR bozukluklarinin neden gidu
hastalik tanimlamalarindagialik varken az da olsa karakterizasyon gahlarina
rastlamaktayiz (Blau vd., 2001; Elzouk vd., 2008jifAoto vd., 2003; Steinberger vd,
2004; Tiefenbacher vd., 2003; Woo vd., 2002).

BH4'Un kimyasal olarak sentezinin olduk¢a zor olmdaillanilan yontemlerin
karmaikh g, bircok sentetik basapan uygulanmasi, pahali materyallerin kullanimi ile
maliyeti oldukca yiksektir. BH4 Un kimyasal sentezialternatif olarak hedef genleri
kullanarak mikroorganizmada Uretimi gosterilebiBu konuyla ilgili olarak yapilan tek

calisma Yamamoto vd. (2003) tarafindan yapsiim Calsmada ptps ve spr genleri
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klonlanmg ve gchl yerine homolog bir gen ile birlikte derlendirilmistir. Gen kaynaklari
PTPS ve SPR icin fare ve GCHI analoicin (mtrA) B. subtilis kullaniimistir.

Olusturulacak rekombinant bir plazmit aragiyla bu slem daha az maliyetle karilabilir.

o o
N DN e
DN —_—
Ay = ]
oMNT N N -HCOO" D,NT N7 TH—D
D‘
E@®oHS EP®one )
Do OD DO OD

Sekil 2. GCHI enziminin GTP’den dihidroneopterin trifosfabrdsim mekanizmasi
(Bracher vd., 1998).

1.4. Termofilik Bakteriler ve Enzim Biyoteknolojisindeki Rolleri

Mikroorganizmalar, ygam sicakigl ihtiyacina goére genel olarak mezofiller,
psikrofiller ve termofiller olmak tzere 3 gruba dytar (Tablo 1). Termofilik bakteriler ilk
kez 1879 yilinda Miquel tarafindan izole ed#tmi Miquel, toprak, toz, dki,
kanalizasyon ve nehir camurundan izolegetbiakterilerin 72°C’ye kadar gayabildigini
gostermgtir. Daha sonralari bu oda sivcakhda ygayamayan fakat yiuksek sicakliklarda

yasayabilen bakteriler termofilik bakteriler olarakladdiriimstir.
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Tablo 1. Mikroorganizmalarin sicaklik ihtiyacina gére siartliriimasi (Arda,

2000’den degistirilerek)

_ ) o Optimum Maksimum
Mikroorganizma Minimum °QC
°C °C
Psikrofilik (-5)-5 15-30 19-35
Mezofilik 10-15 30-45 35-47
Fakaltatif 37 45-55 70
Termofilik | Zorunlu 40-45 55-75 60-80
Ekstrem 60 75-80 85-110

Genel anlamda termofilik organizmalarinda icedsinbulundgu ektremofilik
organizmalar, volkanlar veya gayzerler gibi yukssicaklik kaynaklarindan, buzul
kitleleri gibi oldukca dgiik sicaklga sahip habitatlara kadar, tuz ve soda goélleri gibi
yuksek tuz konsantrasyonlarina ve ¢okiikiya da ¢cok yuksek pH gerlerine kadar farkl
ekstrensartlarda yaayabilmektedirler.

Bu canlilar, kendi DNA, protein ve lipid yapilarirou ortamlarda rakatlikla
yasayabileceklerisekilde adapte etrglierdir. Ornegin termofilik organizmalarin hiicre
membranlarinda doymuyag asitleri yer alir. Bu sayede normal ortamdasayan
mezofiliklere gore daha fazla hidrofobik ortam glurarak yuksek sicakliklarda hicre
membrani yapisini dolayisiyla hiicre yapisini iatikryapar. Termofilik organizmalarin
ayrica sahip olduklari proteinler de bu sicaklikean denatlire olmamasina hem de aktif
olmalarina uygundur. Bu organizmalardan elde ed#ezimler mezofiliklerden elde
edilenlere gore daha dayaniklidir (Guven, 2011,ildakl Rakshit, 2003, Kristjansson and
Asgeirsson, 2002).

Gunumizde biyoteknolojik uygulamalarda termofilikganizmalardan oldukca
siklikla yararlanilmaktadir. Termofilik bakterilexdbulunan enzimlerin sert endustriyel
uygulamalara dayaniklgi tercih edilen bir unsurdur. Bu faktorlgr sekilde siralanabilir:

Reaksiyonlarin yiksek sicakliklarda gercekiesi,

Genel mezofiliklerin ortami kontamine etme riskigimalmasi,
bikggin

ortamdaki

Organik  bilgiklerin  ¢ozUnurligina  arttirmasiyla

mevcudiyetinin art,

Genel denatiuragartlara ve ajanlara kardaha dayanikli olmalari,
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Viskozitenin azalmasi sebebiyle reaksiyon hizlarartmasi,

Substratlarin diftizyon katsayindaki adebebiyle reaksiyon hizlarinin artmasi,

Istenmeyen yan Urlin glurmamalari,

Substratlarin ve trtnlerin ¢ozunurliklerinin arttasi,

Endotermik reaksiyonlarda tercih edilen denggigmenleri olusturularak daha

fazla verimlilik elde edilmesi.

Yukarida siralanan 6zelliklerinden dolayi 1sil kéiranzimlerin, 1sil kararligin ve
1sil aktivitenin anlalabilmesinde ve protein mihend@licin modeller olgturmaktadir.
Bu gibi nedenlerden Otirt bu tip bakterilerin enzikaynal olarak dgerlendiriimesi
kuvvetle 6nerilmektedir (Andrade vd., 1999, Guveall, Hartley vd., 2000, Taylor vd.,
2004, URL-4).

Termofilik baktarilerden elde edilen termostabilzenlerin veya termozimlerin
basinda, galaktozidazlar, amilazlar, pullunazlar, raizlar, ksilinazlar, pektinazlar ve
sellilazlar gelmektedir. Bu adi anilan enzimlerlidde gida, farmasotik, kimya ve gevre

biyoteknolojisi alaninda kullanima sahiptirler (&iny 2011).

1.5. Anoxybacillus flavithermus

Anoxybacillus flavithermubakterisi faklltatif anaerobik, alkalifilik, ortderecede
termofilik, sporlu bir bakteridir. Stt tozu ve jél@n en dnemli kontaminasyon aracidir.
Tip swu olan WK1 (DSM 21510), Yeni Zelanda'da bulunan Yalkei jeotermal
kaynainda yer alan atik su kaynaklarindan izole edtimi

Gram-pozitif, hareketsiz cubukeklinde olup hicre membraninda karetinoid
pigment biriktirmesinden dolayi koyu sari renktédkgzasyona sahiptir. Blyime sicasl
37-66'C (en iyi 62C) ve pH aralil 8,0-10,5 (optimum sicaklik 9,5-9,7)'dir.

Karbon ve enerji kaynaklar d-glikoz, sakkarozruktoz, d-trehaloz ve gastadir.
Genom bilgisine goOre Bacillaceae ailesiningeti Uyeleri ile kagilastirildiginda
AnoxybacillugGeobacillusdalinda yerlgktir (Pikute vd., 2000; Saw vd., 2008).

1.6. Literattr Ozeti
Bugline kadar GCH-I enzimi ile ilgili olarak yapilagalsmalari enzim
karakterizasyonu ve Bh bulundigu metabolik hastaliklarin gorulme sikliklariylailig



calismalar olarak ayirabiliriz. Calmamiz gen klonlama ve enzimin biyokimyasal
karakterizasyonunu icermektedir.

GTP siklohidrolaz 1 geni ilk defa Yim ve Brown téredan 1976 yilind&. coli
bakterisinden klonlanmive karakterize edilngiir. Bu ¢calsmaya goére, dgal hali 210 kDa
agirhgindaki proteinin SDS-PAGE’deki analizinde ise tednta kagilik gelen 25,5 kDa
oldugunu gostermtirler. Bu aslinda proteinin ayni bulyuklukte 8 dlhiteye sahip
oldugunu gostermektedir. Canada enzimirKm dezeri 0,02 uM, ATP ve dGTP’nin asill
substrat olan GTP ile yaabildigi ve yargsmali inhibitér oldgu belirlenmitir. Enzimin
yari dmrunun 82°C’de 7 dakika olgluda belirtilmitir.

Suzuki vd. 1979 yilinda yaptiklari ¢ghada Geobacillus stearothermophilus
ATCC 8005 bakterisinin GCH-I enzimini karakterizengler ve optimum 60-65°C lik
Isida ve 8,0-8,4 pH ar@inda aktivite gosterdini, Km deserinin ise 980 uM oldgunu
tespit etmglerdir.

Hatakeyama vd. (1989), fare GTP siklohidrolaz liemzin SDS-PAGE analizinde
30 kDa oldgunu veVnaxInin ise 45 nmol/dakika/mg protein olgiunu gostermgiir. KCI
konsantrasyonuna peolarak kinetik 6zellii degismeksizin yarilanma émrinin uzgaohi
belirtmistir.

Cha vd. (1991), fare karaggrinden elde ettikleri GCH-1 enzimini karakterize
etmislerdir. 55,7 kDa gurligindaki enzimin optimum aktivitesinin 60°C’de ve 80-8,5
de old@gu Km deserinin 17,3 uM oldgunu gosterngierdir.

Yine Hatakeyama vd. (1991), fare GTP siklohidrolazyenine ait cDNA'yi
klonlayarak sekans bilgisine wghaistir. Buna gore 1,2 kilobazlik tek bir mRNA’dan
uretildigini bulmustur. cDNA'nin ise 1024 baz ¢ifti bayllkdinde oldgunu belirtmitir.

Babitzke vd. (1992)Bacillus subtilis tarafindan kodlanan GTP siklohidrolaz 1
mtrAB operonunu c¢ajmislardir. Operonda yer alamtrA geninin GCH-I enzimini
kodladgini, ikinci enzim olan mtrBnin ise triptofan genlerinin transkripsiyonal
atentasyonundan sorumlu olduklarini bugrardir.

Schoedon vd. (1992)t. coli GCH-I'i Uzerine yaptiklari agtirmada farelerde
bulunan enzim ile % 42 benzerlik sergil@di, GTP yaninda UTP’yi de sybstrat olarak
kullanabildigini (Km'leri 100 ile 110 uM) ve aktivitesini Michaelis-M&mn Egrisi yerine
sigmoidal oldgunu ortaya koymglardir. Ayrica tetrabiopterinin sentezinde yer abanilk
enzimin, son Urin olan tetrabiopterin sayesinde ud@de % 50 inhibe oldgunu

gostermglerdir.



De Saizieu vd. (1995)Bacillus subtilis GTP siklohidrolaz | genini PCR ile
yakaladiktan sonra ekspres efi@i ve enzimin, 100 mM potasyum v@hda 4 pMKm
deserine sahip oldgunu ve aktivitenin 80 nmol/dakika/mg protein qidau
belirlemislerdir. Ayrica GTP siklohidrolaz | seviyesinde kigism iyonlarinin ve UTP’nin
roll olabilecgini de 6nermektedirler.

Nar vd. (1995), E. coli GCH-I uzerine yaptiklari agtirmada enzimin
homodekamer yapida olgunu gostermsierdir. Bu topoloji ¢camasinda enzimin her
birinin 10 A derinlikte cebe sahip 10sie biylklikte aktif merkezinin yer algini
gosterdiler. Imidazol zincirinin yikilmasinda, His-179 amino asidrafindan N7'nin
protonlandgini ortaya koymglardir. Ayrica enzimin yapisindaki Cys-110/Cys-181
baglanmasinin da reaksiyonla alakali olabifoede ileri sirmglerdir.

Witter vd. (1996),Dictyostelium discoideunitek hicreli civik mantar) Gzerinde
yaptiklari argtirmada 855 baz ciftlik cDNA'y1 klonlamive mRNA’nin 232 amino asitlik
GCH-1 enzimini Urettgini ortaya koymugtur. Ayrica 101 baz ciftlik introna sahip olglunu
kalan ekzonlarin baz sirasinin ise insan GCH-I'%e47 ve % 49’luk bir benzerlik
gosterdgini belirtmislerdir. E. colide eksprese edilen genin 68 kDa buyukliukte bitgiro
urettigini ve maksimum aktivitesinin 60°C’de gorulglint dolayisiyla 1siya dayanikh bir
enzim oldgunu kanitlamglardir.

Yoo vd. (1998)Streptomyces tubercidicdlSCH-1 enzimini karaterize etler ve
enzimin d@al halinin 230 kDa buyuklikte olgunu 58 kDa’luk 4 alt birimden oftugunu
gostermglerdir. Karakterizasyon c¢amalari sonucunda optimum 7,5-8,5 pH analda ve
40-42°C ‘de aktif oldgunu, Km dgerinin 80 uM, vmax dgerinin ise 90 nmol/dakika/mg
protein oldgunu tespit etnsierdir.

Auerbach vd. (2000), insan & coli kaynakli GCH-I enziminin aktivasyonunda
cinkonun énemli rol oynadini ortaya komgtur. Enzimin substrati olan GTP’nin imidazol
halkasindaki 8. karbon atomuna nukleofilikg@tala rol oynadiini agiklamstir.

Lee vd. (2002), yineE. coli GCH-I enziminin oligomerizasyonunu karakterize
etmis ve be dimerli yapidan onlu yapiya kadar enzim komleksioligomerizasyonunda
Lys136, Arg139 ve Glul52 nolu amino asitlerinin oghadgini bulmulardir.

Woo vd. (2002), bir siyanobakteri ol&ynochocystisp. PCC 6803 sunun GTP
siklohidrolaz I geni ileE. coli bakterisine ait 6-piroviltetrahidropterin sentanmi yineE.

coli'de eg zamanl olarak eksprese ederek sepiapterin Urathagarmslardir.



He ve Rosazza (2003)ocardia sp suslarini kullanarak yapgi calsmada GCH-I
enziminin BH4 biyosentezinde nitrik oksit sentaziniggerekli kofaktdr oldgunu
gostermglerdir. Enzimin optimum 7,8 pH da ve 56°C’de aktiflusunu, potasyum iyonu
varhginda aktivitesinin artgni  fakat kalsiyum, bakir, c¢inko ve civa iyon
konsantrasyonuna Pk olarak aktivitenin azal@ini belirtmgtir. DAHP’In besiyerindeki
NO, ve NG konsantrasyonunu arttirarak aktiviteyi inhibegatii ancak BH4'tGin bu etkiyi
kirici fonksiyonu bulundgunu aciklamytir.

He vd. (2004),Nocardia sp. NRRL 5646 de yag argtirma neticesinde 684
nikleotit buyuklige sahip 227 amino asitlik bir protein kodlayagchl genini
belirlemilerdir. 24,5 kDa girligindaki enzimin, dekamer olgu ve d@al halinin 0,071
nmol/saat/mg protein aktiviteye sahip aldurekombinant olarak tasarimlannmalinin ise
(E. coliBL21(DES3) hiicresinde pHAT227 plazmidi ile) 52,86 alfeaat/mg protein oldiu
tespit etmglerdir. Rekombinant enzimin gal enzime gore 744 kat daha fazla spesifik
aktivitesinin bulundgunu gostermerdir. EnziminKm degerinin ise 7,0 uM olarak tespit
etmislerdir.

Kolinsky ve Gross (2004), GCH-I ve GTPCH Feedbadgitatory Protein’in
(GFRP) kayngi olarak sican aort diz kas hicrelerinden eldgietDNA kuttiphanesini
kullanarak GTP siklohidrolaz I'in inhibisyonu Uzee 2,4-diamino-6-hidroksipirimidinin
(DAHP) etkisini gostermsi ve prototipik inhibitér olarak adlandirgtardir. DAHP’In
GTPCH luzerine direk etkide bulunmgoi ancak GFRP (zerine etki ederek biyosentez
mekanizmasini inhibe etni bulmustur.

Suzuki vd. (2004)E. coli GCH-I enzimi kullanrak yaptiklari camalarinda Mg
iyonu olmaksizin substrat olarak kullanilan GTP’rkionsantrasyonuna @la olarak
aktivite gosterdiini tespit etmglerdir. Ayrica, Mri%, Ca™ ve Zn? gibi Mg*? iyonunun da
metalsiz GTP’nin substrat olarak kullangdidurumlarda iyon konsantrasyonunaglba
olarak inhibisyon gercekjardigini ortaya koymulardir. Cinkonun oldgu durumlarda
dekamerik protein katlanmasinin ofgdunu tekrar gosterrglerdir.

Tanaka vd. (2005), bir hipertermofil olarhermus thermophilukaynakh GTP
siklohidrolaz | geni Uzerinde yaptiklari yiksek @darlukli X-Ray kristallendirme
calismasi ile reaksiyon mekanizmasingki tutmulardir. Buna goére substrat olarak
kullandiklari 8-0xo-GTP ve 8-0xo-dGTP’nin enzimaandan 2,0 ve 1,8 A yakinlikta ile
tutuldusunu ayrica substartsiz formununda 2,2 A rezoliisysahip oldgunu

gostermglerdir. Substrati yakalayan gruplarin ise cys1081H1 ve Cys179 amino asitleri
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oldugunu kefetmiglerdir. Ayrica, Thermus thermophilugaynakli GTP siklohidrolaz |
amino asit sirasinii. coli, fare ve insan kaynakli olanlar ile benzer korugrdlgelere
sahip oldgunuda gdsterrgierdir.

El Yacoubi vd. (2006) yaptiklari camnadaE. coli bakterisine ait GCH-I enzimini
kodlayanfolE genine ortolog olafhermotogamaritima, Bacillus subtilis Acinetobacter
baylyi ve Neisseriagonorrhoeaebakterilerine ait COG1469 ailesi tyelerini PCRwde
klonladiktan sonra ekspres egmve hem kinetik karakterizasyonunu hem dgedi
turlerdeki ortologlari ile biyoinformatik kardastirmasini ele almgtir. Buna gore,
COG1469'nin 32 farkli organizmanin sahip olduki&CH-1 proteinini kodlayan genlerin
dahil olduklari FolE, FolK ve FolP ile ortolog oliari ve folat biyosentez genlerine dahil
oldugunu gosternstir. Ilgilenilen proteinlere ait amino asit sekanslaridenortak bélgeler
icerdigi ve enzimatik olarak 2,3-5,3 nmol/dakika/mg prot€sCH-I aktivitesine sahip
oldugu gosterilmgtir.

Grochowski vd. 2007 yilinda vyayinladiklari gabalarinda bir termofilik
arkebakteri olanMethanococcus janaschiMJO775'in  GCH-I enzimini karakterize
etmislerdir. E. coliBL21 konginda yapilan ekspresyon sonucunda enzimin 37 kR&iu
alt birimden olgan 84 kDa buyuklikte bir homodimer ofglinu, optimum aktivitesinin
pH 6,5 ve 70°Cde gOstegdni tespit etmglerdir. Enzimin Vmax'inin 0,003
pM/dakika/mg protein oldiunu da gosternglierdir.

Chettri vd. (2008)E. coli bakterisine ait GCH-I enzimini kodlayan yailka 670
baz cifti blyukligindeki folE genini pET43a(+) ekspresyon vektoriine klonkimi
Burada 13E. coli swunu kagilastirmis ve bu gen kullanilarak bir dendrogram yapskmni
Suslarin hepsinde de yaldik olarak 26 kDa'luk protein SDS-PAGE ile belirlerytir.

Sankaran vd. 2009 yilinda yaptiklan galalarinda,B. subtilis GCH-IA izozimi
olan GCH-IB enzimini safldgirmis ve karakterize etrglierdir. E. coli B834(DE3)
bakterisinde ekspreslenen enzimin GCH-IA homodek&meyapisinin  aksine
homotetramerik oldgu, pH 8,0 da 37°C’del{m’si 9,87 uM olarak bildirilmgtir.
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2. YAPILAN CALI SMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerleri

Calismamiz sirasinda kullanilan kimyasal maddeler, elezimgerekli sarf
malzemeler, gen aktariminda kullanilan plazmit dkti, konak bakteri sgari ve caitli
gen ¢c@altim calgmasi icin gerekli primerler ile ilgili bilgiler@gida verilmatir.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ilgili bilgilesu sekildedir. -
merkaptoetanol (Merck, 805740), agaroz type |l medEEO (Biomax, 124543PR), agar
(Merck, VM259713), akrilamid (Sigma, A8887), amonypersulfat (Merck, A734116),
amonyum sulfat (Sigma, A4418), ampisilin (AppliChe&®839.0100), bromofenol mavisi
(Sigma, B5525), bisakrilamid (Sigma, M2022), Ca@Merck, 137923), Coomassie
Brillant Blue G (Fluka, 27815), Coomassie BrillaBlue R (Fluka, 27816), dNTP
(Promega, U120-4B), EDTA (Merck, K90262021), eta(®@ma, A3678-1000), etidyum
bromur (Sigma, E7637), glasiyel asetik asit (Met€k9581956), gliserol (Riedel-deHaén,
15524), glisin (Sigma, G7126), glukoz (Roche, 1285 HEPES (Sigma, H0891), Taq
DNA polimeraz enzimi (MBI Fermentas), IPTG (Signm&502), izopropanol (Riedel-
deHaén, 24137), KCl (Merck, K23759135), g0, (AppliChem, A2945,100), maya
Ozutd (Sigma, Y4000), MES Na tuzu (AppliChem, A31@PR5), metanol (J. T. Baker,
TBF0196396 1499), Mg@H,O (Merck, TA682332), N,N,N',N'-tetrametiletilendiam
(TEMED, Janssen Chimika, 13.84571),.86@; (Merck, A339898), NaHPQO, (Merck,
A664174), NaCl (AppliChem, A2942,5000Ncd restriksiyon enzimi (New England
Biolabs), Xhd restriksiyon enzimi (New England Biolabs), pept@xoid, L37), SDS
(Amresco, 0227), sodyum asetat (Merck, TA40496%),0ONA ligaz enzimi (Promega,
M1804), T4 DNA ligaz tamponu (Promega, C1263),ttip(Merck, V441613949), Tris-
HCI (Sigma, T1503), X-gal (AppliChem, A1007.0008),RangeRuler 100+500bp DNA
Ladder (MBI Fermentas, SM0653).

Calismada kullanilan besi yerleri, iceriklerine gore dedtuarda hazirlandi.
Kullanilan besi yerleri, LB (Lauria-Bertani) besery litrede 10 g tripton, 5 g maya 6zUtl
ve 10 g NaCl icerecekekilde saf su ile hazirlandi ve pH’si 7,4’e ayaddtan sonra
otoklavda 121C’de 1,1 atm basing altinda 15 dakika tutularakilstdildi. LBA besi yeri

1 litre LB besi yerine 12 g agar ilavesiyle ayekilde hazirlandi ve steril edildi. Kullanilan
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bir diger besi yeri olan SOC besi yeri ise litrede % Bttm, % 0,5 maya 06zutid, 10 mM
NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgGl 10 mM MgSQ ve 20 mM glukoz olacagekilde saf su
ile hazirlandi ve pH’sI 7,4 olacalekilde hazirlandi. Otoklavda 12ZT'de 1,1 atm basing
altinda 15 dakika tutularak steril edildi.

Calismada kullanilan kitler ve ilgili bilgilersu sekildedir. Genomik DNA
izolasyonu icin Wizard Genomic DNA Purification K{Promega, A1120), elde edilen
PCR drunlerinin klonlama ve DNA dizi analizi uygmialari igin saf olarak eldesinde PCR
QIAquick Purification Kit (Qiagen, 28106) ve DNA Eaction Kit (MBI Fermentas,
K0513), calgmada elde edilen rekombinant plazmit DNA’lariniolasyonlar icin Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promegal330), PCR Urdnlerinin
klonlanmasi amaciyla pGEM-T/Easy TA Cloning Kit §Rrega, A1360), rekombinant
proteinin saflatiriimasinda MagneHis™ Protein Purification Syst¢Mi-NTA Resin,
Promega, V8500) kullanild1.

Calismada kullanilan vektérler ve bunlarin aktariminddidnilan bakteri sglari
sunlardir. PCR drunlerinin klonlanmasi icin TA klanha vektori olarak pGEM-T Easy
(Promega, A1360), bu plazmidin transformasyonu agitimi icin E. coli IM101 (NEB,
E4106S), GCHI proteininin (enzimin) Uretilebilmesnaciyla ekspresyon vektori olarak
pET28a(+) ve bu vektorin aktarimi ve gen ekspresyonsglamak icin E. coli
BL21(DE3)pLysS (Promega, P9811) konak huicre ol&tdlaniidi.

2.2. Metod

2.2. 1. Kaynak Bakterinin Kiiltire Edilmesi ve Genomik DNA izolasyonu

Calismada kullanilanA. flavithermusbakterisine ait -20°C’de saklanan gliserol
stogundan 5 ml sivi LB (Lauria Bertani, 10 g triptong5naya 0zuti ve 5 g NaCl olarak
hazirlandi, pH 7,0’a ayarlandiktan sonra 121°C’'deatm basingta 15 dakika otoklav ile
steril edildi) besiyerine ekim yapildi ve gece boya 55°C’de inkibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda kiiltir 14000 rpm’de 2 dakikgubca cokturuldi ve elde edilen
pelletten Wizarl SV Genomic DNA Purification System (Promega Coedidon, USA)
kiti ile asagidaki sekilde kullanilarak genomik DNA (gDNA) izole edildi

o Cokturulen bakteri pelleti 480 pL 50 mM EDTA (pHDBjle ¢ozuldu,
* Elde edilen siuspansiyona 120 pL lizozim (10 mg/mklendikten sonra 60
dakika boyunca 37°C’de inklbe edildi,
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» 2 dakika boyunca 14000 rpm de santriflij edildikéenra stpernatant kismi
pipet yardimiyla uzakkrildi,

* Pellete 600 pL Nuclei Lysis Solusyonu eklendi vpepie nazik birekilde
¢Ozuldu,

» 5 dakika boyunca 80°C’de inkiibe edildikten sonra @isina inene kadar
beklendi,

» Karisima 3 pL RNaz solusyonu ilave edildi ve 1 saat Ibowi37°C’'de
inkiibe edildi,

* Oda sicakfiina kadar sgutulan stispansiyona 200 pL Protein Precipitation
Solution eklendi ve hafif¢e vortekslendi,

» 5 dakika buzda inkibe edilen stispansiyon 14000der8 dakika santrifdj
edildi,

» Sipernatant temiz bir mikrosantrifijj tipine akthkian sonra tzerine 600
pL oda isisina sahip isopropanol eklendi veskandi,

e Tekrar 14000 rpm’de 3 dakika santriflij edildi vgosinatant dokuldd,

» Pellet Gzerine 600 puL oda isisinda % 70 etanolneklealt Gst edildikten
sonra tekrar santrifijlendi,

» Supernatant kismi atildiktan sonra 37°C’lik etikd&an rezidiel etanolin
tamamen uzakfaasi beklendi,

* Etanol uzaklgtirildiktan sonra pellete 100 pL Rehydratation 8ohu
eklendi, hafifce tilt edildikten sonra gDNA'nin dahiyi ¢6zinmesini
sgzlamak icin 1 saat boyunca 65°C’de ve sonrasindagyetze boyunca
4°C’de inkiibe edildi.

« Izolasyon sonrasi elde edilen gDNA, % 1'lik agarek glektroforezinde
yuratalda.

« Izole edilen gDNA, herhangi birsleme tabi tutulana kadar -Z0'de

saklandi.

2.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Calisma boyunca izole edilen genomik ve plazmit DNA (pBNorneklerinin,
restriksiyon endonikleaz kesimleri ve polimerazciinreaksiyonu (PZR) sonugclarinin

goruntulenmesinde agaroz jel elektroforezi tgkaygulandi.
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Jel elektroforezinde genellikle % 0,7'lik agarozawr tercih edildi. Oncelikle
istenen hacimde uygun miktarda agaroz (Type Il, M@dEEO, Sigma) tartilip bir erlene
dokulerek Gzerine istenen hacimde tampon % 1 TA®ptau (40 mM Tris-HCI pH 8,0,
20 mM Asetik asit, 2 mM EDTA icerekekilde 5X stok olarak hazirlandi) eklendi ve
mikrodalga firinda kaynatilarak polimegieildi. Elle tutulacak kadar (yakigk 45-50°C)
sqgutulan jel solisyonuna son hacimde 0,5 pg/ml etidybromir (stok 10 mg/ml)
eklenerek kabarcik ojturmayacalgekilde istenen jel tepsisine dokuldi.

Jele uygulanacak DNA o6rgmden 5puL alinip 1 pl yarutme boyasi (% 0,25
bromofenol mavisi, % 0,25 ksilen siyanol, % 30 gli) eklenerek pipetor yardimiyla
kuyulara yiklendi. Jelin hazirlarightampondan iceren jel tankina konularak yarutme 15
V akim ile yapildiktan sonra, Jel Goruntileme 3SmtédUVP) yardimiyla UV gikta

goruntulendi ve ayrica bilgisayara kaydedildi.

2. 2. 3.gchl Geninin Tespiti ve Klonlanmasi

2.2.3.1.gchl Genine Ait Primerlerin Dizayni ve PZR ile Tespiti

gchl geninin PZR ile yakalanmasi icin kullanilacak rolarimerler, “Direct
Submission” olarak NCBI Gen Bank’a CP000922 Acaasdlumarasi (URL 4, 2010) ile

kayit altinda olan gen sirasi kullanildi (Tablo 1).

Tablo 2. A. flavithermusWK1 bakterisine ait gchl genine ait DNA baz sirddRL- 4,
2010)

5-ATGCTAGAATCGGATTACGTGAAGTTGAATGCTAGGAGGATGANGAM GTACAACAAATTGAAC
AAGCGGTTCGCTTAATTTTAGAAGCGATTGGCGAAGATCCAAATCGEITHANTT CGATACACCGAAGCG
GGTAGCAAAAATGTATGCGGAAGTGTTTTCTGGTTTAACCGAAGCAETEEMCTTGCAAACGGTATTT
AGTGAAGACCATGAAGAACTTGTCCTCGTCAAAGACATTCCGTTIARETGERGAACATCATCTCGTTC
CGTTTTTTGGTGTGGCCCACGTCGCATACATTCCACGTGGCGGABRABGAAARGAGCAAACTAGCACG
AACGGTTGAAACTGTTGCGCGACGACCGCAATTACAAGAACGAAAABCAGBGCCGATGCCATTATG
GAGACCCTTGAACCACATGGGGTCATGGTCGTTGTCGAAGCTGAKEPANGSCGATGCGCGGTGETGA
AAAAACCGGGAGCGAAAACGGTGACAACTGCAGTACGTGGCACGBTGRIGAMAAAGCGCGTGCAGA
AATATTAGCGCTGATTAAATAG-3

Bu siraya gore, genin PZR ile yakalanabilmesi Eincuna komplementer olan ve
daha sonrakismalarda ekspresyon vektdrtine klonlama i¢in deakuticak olan, forward
primeri Ncd restriksiyon enzim bélgesi (5CATGG-3) iceren, 5-CCA TGG TAG
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AAT CGG ATT ACG-3' primeri ve kant yonde yer alan, Xhd restriksiyon kesim
bélgesi (5-CTCGAG-3) iceren 5-CTC GAG CTA TTT AAT CAG CGC-3sirasina
sahip reverse primeri ile primerlerinm sicaklgina ve elde edilmek istenen bdlgenin
uzunlysuna (603 bp) b#i olarak tasarlanan PZR ile yakalandi.
Buna gore uygulanacak olan PZ&tlari El Yacoubi vd.’ne gére (2006) 50 pL son

hacimde olmak Uzergi 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.

PZR dongisartlari ise:

94°C de 1 dakika,

30 dongu olarak

94°C de 1 dakika,

50°C de 2 dakika,

72°C de 1 dakika,

72°C de 4 dakika
seklinde belirlenerek yapildi.

2.2.3.2. PZR Uriuninin pGEM-T/Easy Vektoriine Yapstiriimasi ve E. coli JM101
Konak Hucreye Aktariimasi

Reaksiyon sonucunda elde edilecek olan PZR UrGriWA ladder gliginde %
1'lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulduktaonsa Wizar@ SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega Co., Medison, USA) kiti ilgg@adaki sekilde kullanilarak temizlendi
(saflastiriid).

* Yapilan PZR reaksiyonunun tumu temiz steril bir ragantrifij tiptne
aktarildiktan sonra ayni hacimde Membrane Bindialyit®n eklendi ve alt
Ust edilerek kastinldi,

* Bu karsim daha sonra Toplama Tupu’'nin Uzerine eklgnotan kolona
bosaltild1 ve bir dakika boyunca oda sica@khda inkibe edildi,
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e 14000 rpm’'de 1 dakika santrifijlendi ve Toplama Winge biriken sivi
kisim pipet yardimiyla uzaldarildi, kolon tekrar bu tlipe yestrildi,

« Uzerine 700 pL Membrane Wash Solution eklendi Jaateayni hiz ve
surede santrifijlendi,

» Alta gecen sivi kisim uzakfarildiktan sonra aynisiem 400 pL ile
tekrarlandi,

* Sivi kisim uzaklgtirildiktan sonra rezidiel etanol kalintisinin ailmesi
icin kolon ve tip bgolarak tekrar santrifijlendi,

* Kolon temiz steril bir mikrosantriflj tipine eklende membrana zarar
vermeden 50 pL nikleazsiz su ilave edildi,

« Oda sicakiiinda 1 dakika beklendikten sonra ayni sire ve hizda
santrifijlendi,

* Kolon atilarak elde edilen saf PZR urunu agarozgedg@rulanarak
kullanima kadar 4°C’de sakland.

Saflastirnlmigs PZR Grininin sahip oldu restriksiyon bdlgelerinden daha kolay bir
bicimde kesilerek ekspresyon vektdriine aktarilagsinicin araci olarak pGERIT Easy
Vector Systems (Promega Co., Medison, USA) kultar{fekil X).

Bunun icin Uretici firmanin 6ngorgii yonteme goére, 3 ul saftariimis PZR trind,
1 pl (50 ng) pGEM-T Easy vektor, 2X Rapid Ligation Buffer, 1 pl (3ll) T4 DNA
ligaz enzimi son hacim 10 pl olacgdkilde hazirlandi. Reaksiyon ksmi 4°C’de bir gece
tutulduktan sonra uygun bir konak hticre otarcoliJM101 hiicresine aktarildi.

Rekombinant vektoriin konak hicreye aktariimasingiace, konak hiicre gok
CaChL yontemiyle alici (kompetan) duruma getirildi. Bunucin aagidaki yontem
kullanildi.

 Gece boyu inkibasyona birakilda coli JM101 kdltart, 100 ml LB
besiyerine 1/100 oraninda seyreltildi,

* Tekrar biyimeye konan kulttrin gunlugu ODsos 0,45-0,55 olana dek
inkiibe edildi,

« Inkiibasyon sonrasi 4500 g'de 10 dakika 4°C’de calduy

» Elde edilen bakteri pelletine 10 mlg@dk steril 100 mM CaGleklendi ve
suspanse edildi,

16



» Bakteri stispansiyonu 30 dakika buz icerisinde hidikten sonra ayni
sartlarda ¢okturaldi,
* Pellet Uzerine 2 ml gok steril 200 mM CaGleklenerek tekrar siispanse

edildi ve kullanima kadar 4°C’de saklandi.

Amnl 2009
174
Scal 1890 Naal 2707 oal 'I-l start
\ Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
MNcol 37
Amp' ElStF| 43
ot 43
pGEM®-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector ! FcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRl 70
MNotl 77
Bst/Zl 77
_ Pstl 88
ori Sall a0
MNdel a7
Sacl 109
BstXl | 118
Nsil 127
T 141

SPe

T7 Transcription Start

5", .. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
37, ..  ACATT ATGCT GAGTG ATAIC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter ‘ ” || | | ||
Apal Aatll Sph | BstZ | Neo |

GCGGC CGCGG GAATT CGATT3
CGCCG GCGCC CTTAA GCTA

ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

(C'O”ed '”Se't) FTTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
L

Sac Il EcoR1 Spel  EcoRlI Pst | Sal|
S S

SP6 Transcription Start

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

‘ | | || | SP6 Promoter
Nde | Sac| BstX | Nsil

Sekil 3. pPGEM-T Easy vektor sistemi ve klonlama bolgesi (Rega TM042'den
degistirilerek)

Rekombinant vektdriin alici konak hicreye aktariminéromega firmasinin

ongordigu sekilde yapildi. Buna gore,
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2 pul ligasyon darand 50 ul alict hicre ile 1,5 mlkeegorf tlp icerisinde
karstirildi,

Karisim buz icerisinde 20 dakika inkibe edildi,

Inkiibasyon sonrasi 42°C’de 45-50 saniye stre il@lgarinkibe edildi,

Isi muamelesinden sonra reaksiyon tlpu 2 dakikaitegy buzda bekletildi,
Tlp icerisine 950 pul SOC medyum eklenerek 37°C’8@ fom hizda 1,5
saat inkube edildi,

Inkiibasyon sonrasi kiltiiriin 100 pl'si daha 6ncerlzamn X-gal/IPTG ve
ampisilin antibiyotgi iceren LB agar petrilerine steril baget yardiraiyl
ekildi,

Petriler gece boyu mavi-beyaz koloni secimi icif@de inkibe edildi.

Petrilerden secilen beyaz koloniler, plazmit DNA/ta izole etmek igin 50 pg/ml

ampisilin iceren LB besi yerine ekim yapilarak°G@tle 200 rpm’de gece boyu inkibe

edildi. Elde edilen kultirlerden plazmit DNA izolasu, Birnboim ve Doly’e (1979) gore

asagidaki sekilde izole edildi.

Oncelikle her bir beyaz koloniden ve negatif kohtotarak kullaniimak
Uzere bir adet mavi koloniden 50 pg/ml ampisiliaren LB besi yerine (3
mL) 37 °C’de gece kultura atildi,

Kadltar, 1,5 mL Eppendorf tiplne aktarildi ve yikskkda 1 dakika
cOkturaldd. Sapernatatnt kismi dokaldu,

Pellete kaln kultir eklenerek yukaridafdem yenilendi,

Supernatant tamamen uzaitialdiktan sonra pellet Gzerine 100 pL
Resuspension Buffer eklendi ve hicre pelleti tanmamg@éziinene kadar
vortekslenerek stispanse edildi,

Suspansiyon tzerine 100 pL Lysis Buffer eklendnaeikce 5-6 kez alt tst
edilerek kartirildi.

Uzerine 150 pL Neutralizing Solution eklendi vekiaig defa alt tist edildi,
Bekletiimeden 10 dakika yuksek hizda santrifujlendi

Supernatant kismi yeni bir 1,5 mL Eppendorf tlpd®-1000 uL’lik
pipetér yardimiyla aktarildi,
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* Elde edilen hacmin 2,5-3 kati @k etanol eklendi ve birka¢ defa alt st
edildi,

» Tekrar yuksek hizda 4°C’de 10 dakika boyunca déjiendi ve sipernatant
uzaklgtirldi,

* Rezidiel etanoliin tamamen uzgkfesi icin 37°C’lik etiivde orneklegai
aciksekilde bekletildi,

* DNA pelleti 50 uL TE ¢ozeltisinde ¢ozulda,

* RNA kontaminasyonunun dnlenmesi icin bu ¢ozeltiyelL31 mg/mL RNaz
eklendi ve sonrasinda 15-30 dakika boyunca 37°@likvde RNA yikimi
icin inkube edildi,

* Agaroz jel elektroforezinde tespit edilen plazmiN®lar kisa sureli

depolama i¢in 4°C’ye kondu.

Yukarida uygulanan yoéntem icin gerekli solisyon taenponlar isesu sekilde
hazirlandi:

Resuspension Buffer:50 mM glukoz, 10 mM EDTA, 25 mM Tris, pH 8.0.
Hazirlandiktan sonra buzdolabinda (4°C) saklandi.

Lysis Buffer: 0,2 N NaOH, % 1 SDS. Hazirlandiktan sonra odakBgada
saklandi.

Neutralizing Solution: 3 M KOAc, pH 6,0. 100 ml solisyon i¢cin 60 ml 5 M
potasyum asetat (49,07 g potasyum asetat 100 @ldd cozilerek hazirlandi), 11,5 ml
glacial asetik asit ve 28,5 ml.8 ile hazirlandi. Hazirlandiktan sonra oda sigaktia
saklandi.

TE: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA.

Dogru DNA parcasini alip almadiklarinin test edilmiesi, ayni enzimlerle kesim
islemi yapildi. Kesim sonucu doulanan kolonilerden tekrar gece kultlri yapilarak
Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega,®gedison, USA) kiti
firmanin 6nerdii sekilde kullanilarak pDNA izolasyonu tamamlandi.

Elde edilen pDNA’lar % 1’lik agaroz jel elektrofai@e tabi tutuldu. Dgru klon
secimi icin agaroz jel elektroforezinden sonra rikesityon kesimi yapilarak ilgili geni
tastylp tasimadgl belirlendi. D@ru klon tespit edildikten sonra taze kiltir handave
gliserol st@gu halinde -20°C’de saklandi.
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2.2.3.3. Rekombinant Plazmidin Restriksiyon Endonuleazlar ile Kesimi

Dogru koloninin se¢imi igin hazirlanan reaksiyon,

1 pg rekombinant pDNA,

1X ikili kesim (double digest) tamponu,

1 GniteNcad restriksiyon enzimi,

1 GniteXhd restriksiyon enzimi,

Son hacim 50 pl olacajekilde steril distile su

steril bir 1,5 mL Eppendorf tlipine konduktan soieatamamlandiktan sonra
37°C’de 2 saat inkube edilerek tamamlandi.

Reaksiyon sonucunda elde edilen kesim trinu, péaititrol olarak PZR Urind ve
negatif kontrol olarak kesilmegipDNA Uriand kullanilarak % 1’lik agaroz jelde tetspi
edildi.

2.2.3.4.gch | Geninin DNA Baz Sirasinin Belirlenmesi

Dogru plazmidi taiyan plazmidi iceren kultirden kit yardimiyla sdarak izole
edilen pGEM-Tgch rekombinant pDNA’s! ilgili firmanin 6ngordiii sekilde hazirlanarak
dizi analizi icin Macrogen Inc. (Hollanda) firmaairgénderildi. Kesim sonuclarinin ve
DNA dizi analizi ile ilgili genin aktarildiinin dg@rulanmasindan sonra gen drtnunin

ekspresyonuna ve ekspresyon parametrelerinin ér@ahrési glemlerine gecildi.

2.2.4. Genin Ekspres Edilmek Uzere Uygun Vektore Alrimi

Genin bir ekspresyon vektoriine aktarilabilmesi icpGEM-T/Easygch
rekombinant plazmidinden restriksiyon kesimi ilenatasi gereklidir. Bunun icihlcd ve
Xhd restriksiyon enzimleri kullanilarak ortak tampde ikili kesim yapildi. Bunun igin
kullanilacak enzimi ggayan firmanin “double digest” tamponunda reaksiyamittlda.
Reaksiyon icgin,

1 pg rekombinant pDNA,

1X double digest tamponu,

1 GniteNcd restriksiyon enzimi,
1 GniteXhd restriksiyon enzimi,

Son hacim 50 pl olacalekilde steril distile su
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steril bir 1,5 mL Eppendorf tiplne konduktan sorgaksiyon 37°C’'de 2 saat inkube
edilerek tamamlandi.

Reaksiyon sonucunda elde edilen kesim trtini % adidroz jelde tespit edildikten
sonra, aktariimak istenen DNA fragmenbicO ve Xhd bdlgesi talyan gchl geni)
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Co., Medi&ISA) kiti ile
asagidakisekilde izole edildi.

* % 1'lik agaroz jel elektroforezi icin jel dokilmedence, toplam kesim
sonugclarini alacak kadar bir kuyu glurmak icin jel taraklari el dgneden
bant ile bantlandi. Okan biyuk kuyuya tim PZR sonucu yuklendi,

* Yurutme glemi sonrasinda elde edilen DNA bandi Wkialtinda steril bir
nester veya jilet yardimiyla kesildi ve steril bir 1fBL Eppendorf tiplne
kondu,

* Bos tipin o6nceden darasi alinarak icerisindeki baradmligl terazi
yardimiyla tartilarak hesaplandi,

« 10 mg banda kanik 10 uL Membran Binding Solution eklendi ve tup,
icerisindeki agaroz jeli tamamen eriyenegide 55-60°C’de calkalamal
termoblokda inklibe edildi,

 Erime sonrasinda tupte yer jel kami, Toplama TulpU’'nin Uzerine
eklenmi olan kolona bgaltildi ve bir dakika boyunca oda sicgkhda
inkiibe edildi,

e 14000 rpm'de 1 dakika santriftjlendi ve Toplama Winge biriken sivi
kisim pipet yardimiyla uzakldarildi, kolon tekrar bu tlipe yes#rildi,

« Uzerine 700 pL Membrane Wash Solution eklendi Jaateayni hiz ve
surede santrifujlendi,

* Alta gecen sivi kisim uzakfarildiktan sonra aynisiem 400 puL ile
tekrarlandi

e Sivi kisim uzaklgtinldiktan sonra rezidiel etanol kalintisinin atilmesi
icin kolon ve tip bgolarak tekrar santriftjlendi,

* Kolon temiz steril bir mikrosantrifilj tipine eklende membrana zarar
vermeden 50 pL nikleazsiz su ilave edildi,

e Oda sicakfiinda 1 dakika beklendikten sonra ayni sitre ve hizda

santrifijlendi,
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* Kolon atillarak elde edilen saf PZR drunt agarozged@rulanarak
kullanima kadar 4°C’de sakland.

Uygulanan bu reaksiyon, ekspresyon vektori olarallakilmasi planlanan
pET28a(+) (Novagen, USA) plazmidi dgekil 4) ayni enzimlerle ayrgekilde kesilerek
alici plazmid haline sokuldu. Bunun i¢in firmanMo{vagen, USA) yonergesine gore;

3 ug pET28a(+) vektord,

3 ul 10X restriksiyon enzim tamponu,

1 GniteNcd ve Xhd restriksiyon enzimi,

3 ul 1 mg/ml BSA (bovine serum albumin) ve

son hacim 50 pl'ye tamamlanana kadar nikleazsiz su
steril bir 1,5 mL Eppendorf tiplne konuldu ve repts 37°C'de 4 saat tutularak
tamamlandi. Kesim Grand % 1’lik agaroz jel elektrazinde tespit edildikten sonra
gereken fragment WizafdSV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Co., Maedis
USA) kiti kullanilarak yukaridaksekilde saflatirildi.

Genin ekspresyon vektorine ygmlmasinda pET vektdr kullanimina uygun

olarak firmanin dngordiii sekilde reaksiyonartlari hazirlandi. Bunun igin,

2 ul 10X ligaz tamponu,

2 pul 100 mM DTT,

1 ul 10 mM ATP,

2 ul 50 ng/pl hazirlanpET28a(+) vektord,

1 pul T4 DNA ligaz enzimi,

0.2 pmol insort DNA Kcad ve Xhd bélgesi taiyangchl geni),

20 pl son hacim olacajekilde nikleazsiz su
steril 1,5 mL Eppendorf tuptine konularak hazirlamdireaksiyon 16°C’de gece boyu
inkibe edilerek tamamlandi.

Ligasyon gleminden sonra rekombinant plazmitler, yukaridartieli gi gibi 100
mM sagiuk CaCy} ile alici hale getirilmi E. coli BL21(DE3)pLysS hicresine 1soku ile
aktanldi. Elde edilen klonlar bir 6nceki kolonicgminde oldgu gibi izole edilerek dgru
klon tespit edildi.

Dogru klonun tespitinde restriksiyon enzim kesinNcfl ve Xhd restriksiyon
enzimleri ile) ve bglangicta kullanilan primerler ile PZR yapilarakzdadugu bir kez daha
kanitlandiktan sonra elde edilen pDNA (pET28afefif) DNA dizi analizine tabi tutuldu.
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Uygun plazmidi igcereri. coli BL21(DE3)pLysS kultlirti ekspresyon gahalarinda
kullaniimak tzere 3Qug/uL kanamisin iceren LBA petrisine ekim yapilarak G bir
gece inkiibasyondan sonra +4°C’de ve gliserg@usshalinde ise -20°C’de saklandi.

Xho l[158)
Mot l{166)
Eag l{166)
Himd M173)
Sal lji739)
Sac {190}
EcoR l{132)
BamH lj198)

|Bpu1 102 Iz HEE {Eg; }}
Dira lIl{5127) L - NeD Kea

! _Xba I335)

Bgl 1lj401)

Sgra 1j442)
Sph Ii5e8)

Pvu li4426)
Sgf l{4426) -

Sma |(4200)
e |\ Miul(1123)

5 .
i - ki
a 1
~ e O .
Mru 4083 _I J j | lBSIE 1304
| x|
i pET-28a(+) i || D
II (536bp) &/
| ]
\ e l,u'l ."E!ssH l{1534)
Eco57 {3772 J.f EcoR V(1573}
Hpa li16228)
AlwN 1{3840)
o
BssS 13397) 5} Psha I{1088)
BspLU11 13224)
Sap lgatoe) / Fsp [{2205)
Bsi1107 I{2825; ——— Psp5 {2230y
Tth111 l{2868)
T7 promoter primer #69348-3
ET upstream primer #69214-3 >
p_hp B Hlp T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGAT L LG CEAAATTAATACGAC TCACTATAGGGEGAAT TG TEAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
MNea | His=Tag Ndel Nhel T7+Tag

TATACCATGEECAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGECCTEETGCCGLECEGLAGCCATATEGCTAGCATGACTEETEGACAGC AL
MetlGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyleuValProArgliySerHisMetd loSerMetThrGlivGIyEinGin

L
Eag| thrombin
BamH | EcoR | Sacl _Sall Hindlll _ Netl  Xhal His-Tag
ATGGGETCGCGEATCCGAATTCGAGCTCCETCEACAAGCTTECEECCECACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCEECTECTAACARMAGCCE pET=28a ()
Metl |l yhrgllySerBluPhel luleubrghrgGinAlalysBlyArgThrArgdl oProProProProProleubrgSerG | yCysEnd

GETCEEGATCCGAATTCEAGCTCCETCGACAAGCTTECEECCGLACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCERCTGLTAACAAAGCCL
GlybrghspProbsnSerSerSerVoldsplysleudlohlobloleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

pET-28b(+)

CGGTCEEATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTECEGEL
e p

GCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCEGCTGC TAACAAAGCLD

pET-28c ()
Glybrglledrgl leArghlaoProSerThrSerleuhrgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul ledrgleuleuThriysPro. .
Bpu1102 1 TT7 terminator
GAAAGGAAGLTGAGTTGGC TR TELCACCGLTGAGC AATAACTAGCATAACCCCTTEEGECCTCTAAACGEETCTTGAGGEETTTTTTE

e
T7 terminator primer #69337-3

Sekil 4. Ekspresyon icin kullanilan pET28a(+) vektdrt ve ritboma bdolgesi
(Novagen TBO74’ten dgstirilerek)
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2.2.5.gchl Geninin Ekspresyonu

Gen ekspresyonunun glangicinda en iyi ekspresyaartlarinin belirlenmesi igin
uygun ekspresyon sicakiibelirlendi. Sonrasinda proteinin denatirasyoakdik derecesi
ve suresi belirlendi.

Bunun icin E. coli BL21(DE3)pLysS kultiri ekspresyon gahalarinda
kullaniimak Gzere ve 3@g/uL kanamisin iceren LB ekim yapilarak hem 28°C hesn d
37°C’de bir gece inkube edildi. Bu inkiibasyon senrdl litrelik erlende 400 mL
kanamisinli LB besiyerine Ofgo degeri 0,1 olacalgekilde seyreltilerek gece kultura ekildi
ve 37°C’de inkibasyona devam edildi. Kaltarin dDdeseri 0,45-0,55 arafina
geldiginde son hacimde 1 mM olacaékilde IPTG eklenerek indiikleme yapildi.

Her iki sicakhk dgerinde de pET28a(+) vektdriine uygun olagakilde Uretici
firmanin 6ngord@u gibi 4 saat inkibasyon yapildiktan sonra protsailgtiriimasi

yapildi.

2.2.6. Proteinin Saflatiriimasi
2.2.6.1. Proteinin Ni-NTAKolon Ile Saflastiriimasi

Rekombinant protein His Link™ Protein Purificati®@ystem (Promega, Medison,
WI, USA) kullanilarak saflgtirildi. Bunun icin aagidaki yontem kullanildi.

* Rekombinant plazmidi iceren hucre kualtara 4500 rmben’ sgutmall
santrifijde ¢okturaldi,

* Elde edilen pellet, 5 mL Ni Binding Buffer kullaarak ¢6zuldd,

» Daha sonra 3 dakika % 30 amplitude, 30 saniye ON/€aftlarinda buz
icerisinde sonikator ile parcalandi,

* Sonikasyon sonrasi -20'de donduruldu ve tekrar oda sicgkhda
tamamen ¢ozinmesi beklendi,

* Erime sonunda tekrar aysgartlarda sonike edildi,

e 14000 rpm’de 15 dakika santriftjlenerek stpernagantdi,

e Slpernatant 7@«C’'de 15 dakika inkiibe edilerek konak hiicreden glelebk
kontamine proteinler ortadan kaldirildi,

« Inkiibasyon sonrasi tekrar 14000 rpm’'de 15 dakikatrififilenerek

stipernatant alindi.
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Sonikasyon sonrasinda protein sgffimasi icin Uretici firmanin 6ngorgii
sekilde saflatirma yapildi. Buna gore, dnceliklgagidaki tamponlar hazirlandi.

1. Baglanma tamponu olarak 10 mM imidazol iceren 100 mEPES (pH
7,5),

2. Yikama tamponu olarak 10-100 mM imidazol iceren »@@ HEPES (pH
7,5) serileri,

3. Elusyon tamponu olarak ise 250-1000 mM imidazalegel00 mM HEPES
(pH 7,5) serileri kullanildi.

Tamponlar hazirlandiktan sonrgagidaki yonteme gore protein safiauldi.

* Yukarida elde edilen lizat kolona uygulanmadan dkaen Ni-NTA resin
ile dolduruldu,

» Kolonun tamamen dengelenmesi beklendi,

* Dengelenme sonrasinda kolon hacminin 5 kati hacisaglanma tamponu
eklendi,

» Sonrasinda sonikasyonda elde edilen lizat ygav&olona yuklendi,

» Kolonun aks hizi 1 mL/dakika olacakekilde ayarlandi,

* Lizatin akgl tamamlandiktan sonra kolon hacminin 10-20 kakama
tamponu ile yikandi. Bunun i¢in 6énce 10 mM imidazeden 100 mM
HEPES (pH 7,5) kolondan gecirildi sonrasinda hamah dger seriler
kolona tatbik edildi,

« Yikama sonrasinda, yukaridaki gibi sdlt konsantrasyondan flanarak
sira ile elisyon tamponlari kolondan gegirildi.

Uygulama sonrasi % 12’lik SDS-PAGE ile protein tesglildi.

2.2.6.2. SDS-PAGE Analizi

Protein ekspresyonu ve safiailmasi ile ilgili 6zelliklerinin belirlenmesi emsinda
Maniatis ve ark.’na (1982) gore % 12’lik SDS-PA@GHRalizine tabi tutuldu. Elektroforez,
0,75 mm kaliniginda % 5’lik yukleme ve % 12’lik ayirma jeli olacakkilde hazirlandi
(Tablo 3) ve elde edilen jel, Coomassie-Blue boyasboyanarak sonuclar tespit edildi.
Uygulanan yonterngu sekildedir.

Poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutulacak nékler belirtilen miktarlarda
alinarak bir ependorf tiip icerisine aktarilbherisine 1:1 oraninda yiikleme tamponu (150
mM Tris-HCI pH 6,8, % 4 SDS, % 0,1 bromofenol mavi¥% 20 gliserol, % 64
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merkaptoetanol) eklendi ve 6rnekler isitici blolténte (Eppendorf Thermomixer Comfort
1,5 ml) 95°C’de 5 dakika inktbe edilerek proteirdenatire edildi.

Hazirlanan jel donduktan sonra Uretici firmanin @aigict sekilde tanka yerlgirildi
ve tank SDS yuriatme tamponu (25 mM Tris bazi, 230 ghisin, % 0,1 SDS, pH 8,3) ile
dolduruldu. Pipetér yardimi ile ilk kuyuya 5 pl peon markiri olmak tGzere ornekler
kuyulara yuklendi. Boya, jelden ¢ikana kadar 1 25amA’de (150 V) ydrataldo.

Yurutme gslemi tamamlandiktan sonra jel, Coomassie Brillanavisini iceren
“boyama cozeltisi” (% 0,125 Coomassie Brillant BRe250, % 10 glasiyel asetik asit, %
50 metanol) i¢cinde hafifce sallanacgdkilde yaklgik 2-3 saat bekletildi. Boyanan jel daha
sonra “boya uzakkuirma ¢ozeltisi’ (% 36 metanol, % 9 glasiyel asetgit) ile gece boyu
yikanarak protein bantlarinin gorindr hale gecnsagiandi. Elde edilen sonuclar bir

bilgisayar tarayicisi ile taranarak gorintilendi.

Tablo 3. Kullanilan SDS-PAGE bilgenleri

Bilesenler Yukleme Jeli | Ayirma Jeli
(% 5) (% 12)

Yukleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml
Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI pH 8,8 52nl
% 10 SDS 0,1 mi 0,1 ml
% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 1,67 ml 4 mi
ddH,O 6,87 ml 3,29 ml
% 10 Amonyum persulfat (APS) 0,1 ml 0,1 ml
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,01 ml am4 ml

2.2.7. Proteinin Biyokimyasal Karakterizasyonu

GCH | enziminin aktivitesinin belirlenmesi icin, fiaka vd.'ne gore (2005) 3¢
ve bakteri buylime sicakh olan 53C’de aktivite deneyleri yapildi. Standart yontem
olarak 100uL son hacimde 50 mM Tris HCI pH 8.0, 100 mM KCIpiM MgCl,, 1 mM
GTP ve 0.2uM enzim iceren reaksiyon ilgili sicakliklarda 1 sawkiibe edildiinkiibasyon
sonrasinda 3QL oksidasyon soliisyonu (% 1 Ve % 2 Kl iceren soltsyon) eklendi ve 15

dakika karanlik ortamda bekletildi. 13- % 2’lik askorbik asit solisyonu eklendikten
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sonra spektroflorometrede 350 nm eksitasyon verdb@misyon dalga boylarinda 6lgiim
alindi. Standart olarak dihidroneopterin kullaniBu reaksiyon sonucunda enzimin her iki
sicaklk dgerinde de aktif oldgu belirlendi.

2.2.7.1. Enzim Aktivitesine pH Etkisi

Enzimin en iyi caktigi pH deserini belirlemek icin, pH 5,5 ve 6,0 icin MES, pH
5,8-6,6-7,2 ve 8,0 icin potasyum fosfat, pH 7,5-808,8 icin Tris-HCI ve son olarak da
pH 9,0 icin Glisin NaOH tamponlari hazirlandi vekgudaki reaksiyon bu tamponlarda

tekrarlandi.

2.2.7.2. Enzim Aktivitesine Sicakgin Etkisi

Optimum pH belirlendikten sonra enzimin en iyi ga@n sicaklik degerini
belirlemek icinyukarida belirlenen tamponun kulldrigi standart reaksiyon, 37-45-50-55-
60-65-70-75-8%C’lerde yenilendi ve en uygun ¢gtha sicakigl belirlendi.

2.2.7.3. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzime ait kinetik verileri olan/max ve Ky yi bulmak tzere yukaridaki standart
reaksiyon kullanilarak substrat (GTP) kullanim lamsasyonu d#stirildi. Bunun igin
reaksiyona 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300 ve pOOve 1, 3, 5 ve 10 mM

konsantrasyonlarda GTP eklenerek deneyler yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kaynak Bakteriden Genomik DNAizolasyonu vegchl Geninin PZR ile Tespiti

Calismada kullanilanA. flavithermusbakterisine ait -20°C’de saklanan gliserol
stogundan 5 ml sivi LB besiyerine ekim yapildiktan soelde edilen kaltir 14000 rpm’de
2 dakika boyunca cokturildii ve pelletten WiZa8Y Genomic DNA Purification System
(Promega Co., Medison, USA) kiti ile dretici firmanongordigu sekilde kullanilarak
genomik DNA (gDNA) izole edildiizolasyon sonrasi elde edilen gDNA, % 1'lik agaroz
jel elektroforezine tabi tutulddzole edilen gDNA, herhangi bigleme tabi tutulana kadar
-20°C’de saklandi. Sonrasindgchl geninin PZR ile yakalanmasi icindizayn edilen
primerler kullanildi ve yapilan bu PZR sonucundd3 ®p buydklginde oldgu bilinen
gen tespit edildifekil 5).

1000 bp

500 bp

Sekil 5. A. flavithermus gchl (Afgchl) geninin PZR sonucu (MBI Fermentas
O’RangeRuler 100+500bp DNA Ladder)

3.2. PZR Uriiniiniin pGEM-T/Easy Vektériine Klonlanmasi

Reaksiyon sonucunda elde edilen PZR (riini, Wz8\ Gel and PCR Clean-Up
System (Promega Co., Medison, USA) Kkiti ile dretf@imanin 6ngordgi sekilde

kullanilarak temizlendi (saftarildi).Saflgtirimis PZR  Grininin  sahip oldu
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restriksiyon bdlgelerinden daha kolay bir bicimdesikerek ekspresyon vektorine
aktarilabilmesi icin araci olarak pGEM Easy Vector Systems (Promega Co., Medison,
USA) kullanildi. Yapilan ligasyon sonrasi ligasydminu, E. coli JM101 hicresine
aktarildi. Aktarim sonrasi mavi-beyaz koloni aynmigére secilen kolonilerden tekrar
plazmit izolasyonu WizaftPlus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega,Co.
Medison, USA) kiti firmanin dnerdi sekilde kullanilarak pDNA izolasyonu tamamlandi.

3.3. Rekombinant Plazmidin Restriksiyon Endonuklealar ile Kesimi

Dogru koloninin secimi icin hazirlanan kesim reaksiynda primerlerdeki bélgeler
kullanilarak yapildi. Reaksiyon sonucunda eldéeadkesim urinu,pozitif kontrol olarak
PZR Urand ve negatif kontrol olarak kesilmenpDNA (pGEM-T/EasyAfgcH) trlni
kullanilarak % 1'lik agaroz jelde tespit edildigkil 6).

Sekil 6. Afgchl genini tgiyan pGEM-T/Easy plazmidinifcd ve Xhad enzimleri
ile kesimi (a: kesilmengirekombinant plazmit, b: kesim urtnt, c: kontrol
olarak PZR urdanay)

3.4.Afgch | Geninin DNA Baz Sirasinin Belirlenmesi

Dogru plazmidi taiyan plazmidi igeren kiltirden kit yardimiyla sdérak izole
edilen pGEM-T/Easyfgch rekombinant pDNA'si ilgili firmanin 6ngordiu sekilde
hazirlanarak dizi analizi igcin Macrogen Inc. (Holte) firmasina gonderildi. Elde edilen
sonucun yapilan ¢camay dgruladg goruldu Sekil 7 ve Tablo 4).
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Af gchl :

WKchl

Af gchl :

WKZychl : 1083

Af gchl :

WKchl

Af gchl :

WKZychl : 1083

Af gchl :

WKchl : 10

Af gchl :

WKZychl : 108

Af gchl :

WKgchl : 10

Af gchl :

WKchl :

Af gchl :

WKchl :

Af gchl :

WKchl

24 atgaatgtacaacaaattgaacaagcggttcgcttaattitagaa

11083782 atgaatgtacaacaaattgaacaagcggttcgcttaatt

84 ccaaatcgtgaagggttgctcgatacaccgaagcgggtagcaa

(IR
842 ccaaatcgtgaagggttgctcgatacaccgaagcgggta

144 ttttctggtttaaccgaagatccgaaagtgcacttgcaaacgg
(T

1083902 ttttctggtttaaccgaagatccgaaagtgcacttgcaa

204 gaagaacttgtcctcgtcaaagacattccgttttactcaa

962 gaagaacttgtcctcgtcaaagacattccgttttactca

264 ccgttttttggtgtggceccacgtcgcatacattccacgt

(TR
84022 ccgttttttggtgtggcccacgtcgcatacattccacgt

324 agcaaactagcacgaacggttgaaactgttgcgcgacga

(IR
4082 agcaaactagcacgaacggttgaaactgttgcgcgacga

384 acagcaacggtagccgatgccattatggagacccttgaa

84142 acagcaacggtagccgatgccattatggagacccttgaa

444 gtcgaagctgaacatatgtgcatgacgatgcgcggtgtg

(T
1084202 gtcgaagctgaacatatgtgcatgacgatgcgceggtgtg

504 gtgacaactgcagtacgtggcacgcttgcaacagatgaa

AT RT LA
1084262 gtgacaactgcagtacgtggcacgcttgcaacagatgaa

564
1L

gcgctga 570

11084322 gcgctga 1084328

gcgattggcgaagat 83

(TR
ttagaagcgattggcgaagat 1083841

aaatgtatgcggaagtg 143

(VPINEEAER
gcaaaaatgtatgcggaagtg 1083901

tatttagtgaagaccat 203

]
acggtatttagtgaagaccat 1083961

tgtgtgaacatcatctcgtt 263

AT
atgtgtgaacatcatctcgtt 1084021

ggcggaaaagtaactggattg 323

(TN
ggcggaaaagtaactggattg 1084081

ccgcaattacaagaacgaatt 383

TR
ccgcaattacaagaacgaatt 1084141

ccacatggggtcatggtcgtt 443

TSR
ccacatggggtcatggtcgtt 1084201

aaaaaaccgggagcgaaaacg 503

(IR
aaaaaaccgggagcgaaaacg 1084261

aaagcgcgtgccgaaatatta 563

TR
aaagcgcgtgcagaaatatta 1084321

Sekil 7. Afgchl geninin klonlama sonrasi orijing. flavithermusWK21 gchl sirasi ile

karsilastiriimasi

3.5. AfgchlGeninin Eksprese Edilmek Uzere pET28a(+) Vektoriineklonlanmasive

Ekspresyonu

Dogrulugu tespit edilen klon ve pET28a(+) plazmidi ayni iererle ayri ayri

kesilerek jelden safiairildiktan sonra Uretici firmanin 6ngorgiil sekilde ligasyon ile

birlestirildi. Ligasyon trinu ekspresyon ¢ahasini yapmak Gzere 100 mMgsix CaCh

ile alici hale getirilmy E. coliBL21(DE3)pLysS hicresine aktarildi. Elde edilearitar bir

onceki koloni sec¢iminde olgw gibi izole edilerek dgru klon tespit edildi.E. coli
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BL21(DE3)pLysS/pET28a(+Afgchl hiicresiekspresyon icin hazirlanmoldu. Klonlama
yukarida oldgu gibi kesim ve PZR ile diwulandi §ekil 8).

Tablo 4. AFGCHI enzimine ait amino asit sirasinin NCBI venithe gbre protein-BLAST
karsilastirmasinin benzerlik sonuclar (tum kdastirmalar dahil edilmenstir
fakat son veri en diik benzerlgi gbstermektedir)

Sira | Organizma Pozitiflik | Benzerlik
Orani Orani
(%) (%)
1 AnoxybacilluglavithermuswK1 100 100
2 Anoxybacilluskamchatkensis 99 98
3 Anoxybacillusp DT3-1 99 98
4 Anoxybacillussp. SK3-4 98 98
5 Geobacillus spWCH70 94 89
6 Geobacillus spY4.1MC1 93 87
7 Geobacillus thermodenitrificarsG80-2 92 87
8 Geobacillus thermoglucosidasius 93 87
9 Bacillus thuringiensis 95 86
10 | Geobacillus caldoxylosilyticus 92 86
11 | Bacillus cereus 93 86
12 | Geobacillus kaustophiludTA426 91 86
13 | Geobacillus thermoleovorarGCB_US3 UF5 91 86
14 | Bacillus cytotoxiculNVH 391-98 92 85
15 | Bacillus thuringiensigiD-771 92 85
16 | Bacillus cereusATCC 14579 92 85
17 | Bacillus thuringiensistr. Al Hakam 92 85
18 | Bacillus megateriunf?WWSH-002 91 83
19 | Bacillus licheniformiDSM 13 = ATCC 14580 90 82
20 | Bacillus subtilissubsp subtilisstr. 168 91 82
21 | Bacillus haloduran<C-12 89 81
22 | Brevibacillus borstelensis 88 78
23 | Clostridium ultunense 87 75
24 | Marinococcus halotolerans 87 75
25 | Thermincola potendR 87 75
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26 | Desulfurispora thermophila 85 72

——
..
——1
-—1
——
e
-
-
.
e

Sekil 8. pET28a(+)Afgchinin kesim ile dgrulanmasi (a: MBI Fermentas O’RangeRuler
100+500bp DNA Ladder, b: pET28a(+)NcolXhol kesimi, c:
pET28a(+)Afgchinin Ncol/Xhol kesimi)

3.6. Proteinin Ni-NTA Kolon ile Saflastiriimasi

Rekombinant protein His Link™ Protein Purificatio®ystem (Promega)

kullanilarak saflgtirildi.Saflgtirma sonrasi %12’lik SDS-PAGE yapilarak sstilemanin
olup olmadgl kontrol edildi §ekil 9).
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Sekil 9. Proteinin Ni kolon ile safigiriimasinin SDS-PAGE analizi (a: Ekspresyon sanras
ham 6zt, b: Kolondan elde edilen saf AfGCHI enzimi

3.7. Proteinin Biyokimyasal Karakterizasyonu

GCH | enziminin aktivitesinin belirlenmesi igin, 32 ve bakteri blyime sicai
olan 55C’de aktivite deneyleri yapildi. Standart yontenarak 100uL son hacimde 50
mM Tris HCI pH 8.0, 100 mM KCI, 2 mM Mggl1 mM GTP ve 0.21M enzim iceren
reaksiyon ilgili sicakliklarda 1 saat inklibe ediliaikiibasyon sonrasinda gQ oksidasyon
solusyonu (% 1.ve % 2 Kl iceren solisyon) eklendi ve 15 dakikaakhk ortamda
bekletildi. 15uL % 2’lik askorbik asit solisyonu eklendikten sorsektroflorometrede
350 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boylar@igim alindi. Standart olarak
dihidroneopterin kullanildi. Bu reaksiyon sonucurmataimin her iki sicaklik dgerinde de

aktif oldugu belirlendi.

3.7.1. Enzim Aktivitesine pH Etkisi

Enzimin en iyi ¢caktigi pH deserini belirlemek icin yapilan ¢aima sonucunda
enzimin MES ve glisin NaOH’'da dolayisiyla pH 5,8atinda ve pH 9,0'in tzerinde
calismadgl, en uygun pH’nin ise 8,0 oldu belirlendi §ekil 10).
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Sekil 10. Enzime ait pH’ya bg bagil aktivite grafii.

3.7.2. Enzim Aktivitesine Sicakigin Etkisi

Optimum pH belirlendikten sonra enzimin en iyi ga@n sicaklik degerini
belirlemek icin yukarida belirlenen tamponun kulldrgl standart reaksiyon, 37-

85°C’lerde yenilendi ve en uygun ¢gha sicakkginin 65C oldusu belirlendi Sekil 11).

20

:: //\\_‘___‘
./
./

37 45 55 b5 75 &85
Sicakhk

Bagl Aktivite

Sekil 11. Enzime ait sicaklik-kqal aktivite grafii.

3.7.3. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzime ait kinetik verileri olan/max ve Ky'yi bulmak lzere yukaridaki standart
reaksiyon kullanilarak substrat (GTP) kullanim lamsasyonu d@stirildi. Bunun icin
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reaksiyona 10-20-30-40-50-100-200-300-5(d-1-3-5-10 mM konsantarsyonlarda GTP
eklenerek deneyler yapildi. Elde edilen sonucladJINR programi sayesinde okundu ve
enziminVmax! 100,93 £ 3,5 nM/dak/mg protein W&, 'si 243 + 23,25uM olarak bulundu.
Sekil R2 = 0,9914 dgerine sahip aktivite grafini gostermektedir§ekil 12).

80 +

60

(nM/dak/mg protein)

40 -

Aktivite

20 4

o
! I . I ¥ | * | X | k I 2 1 ! I . I x 1
0 100 200 300 400 500 800 700 800 900 1000
GTP (uM)

Sekil 12. GCH-I enzimine ait aktivite grgfi.
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4. TARTI SMA VE SONUCLAR

Ulkemizde gorilme sikii 1/4500 olan ve her yil 20-25 cocuktan birinin
yakalandgl fenilketonlre hastalinin tedavisinde kullanilan BH4 maddesinin kimyasal
sentezine alternatif olarak bakterilerde yapabilngek kullanilmasi zorunlu enzimlerden
biri GCH-I'dir. Termofilik karakterde olan enzimlése daha dnce bahsedilen sebeplerden
Otura endustriyel uygulamalarda tercih sebebidindfade vd., 1999; Hartley vd., 2000;
Taylor vd., 2004; URL-3).

Calismamizda, termofilik karakterde olai. flavithermusbakterisine ait GCH-I
enziminin karakterizasyonunu tamamladik. Daha @s®m analizi tamamlangolanA.
flavithermus WK1 bakterisine ait NCBI verileri kullanilarak enzi kodlayan gene ait
verilere ulaildi. Bu veriler dgrultusunda dizayn edilen primerler ile PZR yoluyla
yakalanan enzimin orijinal sta oldyu gibi 603 baz cifti oldgu bulundu. Toplam 200
amino asit buyuklge sahiptir.

Enzim blyukligh olarak yakin akraba tirlerle kdastinildiginda, Bacillus
anthracis strain A0248,B. cereusstrain Q1 ve AH820B. weihenstephanensirain
KBAB4, B. huringiensissubspkonkukianstrain 97-27 ve 18®8. amyloliquefacienstrain
FZB42 veB. subtilisstrain 168’'de 190Geobacillussp. strain WCH70’de 188acillus
haloduransstrain ATCC BAA-125/ DSM 18197 / FERM 7344 | J&NI53 / C-125'lerde
299 amino asittir. CFer termofilik bakterilerde de buyuklik bakimindaggkendir
ornesin; Thermotoga maritima strain ATCC 43589 / MSB8 / DSM 3109 / JCM
10099’lerde 259;Thermodesulfovibrio yellowstongtrain ATCC 51303 / DSM 11347 /
YP87’lerde 188, Thermoanaerobacter pseudethanoligigain ATCC 33223 / 39E’lerde
188, Thermotoga neapolitansirain ATCC 49049 / DSM 4359 / NS-E’lerde 259 ma't

Enzimin optimum pH’si 8,0 olarak bulundu. BRENDAri\erine ve literatiire gore
optimum pH Methanocaldococcus jannasche 6,5 ila E. colide ise 9,0 arasinda
degsisken oldgu gorulmektedir (Grochowski vd., 2007; Lee vd., 2D0rakin turlerde ise
optimum pH’nin B. subtilis ve Geobacillus sterothermophilita 8,0 ve Thermus
thermophilu&a ise 8,5 oldgunu gérmekteyiz (sirasiyla De Saizieu vd., 199%uRuvd.,
1979; Tanaka vd., 2005).

Enzimin optimum sicaklik deri yaptgimiz calgmada 68C olarak bulundu.

Literatir verilerine gore ise GCH-1 enziminin gaha sicakiy 26-90C arasinda
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desismektedir. Yine yakin turlerdeB. subtiliste 37°C,E. colide 42°C veGeobacillus
sterothermophiluta 37-78C olarak tespit edilngtir (sirasiyla De Saizieu vd., 1995; Yim
ve Brown, 1976; Suzuki vd., 1979).

Enzime ait kinetik verilere bakilginda,Vmax1 100,93 £ 3,5 nM/dak/mg protein ve
Km'si 243 = 23,25uM olarak bulundu. Literatr ile katastirildiginda, Km dgerlerinin
Thermotoga maritim&0G1469’'un 0,0023-0,0053 uM (EI Ycoubi vd., 2006),colide
2,9 UM (Yim ve Brown, 1976)Thermus thermophilusn 4,2 uM (Tanaka vd., 20058.
subtilisin 4,0 uM (De Saizieu vd., 1995%treptomyces tubercidicus 80 uM (Yo vd.,
1998) ve Geobacillus stearothermophilus ise 980 uM (Suzuki vd., 1979) oldiu
bildirilmistir. Bilindigi Gzere bir enzimin substrata olan ilgisi arttikg@an deseri
azalmaktadir. Literatur verilerine gbére enzimimim deseri diger calsiimis olan farkli
kaynaklardan elde ediljpiGCH-1 enzimleri ile kagilastirildiginda substrata ilgisi guktar.
Sadece benzer termofilik karakterde otanstearothermophilign ayni enzimine oranla
yuksektir.

Gunumizde enzimlerin kullanim alanisteadeterjan, gida ve tip endustrisi olmak
Uzere her gecen gun artmaktadir. Memeli, baktetki lgibi hatta farkli sicakliklarda
yasayabilen bakteriler gibi farkli karakterde kaynakl@n elde edilebilen enzimlerin
kullanimlari onlarin éncelikle karakterizasyonurerektirmektedir.

Calismamizda yenidgan tarama testlerinde zorunlu olarak yapilan fendkire
hastalginin metabolik yolaklarindan biri olan GTP siklotothz |1 enzimini ele aldik.
Kisaca GCH-I olarak da adlandirilan enzimin bozgulinalinde ilgili hastalik kalici bir
sekilde ortaya cikmakta ve birey hayati boyunca blagyyn son Granidnid yani BH4'U
iceren ilaglar almak zorunda kalmaktadir. galmizin ana konusu olan GCH-I'in BH4
uretiminde kullanilabilmesi icin ilk adim bu enzimiklonlanmasi ve safjariimasi
akabinde de biyokimyasal olarak karakterizasyonudDeellikle endistriyel olarak
termofilik enzimlerin targilmaz Ustunlginden yola cikarak ilgili geni termofilik bir
bakteri olan A. flavithermus WK1 swunun genom verileri kullanilarak laboratuvar
stoklarimizda bulunai\. flavithermusswundan klonlamay! Bardik. Sonraki gamada
istenilen enzimin elde edilebilmesi icin pET28af#gktoriine, Uretimi igin iseé. coli
BL21(DE3)pLysS konak hucresine aktardik. Ekspresgonrasi saftdirmada kolaylik
sailayan Ni-NTA kolonundan yararlandik. Boylece iyomgdim kromatografisi gibi
zahmetli ve pahalsiemlerden daha ¢abuk ve nispeten ucuza gafiza yapildi.
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5. ONERILER

Her ne kadar calmamiz tamamlanmiolsa da konu ile ilgili olarak planlanacak

sonraki camalar icin g@agidaki 6neriler sunulabilir;

1. Enzime etki eden metallerin etkilerinin incelenmesiliterattr verilerinde yer
almasa da farkli substratlarin denenmesi kinetilgipalara yarar Sgayacaktir,

2. Benzer mikroorganizmalarda ayni genin varll5 farkli termofilik bakteri
(Anoxybacillus ve Geobacillu3 taranmg ve belirlenmgtir. Bu veriler
kullanillarak yapilacak karakterizasyon gadalari ile dger turlerle
karsilastirma yapilabilir,

3. Korunmu; bdlgeler incelenerek yapilacak mutasyonlar ileraine aktivitesinde

ne gibi deisiklikler oldugu incelenebilir.
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