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OZET

TERMOFILIK Bacillus licheniformis KG9’a AIT
B-GALAKTOSIDAZ GENININ Escherichia coli’ye
AKTARILMASI ve ENZIMIN KARAKTERIZASYONU

DOKTORA TEZi
Fatma MATPAN BEKLER

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJI ANABILIM DALI

2012

Bu c¢alismada sicak su kaynagindan izole edilen termofilik Bacillus licheniformis KG9 susu; B-
galaktosidazinin stabil olmasi, enzimin bol miktarda {iiretilmesi ve bu bakterinin 16S rRNA dizi analizi
karsilagtirildiginda tiim genomu bilinen B. licheniformis DSM 13’e %99.9 oraninda benzerlik gostermesinden
dolayr gen klonlamasi ve saflastirma i¢in kullamlmustir. B. licheniformis KG9 un kromozomal DNA’s1 izole
edildi. Termofilik bakterilere ait 3-galaktosidaz geni, gen kiitiiphanesinden tarandi. PCR’a dayali metodla izole
edilen 4 farkli putatif B-galaktosidaz geni (B-gal 1, S-gal 11, S-gal 111, B-gal IV) ¢ogaltildi. Elde edilen PCR
tirtinleri pUC18AlacZ vektoriine klonlanarak Escherichia coli’ye aktarildi ve eksprese olan koloniler segilerek
dizi analizi yapildi. Dizi analiz sonuglarina gore; 4 farkli putatif B-galaktosidaz geninin, gen kiitiiphanesinde
bulunan diger Gram pozitif Bacillus tiirlerinin genlerine benzerlik gosterdigi goriildii. En yakin homolojilerin: S-
gal 1 %42.9 Bacillus cereus’tan tanimlanan f-gal’a; f-gal 11 %68.3 Bacillus circulans’tan tanimlanan S-gal’a; f-
gal T %68.8 Bacillus subtilis’ten tamimlanan f-gal’a; pf-gal VI %76.7 B. subtilis’ten tanimlanan f-gal’a
yakinlik gosterdigi belirlendi.

Hem B. licheniformis KG9 hem de rekombinant E. coli’den elde edilen B-galaktosidaz, DEAE-seliiloz,
Sephadex G-75 ve p-aminobenzil-1-thio-B-D-galaktopiranosid (PABTG-agarose) kromatografi yontemleriyle
saflastirildi. Saflagtirma kat sayis1 9.4 ve verim %85 olarak belirlendi. Saflastirilan enzimin molekiil agirlig1 non-
denatiire PAGE ile yaklagsik 90 kDa olarak tespit edildi.

Saflastirilan enzimin karakterizasyonu ¢alismalarinda; substrat 6zgiinliigii icin yapay (ONPG) ve dogal
(laktoz) substratlar kullanilarak, metaller ve EDTA’nin etkisini belirlemek i¢in farkli konsantrasyondaki (1, 2.5,
5, 10, 25 mM) CoCl,, MgCl,, NiCl,, CaCl,, MnCl,, HgCl,, AgCl,, FeCl, ve EDTA kullanilarak test edildi. Ca®?
(%147), Mn** (%106) ve Mg’ nin (%135) aktiviteyi artirdigr; Ag*, Fe*> ve Hg'*nin ise enzim aktivitesini
inhibe ettigi tespit edildi. ONPG konsantrasyonuna bagli olarak enzimin Km ve Vmax degerleri Lineweaver—
Burk plot’a gore sirasiyla 2.0792 mM ve 2.037 pumol/dk olarak hesaplandi. Laktoz konsantrasyonuna baglh
olarak enzimin Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk plot’a gore sirasiyla 9.068 mM ve 1.0476 pmol/dk
olarak hesaplandi.

Anahtar Kelimeler: [3-galaktosidaz, klonlama, termofilik, Bacillus licheniformis KG9, saflagtirma
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ABSTRACT

CLONING of B-GALACTOSIDASE GENE of THERMOPHILIC Bacillus licheniformis
KG9 to Escherichia coli and ITS CHARACTERIZATION

PhD THESIS

Fatma MATPAN BEKLER

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2012

In this study Bacillus licheniformis KG9, which was isolated from Tashdere hot water springs in
Batman/Turkey, was used for gene cloning and purification due to its stable P-galactosidase, abundant
production of the enzyme and since it displayed similarity at 99.9% to B. licheniformis DSM 13, whose all
genomes were known when 16S rRNA sequence analysis of this bacterium was compared. Chromosomal DNA
of B. licheniformis KG9 was isolated. B-Galactosidase gene of thermophilic bacteria was scanned at gene library.
Four different putative B-galactosidase genes (S-gal 1, f-gal 11, S-gal 111, S-gal TV) isolated with the method
based on PCR were amplified. The PCR fragments were inserted into pUC18AlacZ vector, transformed into
Escherichia coli, and by selecting the expressed colonies they were sequenced. According to the sequence
analysis results: PCR based isolation of putative -galactosidase genes from B. licheniformis KG9 showed the
presence of four B-galactosidase genes, which when translated, displayed similarity to genes from other Gram
positive bacteria: B-gal I showed 42.9% identity to a B-gal from Bacillus cereus; B-gal Il showed 68.3% identity
to a B-gal from Bacillus circulans; B-gal III displayed 68.8% identity to a B-gal from Bacillus subtilis; and p-gal
IV showed 76.7% identity to a B-gal from B. subtilis.

B-galactosidase, isolated from both B. licheniformis KG9 and recombinant E. coli was purified by
DEAE-cellulose, Sephadex G-75 and p-aminobenzyl-1-thio-f-D-galactopyranoside (PABTG-agarose)
chromatography methods. Purification fold was determined to be 9.4, and yield as 85%. Molecular weight of the
purified enzyme was found to be about 90 kDa by non-denatured PAGE.

In the studies of characterization of purified enzyme; Artificial (ONPG) and natural (lactose) substrates
for substrate specifity and CoCl,, MgCl,, NiCl,, CaCl,, MnCl,, HgCl,, AgCl,, FeCl, and EDTA of different
concentrations (1, 2.5, 5, 10, 25 mM) for determining the effect of the metals and EDTA were used and tested.
Enzyme activity was increased in presence of Ca* (147%), Mn** (106%) and Mg+2 (135%) while activity of the
enzyme was inhibited in presence of Ag**, Fe** and Hg*2. Km and Vmax values of the enzyme depending on
ONPG concentration were calculated as 2.0792 mM and 2.037 pumol/min respectively according to the
Lineweaver-Burk plot. Km and Vmax values of the enzyme depending on lactose concentration were calculated
as 9.068 mM and 1.0476 pmol/min respectively according to the Lineweaver-Burk plot.

Key words: B-galactosidase, cloning, thermophilic, Bacillus licheniformis KG9, purification
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, yasayan organizmalara ticari veya endiistriyel uygulamalarda
kullanilmak {izere kimyasal yontemlerin uygulanmasidir. Bununla birlikte,
biyoteknoloji kelimesi, genetik teknikler kullamilarak iiretilen organizmanin in vitro

kosullarda manipiile edilmesi anlamina da gelmektedir (Madigan ve Martinko 2010).

Biyoteknoloji alanindaki arastirma ve egitim ¢aligmalar1 ulusal ve uluslararasi
orgiitlerce desteklenmekte; bazi iilkelerde bu alanda yapilan biiyiikk yatirmlarla bu
tilkeler diinya liderligine soyunmaktadir. Son yirmi yilda, diinyadaki uygulama ve
arastirma konularina goz atildiginda, biyoteknolojinin o6zellikle saglik, tarim, gida
sektorleri ile kimyasallarin ¢evreye verdigi zararin giderilmesi icin de kullamldigi

goriilmektedir (Telefoncu 1996, Kiymaz ve Tarakg¢ioglu 2003).

Biyoteknoloji iiriinlerinin ¢ogu “rekombinant proteinlerdir”. Proteinler yasam
icin gerekli olan Onemli yapisal ve diizenleyici molekiillerdir. Rekombinant DNA
teknolojisi ya da genetik miihendisligi olarak adlandirilan biyoteknolojinin alt dali olan
klasik zenginlestirme yonteminin dezavantajlarim1 yenebilmek icin molekiiler metotlar
1971-73’1i yillarda arastiricilar tarafindan gelistirilmistir. Gen klonlama olarak da

adlandirilan bu yontemler genetigin iigiincii biiyiik cagini1 baslatmistir.

Molekiiler biyoloji teknolojilerinin bir¢ogunun kosetasi gendir. Genlerin
calismasin1  kolaylastirmak icin, bunlar izole edilebilir ve amplifiye edilebilirler.
llgilenilen bir genin izolasyon ve amplifikasyon yontemlerinden biri, canli hiicreler
icinde cogaltilabilen bir ara¢ ya da vektdr olarak hizmet veren bir baska DNA
molekiiliine takarak geni klonlamaktir. Farkli kokenli bu iki DNA birlestiginde
rekombinant DNA molekiilii olusur. Krosing-over gibi genetik siireclerin teknik olarak
rekombinant DNA {iretmelerine ragmen, bu terim genellikle farkli biyolojik
kaynaklardan elde edilen kisimlarin katilmasiyla iretilen DNA molekiilleri igin
kullanilmigtir. Rekombinant DNA molekiilii genellikle prokaryotik nadiren de okaryotik
konak hiicreye yerlestirilir. Daha sonra konak hiicre ¢ogalir ve yabanci parcali DNA
vektorii de cogalir. Yabanc1 DNA bdylece sayica artar ve bunu takiben daha fazla analiz

yapmak iizere saflastirilabilir (Mullis 1990).

Giiniimiizde gen klonlamasi ¢alismalari; insanlik icin gerekli proteinlerin eldesi,

gen bankalarinin olusturulmasi, genlerin giivenlik altina alinarak onlarin yap1 ve
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fonksiyonlar1 iizerinde arastirmalar yapilmasi, klonlanan genlerin iizerinde mutasyonlar
yapilarak fonksiyonel bolgelerin belirlenmesi, DNA dizi analizlerinin kolaylastirilmasi,
DNA agilarinin olusturulmasi ve rekombinant proteinlerin ekspresyonu gibi amaglarla

yapilmaktadir (Kuk ve Erensoy 2008).

Klonlama bir¢ok biyolojik arastirmada belirli genlerin secilip saflastirilip diger
genlerden arindirilmis bicimde elde edilisini saglar. Belli bir geni iceren DNA
parcasinin elde edilmesinin yegane yolu klonlamadir. Bu nedenle bircok durumda
genlerin yapist ve gen ekspresyonunun kontrolii ile ilgili dogrudan calisma yapmakla
ilgili materyalin elde edilisinde tek yol gen klonlamadir. Gen klonlandiktan sonra
genlerin yap1 ve gorevi hakkinda elde edilebilecek bilgilerde hemen hemen sinir yoktur.
Klonlanmis materyalin elde edilebilirligi DNA dizi analizi ve in vitro mutagenezis gibi
genler hakkinda calismalarla ilgili analitik metotlarin gelismesine ve bircok teknikler
olugmasina vesile olmaktadir. Genleri klonlama kabiliyeti genlerin yapilarinin ve gen

aktivitelerinin kontroliiniin anlasilmasi ile ilgili hizli ilerlemelere yol agmaktadir.

Giiniimiizde azalan dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar bir¢ok iiretim
alan i¢in potansiyel olarak goriilmekte ve bu konuda yogun caligmalar yapilmaktadir.
Endiistriyel iiretimde mikrobiyal kaynakli enzimlerin ekonomik oluslari, mevsimsel ve
potansiyel kisitlamalara baghh kalmayislart acisindan avantajlart uzun zamandir

savunulmaktadir (Topal 2000).

Enzimler gida, yem, tarim, kagit, deri ve tekstil endiistrileri gibi ¢cok sayida yeni
uygulamada kullanilmaktadir ve bu da maliyeti dnemli derecede diisiirmektedir. Ayn1
zamanda hizli teknolojik gelismeler; saglik, enerji, hammadde ve cevre ile ilgili
konularda giiclenen bir trend olan enzim teknolojisini iceren kimya ve ila¢ sanayisini

canlandirmaktadir (Beilen ve Lie 2002).

Biyoteknolojinin ilerlemesiyle ve enzimlerin saflagtinlmasiyla enzim
uygulamalarimin sayis1 kat kat artmistir ve termostabil enzimlerin elde edilebilirliligiyle
endiistriyel islemler icin bir ¢ok yeni imkan ortaya ¢cikmustir. Esas olarak termofilik
organizmalardan izole edilen termostabil enzimler, genel i¢ stabilitelerinden dolay1
bircok ticari uygulama alam1 bulmustur (Haki ve Rakshit 2003). Parcalanmast zor

maddelerin, parcalanabilir hale doniistiiriilmesi mikrobiyolojik olarak hiicre dist
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enzimlerle gerceklesmektedir. Hem tiiretim kosullarinin hem de izolasyon islemlerinin
daha kolay ve ucuz olmasi nedeniyle biyoteknolojik islemlerde hiicre dis1 enzimler ile

ilgili caligsmalar 6nem arz etmektedir.

B-Galaktosidazlar, [-galaktosidlerdeki glikozidik bagi pargalayan enzim
grubudur. B-Galaktosidazlarin laktozu pargalayarak daha tatli ve suda coziiniirliigi

yiiksek glikoz ve galaktoza indirgeme 06zelligi bu enzime ticari bir 6nem katmaktadir

(Maz1 ve ark. 2008).

B-Galaktosidaz, dogada cesitli mikroorganizma, bitki ve hayvan dokularinda
bulunur. Uretimlerinin kolaylikla kontrol edilebilmesi ve yiiksek verimlilige sahip
olmalarindan dolayr diger kaynaklar ile Kkarsilastirildiginda mikrobiyal [3-
galaktosidazlarin ~ ticari ©nemi daha fazladir. Mikrobiyal [3-galaktosidazlar
biyoteknolojik uygulamalar i¢in énemli Slgiide ilgi cekmektedir ve bununla ilgili ¢esitli
organizmalardan elde edilen bu enzimlerin karakterizasyonu hakkinda pek ¢ok rapor ve

derlemeler yayinlanmistir (Juajun ve ark. 2010).

Biyoproses teknolojide B-galaktosidazin uygulamalari, siitiin sindirilebilirligini
artirmak veya siit iirtiniiniin fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek amaciyla, uzun siiredir
laktoz hidrolizi i¢in kullanilan 6zellikle mikrobiyal enzimler ile basarilmistir. Son on y1l
boyunca, enzimin bagka potansiyel uygulamalari da gelistirilmistir; B-galaktosidazin
katalizledigi transgalaktosilasyonun gida maddeleri, ila¢ ve diger biyolojik olarak aktif
bilesiklerin yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlar1 i¢in faydali oldugu kanitlanmistir

(Nakayama ve Amachi 2002, Karasova-Lipovova ve ark. 2003).

Siit endiistrisinde, laktozun glikoz ve galaktoza hidrolizlenme yetenegi, tatlilig
artiran ve laktoz kristalizasyonunu azaltan siit toleransimi gelistirmenin bir yoludur
(Sgrensen ve ark. 2006). Ayrica peynir alti suyunun geri kazanmiminda, fermente ve
alkolsiiz ickilerin iiretiminde, firincilikta, tipta ELISA testinde,

galaktooligosakkaritlerin (GOS) olusturulmasinda kullanilmaktadir.

Giiniimiizde, yiizden fazla putatif B-galaktosidaz dizileri ¢esitli veritabanlarindan
cikarilabilir ve bunlar fonksiyonel benzerlige dayali dort farkli glikozit hidrolaz (GH)
ailesi olan GH-1, GH-2, GH-35, ve GH-42 ile simiflandirilabilir (Cantarel ve ark. 2009).
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Bacillus licheniformis; termostabil amilaz, proteazlar, B-laktamaz ve o-
asetolaktat dekarboksilazi iceren 6nemli enzimlerin endiistriyel 6lgekte iiretiminin yani
sira, protein yapili basitrasin antibiyotigi ve ¢esitli organik metabolitler (6rnegin; 2,3-
biitandiol ve gliserol) gibi daha kii¢iik bilesiklerin iiretiminde yaygin olarak kullanilan
toprakta yasayan ve endospor olusturan bir mikroorganizmadir (De Clerck ve De Vos
2004, Juajun ve ark. 2010).

Ulkemizin ¢esitli bolgelerinde ¢ok sayida dogal sicak su kaynagi bulunmaktadir.
Sicak su kaynaklar1 gibi ekstrem cevrelerden elde edilen mikroorganizmalarin
enzimleri, tasidiklart 6zgiin oOzelliklerden dolay1r atiklarin aritimi, gida, tekstil, ilag
sanayine kadar cok sayida alanda uygulama alam bulmaktadir. Bu calismada,
Batman/Tiirkiye'deki Tashdere sicak su kaynaklarindan izole edilen B. licheniformis

KG9 kullanilmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Biyoteknoloji

Bu giin biyoteknoloji denildiginde, ilk akla gelen, embriyonik ve genetik
manipulasyonlarin da iginde bulundugu molekiiler genetik ve rekombinant DNA
teknolojisidir. Bu teknolojiler yardimi ile, organizmalarin genomlarinda (DNA veya
RNA) bulunan biitiin bilgileri ve sifreleri degistirmek; aym veya farkli cinsten
organizmalara DNA sekanslar1 veya genleri aktarmak; istenilen DNA sekanslarin1 veya
baz siralarin1 ¢ikarmak, genlerin birbirlerine olan konumlarim ve iliskilerini saptamak;
transgenik hayvanlar, mikroorganizmalar elde etmek, yeni genotipte ve fenotipte
organizmalar ile hibrid hiicreler olusturmak; hiicre fiizyonlar1 yapmak, antikorlarin
bakteriler tarafindan iiretilmesini saglamak, insan ve hayvanlarin sagliginda ¢ok énemli
rolleri olan biyoteknolojik asilar, proteinler, enzimler, antibiyotikler, hormonlar,
sitokinler, monoklonal antikorlar, teshis, tedavi, koruma ve arastirma amaci ile
kullanilan diagnostik maddeler, kimyasallar, vs. elde etmek konularinda biyoteknolojik

yontemlerden cok fazla yararlanilmaktadir (Arda 2000).
Tarihsel evrime gore biyoteknoloji iki temel doneme ayrilmaktadir:

1) Geleneksel Biyoteknoloji: Geleneksel biyoteknoloji kapsaminda bakteriler, viriisler
ve mantarlar c¢esitli tirlinlerin sentezlenmesi icin fabrika olarak kullanilmaktadir (Giiven
2011). Yaklasik 20 yil kadar devam eden bu dénemde biyolojik sistemler, ekmek,
peynir, alkol, ¢esitli alkollii ickiler, sirke, yogurt gibi maddelerin iiretilmesinde fazlaca
kullanilmigtir. Bu nedenle de bu periyot, ‘Fermantasyon teknolojisi’ agirlikli olup

buna yonelik iiretimi kapsamaktadir.

2) Modern Biyoteknoloji: Yenilik¢ilige (inovasyon) agik ve ¢ok hizli biiyiimesine
karsin potansiyeli sirsiz, ancak molekiiler biyolojide yapilan temel bilim
arastirmalarina ve altyapisina siki sikiya bagimli bir teknolojidir. Genetik miithendisligi
tekniklerinin kullanilarak biyolojik sistemlerin modifikasyona ugratildigi (mutasyon ve
rekombinant DNA teknolojisi) ve kan proteinleri, insan kani serumu, insan hormonlari,
insiilin, biyoteknolojik asilar gibi yararli iiriinlerin elde edilmesine olanak veren bir

alandir (Tosun 2011). Mutasyonlar veya rekombinant DNA teknolojisi yardimiyla
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olusturulan transgenik organizmalar, endiistride ve diger alanlarda (mikrobiyoloji,
biyoloji, biyokimya, insan ve hayvan sagligi, hayvan 1slahi, ziraat, cevre vb.) ¢ok fazla

kullanilmaya baslanmistir (DPT: 2515 - OIK: 533 2000).

Bu gelismelere paralel olarak, biyoteknolojinin taniminda da degisiklikler
yapilmistir. 2009 yilinda Tiirkiye’'nin de iiyesi oldugu OECD (Organisation for
Economic Co-Operation and Development)’nin raporunda biyoteknoloji “Bilgi, mal ve
hizmetin iiretimi i¢in yasayan ve yasamayan materyalleri degistirmek amaciyla bilim ve
teknolojinin  yasayan organizmalara, pargalarina, {rlinlerine ve modellerine

uygulanmasi” seklinde tantmlanmistir (Beuzekom ve Arundel 2009).

Teorik olarak tiim canli gruplart arasinda gen aktarimini miimkiin kilabilen
biyoteknolojinin tip, endiistri, madencilik, c¢evre, balik¢ilik, ormancilik, tarim ve
hayvancilik gibi cesitli sektorlerde uygulamalart bulunmaktadir ve bu alanlar Sekil

2.1’de gosterilmistir (Akman 2007).

Mikrobiyoloji Molekiiler Biyoloji Biyoanalitik
Biyokimya Fizyoloji Hiicre Kiiltiir Teknolojisi
Enzimoloji vb. (Biyo)Kimya vb. Biyoproses, Biyoreaktor
BiYOTEKNOLOJI
Eczacilik/Tip < > Kimyasal Endiistri
| Ziraaat | < > | Cevre
| Gida/Beslenme | < v > Enerji/Yakat

| Elektronik |

Sekil 2.1. Biyoteknolojinin uygulama alanlari

Giiniimiizde biyoteknolojinin etkin oldugu dort temel sektorel alan bulunmaktadir.

Bunlar:
* Tip alanindaki biyoteknolojik uygulamalar,

* Tarimsal alandaki biyoteknolojik uygulamalar,
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X Cevresel alandaki biyoteknolojik uygulamalar,
* Endiistriyel alandaki biyoteknolojik uygulamalardir (Siirmeli 2008).

Modern biyoteknoloji dort teknolojik sistemden olugsmaktadir. Bunlar; genetik
mithendisligi, hiicre  miihendisligi, enzim mihendisligi ve fermantasyon
mithendisligidir. Genetik miihendisligi ve hiicre miihendisligi biyoteknolojideki en yeni

ilerlemelerdir (Akman 2007).
Modern biyoteknoloji teknikleri ile:

* Organizmanin yagami i¢in gerekli biitiin bilgilerin toplandigi ve kodlandigi
genom kitapliginin = bankalarinin kurulmasi, olusan bankalardan arzu edilen
genin izolasyonunun ve niikleotid dizisinin saptanmasi ve bu dizilerde
degisiklikler yapilmasi veya baska organizmalara aktarilmasi, gen regiilasyonunun

saptanmasi ve hibrid hiicreler elde edilmesi,

X Biyoteknolojik asilar, proteinler, enzimler, antibiyotikler, hormonlar,
sitokininler, monoklonal antikorlar, teshis koruma ve tedavi arastirmalarinda

kullanilan diagnostik maddelerin ve kimyasallarin tiretilmesi ve

* Dogal kosullar altinda ancak yiiz binlerce yil icinde meydana gelebilecek
mutasyonlart kisa stirede olusturmak miimkiin olmaktadir
(http://www.deu.edu.tr/UploadedFiles/Birimler/16928/rekombinant_dna_tek_vekt
orler.pdf ).

Genelde biyoteknoloji olarak adlandirilan ve klasik biyoteknolojiden modern
biyoteknolojik yontemlere kadar uzanan ve gittikce karmagiklik diizeyi artan bu
teknolojiler iilkelerin bilim ve teknolojideki gelismislik durumlarina gore tarimda farkli

diizeylerde kullanilmaktadir.
2.2. Gen Miihendisligi ve Rekombinant DNA Teknolojisi

Yasayan organizmalarin 6zelliklerinin genler tarafindan belirlendiginin anlasilmasi,
onlart degistirme sansinin bitki ve hayvan 1slah programlarinin ¢ok Stesine gegmesinin
yolunu acti. Her organizmay1 onu daha yararli hale getirecek 6zelliklerle donatabilme
miimkiin oldu (Hart-Davis 2011). Genetik miihendisligi, organizmalarin niikleik asit

manipiilasyonunu vurgulayan genis bir terimdir. Istenen bir etki icin genleri yapay
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olarak degisiklige ugratilmis organizmalar genellikle genetigi degistirilmis organizma
(GDO) olarak adlandirilir. Rekombinant DNA teknolojisi (rDNA), bir organizmadan
bilinen bir DNA dizisinin kesilmesi, baska bir organizmaya aktarilmasi ve bdylece
alicinin genotipinin (dolayisiyla fenotipi) degistirilmesi teknolojisidir. Yabanci genin bir
vektor DNA araciligiyla baska bir organizmaya aktarilip ¢ogaltilmasina klonlama da

denir (Sridhar 2006).

Genetik miihendisligi i¢in, rekombinant DNA teknolojisi, gen klonlamasi, DNA
klonlamasi, genetik maniiplasyon/modifikasyon veya gen ekleme (splays) bircok bilim
insaninca es anlamli olarak kullanilabilmektedir. 1970’li yillarin baglarina kadar DNA,
biyokimyacilar i¢in incelenmesi en gii¢ hiicresel molekiildii. Organizmalarda genetik
materyali olusturan, son derece uzun, kimyasal acidan degisiklik gostermeyen bu
niikleotid dizisi sadece dolayli olarak, protein ve RNA dizisinin belirlenmesi ya da
genetik analiz yoluyla incelenebilmekteydi (Alberts ve ark. 2003). Rekombinant DNA
teknolojisi 6zellikle 1960’11 yillarin sonlarina dogru DNA ile ilgili baz1 enzimlerin etki
mekanizmalarinin  anlasilmast  sayesinde gerceklestirilen bir dizi yontemleri
kapsamaktadir. Bununla birlikte 1940’lardan 70’lere kadar molekiiler biyolojinin
gelismesini saglayan bilgi birikimi de rekombinant DNA teknolojisinin temelini
olusturmustur (Soysal 2012). 1970 yilinda restriksiyon enzimlerinin kesfi ile birlikte
rekombinant DNA teorisi ger¢ek oldu. DNA’y1 kusatan viriislerden kesmek icin bakteri
bu enzimleri iiretir, ama konvansiyonel sindirim enzimlerinin tersine bunlar DNA’y1
belirli pozisyonlardan keser. Bu 6zellikleri genetik miihendisliginde kullanilmalarinin

en 6nemli nedeni olmustur (Hart-Davis 2011).

Rekombinant DNA teknolojisi kimi yeni, kimi mikrobiyoloji genetigi gibi baska
alanlardan alian ¢ok sayida yontemi kapsar. Bu teknolojinin temelini asagida belirtilen

anahtar yontemler olusturur:

1. DNA’nin restriksiyon niikleazlar1 (RE) yardimiyla belirli bolgelerden kesilmesi,
genlerin ayristirilmasim ve iizerinde degisiklikler yapilmasim biiyiik oOlgiide

kolaylastirmistir,

2. Klonlama tasitlar1 ya da tek bir DNA molekiiliiniin birbirinin ayni milyonlarca
molekiil olusturacak sekilde kopyalanmasina olanak veren polimeraz zincir

reaksiyonu yardimiyla yapilan DNA klonlama,
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3. Tamamlayici niikleik asit dizisine baglanma 6zelliginden dolay1 belirli bir DNA
veya RNA dizisini biiyilk duyarlikla saptamaya olanak veren niikleik asit

melezleme,

4. Saflastirllan bir DNA pargasindaki tiim niikleotid dizisinin hizli bir sekilde
belirlenmesi sayesinde genleri ve bunlarin kodladigi proteinlerin aminoasit

dizisini belirleme,

5. Onbinlerce melezleme reaksiyonunun ayni anda gerceklestirilmesine olanak
veren niikleik asit mikrodizinler sayesinde hiicredeki biitiin genlerin ifadesinin

ayn1 anda izlenebilmesidir (Alberts ve ark. 2003).

Transgenik teknolojilerin uygulanmasi sirasinda, bir veya daha cok gen ve gen
parcacigimin aktarimi s6z konusudur. Gen aktariminda ayni tiirden bir baska canlidan

alian ve istenen bir 6zelligi tasiyan yeni bir gen aktarilabilmektedir (Siirmeli 2008).

DNA ile ilgili islemler onun izolasyonu, ¢ogaltilmasi, dizilis sirasinin analizi, belli
yabanci DNA’nin plazmit ya da faj gibi tasiyic1 (=vektor) araciligr ile prokaryot ya da
okaryot konak hiicreye sokulmasi ve faaliyetinin temini (yani transkripsiyon ve
translasyon siirecinden sonra proteine doniisme seklinde) olarak gruplanabilir. Yabanci
DNA cogaltulip saflagtinlir ve DNA dizilig siras1 belirlenir. Yabanci DNA’nin gen
iriinii  biiyilk Olciilerde protein olarak {iiretilmek suretiyle saglandiginda islem

tamamlanmis olur (Soysal 2012 ).

Rekombinant DNA teknolojisinde izlenen olaylarin siras1 Sekil 2.2°de 6zetlenmistir;
1. Doku ya da hiicrelerden DNA izole edilmesi
2. Bu DNA molekiillerinin RE ile tanima bolgelerinden kesilmesi

3. RE ile islem gormiis DNA molekiillerinin vektor adi verilen tasiyict molekiillere

yiiklenmesi

4. Vektor ve tasidigr molekiiliin (bu birliktelik rDNA molekiiliidiir) faaliyet gosterecegi

konaker hiicreye nakli

5. Konak¢1 hiicre ve kendi genomu ¢ogalirken bu arada aktarilan DNA da

cogalacagindan DNA molekiiliiniin klonlanmasinin saglanisi

6. Klonlanmig DNA’nin konaker hiicreden izole edilip incelenmesi



2. KAYNAK OZETLERI

7. Klonlanmis DNA’nin gen iiriiniiniin elde edilmesi. Klonlanmis DNA transkripsiyona
ugrayabilir ve  mRNA’s1 translasyona yonlendirilebilir. Boylece gen iiriinii izole

edilebilir ve arastirma ya da ticari amaglar i¢in kullanilir.

Klonlama (TN \*Ec”:%;b Kromozomal DMNA
Vektari N Fa A
1) Klonlama 2) Restriksiyon enzimleriyle
vektdrd kesim ve parcalara ayrilmas:
restriksiyon 4

enzimleriyle I .‘ ey 3)Klonlama vektariine

kesilir N J‘ fragmentlerin ligasyonu

DH A Tigess
4

(f—:—) Rekombinant Vektir

pS

4) Konakgi bakteri
hiicresinin transformasyonu

lHﬁcr-e. Codalmas:

v

© N0
VaE O)

Sekil 2.2. Rekombinant DNA teknolojisinde izlenen olaylar (Nelson ve Cox 2005)

©
=y

Biyoteknolojide genetik miihendisligi ticari amaclar icin kullanilmaktadir. Ornegin,
yararl bir proteini fazla miktarda liretmek, yeni asilar gelistirmek, ya da istenen bir geni
bitki ya da hayvana aktarmak amaclanabilir. Bu durumda kullanilacak konak secimi
oldukca onemlidir, bu aym1 zamanda vektdr secimini de etkilemektedir. Yiiksek
miktarlarda klonlanmig DNA elde etmek i¢in, ideal bir konak pahali olmayan bir kiiltiir
ortaminda hizli bir sekilde biiyliyebilmelidir. Ayrica, konak patojen olmamali, DNA’y1
icine alabilmeli, kiiltiirli esnasinda genetik olarak kararli olmali ve vektoriin
replikasyonunu yiiriitebilecek uygun enzimlere sahip olmalidir (Madigan ve Martinko

2010).

Klonlama calismalarinda yaygin kullanilan konak¢i hiicre Escherichia coli’dir.
E.coli’de ekspresyon hizlidir, ucuzdur, dlgeklenebilirdir ve minimal post-translasyonel

modifikasyonlar E. coli’den saflastirilan proteinleri yapisal caligmalar icin nispeten

10
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homojen ve ¢ok arzu edilen hale getirir (Hartley 2006). E.coli’nin ortalama bir geni 1-2
kbg, genomu ise 4600 kbc biiyiikliigiindedir. Bundan dolay1 E.coli’deki ortalama bir
gen, hiicrenin toplam DNA’sinin %0.05’inden daha kiiciik bir kismini1 kapsar.
llgilenilen gen, replikasyon arastiricis1 tarafindan kontrol edilebilirse, par¢anin
biitiiniinii kopyalamak miimkiindiir. Dolayisiyla, molekiiler klonlama calismalarinda
istenilen geni biiyiik ve kompleks bir genomdan basit ve kiiciik bir genoma aktarmaktir.
E.coli kromozomu dizisi saptanan ilk prokaryot kromozomlar arasinda yer almamasina
ragmen, bu organizma en iyi karakterize edilen organizma olarak kalmaya devam
etmektedir (Madigan ve Martinko 2010). Ayrica iyi karakterize edilmis ¢ok sayida
mutantlarinin ~ var olmasi ve gen regiilasyonunun anlasilabilir olmasi klonlama
calismalarinda tercih edilme sebeplerindendir (Cooper ve Hausman 2006, Primrose ve

ark. 2001).

Rekombinant DNA teknolojisinin ve klonlamanin gelismesinde 6nemli adimlardan
birisi restriksiyon enzimlerinin bulunmasi ve 6zelliklerinin ortaya konulmasidir. Konak
kontrollii kesim (host-controlled restriction) olarak anilan bazi bakteri soylarinin
bakteriyofaj enfeksiyonuna bagisitk oldugunun gosterimi 1950’lerin baslarinda
yapilmistir. Kesim mekanizmasi ¢ok karmagik olmasina ragmen yine de tam olarak
aciklanmast 20 yil siirmiistiir (Brown 2009). 1972°de Stanford Universitesinde bu

enzimler kullanilarak ilk rekombinant DNA molekiilii elde edilmistir.

Restriksiyon enzimleriyle yapilan kesimin tam dogasi bir gen klonlama deneyinin
tasarlanmasinda oldukca onemlidir. Restriksiyon enzimleri viriis istilasina cevap olarak
bakterilerce sentezlenir ve bilinen 1200’iin iizerinde enzim tamimlanmistir (Brown

2009).

Rekombinant DNA teknolojisinde veya diger genetik manipulasyonlarla ve
biyoteknolojik caligmalarda kullanilmak iizere bakterilerden elde edilmis ¢cok sayida Tip
IT restriksiyon enzimi bulunmaktadir. Cizelge 2.1°de klonlama calismalarinda yaygin
olarak kullamlan Tip II restriksiyon endoniikleazlar elde edildikleri mikroorganizmalar

ve tanima dizileri belirtilmistir.

Farkli bakteri tiirleri farkli viriis istilalarina cevap olarak farkli restriksiyon
niikleazlar1 {iiretirler. DNA’y1 kesen bu enzimler izole edildikleri bakterilere gore

isimlendirilirler. Her niikleaz dort ile sekiz niikleotidlik 6zel bir DNA dizisini tanir.

11
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Bakteri genomunda bulunan benzer niikleotidlerden olusan dizilerdeki A veya C
birimlerinin metillenmesi bakteri genomunu kesilmekten korur. Yabanci DNA’lardaki
diziler genelde metillenmediginden restriksiyon niikleazlarn kesilir. Bazi restriksiyon
niikleazlart DNA’nin iki ipligini farkli noktalardan keserek parcaciklarin uglarinda tek
iplikten olusan uzantilar kalmasina neden olur. Her uzanti ayn1 enzim ile kesilen diger
uclardan birindeki tamamlayic1 uzantilar ile birlesebildiginden bu tiirden uclara
“yapiskan uglar” adi verilir. Bu yapigskan uclar bagka enzim tarafindan kesilmis olmak
kosuluyla, herhangi iki DNA parcacigimin birbiri ile kolayca birlesmesine olanak verir

(Alberts ve ark. 2003).

Cizelge 2.1. Tip II restriksiyon enzimleri

Enzim Organizma Tamma Dizisi Kiit veya Yapiskan U¢
EcoRI Escherichia coli GAATTC Yapiskan
BamHI Bacillus amyloliquefaciens GGATCC Yapiskan
Bglll Bacillus globigii AGATCT Yapiskan
Pvul Proteus vulgaris CGATCG Yapiskan
Pyull Proteus vulgaris CAGCTG Kiit
Hindlll Haemophilus influenzae Rd AAGCTT Yapigskan
Hinfl Haemophilus influenzae Rf GANTC Yapiskan
Sau3A Staphylococcus aureus GATC Yapigskan
Alul Arthrobacter luteus AGTC Kiit

Tagql Thermus aquaticus TCGA Yapigskan
Haelll Haemophilus aegyptius GGCC Kiit

Notl Nocardia otitis-cavarium GCGGCCGC Yapigskan
Sfil Streptomyces fimbriatus GGCCNNNNNGGCC | Yapiskan

Gosterilen dizi 5' ile 3’ yoniinde verilen bir ipligindir. Hemen hemen tiim tanima dizileri tersinden de ayn1
sekilde okunabilir (palindrom) (Weaver 2004, Nelson ve Cox 2005, Cooper ve Hausman 2006, Kuk ve
Erensoy 2008, Brown 2009, Lodish ve ark. 2011).

Kopyalanacak olan DNA pargalar1 konak hiicresine dogrudan giremezler. Ancak,
restriksiyon enzimiyle kesilmis bir DNA parcasi “vektor” adi verilen bagka bir DNA
molekiilii ile birlesirse konak hiicreye girebilir. Vektorler, konak¢r organizma, konakci
organizmadan bagimsiz olarak replikasyon (cogalma) gosterirler. Cizelge 2.2°de
klonlama c¢aligmalarinda en yaygin kullamilan vektorler ve kullamim alanlar

belirtilmistir.

12
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Cizelge 2.2. Klonlamada kullanilan vektorler (Mullis 1990)

Vektr Aciklama Insertin Kullanim alam
biiyiikliik sinir1
Plazmit Dogal olarak olusan ¢oklu kopyali | < 10 kb c¢DNA klonlama ve ekspresyon deneyleri
plazmitler
Fai Bakteriyofaj A 5-20 kb Genomik DNA klonlama, cDNA klonlama
1l
ve ekspresyon kiitiiphaneleri
Cosmid A cos bolgesi igeren bakteriyofaj | 35-45 kb Genomik kiitiiphane olugturma
igceren plazmit
E.coli F faktor plazmit 75-300 kb ..
BAC ot of plazimt Biiyiik genomlarin analizi
YAC Saccharomyces cerevisiae 100-1000 kb
sentromer, telomer ve Biiyiik genomlarin analizi
kendiliginden replike olan diziler
MAC Memeli sentromer, telomer ve 100 kb’den >1 | Gen terapisinde ve hayvan
replikasyon orjini mb biyoteknolojisinde kullanim i¢in
gelistirilmekte

En basit klonlama vektorleri ve gen klonlanmasinda en yaygin kullanilanlari, kii¢iik
bakteri plazmitlerine dayali olanlaridir. Plazmitler konak kromozomundan bagimsiz
olarak replikasyon yaparlar. Rekombinant enzim {iretiminde ekspresyon vektorlerinin
olusturulmasinda kullanilan bir¢cok bakteriyel plazmit bulunmaktadir. Cogu ticari
firmalardan elde edilebilen ¢ok sayida farkli plazmit vektorleri E.coli’de kullanima
uygundur. Bu plazmitler yiiksek transformasyon etkinligi, transformantlar1 kolayca
secilebilen belirtecler ve makul biiyiiklikte DNA parcalarin1 (8 kb kadar biiyiik)
klonlayabilme gibi arzu edilen 6zelliklerde kolay saflagtirmay1 bir arada tasirlar (Brown

2009).

Bir DNA molekiiliiniin vektor olarak kullanilabilmesi i¢in birtakim 6zelliklere sahip

olmas gerekir;

* Kendini ve tasidigi herhangi bir DNA pargasini bagimsiz olarak replike

edebilmelidir.

* Klonlanacak DNA parcasinin insersiyonuna olanak taniyan bir¢ok RE tanima

dizisi icermelidir.
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X Vektorde secicilik saglayan “marker genler” bulunmalidir. Bunlar, vektor

tagiyan ve tasimayan konak hiicreleri ayirmak icin gereklidir.

* Vektor ve vektoriin tasidiZt  DNA  parcast  konaktan  kolaylikla

ayristirilabilmelidir.
* Coklu kopya halinde bulunabilmelidir.

* Plazmit iceren klonlarin saptanmasini ve secilmesini kolaylastirmak igin

antibiyotik direng¢ genleri gibi se¢ilebilir isaretlerinin bulunmasi gereklidir.

Vektor olarak en yaygin olarak kullanilan plazmitler pBR322, pUCI18, pUC19 ve
pUB110’dur. pBR322 plazmiti kismen genetik miihendisligi iirtinii olan ilk nesil
klonlama vektorlerini temsil eder. Giiniimiizde yeni nesil plazmit vektorleri klonlama
ozellikleri ve kullamim kolaylig1 agisindan daha iistiindiirler (Madigan ve Martinko
2010). pUC18 ve pUC19 plazmitleri E. coli’de klonlama islemleri i¢in gelistirilmistir
(Cer¢i ve ark. 2011). Gen klonlamasi calismalarinda gz oOniinde bulundurulmasi
gereken en 6nemli konulardan birisi de maliyet hesaplaridir. pUC tabanh veya pCIl-neo
gibi mini-prep yapilarak plazmit DNA’s1 elde edilmesine olanak saglayan vektorler
diisiik maliyetleri ile 6zellikle yeni kurulan laboratuvarlar i¢in énemli olmaktadir (Kuk

ve Erensoy 2008).

pUCI18 ve pUCI19 plazmitleri kiiciiktiir (2686bp) ve bu nedenle daha biiyiik insert
DNA parcalarini tasiyabilir. Insert DNA’nm hiicre bagma 500 kadar kopyasini
olusturabilir. pUC18 ve pUC19 plazmitlerine kazandirilan yeni 6zellikler arasinda ¢oklu
klonlama bolgesi (polilinker) icermesidir (Sekil 2.3). Bu kisa DNA bolgesinde cesitli
restriksiyon enzimleri i¢in cok sayida kesme bolgesi icerir ama vektoriin polilinker
kisminda bu enzimlerin her biri i¢in sadece bir tanima bolgesi vardir. Bu polilinker, bir
genin insersiyon ile inaktivasyon takibinin kolay oldugu kodlama bolgesinde bulunur
(Madigan ve Martinko 2010). Polilinker bolge, E.coli’nin lacZ geni icerisinde yer
almaktadir. Polilinker bolgeye sokulan DNA, lacZ geninin bozulmasina sebep olarak
beyaz bakteri kolonilerinin olugmasin1 ve dolayisiyla rekombinant DNA’y1 tasiyan
hiicrelerin kolaylikla taninmasim saglamaktadir (Kuk ve Erensoy 2008). Bu tiir
plazmitler, bakteri konak hiicresine bir kere girince, kopya sayilarin1 binlerce kopya

olacak sekilde artirirlar (Madigan ve Martinko 2010).
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Sekil 2.3. pUC18 Plazmitinin yapist (Klug ve Cummings 2000)

Gen klonlamas1 c¢alismalarinda plazmitler kullanildiginda, klasik olarak genler
genomik DNA veya mRNA’dan izole edilerek Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilmakta, gen ve genin yerlestirilecegi plazmit bir veya daha fazla enzim ile
kesilerek in vitro sartlarda genin plazmite yerlestirilmesi saglanmaktadir (Kuk ve

Erensoy 2008).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bir DNA molekiiliiniin segilen bir bolgesinin
secici ¢ogaltimina denir. PCR, 1985°de Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K.
Saiki tarafindan gelistirilmistir. Bu bulusundan dolayr Kary Mullis, 1993 yili Nobel
Kimya Odiiliine hak kazanmistir. Bu yontem bilim diinyasina sunuldugundan itibaren
hem arastirmada hem de klinik laboratuarlarda tanida yeni bir ¢igir agmistir. Biyolojik
ve tibbi arastirmalarin gelisimine PCR’in etkisi oldukca fazladir. Yontem, gen ve
genom calismalarinda 6nemli bir artisa neden olmustur. PCR kullanarak herhangi bir
organizmadan herhangi bir gen izole etmek miimkiindiir (Atasoy Ulusoy ve Gorgiil

2006).
PCR bir ¢esit “in vitro klonlama”dir. PCR baslica {ic adimdan olusur (Sekil 2.4):

1. Denatiirasyon: DNA'min iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasina

(94°C-98°C)

2. Primer eslesmesi: Sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasina

(37°C-65°C)

3. Primer uzamast: Cift iplik¢ikli DNA'larin sentezi (72°C) ve bu dongiiniin
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belirli sayida tekrarlanmasina dayanir.

Uc basamaktan (denatiirasyon, primer eslesmesi, primer uzamasi) olusan islem,
genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangictaki DNA dizisinden milyonlarca
yeni DNA parcacigi cogaltilir (Yilmaz ve Devran 2003).

PCR teknigi tek veya ¢ift iplik¢ikli DNA'y1 ve RNA'y1 hedef olarak kullanabilir.
Cok az miktarda DNA ile calismaya olanak sagladigi icin laboratuar tamisinda ¢ok
biiyiik bir hiz ve kesinlik kazanmistir. Bir¢ok durumda radyoaktivite kullanimim

gereksiz hale gelmistir.

1 dongiiniin 3 asamasi
(30-40 dingii)

‘ N wm’ % . Asama | : denatarasyon

I : Asama 2 ; primer eslesmesi

primerler

i p¥ % § e | '{'4“lU.JJ.U.l|.l.| UL 5 Asgama 3 : primer uzamasi
| B > - I | “ g~

| dNTPler

/—‘»

N

Sekil 2.4. PCR ¢ogalmasinin basamaklar1 (Vierstraete 1999)
PCR teknolojisi i¢in:

* DNA ornegi, genelde genomik DNA (bolgenin sinirlarindaki diziler bilindigi

stirece herhangi bir DNA molekiiliiniin herhangi bir bolgesi secilebilir),

* Cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen bir ¢ift sentetik primer

(cogaltilacak bolgeyi sinirlayan oligoniikleotidlerdir),

* dNTPler (A, T, C, G),
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X Isiya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi (genellikle Thermus aquaticus’un DNA

polimeraz I enzimi ile yapilir) ve
* Uygun pH ve iyon kosullarini (Mg*z) saglayan tampon karisimi gereklidir.

PCR sonucunda reaksiyon karistminin bir 6rnegi, cogaltilan DNA’nin etidyum
bromiir ile floresan olarak boyanmasindan sonra belirgin bir bant olarak goriinebilmesi

icin genellikle agaroz jel elektoforezi ile analiz edilir.

Primer dizaym yapacagimiz uygulamaya baglhh olup PCR ve hibridizasyonu
yapilacak hedef dizinin bilinmesi gereklidir. Primer se¢ciminde dikkat edilmesi gereken

genel kurallar agagidaki gibidir:
* Uzunlugu 18-22 bp arasinda olmalidir.

* FErime 1silar1 (Melting temperatures: Ty,) birbirine olabildigince yakin olmalidir.

52-58°C en iyi erime 1s1s1dir.
Ty degeri basit bir formiille hesaplanmaktadir:
Tm= (4X[G+C]) + 2X[A+T])°C
X GC igerigi %40 ile %60 arasinda olmalidir.
X Guanin-Sitozin (G-C) tekrar1 dort b¢’den fazla olmamalidir.

* Kendi igerisinde homoloji gostermemeli; Ozellikle 3’ ucunun primer-dimer

formasyonundan kacinmilmalidir.

* Toka (loop), kendinden dimer ve capraz dimer olusturmamalidir (Primer

Biosoft 2010)

Tasarlanan primer dizisinin 0zgiinliigli www.ncbi.nlm.nih.gov veya www.embl-
heidelberg.de. internet adreslerinden ulasilabilen BLAST ( Basic Local Alignment
Search Tool) programi ile GenBank veya EMBL’de bilinen DNA dizileriyle

karsilastirilarak hangi dizilerle homolojisinin oldugu kontrol edilerek test edilmelidir.
2.3. Enzimler ve Enzim Teknolojisi

Enzimler, ¢ogu protein yapisinda olan biyolojik katalizorlerdir ve bu nedenle yasam
olast kilan etmenlerin basinda gelmektedir. Bu nedenle enzim teknolojisi, biyoteknoloji

ve molekiiler biyolojinin en 6nemli alt caligma alanlarindan birisini olusturmaktadir.
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Yiiksek katalitik aktivite gostermeleri, yiiksek derecede substrat Ozgiinliigiine sahip
olmalari, biiyiikk miktarlarda iiretilebilmeleri ve ekonomik degere sahip olmalar
acisindan geleneksel kimyasal katalizorlerden distiin avantajlara sahiptirler. Enzimlerin
yapt fonksiyonlarini, kataliz mekanizmalarim ve enzimlerin katalizledigi her tiirli
metabolik ve biyokimyasal reaksiyonlarin neden ve nasil gerceklestigini inceleyen,
enzimolojinin baglangict 19. y.y’dan daha onceki tarihlere dayanir. Fakat 6nemli
bilimsel gelismeler son 40 yilda gerceklesmistir (Celik 2006). Biyoteknolojide ve
endiistriyel alanlarda kullanilan enzimler yeni degildir. Enzimlerin ilk kullanimi antik
donemlere dayanmakta olup, yogurt, peynir, ekmek, bira, sarap gibi gidalarin
tiretiminde kullanilmaktaydi (Primose ve ark. 2001). Modern iiretim tekniklerinin

devreye girmesiyle enzim endiistrisi son yarim yiizyilda biiyiik bir gelisim gostermistir.

OECD tarafindan 2002 yilinda yayinlanan raporda, biyoteknolojik islemler
sirdiiriilebilirliligi ve maliyeti bakimindan sanayideki kullanimi acisindan
degerlendirilmistir. Yapilan ve incelenen ¢alismalarda, enzime dayali siireclerin enerji
ve ham madde kaybint %9-90 oraninda azalttig1 belirtilmistir (Beilen ve Li 2002). Buna
paralel olarak enzim biyoteknolojisi de 6nemli agamalar kaydederek, endiistriyel Sneme
sahip enzimlerin daha saf, ucuz ve bol miktarda iiretilmelerine olanak tanimistir (Ozcan

2005).

Enzimlerin bu sekilde endiistriyel siireclerde kullanilmalart topluca enzim
teknolojisi olarak adlandirilir. Enzim teknolojisi, mikrobiyal islemler (iiretici suslarin
secimi, gelistirilmesi vb.), enzimlerin fermentasyon yoluyla iiretimleri (biiyiik 6lcekte
liretimi i¢in yapilan besiyeri, ortam kosullar1 vb. diizeylerdeki optimizasyonlar),
katalitik etkinligin arttinlmasi i¢in enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinin degistirilmesi
(protein miihendisligi), izolasyonlar1 ve immobilizasyonlar1 (enzimlerin ¢oziinmeyen
destek materyaller yardimiyla suda c¢oziinmeyen hale getirilmesi) calismalarinm kapsar

(Celik 2006).

Enzimler, enzimatik siireclerin cevre kirliligine daha az yol agmalari, kimyasal
stiregleri daha 1limli kosullarda ve ekonomik olarak gerceklestirebilmeleri sebebi ile
giiniimiizde her gecen giin daha da artarak bir¢cok endiistri alaninda kimyasal siireclerin
yerini almaktadir (Oztiirk 2007). Endiistriyel alanda kullanilan enzimler bitkisel,

hayvansal ve mikroorganizma kokenli olmakla birlikte, agirlikli  olarak
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mikroorganizmalardan izole edilmektedirler (Kiran 2003, Kiran ve ark. 2006).

Enzimler in vitro kosullarda da Kkatalitik aktivite gosterdiklerinden,
mikroorganizmalarin bu proteinleri bol miktarda iiretmeleri sonucu izole edilerek cesitli
endiistriyel alanlarda kullanilabilirler (Celik 2006). Enzimlerin teknoloji ve sanayide
kullanimi i¢in saflagtirnlmasi gerekmektedir. Bu siiregcte de gerek kolay iireyebilmeleri
gerekse iirettikleri enzimlerin diger organizmalara oranla daha kolay saflastiriimalart
nedeni ile biyoteknolojik siireclerde mikroorganizmalar temel enzim kaynagi olarak

karsimiza ¢cikmaktadir (Oztiirk 2003).

Bugiine kadar tanimlanan enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu diisiik sicaklikta ve dar bir
pH araliginda calismaktadir ve bu nedenle endiistrinin tercih ettigi genis pH aralig1 ve
yiiksek sicaklik kosullarinda kullanilamamaktadir. Bu durum da endiistriyel talebi
karsilayabilecek  nitelikte yeni enzimlerin ve bu enzimleri {retebilecek
mikroorganizmalarin  bulunmasim tesvik etmektedir (Oztirk 2003). Mezofilik
enzimlerin endiistride kullaniminin en biiyiikk dezavantaji olarak termostabilitenin
olmamasi ile ¢alismalar bu enzimlerin sadece mezofilik enzimlerin protein ve genetik
mithendisligi veya kimyasal anlamda stabilize edilmesi degil, ayn1 zamanda tamamen

insan yapimi katalistlerin gelistirilmesi yoniinde de olmustur (Sargiil 2007).

Termofilik ve hipertermofilik enzimler (termozimler) ekstremozimlerin bir
tiyesidirler. Ekstremozim grubu enzimler; yiiksek sicaklik, yliksek tuz seviyelerinde,
yiiksek alkali kosullarinda ve basing, yiiksek asidite gibi diger ekstrem kosullar altinda
islev gosterebilirler (Nielsen 2000, Vieille 2001, Corderio 2002, Arikan 2008).
Termostabil proteinler degisik denatiire sartlara yiiksek tolerans gostermektedirler. Bu
proteinler mezofilik proteinlere nazaran daha yiiksek o-heliks ve PB-tabakasi igerigine
sahiptirler. Ayrica bu proteinler ¢cok yavas katlanma hiz1 gostermektedirler. Bu 6zelligin
degisik denatiire sartlarda dogal yapiyr korumada Onemli oldugu sanilmaktadir

(Fujiwara 2002, Haki ve Rakshit 2003, Van Den Burg 2003).

Termofilik mikroorganizmalarda yiiksek sicakliklarda proteinlerin stabilitesini

saglayan mekanizmalar mevcuttur:

1. Yapidaki tek bir aminoasidin degistirilmesi ile: E. coli’nin triptofan sentetaz

enziminin termostabilitesi glutamatin metioninle yer degistirmesi ile artar.
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2. Biiyiime sicakligi: Bacillus flavothermus’da alanin dehidrogenazin 1si1l stabilitesi

biiytime sicakligina bagh olarak artar.

3. Internal iyonik baglarn artmas: yiiksek sicakliklarda proteinlerin stabilitesinin

artmasini saglar.

4. Yiiksek sicakliklarda sentezlenen enzimler birkac saat i¢in aktiftirler. Oysa
termotolerans1 yiiksek olmayan tiirlerde termotoleransi oldukca yiiksek olan
enzimler bulunabilir. Bacilllus licheniformis’in maksimum biiylime sicakligi
55°C iken bu bakteriden izole edilen ve nisasta endiistrisinde kullanilan «-

amilaz 90-95°C’de aktiftir.

5. Bazi enzimler substrat ya da efektor molekiillerle stabil edilebilir. Bacillus
stearothermophilus’tan izole edilen glutamat sentetaz normal sartlarda 65°C’de
inaktif iken, amonyak, glutamat ve ATP varliginda bu sicaklik derecesinde

aktiftir.

6. Metaller genellikle yiiksek sicakliklarda proteinleri stabilize eder ve pek c¢ok

durumda da aktivite i¢in gereklidir.
7. Pek cok fungusta polihidrik alkoller proteinlerin termostabilitesini arttirir.

8. Polimerik materyallerle kovalent baglanma ya da kimyasal ajanlarla protein

yiizeyinin kimyasal modifikasyona ugratilmasi ile termostabilite saglanabilir.

9. Diisiik su aktivitesi, yiiksek substrat spesifitesi ve yiiksek K;, degerlerine sahip
olan termofilik baz1 enzimler bu 6zellikleri ile mezofilik olanlardan ayrilirlar

(Coolbear ve ark. 1992).

Termal stabilite i¢in 6n goriilen mekanizmalarda amino asit igerigi de 6nemli rol
oynamaktadir. Termofilik ve mezofilik ferrodoksin, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
ve laktat dehidrogenaz molekiillerinin amino asit dizileri karsilastirildiginda; mezofilik
olanlarda bulunan Gly, Ser, Lys, ve Asp yerine termofilik olanlarda siras1 ile Ala, Ala,
Thr, Arg ve Glu'nun bulundugu saptanmistir. Bu yer degistirme, i¢ kisimlarda
hidrofobik etkilesimlerin artisina, dis kisimlarda azalisina ve helikslerdeki heliks-
stabilize eden kalintilarda artisa neden olmaktadir. Bu durum aym zamanda DNA’nin
yapisindaki toplam guanin ve sitozin oranindaki artisa da neden olmaktadir. Glisin

amino asitinde diger amino asitlerle kiyaslandiginda bir B-karbon atomu eksiktir ve
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daha yiiksek konformasyonel esneklige sahiptir. Bu nedenle glisin ile herhangi bir bagka
aminoasitin yer degistirmesi katlanma sirasindaki serbest enerji degisimini diistiriir.
Benzer sekilde prolin kalintilart katlanma sirasinda, prolin halkasi diger aminoasit
kalintilarindan daha az konformasyona izin verdigi igin, serbest enerji degisimlerinde

artisa neden olur (Williams ve Sharp 1995).

Mezofilik ve termofilik enzimlerle yapilan karsilastirmali ¢aligmalar, termal stabilite
ile yiiksek arginin miktar arasinda dogru oranti oldugunu gostermistir. Termofillerde
arginin/lisin oram genellikle “1”den yiiksektir. Protein yiizeyindeki arginin molekiilleri
suyu cekerek sabit bir su ceketi olustururlar ve bu ceket bir solvent icinde yapiyi
destekler ve bu sekilde denatiirasyondan korunmaya yardimci olur. Termofilik
proteinlerin yapisinda S-S baglar1 iceren sistein, mezofilik proteinlerden daha yiiksek

oranda bulunmaktadir (Williams ve Sharp 1995).

Enzimlerin bir¢ok alanda cesitli amaglarla kullanilmaya baglanmasindan dolayz,
enzimleri daha ekonomik ve kullanigl hale getirme caligsmalar1 artmistir (Alagoz 2007).
Enzimlerin  etkili  katalitik  6zellikleri, cesitli sanayi  driinleri  ve
siireclerine girmesini saglamistir. Biyoteknolojideki son gelismeler, o©zellikle
protein mithendisligi ve yonlendirilmis evrim gibi alanlarda,
yeni ve verimli enzimlerin gelismesi i¢in onemli araglar1 saglamaktadir. Bu enzimlerin
gelistirilmesi teknik uygulamalarda ve tamamen yeni alanlar icin 6zel olarak yeni

enzimlerin iiretimiyle sonuglanmaktadir (Kirk 2002).

Termofilik enzimler kimyasal, gida, ilag, kagit, tekstil ve diger endiistrilerde
kullanilmaktadir (Corderio 2002, Turner 2007). Cizelge 2.3’te farkli endiistriyel

alanlarda kullanilan enzimler ve uygulama alanlar1 gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Farkli endiistriyel alanlarda kullanilan enzimler ve uygulama alanlari (Madigan ve Martinko

2010)

Enzim Uygulama alani Endiistri
Ekmek Ekmek yapimi
Nisasta kaplama Kagit

Amilaz Surup ve glukoz iiretimi Besin
Sogukta sisen camasir kolasi Nisasta
Sindirime destek Tag
Hasgil sokme Tekstil
Kir giderimi, deterjanlar Camagir
Ekmek Ekmek yapimi

Proteaz Leke giderimi Kuru temizleme
Et yumusatma Et
Yara temizleme Tip
Hagil giderme Tekstil
Ev deterjanlar1 Camagir

B-Galaktosidaz

Laktozun glukoz ve galaktoza yikimi
Mayanin gelistirilmesi

Peynir alti suyunda yiiksek oranda
bulunan laktozun geri kazanilmasiyla
ELISA testi

Peynir suyundaki laktozun hidrolizi

Siithane, sagliga yararli besinler
Firincilik

Gida

Tip

Cevre

Pektinaz Presleme, bulaniklig1 giderme Sarap, meyve suyu
Lipaz Yag yikimu Siithane, camagir
Seliilaz Kumas yumusatma, parlatma, deterjan | Camasir
Glukoz Izomeraz Yiiksek fruktoz-misir surubu Alkolsiiz igecekler

Enzim {iretiminde mikroorganizmalarin diger organizmalara gore daha ¢ok
tercih edilmesinden dolayi, iiretimi artirmak i¢in modifiye edilmis suslarin kullanilmasi
zorunlu hale gelmistir ve genetik miihendisligi teknikleri ile rekombinant suslar
gelistirilerek enzim iiretiminde kullanilmaya baglanmistir (Glazer ve Nikaido 1995).

Giiniimiizde gida endiistrisinde  kullanilan  enzimlerin rekombinant

¢ogu

mikroorganizmalar tarafindan {retilmektedir ve enzim {reticileri yeni genetik

tekniklerin avantajlarindan yararlanmaktadirlar (Olempska-Beer ve ark. 2006).
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2.4. Rekombinant Enzimler

Genetik miihendisligi birka¢ yildan beri umut veren bir teknolojiden milyarlarca
dolarlik bir endiistriye doniigmiistiir. Bu biiyiime 6zellikle enzim ve ilag endiistrisinde
yogunluk kazanmaktadir (Nelson ve Cox 2005). Geleneksel olarak kiiltiirlestirilebilir
mikroorganizmalardan, bitkilerden ve memeli dokulardan elde edilen enzimler
genellikle modern gida iiretimi yontemlerinde kullanilan sartlara iyi uyarlanmis
degildir. Rekombinant DNA teknolojisinin kullanimi belirli gida isleme kosullarina
uygun yeni enzimlerin iiretimini miimkiin kilmistir. Bu tiir enzimler, cesitli ortamlardan
orneklenen mikroorganizmalarin taranmasi suretiyle kesfedilebilir veya protein
mithendisligi ya da molekiiler evrimin modern yoOntemlerini kullanarak bilinen
enzimlerin  modifikasyonu  yoluyla  gelistirilebilir. ~Rekombinant  enzimler
mikroorganizmalar, bitkiler veya hayvan dokusu dahil olmak iizere cesitli kaynaklardan

elde edilebilir (Olempska-Beer ve ark. 2006).

Enzimleri kodlayan genlerin klonlanmasi ve yiiksek hacimde endiistriyel
fermantasyon ortamlarina kolaylikla uyum saglayan konak mikroorganizmalarda bu
enzimlerin ifade edilmesi sonucunda yiiksek miktarda enzim elde edilebilmektedir.
Mikrobiyal enzimler, dogal ya da rekombinant olsalar da kontrol altinda tutulan

kosullardaki fermantasyon islemi ile iiretilirler (Cer¢i ve ark. 2011).

Cogu durumda, biyoteknolojik uygulamalar sadece bir genin klonlanmasi ve
tanimlanmasina bagh degildir, ayn1 zamanda ifade edilecek genin ekspresyonunun
manipiilasyonuna ve kodladigi proteinin tanimlanmasina ve saflastirilmasina da baghdir
(Madigan ve Martinko 2010). Giiniimiizde iiretilen rekombinant enzimlerin ¢ogu
ekstraselillerdir ve rekombinant olarak {iretilen enzimlerin saflastirilmasi ile ilgili

calismalar 6nem tagimaktadir.
2.5. Bacillus ve Bacillus licheniformis

Yasam kosullarimizdan oldukga farkli sartlarda yasayan ekstrem canli gruplarindan
biri olan termofilik bakteriler son yillarda yogun ilgi duyulan arastirma odaklarindan
biri olmustur. Pek cok canli grubunun yasayabilmesinin imkansiz oldugu sicakliklarda

bile enzimlerini kullanabilmeleri ve yasamlarini siirdiirebilmeleri, arastirmacilart bu
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konuda c¢alismalar yapmaya yoneltmistir. Bacillus suslari, Bacillaceae familyasinda
aerob veya fakiiltatif anaerob kosullarda boliinebilir 6zellige sahip, endospor olusturan
comak sekilli bakterilerdir (Veith 2004, Rey ve ark. 2004). Bacillus suslan urettikleri
enzimleri hiicre disina salgilama yeteneginde olduklarindan endiistriyel enzim
iretiminde en cok kullanilan bakteri konumundadirlar. Patojen olmamalar1 ve endospor
olusturmalar1 bu bakterilerin tercih edilmesinin diger nemli sebepleridir (Ozcan 1996,
Ozcan ve Ozcan 2001). Hemen hemen biitiin dogal habitatlardan ve diger pek cok
kaynaktan izole edilebilirler. Yaygin olarak toprakta saprofit olarak ve bitki
dokiintiilerinin oldugu yerlerde bulunurlar, fakat kutup bolgeleri, sicak su kaynaklari,
kaplicalar, tatli su, deniz suyu, ¢0l topraklari da bu cinslerin yasam alanlarindandir

(Maugeri ve ark. 2001).

Bacillus cinsleri pek c¢ok alanda kullamlmaktadir. Tasidiklar1 fizyolojik
ozelliklerinden ve metabolitlerinden dolayr spesifik islemlerde kullanilmaktadir.
Bacillus tiirleri mikrobiyal fermantasyon islemlerinde en ¢ok kullanilan bakteriyel arag
olmaya devam etmektedir. Farkli Bacillus tiirleriyle (termofillerin varligiyla birlikte)
asidik, notral ve alkali pH araliklarinda, istenen sicaklik, pH aktivitesi ve stabilite
ozelliklerine sahip yeni ticari enzimlerin gelistirilmesine yol agcmistir (Schallmey ve ark.

2004).

Enzimler, gida proseslerinde, biyodoniisim ve sentez, ekstraksiyonlarin
gelistirilmesi, viskozitenin azaltilmasi ve tattaki degisimler gibi pek cok islem igin
kullanilmaktadir. Gida uygulamalarinda kullanilacak olan enzimler GRAS (Generally
Recognized as Safe) olarak degerlendirilmis kaynaklardan elde edilmelidir. Ciinkii elde
edilecek rekombinant enzimin iiretiminde kullanilan konak organizmalarin patojenik ve

toksijenik potansiyelleri olduk¢a 6nemlidir (Cergi 2011).
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Cizelge 2.4. Bacillus ssp. enzimlerinin endiistriyel uygulamalar1 (Schallmey ve ark. 2004)

Endiistri (%)

Bacillus

enzimleri

Spp.

Bacillus spp. suslari

Aciklama

Diger enzimler

Deterjan (37)

Alkalin proteaz

Alkalin amilaz

B. clausii,
B. myloliquefaciens

B. halodurans

Bacillus proteazlari
baskin piyasadir,
ozellikle

B.clausii’den elde

Fungal lipaz ve

proteazlar

B. licheniformis, edilen yiiksek alkali
B. halmapalus stabil proteazlar
Nisasta (13) o-Amilaz B. licheniformis Nisasta kalintilarimi | Streptomyces’ta
Pullanaz G. stearothermophilus uzaklastirir n
Glukoz izomeraz | B. acidipullulyticus glukoizomeraz
B. deramificans ve
glokoamilazlar
Tekstil (6) Amilaz B. halodurans Hasil uzaklastirma Fungal seliilaz
Pektat lizas, Bacillus sp. Deri yumusatma oksidaz
Mannanaz, Kalintilar1
Alkalin amilaz uzaklastirma
Siitgiilitk (14) | Belirtilmemis Dana veya  fungal
rennetler
Firmeilik (9) Amilaz B. licheniformis
Icecek (6) Amilaz B. licheniformis, Cogu enzim
G. stearothermophilus fungal

B. amyloliquefaciens

Yapilan calismalarda, enzim piyasasinin yaklasik %50’sini Bacillus spp.’den elde

edilen enzimlerin olusturdugu tahmin edilmektedir (Cizelge 2.4). Enzim piyasasini, bu

enzimleri saglayan ii¢ Onciil firmadan; %41-44 Novo Nordisk, %21 Genencor

International ve %8 DSN N.V’nin olusturdugu ve geriye kalan %?27-30’unu Kuzey

Amerika, Avrupa, Japonya ve Cin’deki kiiciik iireticilerin paylastigi bildirilmektedir
(Schallmey ve ark. 2004).

Bacillus spp.’den elde edilen metabolitlerden tibbi, tarimsal ve eczacilik alanlarinda

kullanilan basitrasin, polimiksin, gramisidin gibi antibiyotikler elde edilmektedir.

Ayrica biyolojik insektisit olarak Bacillus thuringiensis,
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haserelerin kontroliinde kullanilmaktadir. Belirli bocek larvalarina karsi spesifik
olduklarindan, boceklerin giiclenmesini engeller ve toprakta aktif olarak kalarak diger

yasam tiirlerine ve ¢evreye zarar vermezler (Yavuz 2003).

Endiistride kullanilan en yaygm basiller Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens ve Bacillus subtilis’tir (Sani ve ark. 1999). B. licheniformis biiyiik
Olcekli endiistriyel uygulamalarda enzim iiretiminde kullanimda ilgi ¢ekmektedir (De
Clerck ve De Vos 2004). B. licheniformis endospor olusturan, genellikle toprakta
yasayan ve endiistriyel biyoteknolojide thermostabil amilaz, proteaz, f-laktamaz ve a-
asetolaktat dekarboksilaz gibi 6nemli enzimlerin endiistriyel 6l¢ekli tiretimi, antibiyotik
tiretimi ve cesitli organik metabolitlerin iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir

(Schallmey ve ark 2004). Filogenisi soyledir:
Domain: Bacteria
Sube: Firmicutes
Simf: Bacilli
Takim: Bacillales
Familya: Bacillaceae
Cins: Bacillus
Tiir: Bacillus licheniformis

B. licheniformis, agardaki kolonileri diizensiz, yiizeyleri donuk olup 15181 gecirmezler.
Sac benzeri dis gelisme yaygindir. Koloniler genellikle kuvvetli bir sekilde agara
baghdir. Yeterli demir iceren karbonhidrath besiyerinde bir¢ok B.licheniformis susu
kirmiz1 pigment (tahminen pulcherrimin) olusturur. Eski kiiltiirlerin rengi kahverengiye
doniik olabilmektedir. Taze olarak izole edilen suslar gelisme faktorleri yoklugunda
nitrojen kaynagi olarak amonyak varliginda gelisir. Sporlan toprak icinde meydana

gelir. Siddetli 151 muamelesine ragmen uzun omiirliidiirler (Yilmaz 2002).

Son on yilda, B. licheniformis ve B. amyloliquefaciens rekombinant enzimlerin
ekspresyonunda kolaylikla kullanilmuslardir. Iki endiistriyel B. licheniformis susunun
tim genomunun sekansi ¢ikartilmis ve B. subtilis’in sekansima biiyiik oranda benzer

oldugu, fakat insanlarda patojen olan Bacillus cereus ve Bacillus anthracis’ten farklilik
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gosterdigi  belirlenmistir. B. licheniformis, B. amyloliquefaciens ve Bacillus

stearothermophilus’un giivenilirligi bir¢ok calismada belirtilmistir (Cerci 2011).

B.licheniformis DSM 13 susunun tiim genomu ag¢iklanmistir ve genomun,
biyoteknolojik uygulamalar ic¢in Onemli enzimleri kodlayan genleri igerdigi
bildirilmistir (Veith ve ark. 2004). Boylece ilgili endiistriyel enzimler ile ileri
arastirmalar icin kap1 acilmistir. Ornegin; rekombinant B. licheniformis kitinaz, endo-B-
mannanaz, arabinoz isomeraz ve O-amilaz ile ilgili genlerin klonlama ve ekspresyon

calismalar1 yapilmistir (Juajun ve ark. 2010).

B.licheniformis DSM 13 susunun genomu 4.222.728 b¢ uzunlugundadir. G+C
oran1 %46.2, 4.286 acik okuma ¢ercevesi (ORF), 72 rRNA operonlar1 ve 20 transpozon
geni icermektedir. Genomu B. subtilis ile es-dogrusallik gostermektedir (Rey ve ark.
2004, Veith ve ark. 2004). Sekil 2.5’te B. licheniformis’in dairesel kromozom haritasi

gosterilmektedir.

B. subtilis ve B. licheniformis’in giivenirliligi ABD Cevre Koruma Ajansi
tarafindan degerlendirilmistir. Her iki mikroorganzima da Toksik Maddeler Kontrol
Kanunu ile (TSCA) EPA ( U.S. Environmental Protection Agency)’nin incelemesinden
muaf tutulmuglardir (USEPA 1997). B. subtilis ve B. licheniformis gida ve ilag
endiistrisinde  GRAS (Generally Recognized as Safe) olarak kabul edilmektedir
(Schallmey ve ark. 2004).
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Sekil 2.5. B. licheniformis’in dairesel kromozom haritasi

Kodlanan kromozom sekanslar1 turuncu veya mavi ile gosterilmistir. B. subtilis’te homolog proteinlere
sahip B. licheniformis’in ORF dizileri yesil ile gosterilmistir. Farklilasan kodon kullamimina sahip
(yabanci genler) B. licheniformis genleri kirmiziyla gosterilmistir. G+C igeriginin degisimi siyah grafik
ile belirtilmistir. Dairesel haritanin merkezindeki grafik, niikleotid sekansa dayali olarak B. subtilis’e kars1
B. licheniformis’in MUMmer plot’unu gostermektedir (Veith ve ark. 2004).

2.6. B-Galaktosidaz

B-Galaktosidaz ~ (B-D-galaktohidrolaz, =~ EC  3.2.1.23),  polimerlerden,
oligosakkaritlerden ya da sekonder metabolitlerden D-galaktosil gruplarini hidrolize
eden bir enzimdir. Polisakkarit 6zgiinliigii olan B-galaktosidazlar, pektik polimerlere

saldiran B-galaktanazlar ve ksiloglukanlara saldiran 3-galaktosidazlar kapsamaktadir.

Sekil 2.6’da goriildigii gibi p-galaktosidaz, laktozdaki B-glikozidik bagin
enzimatik hidrolizini katalizleyerek, laktozdan daha tath ve ¢oziiniirligli laktoza gore

daha fazla olan glukoz ve galaktozun olusmasini saglamaktadir (Domingues ve ark.

2005, Dagbagli 2009).
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Sekil 2.6. B-Galaktozidaz ile laktozun hidrolizi (Weaver 2004)

E. coli’den elde edilen B-galaktosidaz, operon modelinin gelisiminde araci olan
ve gilinlimiizde molekiiler biyolojide en yaygin olarak kullanilan enzimlerden biridir
(Jacobson ve ark. 1994). Ayrica ozellikleri, reaksiyon mekanizmasi ve yapisi bilinen ve
en cok calisilan enzimdir (Shaikh ve ark. 1999). Bu protein 222 simetri noktasina sahip
bir tetramerdir (Sekil 2.7). Amino ucunda genisletilmis bir boliimii ile birlikte 1023-
amino-asit polipeptid zincirinin, bes sirali domainde katlanmasindan olusmustur
(Jacobson ve ark. 1994). Her domainde farkli iki alt iinite bulunmaktadir. Enzimin
maksimum etkinligi icin tek ve iki degerlikli katyon gereklidir. Ancak bu enzim
mekanizmalarinda metal aktivatorlerinin rolii hentiz ayrintili olarak bilinmemektedir

(Matthews 2005).

B-galaktosidazlar kofaktor icermezler. Metal ile aktive olabilen enzimlerdendir.
Metal ile aktive olan enzimler, ¢ozeltideki alkali ya da toprak alkali iyonlar1 zayifca
baglayan enzimlerdir. Bu iyonlar substrat ile birlikte c¢ozeltiden ve enzimin aktif
merkezindeki enzimin maksimum aktivite gosterecegi pH degerini degistirerek enzimin
aktivitesini artirir. [B-galaktosidazlar metalloenzim olduklarindan Na® ve Mg™

iyonlariyla aktive olurlar (Tung 2006).

B-Galaktosidaz enzimi dort esit amino asit zincirinden olusan bir
homotetramerdir. Her zincirin laktoz molekiilii ile etkilesen bir aktif bolgesi vardir. Son
zamanlarda B-galaktosidaz i¢in yeni bir aktif bolgenin oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu aktif
bolgede glutamik asit artigi bulunmaktadir. Mikrobiyal kokenli bazi1 B-galaktosidazlarda
iki tane glutamikasit artigr bulunmaktadir (Glu482 ve Glu551 gibi). Bunlardan birisi

proton alict ve digeri ise proton verici olarak gorev yapmaktadir (Uyanik 2008).
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Sekil 2.7. E. coli’ye ait B-galaktosidazin tetramer goriintiisii
Domainlerin reklendirilmesi: tamamlayici peptid, turuncu; Domain 1, mavi; Domain 2, yesil; Domain 3,
sart; Domain 4, turkuaz; Domain 5, kirnizi.  Agik ve koyu golgeler aynit domainin farkli alt iinitelerini
gostermek icin kullanilmistir. Herbir dort aktif bolgedeki metal katyonlar kiire seklinde gosterilmistir.
Na*, yesil; Mg"™*, mavi. (Matthews 2005)

Simdiye kadar, farkli kokenden [-galaktosidaz genine ait agiklanan tiim
niikleotid sekanslar1 pek ¢ok caligmada bildirilmistir. Bunlar; E. coli'den lacZ ve ebgA,
Klebsiella pneumoniae'den lacZ, B. stearothermophilus ve Lactobacillus bulgaricus’tan
bgaB, Sulfolobus solfataricus’tan LacS, Clostridium acetobutyicum’dan cbgA-R,
Clostridium thermosulfurogenes EM1’den lacZ, Kluyveromyces lactis’ten LACA4,
Leuconostoc lactis’ten lacL.-M, Thermatoga maritima’dan lacZ’dir ( Phan Tran ve ark.

1998).

E. coli B-galaktosidaz (B-gal) geni (lacZ), markir gen ekspresyonu gerektiren
analizde, Ozellikle de bir markir gen olarak son derece yararli olmaktadir. S-gal
eksprese eden hiicreler, histolojik islemlerde bir belirte¢ substrat olan 5-bromo-4-kloro-
3-indolil-B-D-galaktopiranosid (X-gal) yardimiyla X-gal-boyama ile lacivert renge
boyanarak kolaylikla saptanabilir (Anson ve Limberis 2003).
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Glikozid hidrolazlar (GHS; AK 3.2.1.x) enzimlerin belirgin bigimde farkli bir
grubudur ve dogal olarak olusan karbonhidrat ve gliko-konjugatlarin biiyiik bir kisminin
yikimim katalize eder. Glikozid hidrolaz (GH) enzimlerine dair bilgiyi organize etmek
ve daha fazla arastirma yapmak amaciyla Carbohydrate-Active Enzymes databank
(CAZY) adinda bir veritabani gelistirilmistir ve bu da internette herkesin ulasimina
aciktir. CAZY veritabam her biri farkli katalitik faaliyetler icerebilecek evrimsel GH
aileleri halinde siniflandirilmigtir (Rigden ve ark. 2003).

B-galaktosidazlar glikozid hidrolaz olup, amino asit dizisi ve hidrofobik kiime
analizine gore GH aileleri 1, 2, 35, 42 icinde simiflandirilir. GH-1 ve GH-2 -
galaktosidazlar agirlikli bicimde substrat olarak laktoz kullanir ve sik sik laktik asit
bakterilerinde ve bifidobakterilerde ve siit, siit iiriinleri ve bebeklerin bagirsaklariyla
alakali olarak karakterize edilmistir. Yiiksek laktoz konsantrasyonu varliginda, GH-2 [3-
galaktosidazlar galaktooligosakkarit (GOS) iiretirler. (Shaikh ve ark. 1999, Karasova-
Lipovova ve ark. 2003, Soydan 2006, Li ve ark. 2009, Schwab ve ark. 2010, Giil Giiven
2011). Bunlardan GH-2 en iyi c¢alisilam olup, E. coli, Aspergillus, Bacillus
megatherium ve S. solfataricus B-galaktozidazlar igine alir, oysa termofilik basiller
dahil termofilik bakteriler, psikrofilik ve halofilik mikroorganizmalar GH-42’ye aittir
(Gul Giiven 2011). Termostabil [-galaktosidazlar termolabil enzimleri ile
karsilastirlldiginda, diisiik laktozlu siit {iiriinleri tretiminde ya da gliko-konjugat

sentezinde onemli avantajlara sahiptirler ( Li ve ark. 2009).

B-Galaktosidaz enzimi Kalifornia deniz aslani hari¢ tiim memelilerde bulunur.

Insan ince barsaginda ii¢ farkli B-galaktosidaz vardir:

1. Laktaz: Ince barsak epitelinin kenar membraninda bulunur. Gidalarla
birlikte alinan laktozu glukoz ve galaktoza hidrolizler. Bu hidroliz

iiriinleri Na" bagiml ve aktif olarak barsak epitel hiicresi i¢ine tagimrlar.
2. Asit B-galaktosidaz: Ince barsak epitel hiicre lizozomlarinda bulunur.

3. Hetero- B-galaktosidaz: Ince barsak epitel hiicre sitoplazmasinda

bulunur.

Asit ve hetero-B-galaktosidaz’in gidalarla alinan laktozun hidrolizinde rolii

goriilmemektedir (Tung 2006).
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2.7. B-Galaktosidazin Kullanim Alanlari

B-Galaktosidaz enzimi, son yillarda uygulama alani artan ve ticari olarak 6nemli

olan enzimlerden birisidir. Bu enzimin cesitli kullanim alanlar1 vardir.

Siit {iirtinlerinin tathh@ini, ¢o6ziinebilirliligini, tadim ve sindirilebilirliligini
artirmak icin [-galaktosidaz gida endiistrisinde yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Richmond ve Stine, 1981, Grosova ve ark. 2008).

Laktoz siitiin baslica karbonhidrati olup yaklasik %3-8 (w/v)’ini
olusturmaktadir. Laktoz konsantrasyonu siitiin kaynagma gore 50-100 g/L arasinda

degismektedir (Alagdz 2007).

Laktoz higroskobik bir sekerdir, tatlar1 ve kokular1 absorbe etme 6zelligi gosterir
ve siit tirlinlerindeki kristalizasyonlar gibi dondurulmus iiriinlerde, kumlu yapinin veya
tortu olusumunun gelisiminde aksakliklar gosterir (Panesar ve ark. 2006, 2007).
Laktozun hidrolizi asitlerle veya enzimatik olarak saglanabilmektedir. Asit kullanilan
islemlerde siitteki laktoz hidroliz edildiginde siit ve siitiin tiirevlerinin tadinda,
kokusunda ve renginde bozulma goriilmektedir. Laktoz hidrolizi enzimatik olarak
gerceklestiginde ise siitiin sadece tatliliginda bir degisiklik olugmakta, siitiin tatlilik
orani 4 kat artmaktadir (Uyanik 2008). Laktozun enzimatik olarak hidrolizlenmesi
sonucu sakkaroz kullanilan aromal siit tirtinlerinde sakkaroz kullanim ihtiyacit %20-40

oraninda diisiiriilebilir (Tekinsen 1997, Gogiis ve Fadiloglu 2006).

Diinya niifusunun %70’inden fazlasinda laktoz tahammiilsiizliigii bulunmaktadir.
Bu kisilerin laktoz iceren siit ve siit iirtinlerini tiikketmeleri sonucunda ince bagirsakta [3-
galaktosidaz aktivitesinin yetersizliginden dolay1 rahatsizliklar olugsmaktadir. Bundan
dolay1 siit endiistrisinde laktoz hidrolizi 6nem kazanmistir (Lee ve Krasinski 1998,

Nogales ve Lopez 2006).

Laktozu [-galaktosidaz ile hidroliz etmek suretiyle peynir alti suyunun
kullanimi, donmus konsantre tatlilardaki laktoz kristalizasyonu ve laktoz intolerant
insanlar tarafindan siitiin tiiketilmesiyle alakali sorunlar ortadan kaldirilabilir (Kim ve

Rajagopal 2000, Karasova-Lipovova ve ark. 2003, Bayramoglu ve ark. 2007).

Laktozu hidrolizlenmis siitten yapilan yogurt sadece tatlilik oraninin

artmasindan dolay1 geleneksel yogurda tercih edilmekle kalmaz ayni zamanda yogurt
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yapiminda bu siitiin kullanilmasi yogurt olusum pH’sina ulasilmasi i¢in gereken siireyi

kisaltmaktadir (Uyanik 2008, Dagbagl 2009).

Gida endiistrisinde P-galaktosidaz enziminin kullanimi ve Onemi, laktoz
tahammiilsiizliigii olan insanlarin tiiketebilecegi iiriinler hazirlamakla sinirli degildir.
Ayrica fermente ve alkolsiiz ickilerin iiretiminde ve firincilikta mayanin gelismesi igin

B-galaktozidaz enziminden faydalanilmaktadir (Uyanik 2008).

Ayrica, peynir suyu gibi ¢evre kirlenmesine (BOD, 40,000-60,000 ppm) neden
olan siit¢iilik artiginin degerlendirilmesinde [-galaktosidaz enziminin kullanimi
onemlidir. Peynir suyundaki laktozun [-galaktosidaz ile hidroliz edilmesiyle hem
cevresel kirlenmenin Oniine gecilmesi hem de degerli hidroliz {iriinlerinin gida
endiistrisinde alternatif bir tatlandirici olarak kullanilmak tizere geri kazanilmasi
saglanabilir (Dagbagli 2009). Peynir alt1 suyunda yiiksek oranda bulunan laktozun geri
kazanilmasiyla biskiivi, cikolata, dondurma, hazir corba ve sarkiiteri {iriinlerinin
imalatinda belirli oranlarda kullanildiginda siit tozunun yerine kullanilabilen bir {iriin
elde edilmekte ve aym1 zamanda ekonomiye katki saglanmaktadir (Kara 2004, Uyanik

2008).

-Galaktosidaz enzimi ayrica tipta ELISA tekniginde kullanilir. Enzimlerin antikor
molekiillerine baglanmalar1 hem yiiksek spesifiteye hem de yiiksek duyarliliga sahip bir
immiinolojik ara¢ olusturur. ELISA denilen teknik, enzimin katalitik 6zelliklerinin ve
antikorun spesifitesinin degismeyecegi sekilde, enzimlerin kovalent olarak baglandigi
antikorlar1 kullanir. Tipik olarak baglanan enzimler, hepsi bir spektrofotometre ile cok
kiigiik miktarlar1 dahi tayin edebilen renkli iiriinler olusturan reaksiyonlan katalizleyen

peroksidaz, alkalin fosfataz ve 3-galaktosidazlari i¢erir (Madigan ve Martinko 2010).

B—Galaktosidazlar, galakto-oligosakkarit olarak adlandirilan (GOS), bagirsakta
yararl bakterilerin bilylimesini tesvik eden prebiyotiklerin sentezi i¢cin miitkemmel bir
biyokatalizordiir (Ladero ve ark. 2006). Probiyotik bakteriler ve prebiyotik
oligosakkaritler siit ve siit iiriinlerinin iiretilmesinde kombinasyonlu bir sekilde
kullanilirlar. Bu {iriinler fazla miktarda laktoz icerdiginden, laktozun bakteriyel

metabolizmasina katilan 3-galaktosidazlar biiyiik 6nem tasir.
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B-Galaktozidaz, biitanol ve antibiotik (chlorphenisin ve chloromphenical) iceren
akseptor bilesiklerin iizerine laktozun galaktoz {initelerini transfer ederek
galaktooligosakkaritlerin  (GOS) olusmasim  saglamaktadir (Alagéz 2007). J-
Galaktosidaz galaktozu hidroksil grup igceren niikleofilik akseptore transfer etmektedir.
Transfer suya olursa galaktoz, eger baska bir karbonhidrata olursa di, tri ve daha biiyiik
galaktosil sakkaritler yani GOS’lar olugsmaktadir. Cogu kosullarda ortamdaki yiiksek su
varligindan dolay1 hidrolitik yon daha baskindir ve bundan dolayr GOS iiretimi ve
verimi disiktir. Verimi artirmak icin su icerigi azaltlmali ve/veya seker
konsantrasyonu artirilmalidir. GOS’lar glikoz ve galaktoz iinitelerinden meydana gelmis
sekerler olup, kimyasal/enzimatik hidrolizle ya da sentezle ve mikroorganizmalar
tarafindan  iretilebilmektedirler. ~ Oligosakkaritlerin ~ enzimatik  sentezi  ig¢in
glikosiltransferazlar ya da glikosidazlar kullanilir. Pahali olmalari, stabil olmamalar1 ve
az bulunmalari, milkemmel se¢icilige sahip glikosiltransferazlarin kullanilmasina engel
olmaktadir. Son zamanlarda GOS sentezleme yetenegine sahip [-galaktosidazlarin
transgalaktosilasyon aktivitesine bilyiik dnem verildigi, enzimatik GOS sentezi iizerine
yogun calismalarin oldugu dikkati ¢ekmektedir (Karasova-Lipovova ve ark. 2003,

Aykut ve ark. 2008).

-Galaktosidazlar mantarlar, bakteriler ve mayalar gibi mikroorganizmalardan,
bitkilerden, hayvan hiicrelerinden ve rekombinant kaynaklardan elde edilmistir. Farkli
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin fakli ozellikleri bulunmaktadir. Bu
yiizden pek ¢ok farkli uygulama alaninda kullanilmaktadirlar (Ustok ve ark. 2010).
Yiiksek termal dayaniklilik bir¢ok endiistriyel enzimde fazla istenen bir ozelliktir,
ciinkii enzimlerin kullamldigi iglemler genelde yiiksek sicakliklarda (>50°C)
gerceklestirilir. Bu nedenle, ekstremofilik organizmalardan yeni enzimlerin kesfinde
artis  olmustur. Ozellikle termofillerden elde edilen enzimler sahip olduklar
dayanikliliktan dolay1 giiniimiizde en fazla pratik ticari kullanim alan1 bulmustur (Saito

ve ark. 1989, Giil Giiven 2011).

Ozellikle termofil bakterilerden elde edilen PB-galaktosidazlarin 1siya ve diger
inaktivasyon maddelerine kars1 dogal yerlesik stabilitesi vardir (Ladero ve ark. 2003,
Kara 2004, Ladero ve ark. 2006). Termofilik B-galaktosidazlar mezofilik enzimler ile

karsilastirildiginda, diisiik laktozlu siit iiretiminde ve 1s1 uygulamasiyla birlikte siit
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iriinlerinin endiistriyel isleminde kullanmilmak iizere avantajlara sahiptir. Bu tiirden
materyallerin yiiksek 1si1larda enzimatik uygulamasi, yiiksek reaksiyon hizi, enzimin yari
omriiniin uzunlugu, mikrobiyal kontaminasyonun azaltilmasi gibi endiistride genel
olarak bilinen birtakim avantajlar1 bulunmaktadir (Katrolia ve ark. 2011). Ideal olarak,
B-galaktosidazlar siitiin pastorizasyonunda laktoz hidrolizini yiiksek sicakliklarda (65-

85°C) gerceklestirebilmektedir (Yuan ve ark. 2008).
2.8. p-Galaktosidaz ile flgili Kapsam

Ulkemizde ve diinyada ¢ok sayida biyo-cesitlilik iizerine ¢alismalar yapilmaktadir.
Belirlenen her yeni organizma susu insanlik yararina kullamlabilecek {iriinler igin
potansiyel gen kaynaklarnidir. Giintimiizde pek ¢ok biyoteknoloji ve gen teknolojisi ile
ilgilenen firmalar ekstrem cevrelerdeki biyo-gesitlilik ve olasi enzim farkliliklar ile

ilgilenmektedir.

Ulkemiz sinirlart iginde sicaklifi 40°C’nin iizerinde olan 133 adet sicak su kaynagi
bulunmaktadir. Sicak su kaynaklar1 lizerinde gelisen termofiller ile ilgili pek ¢ok
calisma yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin ¢ogu yiiksek sicakliga direng gosteren termofil
enzimlerin arastirnlmasi iizerinedir. Son yillarda bakteriyel kaynaklardan 2400’iin
izerinde endoniikleaz enzimi tamimlanmis, bu enzimlerin 220’sinin farkli 6zellik
gosterdigi ve cogunlukla Thermus ve B. stearothermophilus tirlerinden izole edildigi

bildirilmistir (Ercan-Akkaya 2009).

Bu ¢aligmanin amaci; genetik miithendisligi ve biyoteknolojik yontemleri kullanarak
ekstrem kosullarda yasayan termofilik bakterilerden biyoteknolojik Oneme sahip
sicakliga direngli B-galaktosidaz enzimlerini iireten rekombinant bakteriler gelistirmek

ve bu enzimlerin bol ve ucuz bir sekilde iiretilmelerine olanak saglamaktir.

Son zamanlarda yapilan calismalarda, B. licheniformis DSM 13 susunun tiim
genomu rapor edilmistir ve bu genomun biyoteknolojik uygulamalar i¢in Snemli
enzimleri kodlayan bazi genleri icerdigini gostermektedir (Veith ve ark 2004). Boylece,
endiistriyel enzimler ile ilgili sonraki ¢aligmalarin aydinlatiimasinda daha fazla bilgi i¢in
bir kap1 agmistir (Juajun ve ark. 2010). Bu calismada, sicak su kaynagindan elde edilen
B. licheniformis KG9 ekstraseliiler -galaktosidazi fazla miktarda iiretmesinden ve daha

once yapilan (Giil Giiven 2007) 16S rRNA analizlerine gore tiim genomu bilinen B.
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licheniformis DSM 13 susuna %99.9 benzerlik gosterdiginden dolayr klonlama
caligmalari igin kullanilmigtir. Bunlarin yani sira B. licheniformis’e ait ekstraseliiler [3-
galaktosidaz’in klonlanmasi ile ilgili daha dnceden calisma olmamasi da bu calismanin

rekombinant enzim teknolojisi bakimindan 6nemli oldugunu gostermektedir.

Ayrica tamimlanan B. licheniformis KG9 susunun o6zellikle siit ve siit triinleri
endiistrisinde kullanim alam1 bulan ve biyoteknolojik olarak 6nemli enzimler arasinda
yer alan termostabil [-galaktosidaz enziminin saflagtirilmasinda kullanilmasi da

amaglanmistir.

Giil Giiven (2007), Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde yer alan ve daha 6nce
bakteri tammmlamaya yonelik calismalarin yapilmadigi Kos-Bing6l ve Taslidere-Batman
sicak su kaynaklarindan termofilik karaktere sahip bakterilerin izolasyonu ve
tanimlamasini yapmustir. Sicak su kaplicalarindan izole edilen bakterilerin morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri, lipit ve yag asidi igerikleri, kinon tipleri ve 16S
rRNA dizi analizleri yapilarak identifikasyonlar1 yapilmistir. Bu izolatlardan KG9’ un
16S rRNA dizisinin %99.9 oraninda B. licheniformis DSM 13’e benzedigi tespit
edilmistir. Calisgmamizda, tiim genomu bilinen B. licheniformis DSM 13’e
benzerliginden dolay1 elde edilen bu susun gen miihendisligi calismalarinda

kullanilabilir 6zellikte oldugu belirlenmistir.

Bu ozelliklerinden dolay1 endiistriyel olarak iyi bilinen bir mikroorganizma
tarafindan [-galaktosidazin ekstraseliiler olarak iiretilmesi, yiiksek termostabiliteye
sahip ticari yonden onemli olan, diisiik maliyetli substratlar kullanilarak tiretilmesi, bu
susun kullanilarak endiistriyel capta enzim iiretimi saglanmasi konusunda avantaj

saglamaktadir.

Vetere ve Paoletti (1998), B. circulans’tan ti¢ farkli B-galaktosidaz saflastirarak
elde etmistir ve elde edilen enzimi karakterize etmistir. B. circulans’dan elde ettikleri -
galaktozidazinin non-denatiire jel elektroforezi ile izoformlarin molekiil agirliklarini

212, 145 ve 86 kDa olarak tespit etmislerdir.

Vasiljevic ve Jelen (2001), B-galaktosidaz enziminin ¢ok genis organizma grubu
tarafindan {iretilse de, endiistriyel olarak en iyi {ireticilerin bakteriler oldugunu

belirterek, siit endiistrisi icin olduk¢a 6nemli olan B-galaktosidaz enziminin iiretimini
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termofilik laktik asit bakterilerini kullanarak gerceklestirmislerdir. Uygulama
sirasindaki diisiik kontaminasyon riski nedeni ile termofilik bakteriler B-galaktosidaz
enziminin iretimi icin ilgi ¢ekmektedir. Termostabil [-galaktosidaz enzimi
pastorizasyon esnasinda laktoz hidrolizini gergeklestirebilmesi nedeni ile dikkat

cekmektedir.

Chakraborti ve ark. (2003) Hindistandaki Manikaran’dan izole edilen termofilik
Bacillus polymxia’dan B-galaktozidaz enzimi iizerine ¢alismislardir. Enzimin optimum

pH’sm 7.0, sicakligini 60°C olarak belirtmislerdir.

Kara (2004), [-galaktosidazin sonikasyon yontemiyle salgilanmasinda
Lactobacillus plantarum NCIMB 1193, Lactobacillus plantarum DSM 20246 ve
Lactobacillus plantarum EO8 suglart kullanmigtir. Sonike edilmis L. plantanrum
NCIMB 1193’iin hiicre icermeyen oziitii, P-galaktosidazin karakterizasyonu igin
kullanilmustir. B-galaktosidazin optimum pH degerini 7.2 olarak ve optimum sicakligini

da 35°C-40°C arasinda belirlemistir.

Soydan (2006), diisiik laktozlu siit iiretimi veya olast diger kullanim alanlar1 igin
termofilik funguslarda termostabil P-galaktosidaz iiretimi, optimizasyonu ve kismi

olarak saflastirilmasi iizerinde calismistir.

Sgrensen ve ark. (2006), Flavobacterium sp. 4214’den soguk-aktif B-
galaktosidaz enzim genleri E. coli’ye aktarilarak, ekspresyonu hem Flavobacterium sp.

4214’ta hem de rekombinant E. coli’de incelemislerdir.

Sarigiil (2007), Ege Bolgesi’ndeki cesitli sicak su kaynaklarindan Thermus
genusu bakterilerin izolasyonu, molekiiler yontemlerle tanimlanmasini gerceklestirerek

bu suslarda -galaktosidaz aktivitesini saptamaya yonelik testler yapmistir.

Dagbagli (2009), Kluyveromyces tiiri mayalar ile [-galaktosidaz enzim
liretiminde baz1 proses degiskenleri incelemis ve enzim iiretimini optimize etme
yontemlerini gelistirmistir. Enziminin saflastirilmasini, Sephadex AS50 iyon degistirici
jel kullanilarak gerceklestirmis ve enzim yaklasik 3 kat saflastirmis, saflastirma
verimini ise %74.41 olarak bulmustur. Kluyveromyces lactis NRRL 8279’dan elde
edilen saflastirilmig B-galaktosidaz enzimine ait SDS PAGE goriintiilerinde enzime ait

dort adet alt birim (133.77, 58.07, 49.81, 24.71 kDa) tespit etmistir. Uretilen B-
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galaktosidaz enziminin optimum sicaklik ve pH degerlerini sirasiyla 37°C ve pH 7.0

olarak bulmustur.

Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda iiretici mikroorganizmadan [3-galaktosidaz enzim
genleri E. coli’'ye aktarilarak enzim rekombinant olarak iiretilmistir. Uretici
mikroorganizmadan gen aktarimi ile [-galaktosidaz enzim iretimi de oldukg¢a
yaygindir. Rekombinant -galaktosidaz enzim iiretimi, endiistriyel proseslerde iiretim
kosullarinin daha iyi taninan E.coli gibi mikroorganizmalar i¢in dizayn edilmesinin

kolaylig1 ve yiiksek verim saglamasi nedeni ile tercih edilmektedir.

Saito ve ark. (1989), termostabil B-galaktosidaz enzimi iizerinde calismustir.
Termofilik anaerob bakteriden [3-galaktosidaz genini E. coli’ye aktararak

ekspresyonunu incelemistir.

Koyama ve ark. (1990), Thermus T2 susundan termostabil a ve -galaktozidazi
E. coli’ye aktarmiglardir. Thermus cryptic pTT8 plasmidi araciligiyla Thermus
thermophilus HB27’ye [-galaktosidaz genini aktarmislar ve eksprese oldugunu

belirlemislerdir.

Saito ve ark. (1992), termostabil galaktozidaz LacN genini termofilik anaerob
NAI10O susundan E. coli MV1184’e klonlayarak fazla miktarda enzim iretimini
gerceklestirmislerdir. Orijinal NA10O susuyla karsilastinldiginda E. coli MV1184°te
enzimin 2.400 kat daha fazla iiretildigini belirlemisleridir. Enzimin jel filtrasyon ile

saflastirarak, SDS-PAGE ile molekiil yapisinin tetramerik oldugunu belirlemislerdir.

Torres ve Lee (1995), B.subtilis KL88’ten elde ettikleri [B-galaktosidaz genini E.
coli’ye aktararak ekspresyonunu incelemislerdir. Klonlanan (-galaktosidazin katalitik
Ozelliklerinin ve termal stabilitesinin dogal B. subtilis 3-galaktosidaz ile benzer oldugunu
belirlemiglerdir. [B-galaktosidazin optimum pH degerini 6.0 olarak ve optimum
sicakligint da 50°C olarak belirlemistir. Molekiil agirhigini da 90 kDa olarak

bildirmislerdir.

Fokina ve Velikodvorskaia (1997), termofilik anaerob Thermoanaerobacter
ethanolicus 39E (Clostridium thermohydrosulfuricum 39E)’den termostabil -
galaktozidaz genini E. coli’ye klonlayarak gen kiitiiphanesi olusturmuslardir. E. coli’nin

hiicre ekstraksiyonuyla enzimi saflastirmislardir ve fizikokimyasal olarak karakterize
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etmislerdir. [B-galaktosidazin optimum pH degerini 5.3-6.0 olarak ve optimum
sicakligin1 da 75-80°C olarak belirlemislerdir. Molekiil agirligimi da 83 kDa olarak
bildirmislerdir.

Phan Tran ve ark. (1998), B. licheniformis’ten intraseliiler [B-galaktosidaz
kodlayan genleri E. coli’ye klonlamiglardir. Eksprese olan rekombinant 3-galaktosidazi

FPLC ile saflagtirmiglardir.

Hoyoux ve ark. (2001), Antartik psikrofil Pseudoalteromonas haloplanktis’ten
elde edilen B-galaktosidaz genini E. coli’ye aktararak eksprese olan rekombinant [3-

galaktosidaz1 karakterize etmistir.

Karasova-Lipovova (2003), Antartik bakteri Arthrobacter sp. C2-2’den elde
edilen soguk-aktif P-galaktosidazi klonlamistir ve rekombinant enzimi saflastirarak
karakterize etmistir. Saflastirdiklar1 [3-galaktosidaz’in GH-2 ailesine dahil oldugunu,
homotetramerik yapiya sahip ve alt iinitelerinin 1023 aminoasitten olustugunu, laktozu

substrat olarak kullandigin1 belirlemislerdir.

Kim ve ark. (2004), Thermotoga maritima’dan putatif -galaktozidaz genini E.
coli’ye klonlayarak ekspresyonunu incelemislerdir. His-tag kromatografisi ve gel
filtrasyon kromatografisi ile enzimi saflastirarak optimum sicakligin1 80-85°C olarak

belirlemislerdir.

Soyler (2004), Aspergillus fumigatus IMI 385708 a-galaktosidaz genlerinin

molekiiler klonlamasin1 gerceklestirmistir.

Kang ve ark. (2005), Thermus flavus AT-62 ile yaptiklari caligmada [-
galaktosidaz enzimini kodlayan genleri klonlayarak, E.coli’ye aktarmislar ve genin
ekspresyonunu saglamiglardir. Boylece mezofilik kosullarda termostabil B-galaktosidaz

enzim {iretimini saglamislardir.

Kim ve ark. (2006), hipertermofilik bakteri olan Sulfolobus solfataricus’dan
klonladiklar1 [B-galaktosidaz enzimi genlerini, E. coli’ye aktararak termostabil enzim

iretimini incelemislerdir.

39



2. KAYNAK OZETLERI

Lu ve ark. (2007), topraktan izole ettikleri Enterobacter agglomerans Bl
susunun [-galaktosidaz enziminin o©zelliklerini incelemislerdir. Daha sonra ise -

galaktosidaz enzimini kodlayan genleri E. coli’ye aktarmislardir.

Nguyen ve ark (2007), Lactobacillus reuteri 1103 susunun [-galaktosidaz

enziminin genlerini E. coli’ye aktararak ekspresyonunu saglamislardir.

Chen ve ark. (2008), B. stearothermophilus’tan elde edilen termostabil [-
galaktozidaz  genini  klonlayarak B.  subtilis WB600’de  ekspresyonunu
gerceklestirmislerdir. Eksprese olan rekombinant enzimi saflastirarak enzimin molekiil
agirhigini 70 kDa, optimum sicakligim 70°C ve pH’sin1 7.0 olarak belirlemislerdir.
Termostabil olan bu enzim iizerine degisik metallerin ve kimyasallarin etkisini

incelemiglerdir. Ayrica Km ve Vmax degerlerini belirlemislerdir.

Yuan ve ark. (2008), Alicyclobacillus acidocaldarius’tan elde edilen termostabil

B-galaktosidaz genini klonlayarak ekspresyonu iizerine ¢alismalar yapmistir.

Campuzano ve ark. (2009), Streptococcus mitis’ten B-galaktosidaz genini E.
coli’ye aktararak ekspresyonunu incelemislerdir ve enzimi karakterize etmislerdir.
Klonlanan genin tahmini 2.411 amino asit uzunlugunda oldugunu belirtmislerdir.
DEAE-seliilloz ve affinite kromatografisi kullanarak enzimi saflastirmiglardir ve

molekiil agirliginin 268 kDa oldugunu calismalarinda bildirmislerdir.

Hildebrandt ve ark. (2009), Antartik bakteri Arthrobacter sp.’den elde edilen
soguk-aktif B-galaktosidaz genini (32c) klonlamistir, eksprese olan rekombinant enzimi
protein ¢oktiirme ve affinite kromatografisi ile iki adimda, elektroforetik yontemlerle

tek adimda saflastirma islemini gerceklestirmistir.

Li ve ark. (2009), Thermotoga maritima MSB8’den elde edilen GH-42 ailesine
dahil olan [-galaktosidaz genini (TM_0310) E. coli’ye aktararak eksprese olan
rekombinant [-galaktosidazi affinite kromatografisi ile saflastirmistir ve molekiil

agirligini hesaplayarak enzimin optimum pH ve sicakligini belirlemistir.

Juajun ve ark. (2010), B. licheniformis DSM 13’ten B-galaktosidazi E.coli’ye

klonlayip, saflastirarak karakterize etmislerdir.
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Schmidt ve Stougaard (2010), yeni bir Arktik bakteri olan Alkalilactibacillus
ikkense’de soguk-aktif B-galaktosidaz genlerini E. coli’ye klonlayip, ekspresyonunu
calismiglardir. Sekans analizleri sonuglarina gore glikozid hidrolaz ailesine ait 2 B-
galaktosidazin Bacillus, Paenibacillus, Lactobacillus ve Geobacillus’lara benzerlik

gosterdigini bulmuglardir.

Calismamuzda; B. licheniformis KG9’a ait ekstraseliiler [-galaktosidaz genleri
E.coli’ye aktarilmigtir. Bu yoniiyle daha 6nceki pek ¢ok caligmada B-galaktosidaz gen
aktarimi ¢aligilmig olmasina ragmen ekstraseliiler olarak iiretilen B-galaktosidaz ile ilgili
gen aktarimi ¢aligmalarina rastlanmamasindan dolay1 da 6nemlilik arz etmektedir. Bu
sayede hem gen aktarnminda kullanilacak yontemlerin  gelistirilmesi, hem
kullanacagimiz  termofilik susun genetik ve rekombinant teknolojilerde
kullanilabilirliginin gosterilmesi, hem de termostabil -galaktosidazin enzim iiretimi,
endiistriyel proseslerde iiretim kosullariin daha iyi, uygun, kolay ve ekonomik oldugu
ve genomu daha iyi bilinen E.coli gibi mikroorganizmalar icin dizayn edilmesinin
kolayligi ve yiikksek verim saglamasi nedeni ile E.coli’ye aktarilarak {iiretilmesi
amaglanmistir. B. licheniformis KG9 susun bol miktarda ve yiiksek aktivitede [3-
galaktosidaz tiretmesinden dolay1 bu enzimin saflastirilmasi ve karakterize edilmesi de

onemlilik gostermektedir.

Chang ve Mahoney (1989), Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus’tan
elde ettikleri termostabil B-galaktozidazi yaklasik 109 kat saflastirmislardir. Saf enzimin

spesifik aktivitesini 592 U/mg, verimini %46 olarak elde etmislerdir.

Pisani ve ark. (1990), Sulfolobus solfataricus’tan termostabil B-galaktozidaz
izoenzimini  iyon-degisim ve jel filtrasyon kromatografilerini  kullanarak
saflagtirmiglardir. Saf enzimin spesifik aktivitesini 116.4 U/mg, optimum sicakligini
75°C olarak belirlemislerdir. Saf enzimin tetramer yapida oldugunu ve molekiil

agirligint SDS-PAGE ile 24048 kDa olarak belirlemislerdir.

Berger ve ark. (1997), Thermus aquaticus YT-1"den B-galaktozidaz izoenzimini
jel filtrasyon (Ultrogel AcA 34), iyon-degisim (Mono Q) ve jel filtrasyon (Superose-12)
kromatografilerini kullanarak saflastirmiglardir. Saf enzimin molekiil agirhigini jel
filtrasyon ile >700 kDa olarak tahmin etmisler ve SDS-PAGE ile 59+1 kDa olarak

belirlemislerdir. Enzimin optimum pH’sim1 5.5 ve optimum sicakligini 80°C olarak
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belirlemislerdir. Enzimin aktivitesinin CaCl, ile artiginmi tespit etmislerdir.

Leng ve ark. (1998), Flavobacterium keratolyticus’tan endo [-galaktosidazi
E.coli’ye klonlayp, E.coli’de eksprese olan bu enzimi saflastirmiglardir. Saflastirilan
enzimin spesifik aktivitesini 148 U/mg, SDS-PAGE ile enzimin molekiil agirligini 43

kDa olarak belirlemislerdir.

Ohtsu ve ark. (1998), sicak su kaynaklarindan izole ettikleri Thermus sp. A4’ ten
termofilik B-galaktozidazi saflastirip karakterizasyonunu yapmislardir. Enzimin yeni
GHA42 ailesinden oldugunu ve SDS-PAGE ile enzimin molekiil agirligin1 75 kDa olarak

belirlemislerdir.

Shaikh ve ark. (1999), termofilik mantar Rhizomucor sp.”den DEAE-seliiloz
kromatografisi ve Sephacryl S-300 jel filtrasyon kromatografisi ile ekstraseliiler [3-
galaktosidaz enzimini saflagtirmistir. Enzim aktivitesi icin optimum pH ve optimum

sicaklik belirlenmistir.

Chakraborti ve ark. (2000), Bacillus sp. MTCC 3088’den ekstraselliiler yeni [3-
galaktozidaz enziminin saflastirilmasim1 ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.

Enzimin optimum pH’sin1 8.0 ve optimum sicakligin1 60°C olarak belirlemislerdir.

Li ve ark. (2001), Hindistan, Endonezya ve Amerika’nin sicak bolgelerinde
yetisen mung bitkisi tohumlarindan elde edilen B-galaktosidaz’in bes izoformunu izole
etmislerdir. B-Galaktosidazlar asit karigimi ¢oktiirmesi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
DEAE kromatografisi, con-A-Sefaroz ve kromatofokuslama ile saflagtirmiglardir ve

molekiil agirliginm belirlemislerdir.

Ladero ve ark. (2006), Thermus sp. T2 susunda termostabil [-galaktosidaz

enzimi lizerinde caligmistir.

Giil Giiven ve ark. (2007), Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii’den
termostabil  [-galaktozidaz enziminin saflastirilmasini  ve karakterizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Enzimin optimum pH’smi 6.0 ve optimum sicakligimi 65°C olarak

belirlemislerdir.

Di Laura ve ark. (2008), Alicyclobacillus acidocaldarius’de [B-galaktozidaz
enziminin saflastirilmasi, karakterizasyonu, genin klonlanmasi, ekspresyonunu ve

rekombinant enzimin karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Enzimin yeni GH-42
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ailesinden oldugu ve enzimin optimum sicakligin1 65°C olarak belirlemislerdir.

Uyanik (2008), B-galaktosidaz enziminin mikrobiyal hiicrelerden izolasyonu ve
karakterizasyonunu  ¢alismigtir.  Yapilan  calismada, [-galaktosidaz  enzimi
Kluyveromyces lactis NRRL-Y 1140 mayasindan jel filtrasyon kromatografisi ve iyon
degisim kromatografisi teknikleri kullanilarak saflastirilmistir. Saflastinlan enzimin

aktivitesi ve molekiil agirlig1 belirlenmistir.

Li ve ark. (2009) Thermatoga maritima MSB8’ den elde ettikleri [-
galaktozidazin genini E. coli’ye aktararak ekspresyonunu gerceklestirmislerdir.
Rekombinant B-galaktozidaz enzimini saflastirarak enzimin molekiil agirligin1 78 kDa

olarak belirlemislerdir. Ayrica enzimin optimum pH’sin1 5.5 ve optimum sicakligini

80°C olarak belirlemislerdir.

Bu ¢alismada termofilik B. licheniformis KG9’a ait termostabil -galaktosidaz
enzimine ait genin diisiik sicaklikta ve ekonomik olarak iiretilebilen ve E. coli’ye
aktarilmasiyla yiiksek sicakliktan kaynaklanan dezavantajin giderilmesine olanak
saglayacag diisiiniilmiistiir. Rekombinant DNA teknolojisi kullamilarak termofilik
ozellikte mikroorganizmaya ait termostabil ozellikteki ekstraseliiler [B-galaktosidaz
enziminin kisa siirede, bol miktarda ve enerji kazanimi saglanarak iiretilebilecegi ve bu
enzimin saflagtinlarak yiiksek verimde ve saflikta enzim elde etme yOnteminin

gelistirilmesi diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri, Plazmit ve Ureme Ortamlar:

Bu calismada sicak su kaynagindan Yrd. Dog. Dr. Reyhan Giil Giiven tarafindan
(Dicle Universitesi, Ziya Gokalp Egitim Fakiiltesi, Fen Bilgisi Egitimi) izole edilen
termofilik B. licheniformis KG9 susu kullanilmistir. E. coli’den izole edilen
pUCI18AlacZ vektorii ve B-galaktosidaz geninin aktarilmasi i¢in E. coli TOP10 susu
(TOPO TA Cloning® Kits) Invitrogen’den satin alinmistir.

B. licheniformis KG9, E. coli Topl0 bakterileri %30 v/v gliserol iceren besi
yerinde, -20°C’de muhafaza edilmistir. B. licheniformis KG9 bakterisi, Luria Bertani
Broth (LB) besi yerinde ( Bacto Tripton 10 g/L, Bacto-Yeast Extract 5 g/L., NaCl 10
g/L,, pH 7.0), 55°C’de ve aerobik sartlarda iiretildi. E. coli TOP10 susu LB besi yerinde
37°C’de ve aerobik sartlarda iiretilmistir. Kat1 besi yeri i¢in iireme ortamlarina %1.5

w/v agar ilave edilmistir.

Plaklarda bakterilerin enzim aktivitelerini belirlemek amaciyla izopropil B-D-1-
thio-galaktopiranosid (IPTG), bromo-kloro-indolil-galaktopiranosid (X-gal) ve stok
olarak hazirlanmis ampisilin antibiyotiginden uygun konsantrasyonlarda alinarak besi

yerlerine ilave edilmistir.

Biitiin rekombinant teknikler Schmidt ve Stougaard (2010)’a gore yapilmstir.
3.1.2. Kimyasallar

Calismada DNA modifiye edici enzimler (DNA kesme enzimlerinden Sau3Al,
BamHI, EcoRI, Pstl), DNA kesim tamponlari, Bovin Serum Albumin (BSA) ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) i¢cin MgCl, NEB’den (New England BioLabs),
RNA wuzaklagtirmak i¢in RNaz, fenol, lizozim, PCR tamponu, Taq polimeraz, o-
nitrofenil-beta-D-galaktosid (ONPG), IPTG ve X-gal Sigma’dan, T4 DNA ligaz, dNTP,
DNA polimeraz ve ligasyon tamponlari Invitrogen’den, SeaKem® GTG® agaroz

Lonza’dan, Shrimp Alkalin fosfataz ve defosforilasyon tamponu Roche’den, jel
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ekstraksiyon kiti, mini-prep kiti QIAGEN’den, PCR tiipleri Genuine Axygen

Quality’den temin edilmistir.

3.1.3. Aletler

Calismada kullanilan aletlerden santrifiij Sigma 2-15K ve 3-18K’dan,
mikrosantrifiij Sigma 1-15P, PCR cihazi Eppendorf Mastercycler Personal’dan, DNA
izolasyonu icin Eppendorf AH Diagnostic Thermomixer Comfort’tan, DNA jel
elektroforez cihazi Embi Run One Electrophoresis Cell Tech’den, gii¢ kaynaklar1 Bio-
Rad’dan, agaroz jelde DNA bantlarim1 gézlemlemek i¢in transliiminatér BioRad Gel
Doc 2000’den, DNA miktarin1 ve safligin1 6lgmek igin spektrofotometre Nano-Drop
ND-100’den, otoklavlar Hirayama’dan, inkiibattrler Niive’den, su banyosu Heto TBUS
Hetomix’den, spektroftometreler Shimadzu UV-160 ve Holm&Holby UV 1240’tan,
hassas terazi Buch&HGC 2000°den, vorteks ve manyetik karistirict Holm&Holby’den,
steril kabin Danlaf’dan, sicak su banyosu Buch& Holm’dan, ¢alkalayic1 Labnet’ten, pH
metre ATI Orion PerPHecT den, otomatik pipetler Eppendorf’tan, Fast prep aleti Bio

101 Savant’tan temin edilerek kullanilda.
3.2. Metot

3.2.1. B-Galaktosidaz Enziminin Varligimin Tespiti

Termofilik B. licheniformis KG9 susu LB besi yerinde, 55°C’de ve aerobik
sartlarda iiretildi. Enzim {iiretimi icin optimum zamam belirlemek icin 250 ml erlen
mayer i¢inde 50 ml LB ve LB+%1 laktoz ayrn ayn eklenerek 121°C’de 30 dk
otoklavlandi ve steril edilen LB ve LB+%]1 laktoz ortamlarina B. licheniformis KG9
ayr ayr aktarilarak 55°C’de, 160 rpm’de calkalamali su banyosunda iiretildi ve her 4
saatte bir ornek alinarak 4-96 saatler arasi bakteri iiremesi (ODggo) spektrofotometrede
Olciildii. Her iki ortamdan elde edilen bakteri kiiltiri 10 000 rpm’de sogutmali
santrifiijde 10 dakika santrifiijlendi ve elde edilen siipernatant hem [3-galaktosidaz

aktivitesi i¢in hem de protein miktar tayininde kullanildi.

3.2.1.1. B-Galaktosidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

B-Galaktosidaz aktivitesini belirlemede kullanilan ONPG testini uygulamak icin
spektrofotometrik yontem kullanildi. 100 pL. 1 mM ONPG (50 mM sodyum fosfat (pH
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6.0) tamponu i¢inde hazirlanmis) substrat olarak kullanildi. Substrat ile 5 pL enzim
kaynagi1 (B. licheniformis KG9’dan elde edilen) karistirilarak 10 dk 60°C’de sicak su
banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda reaksiyonu durdurmak icin 2 M
sodyum karbonat eklenerek B-galaktosidaz enzimin aktivitesi spektrofotometrede 420

nm’de okuma yapilarak 6l¢iildii.

Protein miktar tayini Lowry metoduna gore yapildi. Oncelikle konsantrasyonunu
bildigimiz standart protein ¢ozeltisi (1 mg/mL BSA) hazirlandi. Bu standart ¢ozeltiden
faydalanarak konsantrasyonunu bilmedigimiz c¢ozeltideki protein miktari Lowry
yontemine gore hesaplandi. Bunun i¢in artan konsantrasyonlarda hazirlanan standart ve
50 pL enzim ¢ozeltisi alinarak tiiplerin hepsine 5 mL alkalin ¢6zeltisi (Ek 1) eklendi ve
15 dk 40°C’de bekletildikten sonra tiiplerin hepsine 1:1 oraninda seyreltilmis 500 uL
Folin reaktifi (FCR) eklendi ve 30 dk karanlikta bekletildikten sonra 660 nm’de

spektrofotometrede absorbans degerleri ol¢iildii.

Unite enzim, belirli sartlar altinda (60°C, 0.1 M sodyum fosfat tamponu pH 6.0)
1 uM ONPG substratindan 1 dakikada o-nitrophenol salinmasina yol acan enzim

miktar1 olarak tanimlanir.

3.2.2. B. licheniformis KG9’dan Kromozomal DNA izolasyonu ve RNA’dan

Arimdirilmasi

B. licheniformis KG9 bakterisi LB besi yerinde aerobik sartlarda 55°C’de
iiretildi. Uretilen bakteriden kromozomal DNA Ek 2’de belirtilen ¢ozeltiler kullanilarak
Marmur’a (1961) gore izole edildi. Spektrofotometrede DNA’nin miktar1 ve saflik

derecesi Olciilerek PCR reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi.

3.2.2.1. Kromozomal DNA izolasyonu
500 mL B. licheniformis KG9 kiiltiirii hazirlanda.

1. 500 mL kiiltiir 10 000 rpm’de 15 dk santrifiijlenerek peletteki hiicreler toplandi.
2. Pelet 10 mL TE tamponu (Ek 2.4) ilelylkandl, 50 mL FALCON tiiplere siispanse
hiicreler transfer edilerek 10 000 rpm’de santrifiij edildi.

(Pelet dondurucuda -20°C’de saklanabilir.)

|
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3. Pelete 3 mL STET tamponu (Ek 2.5) (Lizozim (Ek 2.1) igeren) eklendi ve 37°C’de 1

saat inkiibe edildi.

4. 750 uL. %10 SDS (Ek 2.6) eklendi, dikkatli bir sekilde karistirilarak 30 dk 37°C’de
ve ardindan 65°C’de 30 dk inkiibe edildi.

5. 10 mL steril saf su ilave edildi.
6.5 mL fenol (Ek 2.2) eklenerek dikkatli bir sekilde karistirillarak 10 dk 10 000 rpm’de
4°C’de santrifiij edildi.
7. 10 mL kloroform/izoamil alkol (Ek 2.3) eklenerek dikkatli bir sekilde karistirildr ve
6. adim tekrar edildi.

|

8. Kloroform ekstraksiyonu 3 defa tekrar edildi ve su faz1 yeni bir tiipe aktarildi.

|

9. 1/10 hacim 5 M NaCl (Ek 2.7) eklenerek karistirildi ve 1 hacim izopropanol
eklenerek tiip birka¢ defa ters diiz edilerek karistirildi ve beyaz ip seklinde DNA’nin
cokeldigi goriildii.

|

10. DNA plastik 6ze etrafinda dondiiriilerek topland.

|

11. %70 EtOH ile 3 defa yikandi.

|

12. Oze yaklasik 10-15 dk havayla kurutuldu. Ozedeki DNA 500 uL TE tamponuyla

¢Oziindil.

|

13. 1 uL RNAaz R (10mg/mL) (Ek 2.8) eklendi ve 1 gece buzdolabinda bekletildi.

|

14. DNA miktar1 Nano Drop ND-100 spektrofotometrede Olciilerek hesaplandi.
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3.2.2.2. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA  konsantrasyonunu  hesaplamak ve  safligmin  kontrolii  icin
spektrofotometrik yontem kullanildi. Bunun i¢in, DNA 6rnegi 100X seyreltilerek (990
pL Milli Q su ve 10 uL. DNA 6rnegi) kullanildi, spektrofotometrede kor olarak 10 mL
TE tamponu ve 990 mL Milli Q su karisimi kullanildi. 260 nm ve 280 nm’de kor ve

DNA o6rneginin absorbanslar ayr ayn olgiildii.

DNA’nin safligimin kontrolii i¢in %1 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek Ek

3’deki ¢ozeltiler kullanilarak analiz edildi.

3.2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Belirlenen hacim icin gerekli miktarda SeaKem® GTG® saf agaroz tartilarak bir
erlen mayer icerisine iizerine hesaplanan hacimde 1X TAE tamponu (Ek 3.1) eklendi ve
alev iizerinde eriyinceye kadar tutuldu. Elle tutulacak sicakliga kadar (45-50°C)
soguduktan sonra son konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde EtBr cozeltisi (Ek 3.2)
ilave edildi. Jel kabma dikkatli bir sekilde dokiilerek jel taragr yerlestirildi ve donmast
icin yaklasik 40 dk beklendi. Jel elektroforez tankina alinarak iizeri ortiilene kadar 1X
TAE tamponu ilave edildi. Tarak cikarilarak olusan kuyulara DNA 6rnegi (3 UL BFB
ve 10 puL. DNA) yerlestirildi. DNA biiyiikliigiinii hesaplayabilmek icin kuyulardan
birine DNA standardi (Ek 3.3) (4 uL) yiiklendi. Jeldeki molekiillerin elektriksel alanda
ilerlemesi saglanarak ve yeterli ilerlemeden sonra akim kesilerek jel 10 dk saf suda

bekletildi ve transliiminator aracilifiyla jeldeki bantlar gozlendi.
3.2.3. B. licheniformis KG9 Bakterisine ait -Galaktosidaz Geninin

(B-gal) E. coli’ye Aktarilmasi

B. licheniformis KG9 bakterisine ait -galaktosidaz geninin (S-gal) E. coli’ye

aktartlmasi icin iki farkli yontem kullanildi. Bunlar:
1. Fonksiyona dayali gen izolasyonu,

2. Sekansa dayali gen izolasyonudur.
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3.2.3.1. Fonksiyona Dayah Gen izolasyonu

B. licheniformis KG9’den elde edilen kromozomal DNA ve klonlamada
kullanilacak vektor (pUC18) DNA’s1 restriksiyon enzimleri ile kismi olarak kesildi ve

Schmidt ve Stougaard (2010)’a gore klonlama gerceklestirildi.
3.2.3.1.(1) Kromozomal DNA’nin Restriksiyon Enzimleriyle Kismi
Olarak Kesilmesi

B. licheniformis KG9’a ait kromozomal DNA 3.2.2.1°de belirtildigi gibi
hazirland1 ve Sau3A restriksiyon enzimi ile kismi olarak kesildi. Sau3A endoniikleaz1
genom tiizerinde 5'-GATC-3' dizilerini tamiyan ve DNA’y1 keserek yapiskan ug
olusturan bir enzimdir. B. licheniformis KG9’a ait kromozomal DNA’nin Sau3A

restriksiyon enzimi ile kismi kesim islemi agagida belirtilmistir.

Ornek 1 Ornek 2
Kromozomal DNA (10 pg) S5 uL 20 uL
NEB Restriksiyon Tamponu (10X) 20 uL 20 uL
NEB BSA (100X) 2 uL 2 uL
Steril MQ su 173 uLb 158 uL

Reaksiyon mikrosantrifiij tiiplerinde ve buz iizerinde ayr1 ayr1 ve asagida belirtildigi gibi

hazirlandi.

1. 4,5 ul Sau3A 1. tiipe eklendi, karistirildi ve seyreltme yapildi.

l
v V.V V¥

1. tiip 2. tiip 3.tiip 4.tiip 5.tiip

60 uL 40 uL 40 uL 40 uL 20 uL

N7 7 7 27

20 pL transfer 20 pL transfer 20 pL transfer 20 L transfer
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2. Eppendorf Thermomixer 37°C ve 65°C’ye ayarlandi ve biitiin tiipler 6nce 37°C’de 8
dk inkiibe edildi.

3. Biitiin tiipler hemen arkasindan 65°C’de 8 dk inkiibe edildi.

4. Biitiin tiiplerdeki 6rneklerden 5 pL yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve iizerine
1 uL. BFB eklendi ve agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii.

5. Jel UV altinda transliiminatorde goriintilendi ve standarda gore 2-10 kb
biiyiikliigiinde olan DNA fragmentleri kesildi, yeni mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve

-20°C’de sakland.
3.2.3.1.(2) pUC18 Klonlama Vektoriiniin Ligasyona Hazirlanmasi

E. coli"den pUCI18 plazmit DNA’s1 klonlama icin kullanilmistir. pUC18
plazmitinin yapis1 Sekil 3.1’de verilmistir. pUCI18 plazmiti kiiciiktiir (2686 bg) ve bu
nedenle daha biiyiik insert DNA parcgalarim tagiyabilir. Ayrica pUC18 plazmitinin ¢oklu
klonlama bolgesi (polilinker) E.coli’nin lac Z geni igerisinde yer almaktadir. Boylelikle
polilinker bolgeye sokulan DNA, lacZ geninin bozulmasina sebep olarak rekombinant

DNA’y1 tasiyan hiicrelerin kolaylikla taninmasinmi saglamaktadir.

Eco01091 2674 Plol 46 BstAPl 179

Aatll ?ﬁl?ll

_Bsaxl 659
i

___Sapl 683
ARl Psel go5
Gsul 1784
Cir1ol 1779,
Eco31l 1766
Eam11051 1694 - -
E‘.Cair 1217
Hincll crral Eci136l1
=l 5::: Ecogsl o0 Ecoz4l  EcoRl
MI3IpUC sequencing prmer (20). 1mer 399 bindiii Pael Sdal—BYEL o o ypal  BamHl _Smai_ POl Saei Xapl 455

5'G TAA AAC GAC GGC CAS TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT
3 CATT TTG CTG CCG GTC AGG GTT GGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GOT CGA GCT TAA GCA
LacZ +——WVal wal Ala Leu Ala Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr
AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG &
TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC 5
lie Met Thr Met

MA3pUC reverse sequencing primer (28], 17-mer

Sekil 3.1. pUC18 Plazmitinin yapis1 (2686 bg)
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pUCI18 plazmit DNA’s1 BamHI endoniikleaz enzimi ile kesilerek diiz zincir
(dogrusal) haline getirilmistir. BamHI endoniikleazi genom iizerinde 5'-GGATCC-3'
dizilerini taniyan ve 3. pozisyondaki Sitozin (C) ile 4. pozisyondaki Guanin (G) bazlar
arasindan DNA’y1 keserek yapiskan uc¢ olusturan bir enzimdir. pUCI8 plazmit

DNA’smin BamHI endoniikleaz ile kesim reaksiyonu bilesenleri asagida belirtilmistir.

Ornek 1 Ornek 2
Plazmit DNA (pUC18) 5uL 20 uL
BamHI Tamponu (10X) 10 uL. 10 uL
NEB BSA (100X) 1 uL 1 uL
Steril MQ su 80 uL 65 uL
BamHI enzim (20 U/ pL) 2 uL 2uL
Shrimp alkalin fosfataz (1 U/ uL) 5 uL S uL

Reaksiyon mikrosantrifiij tiipiinde ve buz iizerinde hazirlandi ve 37°C’de 6 saat
bekletildi. Siire sonunda 5 pL defosforilasyon tamponu ve 5 pL alkalin fosfataz
eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen 6rneklerin 5
pL’si alinarak DNA standardi ile %1 w/v’lik agaroz jelde incelendi. Dogrusal vektor
bandi jelden kesilerek saflastirildi.

3.2.3.1.(3) Kromozomal DNA ve Vektor DNA’simin Jelden Saflastirilmasi

B. licheniformis KG9’dan elde edilen ve kismi olarak Sau3A restriksiyon
enzimiyle kesilen kromozomal DNA’s1 ile BamHI ile kesilen pUCI18 plazmit DNA’s1
agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra steril bistiiri yardimiyla jeldeki uygun bantlar kesilerek
steril mikrosantrifiij tliplerine aktarildi ve saflastirma islemi i¢in QIAGEN jel
ekstraksiyon kiti kullanildi. Mikrosantrifiij tiiplerine aktarilan jel agirlig1 hassas terazide
Olciildii ve iizerine 3 hacim olacak sekilde QC tamponu ile 1 hacim izopropanol
eklenerek 50°C’de 10 dk inkiibe edildi ve arada bir jelin tamamen ¢oziiniip
¢coziinmedigi kontrol edilerek vortexlendi. Jel tamamen coziindiikten sonra reaksiyonun
rengi kontrol edildi (Eger karisimin rengi turuncu ise karisima 10 pL. 3 M sodyum asetat

eklenmelidir).
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Karisim QIAquick spin kolon tiiplerine (2 mL toplama tiiplerinin iginde
bulunan) aktarilarak DNA’nin spin kolon tiiplerinin filtresine tutunmasi saglandi ve 1
dk 10 000 rpm’de santrifiij edildi ve toplama tiipiinde santrifiij sonrasi elde edilen sivi
atilarak spin kolon tiiplerine 0.5 mL QC tamponu eklendi. Daha sonra tiipler 10 000
rpm’de 1 dk santrifiij edilerek tekrar toplama tiipiinde biriken siv1 atild1 ve spin kolon
tiipleri 0.75 mL PE tamponuyla yikanarak 10 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi toplanan siv1 atild1 ve aym toplama tiipii kullanilarak 1 dk daha santrifiij edildi.
QIAquick spin kolon tiipleri yeni steril toplama tiiplerinin i¢ine birakildi ve 40 pL steril
saf su spin kolon tiiplerinin merkezine dogru eklenerek 30 dk oda sicakliginda
bekletildi. inkiibasyon siiresinden sonra 10 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve toplama

tiipiinde elde edilen s1v1 daha sonraki islemlerde kullanildi.

3.2.3.1.4) P-Galaktosidaz Geninin (SBgal) ile pUC18 Plazmit
DNA’simin Ligasyonu

Yukaridaki uygulamalar ile ligasyona hazir hale getirilen B. licheniformis
KG9’dan elde edilen ve kismi olarak Sau3A ile kesilen 500 ng kromozomal DNA ile
BamHI ile kesilen 50 ng pUC18 plazmit DNA’s1 asagida belirtilen sekilde ligasyona

birakilmistir.

50 ng defosforile edilmis BamHI ile kesilmis plazmit DNA

|

500 ng Sau3A ile kismi olarak kesilmis kromozomal DNA

|

Ligasyon tamponu

|

T4 DNA ligaz

|

H,O

|

15°C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi.

Ayrica ayn bir mikrosantrifiij tiipiine kromozomal DNA eklenmeyerek vektor

DNA’smin kendi kendine (self) ligasyon yapmasi da saglandi. Transformasyondan 6nce
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ligasyon karisimi etanol ¢oktiirmesine tabi tutuldu. Bunun i¢in 2.5 pL. 3 M sodyum
asetat (pH 5.2 1/10 hacim) ve 60 UL %96’lik etanol (2-3 hacim) ligasyon karigimina
eklendi ve 10 000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant dikkatlice atildi
ve pelet %70’lik etanol ile yikanarak 10 000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant

atilarak pelet kurutuldu. Kuruyan pelet 5 pL steril suda ¢oziindii.

3.2.3.1.(5). Kompetent Bakteri Hazirlama ve Transformasyon

Kompetent bakteri olusturmada kullanilan E. coli DH10B susu, Ek 4’te verilen

protokol uygulanarak kompetent hale getirilmistir.

E. coli TOP 10 Kompetent bakterinin genotipi soyledir: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢080lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara leu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endA1l nupG

Ligasyon ornekleri transformasyondan once 65°C’de 15 dk bekletilerek inaktif
hale getirildi. Inaktif hale getirilen self ligasyon ve ligasyon oOrnekleri hazirlanan

kompetent bakterilerle transformasyona tabi tutuldu.

1 pL self ligasyon 6rnegi + 75 pL. TOP 10 kompetent hiicre
1 uL ligasyon 6rnegi + 75 uL. TOP 10 kompetent hiicre

|

30 dk buz iizerinde bekletildi.

|

45 saniye 42°C’de Ependorf Heating Block’ta bekletildi.

|

2 dk buz tizerinde bekletildi.

|

250 mL S.O.C besi ortam1 (Siiper Optimal Katabolite Represyon Besi Ortami) (Ek 5) her

ornege eklendi.

37°C’de 1 saat bekletildi.

|
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Toplam 325 pL 6rneklerden (her drnek icin ayr1 ayri)

N

40 uL 185 uL M)

> 37°C’de 1 gece inkiibasyon

1. petri 2. petri —
LB+Ampjgo+X-gal+IPTG LB+Amp,oo+X-gal+IPTG

3.2.3.1.(6) pUC18 [pUC18 +p-Galaktosidaz Geni ($-gal)]

Plazmitini Tasiyan E. coli Kolonilerinin Belirlenmesi

Transformasyon tiipiindeki sivilarin tamam 6nce ayri ayrt S.O.C sivi besi
yerlerine bosaltilarak 37°C’de 1 saat siireyle iiretildi. Bu uygulama ile, kompetent hale
getirme islemleriyle hassaslagsmis olan bakterilerin normal hale donmeleri ve bakterinin
bir saat sonra inokiile edilecegi antibiyotikli besi yerine adaptasyonu saglanmistir. Bir
saat sonunda bakteriler alinarak LB/Amp;o/ X-gal/ IPTG petrilerine (Ek 6) steril cam
cubukla yayma yontemiyle ekildi ve plaklar 5-10 dk kurutulduktan sonra ters cevrilerek
37°C’de 1 gece liremeye birakildi. Ertesi giin transformasyon plaklarinda rekombinant
(geni almis olan) ve non-rekombinant (geni almadan kapanmis olan) plazmit DNA’lar
ile transforme olmus olan bakteriler belirlendi. Rekombinant koloniler steril kiirdan
yardimiyla segilerek 10 mL LB/Amp,go besi yeri bulunan Kmax tiiplerine aktarildi ve
37°C’de calkalamali olarak 1 gece iiretildi ve plazmit izolasyonu QIAGEN mini-prep
kitin yardimiyla asagida belirtildigi gibi gerceklestirildi.

Kmax tiiplerindeki kiiltiir 10 000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Pelet 250 pL
QIAGEN mini-prep kitinde bulunan P1 tamponunda ¢6ziindii ve mikrosantrifiij tiipiine

aktarildi.

|

250 uL P2 tamponu eklenerek dikkatli sekilde tiip ters diiz edildi.

|

350 uL N3 tamponu eklendi ve tiip dikkatlice ters diiz edildi.

|
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13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

|

Stipernatant QIAprep spin kolonunun bulundugu tiiplere aktarildi ve 10 000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

|

500 puL. PB tamponu eklenerek 10 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
750 puL. PE tamponu eklenerek 10 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

QIAprep spin kolon tiipleri yeni steril toplama tiiplerinin i¢ine birakildi ve 50 puL
steril saf su spin kolon tiiplerinin merkezine dogru eklenerek 30 dk oda sicakliginda
bekletildi. inkiibasyon siiresinden sonra 10 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve toplama
tiipiinde elde edilen s1vidaki plazmit DNA miktar1 Nano-Drop ile dl¢iilerek agaroz jelde
safligi test edildi. Elde edilen Ornekler dizi analizi icin GATC’ye (www.

gatc.biotech.com) gonderildi.

3.2.3.2. Sekansa Dayali Gen izolasyonu

B-Galaktosidaz geninin diger bakteri tiirlerinde karsilastirilmasi icin DNA
sekans analizi Schmidt ve Stougaard (2000)’a gore yapildi. Termofilik bakterilere ait 3-
galaktosidaz geni CLC Workbench v. 4.0 Software (CLC bio, Aarhus, Denmark) ve

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) programa ile analiz edildi.
3.2.3.2.1. B-Galaktosidaz Geninin (S-gal) PCR ile Amplifikasyonu

B. licheniformis KG9 un kromozomal DNA’s1 iizerinde bulunan [B-galaktosidaz

geni (fB-gal) PCR ile amplifiye edilerek degisik vektorler ile ligasyona tabi tutuldu.

3.2.3.2.1.(1). B-Galaktosidaz Geninin (S-gal) Amplifikasyonu i¢in
Primer Dizaym

B. licheniformis KG9’a ait -galaktosidaz geninin baz dizileri incelenerek f-gal

1, p-gal 2, p-gal 3, p-gal 4 genlerinin amplifikasyonu i¢in uygun primer bolgeleri lac
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promotor bolgelerinin niikleotid sekanslar1 Phan Tran ve ark. (1998)’na gore

belirlenmistir.
3.2.3.2.1.(2). PCR Programlama

Primerlerin kalip DNA’ya yapistigi sicaklik (T =Erime Sicakligl), primer
uzunluklari dikkate alinarak her iki primer i¢in de ayr1 ayr1 hesaplandi.

Primerlerin Tm degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

T = 2(A+T) +4(G+C)

A:
Primer B.lich-B-gal2-p1 i¢in
(5'-CCCGGGGATCCGATGGTTAAACCGTATCCCCCG-3)T =>75°C ve

\ J

BamHI Tanima dizileri ~ Amplifiye edilecek DNA bolgesiyle
hibridlenecek primer sinir dizileri

Primer B.lich-B-gal2-p2 i¢in
(3’-GCATGC-CTATGCCTTATGGCTTCTC') T =79.8°C’dir.
A J
Pstl Amplifiye edilecek DNA bolgesiyle
Tanmima dizileri hibridlenecek primer sinir dizileri

B:
Primer B.lich-B-gal3-p1 i¢in
(5"-CCCGGGGATCCGATGAAGATGGAACGGAAAGC-3") T =>72.1°C ve

\ J

BamHI Tamima dizileri Amplifiye edilecek DNA bolgesiyle
hibridlenecek primer sinir dizileri
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Primer B.lich--gal3-p2 i¢in

(3-GCATGC

Tanima dizileri

C:

J

TCATTTATTCTCTGATAACA-5") T =65.6 °C’dir.

Amplifiye edilecek DNA bolgesiyle
hibridlenecek primer sinir dizileri

Primer B.lich--gal4-p1 icin
(5’-CCCGGGGATCCGATGCCAAAAATTTATACGAC-3") T =69.5°C ve

BamHI Tanima dizileri

\

J

Ampli\ﬁge edilecek DNA bolgesiyle

hibridlenecek primer sinir dizileri

Primer B.lich-f-gal4-p2 i¢in
3 ’-GCATGC-CTATTCTTTTGCTTTTAC—S )T =65.4°Cdir.

J

LY_/\

Tanima dizileri

Y
Amplifiye edilecek DNA bolgesiyle
hibridlenecek primer sinir dizileri

Sekil 3.2. B-Galaktosidaz (f-gal) geninin amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri ve T,, degerleri

Yukaridaki formiille yapilan hesaplamaya gore tasarlanan primerler ve bu

primerlerin T degerleri Sekil 3.2’de verilmistir. Bu durumda PCR’da yapisma sicakligi

her iki primer icin de 50°C alinmistir (yapigsma sicakligi hesaplanan Tm degerinin

asagisinda alimmaktadir). Bu agiklamalar dogrultusunda hazirlanan Thermal Cycler

programi Cizelge 3.1."de verilmektedir.

Cizelge 3.1. B-Galaktosidaz (fS-gal) geninin amplifikasyonu i¢in hazirlanan
Thermal Cycler programi

Program Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi (cycle)
1 94 4 dk 1
2 94 30 sn 35
3 50 1 dk 35
4 72 1 dk 35
5 72 7 dk 1
6 14 SINIrsizZ 1

58




Fatma MATPAN BEKLER

3.2.3.2.1.(3). PCR Reaksiyonunun Hazirlanmasi

Giinliik stoklar hazirlanarak miimkiin oldugu kadar steril sartlarda ve buz
izerinde, en son enzim ilave edilecek sekilde PCR reaksiyonu hazirlandi. PCR iiriinii
olugturmak icin Taq DNA polimeraz enzimi kullanildi. 3-Galaktosidaz (f-gal) geninin

amplifikasyonu i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu bilesenleri asagida verilmistir.

Miktar (X6) Kimyasal Son konsantrasyon
2.5ulL 15 uL 10X PCR tamponu 1X

(15 mM MgCl,)
2.5ulL 15 puL 10 mM dNTP 200 mM
1.25 uL 7.5 uL. Primer 1 0.5 mM
1.25 uL 7.5 uL. Primer 2 0.5 mM
0.25 uL 1.5uL Taq DNA polimeraz 0.05 U/uL
16.25 uL 97.5 uLL Sigma H,O

Yukaridaki sekilde hazirlanan orneklerden 0.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine
24 uL aktarildi ve 1 tiip kontrol olacak sekilde (iizerine DNA eklenmemis) ayarlanarak
diger tiiplerin iizerine 1 pL. (10-20 ng) kromozomal DNA eklendi. Kromozomal DNA
eklenmeden 6nce 100X sulandirildi. Hazirlanan reaksiyon karisimi énceden ayarlanmis

olan PCR cihazinin 6rnek bloguna yerlestirilerek cihaz ¢alistirildi.
3.2.3.2.14). PCR Uriiniiniin Elektroforezi ve Agaroz Jelden Aritilmasi

PCR islemi sonunda PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. B.
licheniformis KG9 bakterisine ait [-galaktosidaz geni (f-gal)’nin elektroforezi ve

agaroz jelden aritilmasi 3.2.3.1.(3)’e gore yapildi.
3.2.3.3. B-Galaktosidaz geninin (3-gal) E. coli’ye Aktarilmasi

3.2.3.3.(1) PCR Uriinlerinin ve pUC18AlacZ Klonlama Vektoriiniin
Ligasyona Hazirlanmasi ve Ligasyon

B. licheniformis KG9 bakterisine ait 3 farkli B-galaktosidaz geni (S-gal 2, f-gal

3 ve f-gal 4) icin tasarlanan primerlerle elde edilen PCR iiriinleri (PrA: Primer_B.lich-
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B-gal2 PCR iiriinii, PrB: Primer_B.lich-B-gal3 PCR iiriinii, PrC: Primer_B.lich-f3-gal4
PCR iiriinii) agaroz jelden antildiktan sonra BamHI ve Pstl endoniikleaz enzimi ile
kesildi. BamHI enzimi genom iizerinde 5'-GGATCC-3' dizilerini taniyan ve yapiskan ug
olusturan restriksiyon endoniikleazidir. Pst/ endoniikleaz enzimi genom iizerinde 5'-
CTGCA/G-3' dizilerini tanir ve yapigkan ug¢ olusturur. Klonlama vektorii olarak
3.2.3.1.(2)’de ozellikleri belirtilen pUC18 plazmiti kullanild1 ancak bu plazmitte LacZ
geni cikarilmistir (pUC18AlacZ). Klonlama vektorii de BamHI ve Pstl endoniikleazlariyla
asagida belirtildigi gibi kesildi.

Bilesenler pUC18AlacZ PrA PrB PrC
Plazmit DNA (pUC18AlacZ) 4 uL - - -
PrA - 10uL - -
PrB - - 10 uL -
PrC - - - 10 uL.
NEB BSA (10X) 2 ul 3ul 3ulL 3uL
NEB Tamponu 3 (10X) 2 uL 3uL 3uL 3uL
Steril MQ su 8 uL 10 u. 10 uL 10 pL
BamHI enzim 2 uL 2uL 2uL 2uL
Pstl enzim 2 uL 2uL 2uL 2uL

Ornekler 37°C’de 1 gece inkiibe edildi ve inkiibasyon siiresi sonunda duble
kesilen PCR iiriinleri ve vektor DNA’s1 3.2.3.1.(3)’te belirtilen protokol ile yikandi. Bu
protokol hem DNA’y1 agaroz jelden arindirmak hem de enzimatik reaksiyonlardan
DNA’y1 kurtarmak i¢in kullanilir. Yikama isleminden sonra Ornekler agaroz jel
elektroforezine tabi tutularak kontrol edildi. Elde edilen duble kesilen ornekler ve vektor

DNA’s1 ligasyona asagida belirtilen sekilde tabi tutuldu.

Bilesenler pUC18AlacZ PrA PrB PrC
Plazmit DNA (kesilmis) 3uL 3uL 3puL 3uL
PrA (kesilmis f-gal 2 PCR iiriinii) - 14pL - -
PrB (kesilmis S-gal 3 PCR iiriinii) - - 14 uL -
PrC (kesilmis S-gal 4 PCR iiriinii) - - - 14 uL
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Ligasyon Tamponu (10X) 2 uL 2uL 2uL 2uL
Steril MQ su 14 uL - - -
T4 DNA ligaz 1 uL luL 1TuL T1uL

Hem self ligasyon hem de diger ligasyon ornekleri (PrA, PrB ve PrC) 15°C’de 1
gece ligasyon icin inkiibe edildi. Ligasyon siiresi sonunda ornekleri 65°C’de inaktive

etmek icin 15 dk inkiibe edildi ve asagida belirtildigi gibi transformasyona tabi tutuldu.

20 uL self ligasyon 6rnegi + 50 uL TOP 10 kompetent hiicre
20 pL ligasyon ornegi + SOuUL TOP 10 kompetent hiicre

|

30 dk buz uizerinde bekletildi.

|

45 sn 42°C’de Ependorf Heating Block’ta bekletildi.

|

2 dk buz tizerinde bekletildi.

|

250 ml S.0.C medium her 6rnege eklendi.

37°C’de 1 saat bekletildi.

|

Toplam 325 pL 6rneklerden (her ornek icin ayr1 ayri)

N

40 uL 185 uL )
37°C’de 1 gece inkiibasyon

-

1. petri 2. petri
LB+Amppo+X-gal+IPTG LB+Ampgo+X-gal+IPTG
_/
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3.2.3.3.(2) pUC18AlacZ [pUC18AlacZ+B-Galaktosidaz Geni (S-gal)]
Plazmitini Tasiyan E. coli Kolonilerinin Belirlenmesi

Transformasyonun kontrolii ve rekombinant E. coli kolonilerinin belirlenmesi
3.2.3.1(6)’da belirtildigi gibi gerceklestirildi. Mavi koloniler segilerek hem
LB+Ampgo+X-gal+IPTG iceren kati ortama hem de LB+Ampjq iceren sivi ortama
aktarildi ve 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. LB+Amp;qo ortaminda iiretilen kolonilerden
3.2.3.1(6)’da belirtildigi gibi mini-prep yontemi ile plazmit DNA izole edilerek BamHI

ve Pstl restriksiyon enzimleriyle kesildi.

Bilesenler Miktar
Mini prep ornekleri 2 uL
NEB BSA (10X) 1 uL
NEB Tamponu 3 (10X) 1 uL
Steril MQ su 4 uL
BamHI enzim 1 uL
Pstl enzim 1 uL

Mini prep ornekleri daha sonra 37°C’de 1 saat inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda

agaroz jel elektroforezine tabi tutularak kontrol edildi.

3.2.3.4. Rekombinant B. licheniformis KG9 f—Galaktosidazinin
Ekspresyonu

3.2.3.3.(2)’de belirtilen sekilde agaroz jel elektroforezine tabi tutularak kontrol
edilen ve uygun bantlarin elde edildigi koloniler master plaktan secilerek 100 ml’lik
erlen mayerlerde hazirlanan LB+Amp,o s1v1 ortama aktarild1 ve 37°C’de gece boyunca
inkiibe edildi. Uretilen kiiltiirlerden 1mL alinarak steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarild
ve lizerine %30’luk gliserol eklenerek stok hazirlandi. Daha sonra biitiin kiiltiirlere
IPTG (10 mM stok ¢ozeltiden) eklendi ve 20°C’de 20 saat daha iiretildi. Bu siire
sonunda kiiltiirlerden Fast Prep yontemiyle hiicre i¢i enzim elde edildi. Fast-Prep

yontemi agagida belirtilmistir.
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Kiiltiirlerden 8-10 mL alinarak 10°C’de, 4 000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi.

l

Elde edilen rekombinat hiicrelerin bulundugu pelet 0.5 mL 0,1 M sodyum fosfat (pH

7.6) tamponunda ¢oziindii.

l

0.5 mL cam boncuk (300 mm) mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak {izerine ¢6ziinen pelet

ilave edildi ve hiicreler lize edildi.

l

Fast Prep aletinde 5.5 V’ta 25 sn muamele edildi.

2 dk buz tizerinde bekletilip tekrar Fast-Prep aletine birakildi ve 14 000 rpm’de santrifiij

edilerek siipernatant steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

l

Pelet iizerine tekrar 0.5 mL 0.1 M sodyum fosfat eklendi ve yukaridaki islemler 3-4
defa tekrar edildi.

l

Elde edilen siipernatantlardan 3.2.1.1°de belirtildigi gibi B-galaktosidaz aktivitesi
belirlendi. Aktivite deneti hem oda 1si1sinda hem de 60°C’de gercgeklestirildi ve sonuglar

mikropleyt okuyucu ile okundu.

3.2.4. DNA Dizi Analizi

[zole edilen rekombinant plazmitler gen dizi analizleri i¢in GATC

(www.gatc.biotech.com) Sirketine (Almanya) génderildi.
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3.2.5. Biyoinformatik incelemeler

b-gal Gen dizilimleri CLC Workbench v 4.0 Software (CLC bio, Aarhus,
Denmark) NCBI (The National Center for Biotechnology Information) web sayfasinda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Blast programinda incelendi ve diger Bacillus

tiirlerine ait b-gal gen dizilimleriyle karsilastirilarak homoloji yakinliklar belirlendi.
3.2.6. B—Galaktosidaz Saflagtirilmasi

B. licheniformis KG9’a ait dogal ekstraseliiler B-galaktosidaz ve rekombinant E.

coli’ye ait B-galaktosidazi saflastirmak igin asagidaki asamalar uygulanmistir.

Bakterilerin kiiltiire alinmasi

B-galaktosidaz ekstraksiyonu
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon

Iyon-degisim kromatografisi

Jel gegirgenlilk kromatografisi

Afinite kromatografisi

!

Enzim iinitesinin hesaplanmasi ve tiim saflastirma asamalarinda enzim

spesifik aktivitesinin belirlenmesi
Elektroforetik analiz

Enzimin molekiiler agirliginin hesaplanmasi
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3.2.6.1. B.licheniformis KG9’a Ait Dogal Ekstraseliiler B-Galaktosidazin
Saflastirilmasi

3.2.6.1.(1) Bakterinin Kiiltiire Alinmasi ve Enzim Ekstraksiyonu

B. licheniformis KG9 bakterisi, 200 mL Luria Broth (LB) besi yerinde ( Bacto
Tripton 10 g/L, Bacto-Yeast Extract 5 g/, NaCl 10 g/L, pH 7.0), 55°C’de ve aerobik
sartlarda 120 rpm’de ¢alkalamali su banyosu kullanilarak 48 saat siireyle iiretildi. Bu
siire sonunda bakteri kiiltiirti 10 000 rpm’ de 15 dk sogutmali santrifiij kullanilarak
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant enzim kaynag olarak kullanildi ve 1 mL steril

mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak -20°C’ye birakildi.

3.2.6.1.(2) Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

B. licheniformis KG9’dan elde edilen enzim kaynagi son konsantrasyon %70
oraninda olacak sekilde amonyum siilfat azar azar eklenerek buz iceren kap icerisinde
magnetik karistiric1 kullanilarak ¢oktiirme gergeklestirildi. Coktiirme sonrasi olusan
karistm 10 000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi ve pelet iizerine 0.1 M pH 6.0 sodyum
fosfat tamponu (Ek 7) eklenerek pelet ¢oziindii. Coziinen pelet amonyum siilfattan
tamamen uzaklastirilmalidir. Bunun icin diyaliz islemi uygulandi. Diyaliz icin, diyaliz
tiipii yeterli uzunlukta kesilerek 1 mM EDTA (Ek 7) igceren ¢ozelti ile 10 dk kaynatildi,
daha sonra saf su ile yikanarak 10 dk saf su ile kaynatildi ve yumusatildi. Hazirlanan
diyaliz tiipti soguduktan sonra icerisine ¢oktiirme sonu elde edilen ¢ozelti birakilarak
sikica bagland1 ve diyaliz islemi pH 6.0 sodyum fosfat tamponuna kars1 1 gece +4°C’de
gerceklestirildi. Diyaliz sonunda final hacim olgiilerek ImL steril mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilarak -20°C’ye birakildi. Cozelti igerisindeki proteinleri daha fazla
konsantre etmek icin karistirmali ultrafiltrasyon sistemi kullanilarak azot gazi
yardimiyla konsantrasyon islemi gergeklestirildi. Ultrafiltrasyon sonundaki hacim

Olciilerek 1 mL steril mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak -20°C’ye birakildu.
3.2.6.1.(3) iyon-Degisim Kromatografisi

Iyon-degisim kromatografisi i¢cin DEAE-Seliiloz kolon dolgu maddesi kullanildi.
DEAE-seliiloz kolon dolgu maddesini hazirlamak i¢in; 5 gr DEAE- seliiloz tizerine 300
mL 0.1 M NaCl (Ek 7) ¢ozeltisi eklenerek 30 dk pH 13.0 oluncaya kadar yavas yavas
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karistirlldi. NaCl ¢ozeltisini uzaklastirmak ve dolgu maddesini yikamak i¢in pH 8.0
oluncaya kadar duble distile su ile yikama islemine devam edildi. Daha sonra 0.1 M
HCI (Ek 7) eklenerek 30 dk boyunca pH 1.0 oluncaya kadar yavas yavas karistirldi.
HCI ¢ozeltisini uzaklastirmak ve dolgu maddesini yikamak icin pH 3.0 oluncaya kadar
duble distile su ile yikama islemine devam edildi. Daha sonra 10X 0.1 M pH 8.0
sodyum fosfat tamponu (Ek 7) ile yikama islemine devam edildi. Kullanilacak olan
kolon 6nce saf su ile daha sonra da ultra saf su ile yikandi. Daha sonra da sodyum fosfat
tamponuyla yikandi. Sisirilen kolon dolgu maddesi karistirilarak 1.5 X 30 cm cam
kolona dikkatlice dolduruldu. Kolon dolgu maddesinin kolona tamamen c¢okmesi

beklendi ve daha sonra tampon ¢ozelti ile yikandi.
Ultrafiltrasyon ile elde edilen 6rnekten 2 mL DEAE-seliiloz kolona uygulandi.

Ne kadar siirede ne kadar tampon eklenecegi asagidaki formiil kullanilarak hesapland.

Kolon yar1 ¢ap1 X kolon uzunlugu X 3.114 = X mL.

Numune yiiklenen kolon, hesaplanan hacim kadar (140.13 mL) 6énce 0.1 M pH
6.0 sodyum fosfat tamponu ile peristaltik pompa yardimiyla akis hiz1 3 mL/dk olacak
sekilde ayarlanarak yikandi. Daha sonra 0.1-1 M NaCl (toplam 50 mL) ile lineer
gradiyent hazirlanarak sirayla akis hiz1 3 mL/dk olacak sekilde kolondan geg¢irildi. Daha
sonra tekrar 0.1 M pH 6.0 sodyum fosfat tamponu (Ek 7) (140.3 mL) ile yikandi. Tiim
yikama asamalarinda fraksiyon kollektorii yardimiyla fraksiyonlar toplandi. Toplanan
fraksiyonlar spektrofotometrede Ajgp’de protein miktar1 Olgiildii. Elde edilen
fraksiyonlarda p-galaktozidaz enzim aktivitesine bakildi. Toplanan fraksiyonlarda
enzim aktivitesi elde edilen fraksiyonlar birlestirilerek diyaliz ve ultrafiltrasyon
gerceklestirildi. Ultrafiltrasyon sonundaki hacim olgiilerek 1 mL steril mikrosantrifiij

tiipiine aktarilarak -20°C’ye birakildi.

3.2.6.1.(4) Jel Gecirgenlik Kromatografisi

Jel gecirgenlik kromatografisi icin Sephadex G-75 kolon dolgu maddesi
kullanildi. Sephadex G-75 kolon dolgu maddesini hazirlamak i¢in; 5 gr Sephadex G-75
tizerine 150 mL 0.1 M Tris-asetat pH 7.0 (Ek 7) tamponu eklenerek ¢oziildii ve kolon
dolgu maddesinin sigmesi i¢in yaklasik 2 saat bekletildi. Kullanilacak olan kolon 6nce

saf su ile daha sonra da ultra saf su ile yikandi. Daha sonra da sodyum fosfat
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tamponuyla yikandi. Sisirilen kolon dolgu maddesi karistirilarak 1.5 X 30 cm cam
kolona dikkatlice dolduruldu. Kolon dolgu maddesinin kolona tamamen c¢Okmesi

beklendi ve daha sonra tampon ¢ozelti ile yikandi.

Ultrafiltrasyon ile elde edilen ornekten 2.5 mL Sephadex G-75 kolona
uygulandi. Ne kadar siirede ne kadar tampon eklenecegi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi.
Kolon yar1 ¢ap1 X kolon uzunlugu X 3.114 = X mL

Numune yiiklenen kolon, hesaplanan hacim kadar (140.13 mL) 6nce 0.1 M pH
6.0 sodyum fosfat tamponu (Ek 7) ile peristaltik pompa yardimiyla akis hiz1 3 mL/dk
olacak sekilde ayarlanarak yikandi. Toplanan fraksiyonlar spektrofotometrede Ajgy’de
protein miktart olgiildii. Elde edilen fraksiyonlarda B-galaktozidaz enzim aktivitesine
bakildi. Toplanan fraksiyonlarda enzim aktivitesi elde edilen fraksiyonlar birlestirilerek
3.2.6.1.(2)°’de belirtildigi gibi diyaliz ve ultrafiltrasyon gerceklestirildi. Ultrafiltrasyon
sonundaki hacim Olgiilerek 1 mL steril mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak -20°C’ye

birakildi.
3.2.6.1.(5) Affinite Kromatografisi

Affinite  kromatografisi  i¢cin  p-aminobenzil-1-thio-B-D-galaktopiranosid
(PABTG-agaroz) kolon dolgu maddesi kullanildi. Ultrafiltrasyon ile elde edilen
ornekten 2 mL PABTG-agaroz kolonuna uygulandi. Ne kadar siirede ne kadar tampon

eklenecegi agsagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
Kolon yar1 ¢ap1 X kolon uzunlugu X 3.114 = X mL

Kolon, 50 mM pH 6.0 sodyum fosfat (32.6 mL) ile akis hiz1 0.2 mL/dk olacak
sekilde yikandi, 3 mL’lik fraksiyonlar toplandi. Daha sonra 0.1-1 M NaCl linear
gradiyenti olusturularak 0.2 mL/dk akis hiz1 ayarlanarak 3 mL’lik fraksiyonlar toplandi.
Kolondan 10 mM ve 100 mM sodyum borat tamponu (pH 6.0) (Ek 7) ile 1 mL/dk akis
hiziyla 1 mL’lik fraksiyonlar toplandi. Elde edilen fraksiyonlarda A,gp’de protein miktar
tayini yapilarak sonrasinda B-galaktozidaz aktivite tayini yapildi. Kolona tutunamayan
enzimce aktif fraksiyonlar birlestirilerek diyaliz edilerek ultrafiltrasyon ile konsantre

edildi.
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3.2.6.2. Rekombinant E. coli’ye Ait B-Galaktosidazin Saflastirilmasi
3.2.6.2.(1) Bakterinin Kiiltiire Alinmasi ve Enzim Ekstraksiyonu

Rekombinant koloniler master plaktan secilerek 900 mL LB+Ampgo S1v1 ortama
aktarildi ve 37°C’de gece boyunca inkiibe edildi. Uretilen kiiltiirlerden 1ml alinarak
steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve iizerine %30’luk gliserol eklenerek stok
hazirlandi. Daha sonra biitiin kiiltiirlere IPTG (10 mM stok ¢ozeltiden) eklendi ve
20°C’de 20 saat daha iiretildi. Bu siire sonunda kiiltiirlerden hiicre i¢i enzim elde etmek
icin kiiltiir 10 000 rpm’de 20 dk sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Elde edilen pelete
ultrasonikasyon yapilarak hiicreler pargcalandi ve sogutmali santrifiijde 10 000 rpm’de
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlardan [-galaktosidaz aktivitesi belirlendi.
Aktivite goOsteren siipernatant enzim kaynagi olarak kullanmildi ve 1 mL steril

mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak -20°C’ye birakildi.

3.2.6.2.(2) Rekombinant E. coli’ye Ait B-Galaktosidazin
Saflastirma Asamalari

Rekombinant E. coli’ye ait [B-galaktosidaz, 3.2.6.1.(2)’de amonyum siilfat
coktiirmesi ve diyaliz iglemi, 3.2.6.1.(3)’te iyon-degisim kromatografisi, 3.2.6.1.(4)’te jel
gecirgenlik kromatografisi ve 3.2.6.1.(5)’te belirtilen affinite kromatografisi yontemleri

kullanilarak saflastirildi.
3.2.6.3. Elektroforez

Yukarida belirtilen saflastirma adimlar1 uygulanan hem B. licheniformis KG9’ a
ait dogal ekstraseliiler [-galaktosidazin hem de rekombinant E. coli'ye ait -
galaktosidazin molekiiler agirligini ve enzimin aktivitesinin belirlenmesi i¢in dogal jel
elektroforezi yapildi ve iki farkli boyama (Commasie Brillant Blue ve 6-Bromo-2 naftil-

B-D-galaktopiranosid) islemi uygulandi.
3.2.6.3.(1) Jelin Hazirlamsi

Calismamizda %7 lik jel hazirlamak i¢in Ek 8’deki ¢ozeltiler kullanildi. Ayirma
jeli i¢in, 3.5 mL akrilamid / bis akrilamid, 3.75 mL 0.1 M Tris. HCI (pH 8.8 ), 7.75 mL
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saf su, 75 uL %10’luk APS (Amonyum persiilfat), 7.5 uL %10’luk SDS, 10 pL

TEMED buz icerisinde ve siirekli magnetik karistirict ile kanstirilarak hazirlandi.

Konsantrasyon jeli icin, 520 pL akrilamid/bis akrilamid, 1 mL 0.1 M Tris-HCl
(pH 6.8), 20 uL %10’1luk APS, 4 uL TEMED, 4 uL %10’luk SDS ve 2.44 mL saf sudan

olusan karisim hazirlandi. islemler buz icersinde ve karistirilarak yapildi.

Iki cam levha arasma 6 cm yiikseklikte ayirma jeli dokiildii, iizerine pastor
pipetiyle, su ile doyurulmus biitanol eklenerek hava ile temasi kesildi. Oda 1s1sinda 30-
60 dk polimerizasyon gerceklesti. Polimerizasyon gerceklestikten sonra biitanol distile
su ile yikandi. Kuyucuklarin olugmasi i¢in tarak yerlestirildi ve konsantrasyon jeli
dokiildii. Hava ile temasin1 kesmek igin, iizerine biitanol eklendi. Oda sicakliginda 30-

45 dk sonra polimerizasyon gozlendi.
3.2.6.3.(2) Elektroforez islemi

Elektroforez islemi i¢in Ek 7’de belirtilen ¢ozeltiler kullamlarak iki ayn jel
(%7°1ik) sistemi hazirlandi. Jellerden biri Commasie Brillant Blue boyama icin, digeri
de 6-Bromo-2 naftil- p-D-galaktopiranosid (BNG) boyama igin kullamldi. iki jel igin
Novex Sharp prestained protein karisimi (3.5-260 kDa) standart protein olarak
kullanildi. Standart proteinden 20 uL alindi ve {iizerine 15 pL izboya eklendi.
Saflagtirma sonucu elde edilen numunelerden jele yiikleme yapilirken esit
konsantrasyonda (0.3 mg) protein yiiklemesi yapildi. Bunun i¢in rekombinant E.
coli’ye ait ham oziitten 11.6 pL, ¢oktiirme ve diyaliz islemi sonucu elde edilen
¢ozeltiden 19 pL, iyon-degisim kromatografisi sonucu elde edilen numuneden 37 pL ve
jel-degisim kromatografisinden elde edilen numuneden 70 pL alinarak ayri ayrn
mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. B. licheniformis KG9’a ait ham 6ziitten 22.2 pL,
cOktiirme ve diyaliz islemi sonucu elde edilen c¢ozeltiden 35 pL, iyon-degisim
kromatografisi sonucu elde edilen numuneden 52.5 pL ve jel-degisim
kromatografisinden elde edilen numuneden 70uL alinip ayr1 ayrt mikrosantrifiij
tiiplerine konularak tiim numunelerin iizerine 15 pL iz boya eklendi. Elektroforez
yapilacagl zaman jelin iizerindeki su alindi. Ornekler kuyucuklara sirasiyla konuldu. 1
mm’lik jele 150 V (25 mA) akim verildi, yaklasik 2 saat sonra elektroforez islemi
tamamlandi. Camlar arasindaki jel ¢ikarildiktan sonra jellerden biri BNG boyama igin

%10 metanol iceren 0.1 M sodyum fosfat pH 6.0’da %0.025 BNG’de inkiibe edildi.
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Inkiibasyon 60°C’de 30 dk uygulandi. Inkiibasyondan sonra aktivite jeli, distile suya
%0.125’lik Diazo-blue B eklenerek hazirlanan ¢o6zelti ile 2-5 dk muamele edildi.
Enzimin varlig1 mor bir bandin olusmasiyla tespit edildi. Daha sonra jel %75’lik asetik
asit icinde fiske edildi ve durulandi. Diger jel ise 0.1 M sodyum fosfat (pH 6.0)
tamponunda 30 dk inkiibe edildi ve Commasie Brillant Blue ile 1 gece inkiibe edildikten
sonra destatin ¢ozeltisi ile boya ¢ikincaya kadar yikandi. Saflastirma islemleri sonunda

elde edilen proteinin molekiil agirlig1 standart proteinden faydalanilarak hesaplandi.

3.2.7. Enzim Karakterizasyonu
3.2.7.1. Optimum Sicakhk Tayini

B-Galaktosidaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisi hem saflastirma 6ncesi hem de
saflastirma adimlarindan sonra arastirilmustir. B. licheniformis KG9’a ait saflastirma
oncesi ve saflagtirma sonrasi elde edilen enzim aktivitesinin optimum sicakliini
belirlemek icin farkli sicakliklarda (30-90°C) 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.0)
icerisinde 60 mM ONPG substrati kullanilarak tespit edildi.

3.2.7.2. Optimum pH Tayini

B. licheniformis KG9’a ait hem saflastirma Oncesi hem de saflastirma
adimlarindan sonra elde edilen P-galaktosidaz aktivitesi iizerine pH’nin etkisini
arastirmak icin; farkli pH (4.0-10.0) degerlerinde hazirlanan 60 mM ONPG substrati

kullanilarak optimum sicaklikta enzim aktivitesi tespit edildi.

3.2.7.3. Substrat Ozgiinliigii

Substrat 6zgiinliigiinii  belirlemek icin yapay (ONPG) ve dogal (laktoz)
substratlar kullanilarak B-galaktosidaz enzim aktivitesi optimum pH’da ve sicaklikta
gerceklestirildi. ONPG konsantrasyonlar1 1-10 mM, laktoz konsantrasyonlart 1-200 mM
olacak sekilde 0.1 M sodyum fosfat (pH 6.0) tamponunda hazirlanarak enzim ile 10 dk
60°C’de inkiibe edildi. Reaksiyon 1 M Na,COs; ile durdurularak spektrofotometrede
aktivite olciildii. ONPG ve laktozun K, ve Vy.x degerleri Linewear-Burk esitligi

kullanilarak hesaplandi.
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3.2.7.4. Metal iyonlari ve EDTA ’nin Etkisi

Enzim, farkli konsantrasyondaki (1, 2.5, 5, 10, 25 mM) CoCl,, MgCl,, NiCl,,
CaCl,, MnCl,, HgCl,, AgCl,, FeCl, ve EDTA ile 15 dk 60°C’de oninkiibasyona
birakildi. Daha sonra 0.1 M sodyum fosfat (pH 6.0) tamponunda hazirlanan ONPG
substrat1 eklenerek 10 dk 60°C’de inkiibasyona birakildi. Reaksiyon 1 M Na,COs; ile
durduruldu. Olusan ortho-Nitrofenil iiriin miktar1 420 nm’de spektrofotometrik olarak

sleiildii.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bakteri, Plazmit ve Ureme Ortamlar:

Bu caligmada sicak su kaynagindan izole edilen termofilik B. licheniformis KG9
susu; [-galaktosidazinin stabil olmasi, bu enzimin bol miktarda iiretilmesi ve bu
bakterinin 16S rRNA dizi analizi karsilastinldiginda tiim genomu bilinen B.
licheniformis DSM13’e %99.9 oraninda benzerlik gostermesinden dolay1 (Sekil 4.1)

kullanilmustir.

Bacillus azotoformans ATCC 29788" (X60609)

Bacillus cereus IAM 12605" (D16266)

———————— Bacillus fastidiosus DSM 61" (X60615)

Bacillus litoralis KCTC 3989 (AY608605)

Baciilus cibi KCTC 38807 (AY550276)

Bacillus aquimaris KCCM 41589" (AF483626)

Bacillus marisflavi KCCM 41588 (AF483625)

———— Bacillus pumilus NCDO 1766" (X60637)

Bacillus licheniformis DSM 137 (x68416)

(IfBacillus sp KG9 DSM 18503 (ID 07-928)

Bacillus sonorensis NRRL B-23154" (AF302118)

— Bacillus atrophaeus JCM 9070" (AB021i81)

Bacillus subtilis DSM 10" (A1276351)

Bacillus subtilis ssp spizizenii NRRL B-23049" (AF074970)

Bacillus malacitensis CECT 5687 (AY603656)
Bacillus mojavensis DSM 92057 (AB021191)

— Bacillus velezensis BCRC 17467" (EF433407)

L~ Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350 (X60605}

L Bacillus vallismortis DSM 110317 (AB021198)

Bacillus circulans TAM 124627 (AB021191)

1%

Sekil 4.1. B. licheniformis KG9 un 16S rRNA genlerine gore ¢izilen diger Bacillus tiirleriyle
yakinligim gosteren filogenetik agac (Giil Giiven 2007)
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Calismamizda gen klonlamada kullanilacak uygun vektor olarak pUC18 plazmiti
secilmistir. pUC plazmiti E. coli lacZ geninin bir kismina baglanan pBR322’den
tiiretilmis bir replikasyon orjini, modifiye ampisilin diren¢ geni ve bir ¢ok klonlama

bolgesini iceren ¢ok yonlii bir plazmittir.

4.2. B-Galaktosidaz Enziminin Varhginin Tespiti

Sicak su kaynaklarindan izole edilen B. licheniformis KG9’un degisik
inkiibasyon siirelerinde (4-96 saat) LB ve LB+%]1 laktoz igeren ortamlarda ve 55°C’de
tretimi  yapilmistir. B-Galaktosidaz aktivitesini belirlemek icin ONPG testi
spektrofotometrik yontem ile belirlendi. 1 Unite B-galaktosidaz enzim aktivitesi, pH
6.0’da ve 60°C’de, dakikada 1 wmol o-nitrofenol olusumunu saglayan enzim miktari
olarak tanimlanmistir. 420 nm’de okunan absorbans degerlerini o-nitrofenol (iiriin)
konsantrasyonlarina doniistirmek amaciyla, ONPG icin elde edilen 4.376 mM™ cm™
degerindeki Ekstingin sabitinden (€) faydalamildi. Spesifik aktivite asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmstir.

A42() X SF
U= x 10°
€ X tgk
U : Unite enzim

Ao 1420 nm’deki absorbans

SF : Seyretme faktorii
£ : Ekstingin sabiti
tak . Enzim aktivitesi i¢in gegen inkiibasyon zamani

Daha sonra siipernatantin 1 mililitresindeki protein miktar1 Lowry metoduna

gore oOlciilerek

Spesifik aktivite= U/mg protein olarak hesaplandi.

Sekil 4.2.°de goriildiigii gibi 16. saatten itibaren laktoz varliginda ve laktoz

yoklugunda bakteri iiremesinde artis meydana gelmis ve 28. saatte maksimum degere
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ulagmig, 32. saatten sonra azalan bir egilim gostermistir. Elde edilen enzimin spesifik
aktivitesi laktoz varliginda ve laktoz bulunmayan LB ortaminda 24. saatten itibaren artig
gostermistir ve 48. saatte maksimum deger LB ortaminda 497.2 U/mg ve LB+%]1
laktoz ortaminda ise 494.4 U/mg olarak elde edilmistir (Sekil 4.2).

—a— Laktoz yoklugunda —s— Laktoz varhgmda
---a-- OD Laktoz yoklugunda ---m--- OD Laktoz varhginda

600 73,0

Spesifik Enzim
OD (600 nm)

Aktivitesi (U

4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 72 96

Zaman (saat)

Sekil 4.2. Zamana bagh B. licheniformis KG9’un iireme grafigi ve spesifik B-galaktosidaz aktivitesi
4.3. B. licheniformis KG9’dan Kromozomal DNA izolasyonu ve
RNA’dan Arindirilmasi

B.  licheniformis KG9’a ait kromozomal DNA izole edilerek RNA’dan
arindirildi.  DNA  konsantrasyonunu hesaplamak ve safliginin  kontrolii i¢in
spektrofotometrik yontem kullanildi. 260 nm ve 280 nm’de Kor ve DNA 6rneginin

absorbanslart ayr ayn olgiildii.

DNA saﬂ1g1= A(260)/A(280)

formiiliilyle hesapland1 (Hesaplanan oran 1.8 ve iistii ise saf DNA elde edildigini

gostermektedir).

DNA konsantrasyonu 50xA 260x100
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formiilityle ng/uL olarak hesaplandi (eger konsantrasyon >500 ng/pL ise kromozomal

DNA’nin yeterince ¢oziinmedigini gostermektedir).

SAMP : REF :
+8.58A :

B.188
e
-@.01A ; j : : o
200 .8 20 .8CNM/DIV. ) Ie@ .0
9:38 6-82 '18 [(Ze@.@nNn___ @.8144]

Sekil 4.3. Kromozomal DNA’nin miktar1 ve safliginin spektrofotometrik 6l¢iimii

Sekil 4.3’de B. licheniformis KG9’a ait izole edilen kromozomal DNA’nin
spektrofotometrik sonuclari goriilmektedir. Yukarida belirtilen formiiller yardimiyla
izole edilen kromozomal DNA’nin konsantrasyonu 1.88 pg/uL ve safliginin da 1,96
oldugu belirlendi. Hesaplanan oran 1.8 pg/uL iistii oldugundan saf DNA elde edildigini

ve izole edilen DNA’nin klonlama calismalarinda kullanilabilecegini gostermektedir.

4.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

B. licheniformis KG9’a ait izole edilen kromozomal DNA’sinin safliginin

kontrolii i¢in %1 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek analiz edildi.

Sekil 4.4b’de goriildiigii gibi M ile belirtilen kuyucukta Sekil 4.4a’da belirtilen
standart DNA markirnn (M) kullamilmistir. 1 ve 2 ile gosterilen kuyucuklarda B.
licheniformis KG9’a ait izole edilen kromozomal DNA’nin kullanilan standart DNA
markirina gore 10 kb’dan biiyiik ve miktarinin 50 ng’dan biiyiik oldugu goriilmektedir.
Ayrica DNA’nin tek bant halinde goriilmesinden dolayr saf oldugu, RNA’dan
arindirilmis oldugu ve boylelikle de klonlama ¢alismalarinda kullanima uygun oldugu

belirlenmistir.
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DNA Mass
Kilobases  (ng)
— 100 40
—aan 40
—60 48
—50 40
—4.0 2z
—320 120
—zan 40
10 kb
— 1.5 57 8 kb
6kb
—1z 45 5 kb
—1.0 122 4 kb
—n9 24 3 kb
—n.s 31
— 0.7 2 2 Lkh
— 0B 3
—05 124 1.5kh
— 04 49 1.2Lkh
1khb
—na a7
—nz az 0.5 kb
—01 61
Sekil 4.4a. Agaroz jel elektroforezinde Sekil 4.4b. Agaroz jel elektroforezinde kromozomal
kullanilan standart DNA markir (New DNA’nin safliginin kontroli
England Biolabs) 1 ve 2: B. licheniformis KG9’a ait kromozomal DNA

4.4. B. licheniformis KG9 Bakterisine ait B-Galaktosidaz Geninin
(B-gal) E. coli’ye Aktarilmasi

B. licheniformis KG9 bakterisine ait [3-galaktosidaz geninin (f-gal) E.coli’ye

aktarilmasi icin iki farkli yontem kullanildi.

Bunlar:
1. Fonksiyona dayali gen izolasyonu,

2. Sekansa dayali gen izolasyonudur.
4.4.1. Fonksiyona Dayali Gen izolasyonu

B. licheniformis KG9’dan elde edilen kromozomal DNA ve klonlamada
kullanilacak vektor (pUC18) DNA’s1 restriksiyon enzimleri ile kismi olarak kesildi ve
klonlama gergeklestirildi.
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4.4.1.1. Kromozomal DNA’nmin Restriksiyon Enzimleriyle Kismi Olarak
Kesilmesi

B. licheniformis KG9’dan izole edilen, miktar1 ve safligi kontrol edilen
kromozomal DNA, Sau3A restriksiyon enzimi ile kismi olarak kesildi ve agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiildi. Jel UV altinda transliiminatdrde goriintiilendi.

Sekil 4.5. DNA’nin kismi olarak kesilmesi
M: DNA markiri,
1,2, 3, 4, 5: Sau3A restriksiyon enzimi ile kismi olarak kesilen kromozomal DNA

Sekil 4.5°te 1, 2, 3, 4, 5 nolu kuyucuklarda agaroz jel elektroforezi sonucunda
Sau3A restriksiyon enzimi ile kismi olarak kesilen 10 pg DNA fragmentlerinin
kullanilan Sau3A restriksiyon enziminin miktar1 azaldikca (1. kuyucukta N, 2.
kuyucukta N/3, 3. kuyucukta N/9, 4. kuyucukta N/27 ve 5.kuyucukta N/54) 1.
kuyucuktan 5. kuyucuga kadar artan DNA konsantrasyona bagl olarak yogunlastiklari
goriilmektedir ve kullanilan markira gore 2kb ile 10 kb arasindaki DNA fragmentleri

kesilerek jelden arindirilmistir.
4.4.1.2. pUC18 Klonlama Vektoriiniin Ligasyona Hazirlanmasi

E. coli"den, pUCI8 plazmit DNA’s1 klonlama i¢in kullanmilmistir. pUC18

plazmit DNA’s1 BamHI endoniikleaz enzimi ile kesilerek diiz zincir (dogrusal) haline
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getirilmistir. Reaksiyon sonucunda elde edilen 6rneklerin 5 pl.’si alinarak DNA markirt

ile %1 v/v’lik agaroz jelde incelendi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. pUC18 plazmit DNA’sinin BamHI endoniikleaz enzimi ile kesilmesi
M: DNA markiri, 1: restriksiyon enzimi ile kesilmeyen pUC18 plazmit DNA
2, 3, 4, 5: BamHI restriksiyon enzimi ile kismi olarak kesilen pUC18 plazmit DNA

Sekil 4.6’da pUCI18 plazmit DNA’simin BamHI endoniikleaz enzimi kesilen lineer
vektor bandinin 2 kb’dan biiyiik oldugu ve tek bant halinde oldugu belirlendi. 1 nolu
kuyucukta gorillen bant BamHI endoniikleaz enzimi ile kesilmeyen 2.6 kb
biiytikliigiindeki plazmit DNA’ya, 2, 3, 4, 5 nolu kuyucuklarda goriilen bantlar ise
BamHI endoniikleaz enzimi kesilen lineer plazmit DNA’ya ait bantlardir. Vektor
DNA’st jel kesilerek jelden arindirildi. 2-10 kb bilyiikliigiinde olan ve Sau3A
restriksiyon enzimi ile kismi olarak kesilen kromozomal DNA fragmentleri ile BamHI
endoniikleaz enzimi kesilen vektoriiniin ligasyonu yapildi. Ligasyon karistmindan alinarak

E.coli TOP 10 kompetent bakterisine transfer edildi.

4.4.1.3. pUC18 +B-Galaktosidaz Geninin (£gal) Plazmitini Tasiyan

E. coli Kolonilerinin Belirlenmesi
Transformasyon tiiplindeki sivilarin tamami S.O.C sivi besi yerlerine
bosaltilarak 37°C’de 1 saat siireyle {iretildi. Bir saat sonra bakteriler alinarak

LB/Amp;oy/ X-gal/ IPTG petrilerine steril cam ¢ubukla yayma yontemiyle ekildi ve
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plaklar 37°C’de 1 gece iliremeye birakildi. Ertesi giin transformasyon plaklarinda
rekombinant (geni almis olan) ve non-rekombinant (geni almadan kapanmis olan)

plazmit DNA’lar ile transforme olmus olan bakterilerin iiredigi belirlendi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. pUC18 +B-galaktosidaz genini (f-gal) tasiyan E. coli kolonilerinin belirlenmesi

Sekil 4.7°te goriildigii gibi hem rekombinant hem de non-rekombinant
bakterilerde ampisilin diren¢ geni (B-laktamazi kodlar) saglam oldugundan koloni
olusturmuslardir. Rekombinant bakterilerde [-galaktosidaz geni pUCI18 plazmiti
iizerindeki LacZ geni igerisinde bulunan ¢oklu klonlama bolgesine (MCS) takildigi icin
LacZ geni inaktive olacaktir. Dolayisiyla rekombinant bakteriler ortamdaki X-gal’
parcalayamadigindan koloniler beyaz renkli olarak gelismistir. Diger taraftan
rekombinant olmayan plazmitleri alan rekombinant bakterilerin LacZ geni saglam
oldugundan besi yerindeki X-gal’1 kullanarak koloniler mavi olarak gelismistir. Beyaz
renkli koloniler steril kiirdan yardimiyla secilerek 10 mL LB/Amp;qo besi yeri bulunan
Kmax tiiplerine aktarildi ve 37°C’de g¢alkalamali olarak 1 gece iiretildi ve plazmit

izolasyonu gerceklestirildi.

Plazmit DNA miktar1 Nano-Drop ile olgiilerek (Sekil 4.8) agaroz jelde safligi
test edildi (Sekil 4.9).
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Measurement 23-06-2010 11:36 -
complete i :

Fatma
Plaswid DA

Sekil 4.8. Plazmit DNA miktarinin ve safliginin Nano-Drop sonucu

Sekil 4.8’de goriilen grafikte elde edilen plazmit DNA’nin 4.3’te belirtilen
formiiller kullanilarak miktarinin 198.0 ng/uL ve safliginin 1.86 oldugu belirlendi.

Sekil 4.9. Plazmit DNA’nin safliginin agaroz jelde kontrolii

M: DNA markari, 1: Bos kuyucuk 2:Beyaz renkli kolonilere ait plazmit DNA
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Sekil 4.9°da elde edilen plazmit DNA’nin agaroz jelde saflig1 test edildi. Beyaz
renkli kolonilere ait plazmit DNA’da, B-galaktosidaz geni pUCI18 plazmiti iizerindeki
LacZ geni igerisinde bulunan ¢oklu klonlama bolgesine (MCS) takildig i¢in agaroz
jeldeki bant 3 kb’dan biiyiik goriilmektedir. Elde edilen ornekler dizi analizi i¢in

GATC’ye (www. gatc.biotech.com) gonderildi.

4.4.2. Sekansa Dayali Gen izolasyonu

B. licheniformis’e ait -galaktosidaz geni CLC Workbench v. 4.0 Software
(CLC bio, Aarhus, Denmark) ve NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) programi ile
analiz edildi (Sekil 4.10). B. licheniformis’e ait B-galaktosidaz geninin baz dizileri
incelenerek putatif f-gal 1, f-gal 2, f-gal 3, f-gal 4, genlerinin amplifikasyonu i¢in
uygun primer bolgeleri lac promotdr bolgelerinin niikleotid sekanslart PhanTran ve ark.
(1998)’'na gore belirlendi. Kiit u¢ klonlamanin yapilabilmesinin ve PCR iiriiniiniin
vektorlere ligasyonunu kolaylastirmak icin yapiskan ug¢ agiga cikacak sekilde tasarlanan
primerlerin ucuna BamHI (5-GGATCC-3") ve karsit yonde tasarlanan primerlerin

ucuna Pstl endoniikleazina ait tanima dizileri (5-CTGCAG-3") ilave edildi.

Tasarlanan primerlerin ug¢larina ilave edilen endoniikleazlar, vektor DNA’lar
tizerindeki ¢coklu klonlama bolgesinde (MCS) kesim yapan enzimlerden olmalar ve gen

bolgesi igerisinde tanima bolgesine sahip olmamasi gbz dniinde bulundurularak secildi.
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Sekil 4.10. B. licheniformis’e ait putatif f-galaktosidaz gen sekanslar1 (f-gal 1, f-gal 2, f-gal 3, f-gal 4)
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4.4.2.1. B-Galaktosidaz Geninin (f-gal) PCR ile Amplifikasyonu

B. licheniformis KG9 un kromozomal DNA’s1 iizerinde bulunan 4 farkli putatif [3-
galaktosidaz geni (f-gal 1, p-gal 2, p-gal 3, f-gal 4) PCR ile amplifiye edilerek
pUC18AlacZ klonlama vektorii ile ligasyona tabi tutuldu. pUC18AlacZ klonlama vektorii,
pUCI18 plazmit DNA’sinin lacZ geninin ¢ikarilmasiyla elde edilmistir. Boylelikle (-
galaktosidaz geninin (f-gal) PCR iiriinlerinin vektdre aktarilip aktarilmadiginin kontrolii

kolaylagmaktadir.

4.4.2.1.1. B-Galaktosidaz Geninin ($gal) Amplifikasyonu i¢in
Primer Dizaym

B. licheniformis KG9’a ait -galaktosidaz geninin baz dizileri incelenerek f-gal
1, p-gal 2, p-gal 3, B-gal 4 genlerinin amplifikasyonu icin uygun primer bolgeleri
belirlendi. PCR islemi sonunda PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. -
gal 1’e ait belirlenen PCR fiiriinii sonucglarinda pUC18AlacZ klonlama vektoriine
aktarilmadigi tespit edildi. Sekansa dayali yontemde f-gal 2 (PrA), f-gal 3 (PrB), f-gal 4
(PrC)’e ait PCR iiriinii sonu¢larinda pUC18AlacZ klonlama vektoriine aktarildigi tespit

edildi ve sekansa dayali yonteme PrA, PrB ve PrC ile devam edildi.

10 kb
3 kb
2 kb
1kb
0.5 kb

Sekil 4.11a. S-gal 2 PCR iiriinii
M: DNA markir1 PrA: f-gal 2 PCR iiriinii 1-10 nolu kuyucuklar: PCR iiriinleri
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10 kb
3 kb
2 kb
1kb

0.5 kb

Sekil 4.11b. f-gal 3 PCR iiriinii
M: DNA markir1 PrB: S-gal 3 PCR iiriinii 1-8 nolu kuyucuklar: PCR iiriinleri

10 kb
3kb
2 kb
1kb

0.5 kb

Sekil 4.11c. -gal 4 PCR iiriinii

M: DNA markirt PrB: S-gal 4 PCR iiriinii 1-10 nolu kuyucuklar: PCR iiriinleri

Sekil 4.11a, Sekil 4.11b ve Sekil 4.11c’de PrA, PrB ve PrC’ye ait agaroz jel
elektroforezinde goriintillenen PCR iiriinleri goriilmektedir. 2 kb uzunlugundaki PCR
iiriinleri jelden kesilerek QIAGEN jel ekstraksiyon kiti kullanilarak jelden aritildi ve 1

UL alinarak jelden aritma islemi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
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10 kb
3kb
2kb
1kb

0.5 kb

Sekil 4.12a. PrA ve PrC’nin PCR iiriinlerinin agaroz jelde kontroli
M: DNA markirt
1,2 ve 3: PrA PCR iiriinii, 4 ve 5: PrC PCR iiriinii

10 kb
3kb
2kb
1kb

0.5 kb

Sekil 4.12b. PrB PCR iiriiniiniin agaroz jelde kontrolii
A: DNA markir1 1: PrB PCR fiiriinii

Sekil 4.12a ve b’de PrA, PrB ve PrC’ye ait PCR iiriinlerinin jelden iyi bir sekilde
arindirildigr ve 2kb uzunlugunda oldugu goriilmektedir. Jelden aritilan PCR {iriinleri

BamHI ve Pstl endoniikleaz enzimleri ile kesildi.
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4.4.2.1.2. B-Galaktosidaz geninin ($-gal) E. coli’ye Aktarilmasi

Uc farkli B-galaktosidaz geni (S-gal 2, fB-gal 3 ve fB-gal 4) icin tasarlanan
primerlerle elde edilen PCR iiriinleri (PrA: Primer_B.lich-B-gal2 PCR iiriinii, PrB:
Primer_B.lich-3-gal3 PCR iiriinii, PrC: Primer_B.lich-f3-gal4 PCR iiriinii) agaroz jelden
aritildiktan sonra BamHI ve Pstl endoniikleaz enzimi ile kesildi. Klonlama vektorii olarak
pUCI18AlacZ kullanildi ve vektor DNA’s1 da BamHI ve Pstl endoniikleazlariyla kesildi.
Elde edilen duble kesilen 6rnekler ve vektor DNA’s1 ligasyona tabi tutuldu. Hem self
ligasyon hem de diger ligasyon ornekleri (PrA, PrB ve PrC) transformasyona tabi

tutuldu.
4.4.2.1.3. pUC18AlacZ [pUC18AlacZ+B-Galaktosidaz Geni (S-gal)]

Plazmitini Tasiyan E. coli Kolonilerinin Belirlenmesi

Transformasyonun kontrolii ve rekombinant E. coli kolonileri belirlendi. Mavi
renkte bulunan koloniler (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15) LacZ bolgesi aktif
oldugundan B-galaktosidaz sentezleyen koloniler olarak belirlendi. Beyaz kolonilerde

LacZ bolgesi inaktif oldugundan herhangi bir gen aktarilmadigini gostermektedir (Sekil
4.16).

Sekil 4.13. LB+Amp;g+X-gal+IPTG igeren ortamda gelisen PrA: Primer_B.lich-B-gal2

rekombinant koloniler
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Sekil 4.14. LB+Amp;p+X-gal+IPTG igeren ortamda gelisen PrB: Primer_B.lich-B-gal3

rekombinant koloniler

Sekil 4.15. LB+Amp;p+X-gal+IPTG igeren ortamda gelisen PrC: Primer_B.lich-B-gal4

rekombinant koloniler
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Sekil 4.16. LB+Amp;o+X-gal+IPTG iceren ortamda gelisen self-ligasyon koloniler

LB+Amp;go ortaminda iiretilen rekombinant kolonilerden mini prep yontemi ile plazmit

DNA izole edilerek agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

10 kb _ | yi i

3kb
2kb

1kb

0.5 kb §

Sekil 4.17. Mini prep ile izole edilen rekombinant bakterilerin plazmit DNA’lar1
M: DNA markir1

Sekil 4.17°de agaroz jel elektroforeziyle goriintiilenen plazmit DNA sonuclarina
gore; 1, 2 ve 3 nolu kuyucuklar Sekil 4.13’te verilen PrA’ya ait 1, 2, ve 9 numaral
bolmelerden secilen mavi renkli kolonilere ait mini prep ile izole edilen plazmit DNA

bantlarin1 gostermektedir. 4, 5 ve 6 nolu kuyucuklar Sekil 4.14’te verilen PrB’ya ait 1,

&9



4. ARASTIRMA BULGULARI

5, ve 7 numarali bolmelerden secilen mavi renkli kolonilere ait mini prep ile izole edilen
plazmit DNA bantlarin1 gostermektedir. 7, 8 ve 9 nolu kuyucuklar Sekil 4.15’te verilen
PrC’ya ait 4, 5, ve 8 numarali bolmelerden secilen mavi renkli kolonilere ait mini prep
ile izole edilen plazmit DNA bantlarim1 gostermektedir. 10 nolu kuyucuk ise Sekil
4.16’da verilen self-ligasyona ait beyaz renkli kolonilere ait mini prep ile izole edilen
plazmit DNA bandim1 gostermektedir. 1, 2, 6, 7 ve 8 nolu bantlarda 2 ve 3 kb
uzunlugunda ikinci bir bant goriilmektedir. Bu da restriksiyon enzimleriyle kesilen
plazmit DNA’ya aktarmak istedigimiz PCR iriinlerinin entegre oldugunu
gostermektedir. Bu bantlar1 veren koloniler enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢cin master

plaktan secildi.
4.5. Rekombinant f—Galaktosidaz Ekspresyonu

Agaroz jel elektroforezine tabi tutularak kontrol edilen ve uygun bantlarin elde
edildigi koloniler master plaktan segilerek LB+Ampo s1v1 ortama aktarildi ve 37°C’de
inkiibe edildi. Daha sonra biitiin kiiltiirlere IPTG (10 mM stok soliisyondan) eklendi ve
20°C’de 20 saat daha iiretildi. Bu siire sonunda kiiltiirlerden Fast Prep yontemiyle hiicre

ici enzim elde edildi ve B-galaktosidaz aktivitesine bakildi.

Sekil 4.18. Rekombinant f—Galaktosidazin Ekspresyonu
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Sekil 4.18’de goriildiigii gibi B-galaktosidaz geni (B-gal 2, p-gal 3 ve [-gal 4)
icin tasarlanan primerlerle elde edilen PCR iiriinlerinin (PrA: Primer B.lich-f-gal2 PCR
tirtinii, PrB: Primer_B.lich-B-gal3 PCR iiriinii, PrC: Primer_B.lich-B-gal4 PCR iiriinii)
E.coli’ye aktarildigt ve hem 37°C hem de 60°C’de yapilan enzim deneyleri sonunda
60°C’de daha koyu sar1 rengin elde edilmesiyle ve mikropleyt okuyucuda elde edilen
sonuglarla B-galaktosidaz enziminin daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu
sonuclar termofilik B.licheniformis KG9’a ait ve termostabil 3-galaktosidaz sentezinden
sorumlu {i¢ yeni putatif genin E.coli’ye basarili bir sekilde aktarildigini ve bu genlerin

E.coli’de termostabil 3-galaktosidaz sentezini sagladigini gostermektedir.
4.6. Biyoinformatik incelemeler

4.6.1. B. licheniformis KG9’un S-gal Kiitiiphanesinin incelenmesi

B. licheniformis KG9’dan fonksiyona ve sekansa dayali metodlarla izole edilen
dort farkli putative B-galaktosidaz geninin, gen kiitiiphanesinde bulunan diger Gram
pozitif Bacillus tiirlerinin genlerine benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. En yakin
homolojilerin: f-gal I % 42.9 B. cereus’tan tanimlanan b-gal’a (Sekil 4.19a); f-gal 11 %
68.3 B. circulans’tan tanimlanan b-gal’a (Sekil 4.19b); p-gal 111 % 68.8 B. subtilis’ten
tanimlanan b-gal’a (Sekil 4.19¢c); f-gal VI % 76.7 B. subtilis’ten tamimlanan b-gal’a
(Sekil 4.19d) yakinlik gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.19a. B-galaktosidaz 1 geninin niikleotid sekanslarinin diger bakterilerde karsilagtirilmasi
7ZP_04209764: Bacillus cereus

ZP_01169142: Bacillus sp. NRRL B-14911

EEMS85724: Bacillus thuringiensis serovar huazhongensis BGSC 4BD1

ABS22611: Bacillus cytotoxicus NVH 391-98
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Sekil 4.19b. 3-galaktosidaz 2 geninin niikleotid sekanslarinin diger bakterilerde karsilastirilmasi

AAA22260: Bacillus circulans

ACX63135: Geobacillus sp. Y412MC10

ABX31553: Petrotoga mobilis SJ95

7ZP_06363696: Bacillus cellulosilyticus DSM 2522
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Sekil 4.19¢c. B-galaktosidaz 3 geninin niikleotid sekanslarinin diger bakterilerde karsilastiriimasi
NP_388589: Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168
ZP_03951450: Lactobacillus gasseri JV-V03

BAI84227: Bacillus subtilis subsp. natto BEST195 AAC24217: Thermotoga neapolitana
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Sekil 4.19d. B-galaktosidaz 4 geninin niikleotid sekanslarinin diger bakterilerde karsilastirilmast
BAI87020: Bacillus subtilis subsp. natto BEST195

ZP_035093211: Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168

BABO5741: Bacillus halodurans C-125 ACBG61110: Exiguobacterium sibiricum 255-15
ABR33414: Clostridium beijerinckii NCIMB 8052

ZP_04526675: Clostridium butyricum E4 str. BONT E BL5262
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4.7. B. licheniformis KG9’a ait Dogal Ekstraseliiler B-Galaktosidaz ve
Rekombinant E. coli’ye ait B-Galaktosidazin Saflastirilmasi
4.7.1. iyon-Degisim Kromatografisi
B. licheniformis KG9’a ait dogal ekstraseliiler B-galaktosidaz ve rekombinant E.
coli’ye ait P-galaktosidazin DEAE-seliiloz iyon-degisim kromatografisiyle toplanan

fraksiyonlar ve Ajso’de protein miktar ile Aspp’de elde edilen enzim aktivite sonuglar

asagidaki grafiklerde gosterilmektedir.

DEAE (B.licheniformis KG9)

A (280 nm)

1 4 7 101316 1922 2528 31 34 37 40 43 46 49 52 55
Fraksiyonlar

Sekil 4.20. B. licheniformis KG9’un DEAE-seliiloz iyon-degisim kromatografisi ile elde edilen
fraksiyonlar

Sekil 4.20°deki grafikte goriildiigii gibi B. licheniformis KG9’a ait dogal
ekstraseliiler [-galaktosidazin DEAE-seliilloz kullanilarak yapilan iyon degisim
kromatografisinde mavi c¢izgi ile gosterilen degerler Ajg’de elde edilen protein
miktarim, kirmizi  renkle gosterilen degerler Agpy’deki enzim  aktivitesini
gostermektedir. 19. fraksiyon tiipii ile 50. fraksiyon tiipii arasinda proteinlerin
fraksiyonlara diistiigii goriilmektedir. Bu fraksiyon tiiplerinde [-galaktosidaz aktivitesi
olciildii ve en yiiksek enzim aktiviteleri 29. ve 34. fraksiyonlarda elde edildi ve bu
fraksiyonlar bir sonraki saflastirma adimi igin birlestirildi ve diyaliz edilerek

ultrafiltrasyon yapildi.
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DEAE (E.coli)
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Fraksiyonlar

A (420 nm)

Sekil 4.21. E.coli’nin DEAE-seliiloz iyon-degisim kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar

Sekil 4.21°deki grafikte goriildiigii gibi rekombinant E. coli’ye ait -
galaktosidazin DEAE-seliiloz iyon-degisim kromatografisiyle Ajgsp’de toplanan
fraksiyonlar 7. fraksiyon tiipii ile 47. fraksiyon tiipii arasinda toplanmistir. Bu
fraksiyonlarda A4p¢’de elde edilen enzim aktivitesi 25. ve 31. fraksiyon tiiplerinde elde
edilmistir. Bu fraksiyonlar bir sonraki saflagtirma adimi i¢in birlestirildi ve diyaliz

edilerek ultrafiltrasyon yapildi.
4.7.2. Jel Gecirgenlik Kromatografisi

Asagidaki grafiklerde B. licheniformis KG9’a ait dogal ekstraseliiler [3-
galaktosidaz ve rekombinant E. coli’ye ait B-galaktosidazin Sephadex G-75 jel
gecirgenlik kromatografisiyle toplanan fraksiyonlar ve Ajgp’de protein miktar1 ile

Ayyo’de elde edilen enzim aktivite sonuglart gosterilmektedir.
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Sephadex G-75 (B.licheniformis KG9)

1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49
Fraksiyonlar

Sekil 4.22. B. licheniformis KG9’un Sephadex G-75 jel gecirgenlik kromatografisi ile elde edilen

fraksiyonlar

Sekil 4.22°deki grafikte goriildiigii gibi B. licheniformis KG9’a ait dogal
ekstraseliiler PB-galaktosidazin Sephadex G-75 kullanilarak yapilan jel gecirgenlik
kromatografisinde mavi c¢izgi ile gosterilen degerler Ajgp’de elde edilen protein
miktarini, kirmizi renkle gosterilen degerler Agp’deki enzim  aktivitesini
gostermektedir. 9. fraksiyon tiipii ile 32. fraksiyon tiipii arasinda proteinlerin
fraksiyonlara diistiigii goriilmektedir. Bu fraksiyon tiiplerinde B-galaktosidaz aktivitesi
Olciildii ve en yiiksek enzim aktiviteleri 16. ve 26. fraksiyonlarda elde edildi ve bu
fraksiyonlar bir sonraki saflastirma adimi icin birlestirildi ve diyalizlenerek

ultrafiltrasyon yapildi.

Sekil 4.23’deki grafikte goriildiigii gibi rekombinant E. coli’ye ait B-
galaktosidazin Sephadex G-75 kullamilarak yapilan jel gecirgenlik kromatografisiyle
Ajgo’de toplanan fraksiyonlar 7. fraksiyon tiipii ile 49. fraksiyon tiipii arasinda
toplanmistir. Bu fraksiyonlarda Agy’de elde edilen enzim aktivitesi 17. ve 21.
fraksiyon tiiplerinde elde edilmistir. Bu fraksiyonlar bir sonraki saflastirma adimi igin

birlestirildi ve diyalizlenerek ultrafiltrasyon yapildi.
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Sephadex G-75 (E.coli)
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Sekil 4.23. E.coli’nin Sephadex G-75 jel gegirgenlik kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar

4.7.3. Affinite Kromatografisi

Affinite kromatografisinde 10 mM ve 100 mM sodyum borat tamponu ile
yikanan kolondan 1 mL/dk akis hiziyla 1 mL’lik fraksiyonlar toplandi. Elde edilen
fraksiyonlarda Ajgy’de protein miktar tayini yapilarak sonrasinda -galaktosidaz aktivite

tayini yapildi. Fakat bu fraksiyonlarda 6nemli 6l¢iide enzim aktivitesi elde edilemedi.

B. licheniformis KG9’a ait dogal ekstraseliiler 3-galaktosidaz ve rekombinant E.
coli'ye ait [-galaktosidazinin  %70’lik doygunluk seviyelerinde olacak sekilde
amonyum siilfat [(NH4)2SO4], iyon degisim kromatografisi (DEAE-seliiloz) ve jel
gecirgenlik kromatografisi (Sephadex G-75) kromatografik yontemleriyle saflastirma
islemlerinin sonunda her saflagtirma adiminda toplanan fraksiyonlardan hem protein

miktar1 hem de enzim aktivitesi Ol¢iilerek saflastirma katsayis1 ve % verim hesaplandi.
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Cizelge 4.1. B. licheniformis KG9’a ait saflagtirma basamaklari

Saflastirma Total Total Spesifik Saflastirma | Verim (%)
Basamaklari Protein Aktivite Aktivite Katsayisi

mg/mL U/mg
Ham 6ziit (Crude extract) | 32.3 4223 130.3 1 100
Amonyum stilfat | 4.7 4100 869.1 6.6 97
coktiirmesi ve Diyaliz
DEAE-Seliiloz 2.9 3591 1230.3 9.4 85

B. licheniformis KG9’un ekstraseliiler B-galaktosidaz enziminin saflastirma
adimlarinda elde edilen sonuclar Cizelge 4.1.’de goriilmektedir. Cizelge 4.1.’e gore

enzim 9.4 kat saflastirilmis ve enzimin verimi %85 olarak belirlenmistir.

E.coli’nin ekstraseliiler B-galaktosidaz enziminin saflagtirma adimlarinda elde
edilen sonuclar Cizelge 4.2.’de goriilmektedir. Cizelge 4.2.’ye gore enzim 2.46 kat

saflastirilmis ve enzimin verimi %7 olarak belirlendi.

Cizelge 4.2. E. coli’ye ait saflastirma basamaklari

Saflastirma Total Total Spesifik Saflastirma | Verim
Basamaklar Protein AKktivite AKktivite Katsayisi (%)
mg/mL (U/mg)

Ham 6ziit (Crude extract) 59.6 1074 18 1 100

Amonyum siilfat

coktiarmesi ve Diyaliz 9.91 383 38.6 2.14 37.4

DEAE-Seliiloz 1.60 71 44.3 2.46 7.0
4.7.4. Elektroforez

B. licheniformis KG9’a ait dogal ekstraseliiler B-galaktosidaz ve rekombinant E.
coli'ye ait [-galaktosidazinin amonyum siilfat [(N4)2SO4], iyon degisim
kromatografisi (DEAE-seliilloz) ve jel gecirgenlik kromatografisi (Sephadex G-75)
kromatografik yontemleriyle saflastirma islemlerinin sonunda elde edilen Grneklerin
molekill agirligi non-denatiire PAGE ile belirlendi. Sekil 4.24’te goriildiigii gibi 1

numarali kuyucuga yiiklenen standart proteine ait bantlar goriilmektedir B. licheniformis
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KG9’a ait dogal ekstraseliiler -galaktosidaz ve rekombinant E. coli’ye ait [-

galaktosidazin saflagtirma adimlarina ait jele yiiklenen orneklerin molekiil agirlig

kullanilan protein standard1 yardimiyla yaklasik 90 kDa olarak hesaplandi.

Sekil 4.24. B. licheniformis KG9’a ait saflagtirilmis dogal ekstraseliiler B-galaktosidaz ve
rekombinant E. coli’ye ait  saflastirilmig  [-galaktosidazinin  nondenatiire-PAGE
elektroforezi [1:Novex Sharp Prestained Protein Standardi, 2: rekombinant E. coli’ye ait ham
oziit, 3: rekombinant E. coli’ye ait ¢oktiirme ve diyaliz sonrasi, 4: rekombinant E. coli’ye ait
iyon-degisim kromatografisi, 5: B. licheniformis KG9’a ait ham 6ziit, 6: B. licheniformis KG9’a
ait ¢oktiirme ve diyaliz sonrast, 7: B.licheniformis KG9’a ait iyon-degisim kromatografisi ]

Molekiil agirligin1 hesaplamak icin; non-denatire PAGE sonucu jel iizerindeki 1

numarali kuyucukta kullanilan standart proteinin her biri i¢in Rf degerleri ol¢iildii.

Proteinin aldig yol

[z boyanin aldig1 yol
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Her bir standart proteinin molekiil agirlig: ile hesaplanan Rf degerleriyle grafik ¢izildi

(Sekil 4.25).

MA
260.000 |

120,000 -

60.000

10.000

Sekil 4.25. Standart proteinlerin MA degerlerinin Rf degerlerine gore degisimi

Sekil 4.26°da goriildiigii gibi rekombinant E. coli’ye 1, 2, 3 ve B. licheniformis KG9 a
ait 5, 6, 7 numarali jel kuyucuklarindaki saflagtirma adimlar1 sonras1 6rneklerin BNG

boyama sonucunda tek bant halinde ve iyi aktivite gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.26. B. licheniformis KG9’a ait saflastirilmig dogal ekstraseliiler B-galaktosidaz ve
rekombinant E. coli’ye ait saflastirilmis B-galaktosidazimn BNG boyamali elektroforezi [1:
rekombinant E. coli’ye ait ham oziit, 2: rekombinant E.coli’ye ait ¢oktiirme ve diyaliz sonrasi,
3: rekombinant E.coli’ye ait iyon-degisim kromatografisi, 4a: Standart protein (80 kDa) 4b:
Standart protein (50 kDa) 5: B. licheniformis KG9’a ait ham 0ziit, 6: B. licheniformis KG9’a ait
¢oktiirme ve diyaliz sonrasi, 7: B. licheniformis KG9’a ait iyon-degisim kromatografisi ]

Her iki boyama (Commassie Brillant Blue R-250 ve BNG) sonucunda enzimin
biiyiik oranda saf olarak elde edildigi goriilmektedir. Saflastirma asamalarindan
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-seliiloz homojen saf enzim elde etmek igin
gereklidir. Hem B. licheniformis KG9’a ait dogal ekstraseliiler B-galaktosidazin hem de
rekombinant E. coli’ye ait B-galaktosidazin protein kayiplarinin ¢ok olmasi ve verimin
diisiik elde edilmesi nedeniyle Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisinin
saflastirma basamaklarinda kullanilmamasina karar verildi. Ayrica hem dogal
ekstraseliiler B-galaktosidazin hem de rekombinant E. coli’ye ait [-galaktosidazin
afinite kromatografisine baglanmamasi veya zayif baglanmasi nedeniyle saflastirma igin

kullanilmayacag belirlendi.
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4.8. Enzim Karakterizasyonu

B. licheniformis KG9a ve rekombinant E.coli’ye ait [-galaktosidazin
saflagtirilmasiyla ilgili Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2’de verilen saflastirma adimlarina ait
sonuclar karsilastirildiginda B. licheniformis KG9’a ait B-galaktosidazin saflagtirma
adimlarindan sonra E.coli’ye ait B-galaktosidaza gore daha yiiksek verimde olmasindan
dolay1 enzim karakterizasyonu ile ilgili calismalar saflastirma adimlarindan sonra elde

edilen B. licheniformis KG9’a ait B-galaktosidaz tizerinde yapilmistir.

4.8.1. Optimum Sicaklik Tayini

B-Galaktosidaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisi saflastirma adimlarindan sonra
arastirillmistir.  B. licheniformis KG9’a ait saflastirma sonrasi elde edilen enzim
aktivitesinin optimum sicakligin1 belirlemek icin farkli sicakliklarda (30-90°C) 0.1 M
sodyum fosfat tamponu (pH 6.0) igcerisinde 60 mM ONPG substrat1 kullanilarak tespit
edildi.

120
100

(o]
)
I

[N P
) )
I I

R dlatif A ktivite (% )
3

(]

30 40 50 55 60 65 70 80 90
Sicaklik ("C)

Sekil 4.27. B. licheniformis KG9’a ait saflastirma oncesi ve sonrasi elde edilen enzimin optimum
sicaklign

Sekil 4.27°de B. licheniformis KG9’a ait hem saflagtirma oncesi (kirmizi ¢izgi)
hem de saflagtirma sonrasi1 (mavi cizgi) elde edilen enzimin optimum sicaklig
goriilmektedir. Saflastirma Oncesi ve sonrast enzim aktivitesinin 40°C’den sonra

sicaklik artisina bagli olarak arttigt ve 60°C’de en yiiksek aktiviteyi gosterdigi,

104



Fatma MATPAN BEKLER

60°C’den sonra sicaklik artisiyla aktivitede azalma oldugu goriilmektedir. Enzimin

optimum sicaklig1 60°C olarak belirlendi.

4.8.2. Optimum pH Tayini

B. licheniformis KG9’a ait saflastirma adimlarindan sonra elde edilen f-
galaktosidaz aktivitesi iizerine pH’nin etkisini arastirmak igin; farkli pH (4.0-10.0)
degerlerinde hazirlanan 60 mM ONPG substrati kullanilarak optimum sicaklikta enzim

aktivitesi tespit edildi.

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

Rolatif Aktivite (% )

Sekil 4.28. B. licheniformis KG9’a ait saflagtirma oncesi ve sonrasi elde edilen enzimin optimum

pH’st
Sekil 4.28’de B. licheniformis KG9’a ait hem saflastirma 6ncesi (kirmizi ¢izgi)
hem de saflastirma sonrasi (mavi ¢izgi) elde edilen enzimin optimum pH’s1
goriilmektedir. Saflastirma Oncesi ve sonrast enzim aktivitesinin pH 4.5’ten sonra pH
artisina bagl olarak arttigi ve pH 6.0’da en yiiksek aktiviteyi gosterdigi, pH 6.0’dan
sonra pH artisiyla aktivitede azalma oldugu goriilmektedir. Enzimin optimum pH’s1 6.0

olarak belirlendi.

4.8.3. Substrat Ozgiinliigii

ONPG konsantrasyonlar1 1-10 mM, laktoz konsantrasyonlar1 1-200 mM olacak
sekilde 0.1 M sodyum fosfat (pH 6.0) tamponunda hazirlanarak substrat olarak
kullanildi ve enzim aktivitesi Olciildi. ONPG ve laktozun K, ve Vp.x degerleri

Linewear-Burk esitligi kullanilarak hesaplandi.
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1.0 - y=0,9828x + 0,468
R® = 0,983

v
o
=)

Sekil 4.29. ONPG konsantrasyonunun bagh Linewear-Burk grafigi

Sekil 4.29°da elde edilen verilerle ONPG konsantrasyonuna bagl enzimin Ky,

degeri 2.0792, Vmax degerleri de 2.037 umol/dk olarak hesaplandi.

2,0
y =8,6555x + 0,9545

R? = 0,9691 1,5 -
/
1,0

/v

-0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10
1/S

Sekil 4.30. Laktoz konsantrasyonunun bagh Linewear-Burk grafigi

Sekil 4.30’da elde edilen verilerle laktoz konsantrasyonuna bagh enzimin K,

degeri 9.068 mM, V.« degerleri de 1.0476 wmol/dk olarak hesaplandi.
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4.8.4. Metal iyonlar1 ve EDTA’min Etkisi

Enzim, farkli konsantrasyondaki (1, 2.5, 5, 10, 25 mM) CoCl,, MgCl,, NiCl,,
CaCl,, MnCl,, HgCl,, AgCl,, FeCl, ve EDTA ile 15dk. muamele edildi ve daha sonra
ONPG eklendi ve reaksiyon sonucunda olusan o-Nitrofenol iiriin miktar1 420 nm’de
spektrofotometrik olarak ¢l¢iildii. Kontrole kars1 eklenen metal enzimin rolatif aktivitesi

hesaplandi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Metal iyonlar1 ve EDTA’nin enzim aktivitesine etkisi

Metaller Co” | Mg" Ni* Ca” | Mn"” | Hg” | Ag” Fe” | EDTA
Konsantrasyon
81 93 61 102 66 0 0 61 99
1 mM
25 mM 93 98 53 111 96 0 3 87 104
97 101 47 129 106 0 0 71 93
5 mM
85 135 31 147 61 0 0 18 78
10 mM
25 mM 51 94 18 87 33 0 0 0 41

Kontrol grubunda herhangi bir metal eklenmeden aktiviteye bakilmistir ve rolatif aktivite 100 olarak

kabul edilmistir. Cizelgede verilen degerler rolatif aktiviteyi gostermektedir.

Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi metaller ve EDTA’nin etkisini belirlemek icin
farkli konsantrasyondaki (1, 2.5, 5, 10, 25 mM) CoCl,, MgCl,, NiCl,, CaCl,, MnCl,,
HgCl,, AgCl,, FeCl, ve EDTA kullanilarak test edildi. Kontrolle karsilastirildiginda 10
mM Ca** (%147), 5 mM Mn"* (%106) ve 10 mM Mg**nin (%135) aktiviteyi artirdig1;
Co** ve Ni**nin artan konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin azaldigi, 10 mM
Fe** nin aktiviteyi %82, 25 mM EDTA’nin ise aktiviteyi %59 azalttigi, Ag+2 ve

Hg+2’nin ise enzim aktivitesini tamamen inhibe ettigi tespit edildi.
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S. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda termofilik kaynaklar ve bu kaynaklarin ekolojik 6zellikleri ile ilgili
calismalar mikrobiyoloji, biyoteknoloji gibi alanlarda ilgi cekmektedir. Ulkemizin
cesitli bolgelerinde ¢ok sayida dogal sicak su kaynag bulunmaktadir. Sicak su
kaynaklar1 gibi ekstrem c¢evrelerden elde edilen mikroorganizmalarm enzimleri,
tagidiklar spesifik 6zelliklerden dolayi atiklarin aritimi, gida, tekstil, ilag sanayine kadar
cok sayida alanda uygulama alani bulmaktadir. Vasiljevic ve Jelen (2001), B-
galaktosidaz enziminin ¢ok genis organizma grubu tarafindan lretilse de, endiistriyel
olarak en 1iyi {ireticilerin bakteriler oldugunu belirterek, siit endiistrisi icin oldukga
onemli olan P-galaktosidaz enziminin iiretimini termofilik laktik asit bakterilerini
kullanarak gerceklestirmislerdir. Chakraborti ve ark. (2003) termofilik B. polymxia,
Kara (2004) L. plantarum, Soydan (2006) ve Sarigiil (2007), Thermus genusu, Dagbagh
(2009) Kluyveromyces tiirii mayalardan [-galaktosidaz enzimi iizerinde c¢alismalar
yapmiglardir. Bilindigi gibi Bacillus suslan iirettikleri enzimleri hiicre disina salgilama
yeteneginde olduklarindan endiistriyel enzim iiretiminde en ¢ok kullanilan bakteri
konumundadirlar. Ayrica patojen olmamalar1 ve endospor olusturmalar1 bu bakterilerin
enzimlerinin mikrobiyal kontaminasyon riskinin diisiikk olmasi1 ve genis pH’larda
aktivite gosterebilmesi gibi sebeplerden dolay1 bu calismada B. licheniformis KG9
tercih edilmistir. Son zamanlarda yapilan calismalarda, B. licheniformis DSM 13
susunun tiim genomu rapor edilmistir ve bu, genomun biyoteknolojik uygulamalar igin
onemli enzimleri kodlayan baz1 genleri igerdigini gostermektedir (Veith ve ark 2004).
Boylece, endiistriyel enzimler ile ilgili sonraki ¢alismalarin aydinlatilmasinda daha fazla

bilgi i¢in bir kap1 agmistir (Juajun ve ark. 2010).

Makromolekiillerin filogenetik analizlerde kullanilmasi pek cok calisma icin
onemli bilgiler saglamaktadir. rRNA’larin 6zellikle de 16S rRNA’nin yapisinda biiyiik
bir oranda bilgi icermektedir ve yapisinin evrimsel olarak korunmasindan dolay1
akrabalik incelemesinde 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. B. licheniformis DSM 13
susunun tiim genomunun daha dnceki ¢alismalarda aciklanmas1 ve bu susun genomunun
biyoteknolojik uygulamalar i¢in Onemli enzimleri kodlayan bazi genleri igcerdiginin
belirtilmesiyle endiistriyel enzimler ile ilgili yaptigimiz ¢alismada B. licheniformis KG9

susunun gen klonlamada kullanilmasini kolaylastirmigtir. Bu calismada, sicak su
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kaynagindan elde edilen B. licheniformis KG9 ekstraseliiler B-galaktosidazi fazla
miktarda iiretmesinden ve daha dnce yapilan (Giil Giiven 2007) 16S rRNA analizlerine
gore tiim genomu bilinen B. licheniformis DSM 13 susuna %99.9 benzerlik

gosterdiginden dolay1 klonlama c¢alismalar i¢in kullanilmistir.

Degisik mikroorganizmalarda f—gal geni daha once klonlanmig (Saito 1989,
Phan Tran ve ark. 1998, Hoyoux ve ark. 2001, Karasova-Lipovova ve ark. 2003, Kim
ve ark. 2006, Lu ve ark. 2007, Nguyen ve ark 2007, Soyler 2004, Chen ve ark. 2008,
Yuan 2008, Li ve ark. 2009, Hildebrandt ve ark. 2009, Juajun ve ark. 2010, Schmidt ve
Stougaard 2010), B. licheniformis’ten intraseliiler B-galaktosidaz kodlayan genler Phan
Tran ve ark. (1998) tarafindan E.coli’ye aktarilarak DNA baz dizileri okunarak
yaymlanmistir. Daha once B. licheniformis DSM [3’ten Juajun ve ark. (2010)
tarafindan intraseliiler sicakliga direncli f—gal geni pOJBlilacA2 plazmiti yardimiyla

E.coli’ye klonlanmistir.

B. licheniformis KG9 un termostabil [-galaktosidazi hem ekstraseliiler olarak
salgilamasi, hem yiiksek aktiviteye sahip olmasi, hem de mikrobiyal kontaminasyon
riskinin diisiik olmasi nedeniyle bu calismada tercih edilmistir. Calismamizda da B.
licheniformis KG9 kullanilarak, termofilik bakterilere ait B-galaktosidaz geni, gen
kiitiphanesinden tarandi. PCR’a dayali metodla izole edilen 4 farkli putative B-
galaktosidaz geni (S-gal 1, [-gal 11, B-gal 11, B-gal IV) ¢ogaltildi. Elde edilen PCR
tiriinleri pUC18AlacZ vektoriine klonlanarak E. coli’ye aktarildi. Yaptigimiz ¢calismada
termofilik B-galaktosidaz geninin B. licheniformis KG9 kromozomundan restriksiyon
endoniikleazlar tarafindan dogrudan klonlanmas1 yerine, bunun PCR ile
amplifikasyonunun daha dogru olacagi diisiiniilmiistir. Rekombinant [3-galaktosidaz
enzim {iiretimi, endiistriyel proseslerde iiretim kosullarinin daha iyi taninan E.coli gibi
mikroorganizmalar i¢in dizayn edilmesinin kolaylig1 ve yiiksek verim saglamasi nedeni
ile tercih edilmektedir. Caligmamizda E. coli’de termofilik P-galaktosidaz
ekspresyonunu gergeklestirerek bu enzimin ticari yonden 6nemli olan, diisiik maliyetli
substratlar kullanilarak iiretilmesi, endiistriyel c¢apta enzim iiretimi saglanmasi

konusunda avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir.

Dizi analiz sonuglarina gore; 4 farkli putatif -galaktosidaz geninin amino asit

sekans analizlerine gore, gen kiitiiphanesinde bulunan diger GH-42’ye ait Gram pozitif
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Bacillus tiirlerinin f-gal genlerine benzerlik gosterdigi goriilmistiir. En yakin
homolojilerin: f-gal 1 %42.9 B. cereus’tan tamimlanan fS-gal’a; f-gal 11 %68.3 B.
circulans’tan tanimlanan f-gal’a; f-gal 111 %68.8 B. subtilis’ten tammlanan f-gal’a; f-

gal V1 %76.7 B. subtilis’ten tanimlanan f-gal’a yakinlik gosterdigi belirlendi.

Juajun ve ark. (2010) B. licheniformis’ten elde edilen B-galaktosidazin amino
asit sekanslarinin diger bakterilerin sekanslariyla benzerliklerinin %76.6 B.subtilis
(GenBank accession number ABQMO01000009), %47.9 Clostridium perfringens
(GenBank accession number BAB79873), %36.9 Bacillus circulans (GenBank
accession number AAA22258), %35.6 B. stearothermophilus (GenBank accession
number P19668), %26.9 Thermotoga neapolitana (GenBank accession number
AAC24217), %26.8 Thermus thermophilus (GenBank accession number BAA28362),
9%?25.3 Thermotoga maritima (GenBank accession number AAD36270) ve %?24.9
Haloferax sp. (GenBank accession number AAB40123)’den tamimlanan p-gal’a
benzerlik gosterdigi ve Carbohydrate-Active Enzymes databank
(http://www.cazy.org)’a gore amino asit benzerliklerine bagh olarak GH-42 ailesinin

iyesi oldugunu belirtmislerdir.

Bu yonilyle daha onceki pek ¢ok caligmada [-galaktosidaz gen aktarimi
calisgilmis olmasina ragmen ekstraseliiller [B-galaktosidazin gen aktarimi ile ilgili
calismaya rastlanmamasindan dolayr da 6nemlilik arz etmektedir. Ayrica bu susun bol
miktarda ve yiiksek aktivitede [-galaktosidaz iiretmesinden dolayr bu enzimin
saflastirilmas1  ve karakterize edilmesi de Onemlilik gostermektedir. Daha onceki
caligmalarda; Pisani ve ark. (1990), Sulfolobus solfataricus’tan termostabil [-
galaktozidaz izoenzimini iyon-degisim ve jel filtrasyon kromatografilerini kullanarak,
Shaikh ve ark. (1999), termofilik mantar Rhizomucor sp.’den ekstraseliiler B-
galaktosidazi DEAE-seliilloz kromatografisi ve Sephacryl S-300 jel filtrasyon
kromatografisi ile, Chakraborti ve ark. (2000), Bacillus sp. MTCC 3088’den
ekstraselliiler yeni -galaktozidaz enzimini iyon-degisim ve jel filtrasyon yontemlerini
kullanarak, Li ve ark. (2001), B-galaktosidazlar1 asit karisimi ¢oktiirmesi, amonyum
siillfat ¢oktiirmesi, DEAE kromatografisi, con-A-Sefaroz ve kromatofokuslama
yontemleriyle, Giil Giiven ve ark. (2007), A. acidocaldarius subsp. rittmannii’ den

termostabil B-galaktozidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon-degisim ve jel

111



5. TARTISMA ve SONUC

filtrasyon ile, Uyanik (2008), B-galaktosidaz enzimini Kluyveromyces lactis NRRL-
Y1140 mayasindan jel filtrasyon kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi

tekniklerini kullanilarak saflagtirmiglardir.

Calismamizda, hem B. licheniformis KG9 hem de rekombinant E. coli’den elde
edilen B-galaktosidaz, DEAE-seliiloz, Sephadex G-75 ve p-aminobenzil-1-thio-3-D-
galaktopiranosid (PABTG-agarose) kromatografi yontemleriyle saflagtirildi. Saflagtirma
yontemlerinde kullanilan kromatografik tekniklerden jel filtrasyon yonteminde segilen
matriksin protein kaybina yol acmasindan dolay1 bu enzimin saflastirma adimlarinda
kullanilmamasina karar verildi. Yapmis oldugumuz calismada, biitiin saflastirma
asamalarindan amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-seliilozun homojen saf enzim elde
etmek icin gerekli oldugu, hem B. licheniformis KG9’a ait dogal ekstraseliiler [-
galaktosidaz hem de rekombinant E. coli’ye ait [}-galaktosidazin afinite
kromatografisine baglanmamasit veya zayif baglanmasi nedeniyle saflastirma icin
kullanilmayacagi belirlendi. Bu durumdan dolayr GH-42 ailesinin bir iiyesi oldugu
diistiniilmektedir. GH-2 ailesine ait B-galaktosidazlar affinite ile kolayca saflastirilirken,
GH-42 iiyeleri affinite kolonuna baglanamadigi icin saflastirilamamaktadir. Affinite
kromatografisine baglanamama sebebi Hidaka ve ark. (2002)’in yaptiklar1 calismada;
enzime ait aktif merkezin protein yapisinda biiyiik bir cep igerisinde yer aldigindan,
dolayistyla aktif merkezin trimerik yapida dis yiizeyde yer almamasindan dolay1 affinite
kromatografisindeki baglanma bolgeleri ile temas kuramadigi seklinde izah

edilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada B. licheniformis KG9’a ait -galaktosidazin saflastirma
kat sayist 9.4, verim %85 olarak belirlendi. Saf enzimin spesifik aktivitesinin 1230
U/mg, optimum sicakligmin 60°C ve optimum pH’sinin 6.0 oldugu belirlendi.
Saflastirlan enzimin molekiil agirligi non-denatiire PAGE ile yaklasik 90 kDa olarak
tespit edildi. E.coli’ye ait B-galaktosidazin spesifik aktivitesi 44.3 U/mg, enzimin

saflagtirma kat sayis1 2.46, verimi %7 olarak belirlendi.

Hirata ve ark. (1984) B. stearothermophilus’tan elde edilen -galaktosidazlarin
molekiil agirhginin 120, 95 ve 70 kDa oldugu belirtilmistir. Thermoanaerobacter (Lind
ve ark. 1989), B. subtilis (Rahim ve ark. 1991), B. circulans (Mozaffar ve ark. 1984) ve

baz1 Bifidobacterium (Berger ve ark. 1997) tiirlerinden elde edilen B-galaktosidazlarin
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izoenzimlerinin mevcut oldugunu belirtilmistir. B. stearothermophilus’tan elde edilen
B-galaktosidazin ii¢ izoenzimi belirtilmistir ve molekiil agirliklarinin 120, 95 ve 70 kDa

oldugu Hirata ve ark. (1984) tarafindan yapilan caligmada bildirilmistir.

B-galaktosidazin saflastirilmasiyla ilgili yapilan 6nceki ¢alismalarda; Chang ve
Mahoney (1989), Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus’tan elde ettikleri
termostabil saf B-galaktozidazin spesifik aktivitesini 592 U/mg, verimini %46 olarak
elde etmislerdir. Leng ve ark. (1998), Flavobacterium keratolyticus’tan endo [-
galaktosidaz1 E.coli’ye klonlayip, E.coli’de eksprese olan bu enzimi saflastirmiglardir.
Saflastirilan enzimin spesifik aktivitesini 148 U/mg, SDS-PAGE ile enzimin molekiil
agirligini 43 kDa olarak belirlemislerdir. Ohtsu ve ark. (1998), sicak su kaynaklarindan
izole ettikleri Thermus sp. A4’ ten termofilik B-galaktozidazi saflagtirip enzimin yeni
GH42 ailesinden oldugunu ve SDS-PAGE ile enzimin molekiil agirligim1 75 kDa olarak
belirlemislerdir. Phan Tran ve ark. (1998) E.coli’de lacBl gen iiriiniiniin molekiil
agirlhigim 80 kDa olarak belirlemislerdir ve B. stearothermophilus’ta bgaB geninin
tiriiniiniin 78 kDa, Arthrobacter sp.’den elde edilen B-galaktosidaz izoenzimlerinin 71
kDa molekiil agirliginda oldugunu ¢aligmalarinda bildirmislerdir. Shaikh ve ark. (1999),
termofilik mantar Rhizomucor sp.’den saflastirdiklari ekstraseliiler [-galaktosidaz
enziminin saflastirma kat sayisim 60, verimi %32 olarak belirlemislerdir. Chakraborti
ve ark. (2000), Bacillus sp. MTCC 3088’den saflastirdiklar1 ekstraselliiler yeni -
galaktozidaz enziminin saflastirma kat sayistm  36.2, verimi %12.7 olarak
belirlemislerdir. Li ve ark. (2001), calismalarinda saflastirma sonrasi elde ettikleri [3-
galaktosidazin saflastirma kat sayisin1 10.4, verimi %44.4 olarak belirlemislerdir.
Saflagtirllan enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE ile 78 ve 76 kDa olarak tespit
edilmistir. Giil Giiven ve ark. (2007), Thermus aquaticus’tan elde edilen termofilik [3-
galaktosidazin molekill agirhigimin 144 kDa, B. stearothermophilus’ta ise 120 kDa
oldugunu bildirmislerdir. A. acidocaldarius subsp. rittmannii’den termostabil -
galaktozidaz enziminin saflagtirma kat sayisim1 163, verimi %8 olarak belirlemislerdir.
Saflagtirilan enzimin molekiil agirligt SDS-PAGE ile 165 ve 76 kDa olarak tespit
edilmistir. Di Laura ve ark. (2008), A. acidocaldarius’de B-galaktosidaz enziminin
saflastirilmasini,  karakterizasyonunu, genin klonlanmasimi, ekspresyonunu ve

rekombinant enzimin karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Enzimin yeni GH-42
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ailesinden oldugunu bildirmiglerdir. Uyanik (2008), [-galaktosidaz enziminin
mikrobiyal hiicrelerden izolasyonu ve karakterizasyonunu calismistir. Yapilan
calismada, Kluyveromyces lactis NRRL-Y 1140 mayasindan saflastirilan B-galaktosidaz

enziminin molekiil agirligimi 135 kDa olarak belirlemistir.

B. licheniformis KG9’dan ve rekombinant E.coli’den elde ettigimiz ve
saflagtirma adimlarim uyguladigimiz [B-galaktosidazin molekiil agirligi, 120 kDa
molekill agirhiginda Achatina achatina (Leparoux ve ark. 1997), Rhizomucor sp.
(Shaikh ve ark. 1999), T. maritima (Gabelsberger ve ark. 1993, Kim ve ark. 2004) ve
Enterobacter agglomerans B1 (Lu ve ark. 2007)’tan elde edilen B-galaktosidazlar ile
karsilastirildiginda yakin molekiil agirligina sahip oldugu bulunmustur. Ayrica
saflastirma adimlarindan sonra B.licheniformis KG9’a ait -galaktosidazin spesifik
aktivitesi daha once termofilik mikroorganizmalarla yapilan caligmalara kiyasla daha

yiiksek elde edilmistir.

B. licheniformis KG9’a ait -galaktosidazin saflastirma adimlarindan sonraki
optimum sicakligi 60°C olarak belirlenmistir. Degisik termofilik mikrorganizmalardan
elde edilen ve saflastirilan B-galaktozidaz enziminin optimum sicaklifi calismamizda
elde edilen sonuclarla benzerlik gostermektedir. Chakraborti ve ark. (2000) Bacillus sp.
MTCC 3088’den 60°C, Pisani ve ark. (1990) Sulfolobus solfataricus’tan 75°C, Torres
ve Lee (1995) B. subtilis’ten 50°C, Berger ve ark. (1997), Thermus aquaticus YT-1’den
80°C, Fokina ve Velikodvorskaia (1997), termofilik anaerob Thermoanaerobacter
ethanolicus 39E’den 75-80°C, Vetere ve Paoletti (1998) B.circulans’tan sirasiyla 44°C,
74°C, 60°C, Di Laura ve ark. (2008) A. acidocaldarius’dan 60°C’de optimum -

galaktosidaz aktivitesi elde etmislerdir.

B.licheniformis KG9’a ait [-galaktosidazin  optimum pH’st 6.0 olarak
belirlenmistir. Bu sonug¢ B. subtilis’ten (Torres ve Lee 1995) elde edilen B-galaktosidaz,
Pyrococcus wosei’den (Dabrowski ve ark. 1998) elde edilen B-galaktosidaz, Thermus
sp. IB-21°den (Kang ve ark. 2005) elde edilen laktoz-hidrolaz, 7. maritima’dan (Li ve
ark. 2009) elde edilen BgalB, B. circulans’tan (Vetere ve Paoletti, 1998), B.
licheniformis’ten (Phan Tran ve ark. 1998), T.maritima’dan (Kim ve ark. 2004) ve A.
acidocaldarius subsp. rittmannii’den (Giil Giiven ve ark. 2007) elde edilen GH-42

ailesine ait bazi1 termostabil B-galaktosidazlar ile benzer 6zellik gostermektedir. Yuan ve
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ark. (2008), B-galaktosidazlarin tam yagl siit (pH 5.8-6.0) ya da peynir alti suyu (pH
6.0) gibi siit {riinlerinde (pH 5.5-7.0) notral pH’da laktoz hidrolizinde
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada saflastirma sonucu elde
ettigimiz enzimin aktivite gosterdigi optimum sicaklik ve pH’s1 siit ve siit iiriinlerinin

islenmesi ve laktoz hidrolizi gibi islemlerde kullanilabilecegini gostermektedir.

Genellikle GH-42 ailesi olarak siniflandirilan -galaktosidazlarin laktoz hidrolizi
zayiftir ve. pNPGal veya oNPGal gibi substratlar1 hidrolizlemeyi tercih ederler (Kosugi
ve ark. 2002, Mgller ve ark. 2001, Phan Tran ve ark. 1998, Shipkowski ve Brenchley
2006). Chakarboti ve ark. (2000), ¢alismalarinda P-galaktosidaz enzimin ONPG
konsantrasyonuna bagh K, degerini 6.34 mM, V,,,x degerini de 9351 IU ml™! olarak,
laktoz konsantrasyonuna bagli enzimin K,, degerini 6.18 mM, Vp, degerini de 909 x
107 IU ml™! olarak bulmuslardir. Giil Giiven ve ark. (2007), A. acidocaldarius subsp.
rittmannii’den elde edilen termofilik B-galaktosidazin ONPG konsantrasyonuna bagli
K., degerini 8.9 mM, V. degerini de 1074 dk™! olarak bulmuslardir. Sgrensen ve ark.
(2006), c¢aligmalarinda degisik mikroorganizmalara ait P-galaktosidazlarin ONPG
konsantrasyonuna bagh K,, degerini ve V. degerini bildirmistir. Bu
mikroorganizmalardan Bifidobacterium infantis’ten elde edilen B-galaktosidazin Ky
degerinin 2.6, Vmax degerinin 262 U mg_1 ve optimum sicakligiin 60°C oldugunu ve
GH42 ailesine ait [-galaktosidazlar ile benzer ozellikte oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda B. licheniformis KG9’a ait saflastirilan enzimin ONPG konsantrasyonuna
bagh K, degeri 2.0792 mM, V. degerleri de 2.037 umol/dk olarak, laktoz
konsantrasyonuna bagh enzimin K, degeri 9.068 mM, V., degerleri de 1.0476
pmol/dk olarak hesaplandi. Bu sonucglara gore enzimin substrat olarak ONPG’ye
ilgisinin laktoza gore daha fazla oldugu belirlenmistir ve GH-42 ailesinde siniflandirilan

[B-galaktosidazlar ile benzer 6zellik gostermektedir.

Genellikle B-galaktosidazlar metal iyonlar1 ya da diger reaktifler ile aktive veya
inhibe olabilirler (Shaikh ve ark. 1999, Lu ve ark. 2007,). Pek ¢ok B-galaktosidaz
enzimini Mng2 iyonlarnn aktive ederken (Ohtsu ve ark. 1998, Kim ve ark. 2004,
Wanarska ve ark. 2005, Lu ve ark. 2007), Hg+2 ve Cu* iyonlarinin enzim aktivitesini
inhibe ettigi daha onceki ¢alismalarda (Onishi ve Tanaka 1995, Ohtsu ve ark. 1998,
Shaikh ve ark. 1999, Ladero ve ark. 2002, Wanarska ve ark. 2005, Shipkowski ve
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Brenchley 2006) belirtilmistir. Yaptigimiz c¢alismada, saflagtirilan enzim iizerine
metaller ve EDTA’nin etkisini belirlemek icin farkli konsantrasyondaki (1, 2.5, 5, 10,
25 mM) CoCl,, MgCl,, NiCl,, CaCl,, MnCl,, HgCl,, AgCl,, FeCl, ve EDTA
kullanilarak test edildi. Ca*™ (%147), Mn** (%106) ve Mg**nin (%135) aktiviteyi
artirdigr; Ag**, Fe ** ve Hg™ nin ise enzim aktivitesini inhibe ettigi tespit edildi. Daha
onceki calismalarda; Somkuti ve ark. (1979), Chakraborti ve ark. (2000) ve Karasova-
Lipovova ve ark. (2003), Juajun ve ark. (2010), Ustok ve ark. (2010) ve Giil Giiven ve
ark. (2011), saf B-galaktozidazin Mg+2 ile enzim aktivasyonunun artigini bildirmislerdir.
Berger ve ark. (1997), B-galaktozidaz enzim aktivitesinin CaCl, ile artigini tespit
etmiglerdir. Khalid ve ark. (1991), B-galaktozidaz enzim aktivitesini Cu*?, Itoh ve ark.
(1993), Chakraborti ve ark. (2003) ve Ustok ve ark. (2010), Fe'* iyonlariin f-
galaktozidaz enzimine bilyiikk oranda inhibisyon etkisinin oldugunu g¢alismalarinda
bildirmislerdir. Bu sonuglar ¢alismamizda elde ettigimiz sonuclar1 desteklemektedir.

Elde edilen sonuclar kullanilarak asagida verilen ¢alismalar 6nerilebilir:

1. B. licheniformis’e ait sicakliga direngli B-galaktosidaz geninin, sicakliga direncli
farkli endiistriyel enzimleri iiretebilen Bacillus tiirlerine klonlanmasiyla
biyoteknolojik ve endiistriyel alanlar i¢in her iki enzimi de iireten Ozel bir

endiistriyel sus gelistirilebilir.

2. E.coli’ye aktarilan termofilik B-galaktosidaz enziminin daha yiiksek verimde ve
tek asamada saflastirilmasi ve elde edilen saf enzimin karakterizasyonu

gerceklestirilebilir.

3. Sicakliga direngli B-galaktosidazin karakterizasyonuna yonelik, farkli yapay

substratlar (0-NO2-fenil-B-D-galaktopiranosid, p-NO2-fenil-B-D-
galaktopiranosid, p-NO2-fenil-o-1-arabinopiranosid, p-NO2-fenil-B-1-
arabinopiranosid, = p-NO2-fenil-o-D-mannopiranosid, p-NO2-fenil-o-1-
fukopiranosid, p-NO2-fenil-o-D-galaktopiranosid, p-NO2-fenil-o-D-

glukopiranosid) kullanilarak hidroliz yetenegi arastirilarak, enzimin -D-

anomerik baglara davranisi belirlenebilir.

4. Farkli karbonhidrat kaynaklarinin enzime etkisi arastirilarak inhibisyon olup
olmadig1 ve varsa hangi cesit inhibisyonu gosterdikleri belirlenebilir. Ayrica

GOS iiretimi arastirilabilir.
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EKLER
EK-1. Alkalin Cozeltisi
0.1 N NaOH:

0. 4 g NaOH tartilarak 100 mL distile su igerisinde ¢oziildii. Otoklav ile steril edilerek

saklandi.
%2 N32C03:

2 gr Na,COs; tartilarak 100 mL distile su igerisinde ¢oziildii. Otoklav ile steril edilerek

saklandi.

%1 Na-K-Tartarat:

1 gr Na-K-Tartarat tartilarak 100 mL distile su icerisinde ¢oziildii. Otoklav ile steril edilerek

saklandi.

% 5 CUSO4. 5H20:

1 gr CuSOs. SH,0 tartilarak 100 mL distile su icerisinde ¢oziildii. Otoklav ile steril edilerek

saklandi.

Alkalin ¢ozeltisini hazirlamak icin yukarida belirtilen ¢ozeltilerden yararlanilarak

asagida belirtilen karigim hazirlandi.
A: 0.1 N NaOH i¢inde %2 (w/v) Na,COj3 coziildii.
B: %1 (w/v) Na-K-Tartarat i¢cinde % 5 (w/v) CuSO4. SH,0 ¢oziildii.

C: 50 ml A belirteci ile 1 ml B belirteci karigtirilarak olusturuldu. Koyu renkli sisede

saklandi.
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EKLER

EK-2. Kromozomal DNA izolasyonu Cézeltileri

2.1. Lizozim:

10 mg/mL lizozim stok soliisyonu hazirlandi ve +4°C’de saklandi.

2.2. Fenol/Kloroform/izoamil Alkol (25:24:1) :

Stok fenolden bir pipet yardimiyla dikkatlice 25 mL ¢ekildi. Uzerine 24 mL kloroform
ve 1 mL izoamil alkol ilave edilerek toplam hacim 50 mL’ye tamamlandi. Kullanmadan
once iyice calkalanarak homojenize edildi. Icinde bulundugu sise aliiminyum folyo ile

sarilarak 1siktan korundu ve +4°C’de saklandi. (Kullanim siiresi 1 ay1 gegmemelidir)

2.3. Kloroform/izoamil Alkol (24:1):

24 birim kloroform, 1 birim izoamil alkol ile karistirilarak hazirlanir. I¢inde bulundugu

sise aliiminyum folyo ile sarilarak 1siktan korunmali ve +4°C’de saklanmalidir.

2.4. TE Tamponu (pH 8.0):

10 mM Tris (pH 7.6)
1 mM EDTA (pH 8.0)

Hazirlanacak hacim igin gerekli Tris ve EDTA hesaplanarak stoktan alindi ve saf su ile

istenilen hacme tamamlandi. Otoklavlanarak kontamine etmeden kullanildi.

2.5. STET Tamponu:

%8 Sukroz

%35 Triton X-100

50 mM EDTA (pH 8.0)
50 mM Tris-HCI (pH 8.0)

Hazirlanacak hacim igin gerekli miktarlar hesaplanarak saf su ile hacme tamamlandi.

Filtre edilerek otoklavlandi, kontamine etmeden kullanildi. +4°C’de saklanda.
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2.6. %10 SDS (Sodyum Dosesil Siilfat):

10 gr SDS tartilarak 100 mL saf su ile ¢oziindii. Steril edilerek oda sicakliginda

muhafaza edildi.
2.7. 5 M NaCl:

Hazirlanmak istenen hacimde, 5 M olacak sekilde NaCl tartildi ve manyetik karistirict
izerinde bir miktar saf suda coziindii. Otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda

muhafaza edildi.

2.8. Rnaz R Hazirlanmasi (10 mg/mL):

Hazirlanmak istenen hacim igin gerekli kadar miktar RNaz R dikkatli bir sekilde
tartilarak RNaz cozeltisinde (10 mM Tris-Cl (pH 7.5), 15 mM NaCl) c¢oziindii.
100°C’de 15 dk tutularak DNaz aktivitesi inhibe edildi. Oda sicaklifinda soguduktan

sonra mikrosantrifiij tiiplerine paylastirildi ve -20°C’de muhafaza edildi.
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EK-3. Agaroz Jel Elektroforezi

3.1. 50X TAE Tamponu (pH 8.0):

4 Litre icin

2 M Tris-baz (968.8 gr)

50 mM EDTA pH 8.0 (74.45 gr)
Asetik asit %96-100 (330 mL)

Hazirlanmak istenen miktar icin gereken bilesenler yukaridaki degerlere gore orantilanarak
alindi. Manyetik karistiric1 iizerinde ¢oziilerek pH’s1 1 M NaOH ile 8.0’e ayarland1 ve

otoklavlanarak sterilize edildi.

Kullanim konsantrasyonu olan 1X yapmak i¢cin 100 mL 50X TAE alinarak iizerine 4.9 L saf

su ilave edildi.

3.2. Ethidium Bromid (EtBr) (10 mg/mL):

Hazirlanmak istenen hacim i¢in gereken miktar Ethidium bromid (EtBr) dikkatli bir sekilde
tartildi ve saf suda vortekslenerek iyice ¢oziildii. Isiga hassas oldugu icin koyu renkli bir sigseye

birakildi (veya bulundugu kap aliiminyum folyo ile sarilir) +4°C’de muhafaza edildi.

Not: Kuvvetli bir mutajen oldugu icin tarttm ve kullanim sirasinda ¢ok dikkatli olunmals,
muhakkak eldiven ve maske kullanilmalidir. EtBr floresan bir boya olup DNA ve RNA’da
bulunan bazlar arasina girerek baglanir. UV ile parlayarak goriintii verir ve jeldeki niikleik

asitlerin yerlerinin belirlenmesini saglar.

3.3. DNA standardi:

Agaroz jel i¢in kullanilacak DNA standardi New England BioLabs’tan temin edildi.
140 pL. TE tamponu (pH 8.0)

40 uL. BFB (Brom Fenol Blue) [%1 BFB, %50 gliserol, %50 su]

20 uL DNA standardi

Yukarda belirtilen miktarlar hazirlanarak ependorf tiiplere 20 mL olacak sekilde béliinerek

4°C’de muhafaza edildi (kullanilan DNA standardi 0.1-10 kb arasindadir).

133



134



EK-4. E. coli DH50 Bakterisinin Kompetent Hale Getirilmesi

1. E. coli DHIOB susu 50 pg/mL ampisilin igeren 5 mL hacimli LB sivi besi yerine
aktarilarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon siiresi sonunda, iiremis olan kiiltirden 25 mL hacimli LB siv1 besi yerine

aktarilarak 37°C’de OD600E 0.4 oluncaya kadar (~2.5-3.0 saat) iiretildi.

3. Bakteri buz iizerine alinarak 10 mL hacimli steril santrifiij tiiplerine ayr1 ayn aktarilda.
4. Bakteri kiiltiirii 4 000 rpm’ de 10 dk santrifiijlendi.

5. Siiparnatant kisim dokiilerek pelet iizerine 2 mL soguk 0.1 M MgCl2 eklenerek yikandi.

6. Bakteri kiiltiirii 4 000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi.

7. Siiparnatant uzaklagtirilarak peleti 2 mL soguk 0.1 M CaCl2 ile ¢oziindii ve buz iizerinde 20

dk bekletildi.

8. Daha sonra 4 000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek siipernatant kismu dokiilerek peleti 1000
pL soguk 0.1 M CaCl2 ile tekrar ¢oziindii.

9. Elde edilen hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine 200’er pL olacak sekilde paylastirilarak

kullanima hazir hale getirildi.
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EK-5. S.0.C Medium (Siiper Optimal Katabolit Represyon Besi Ortami)
% 2 Tripton

% 0.5 Maya (Yeast) Oziitii

10 mM NaCl

2.5 mM KCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSOg4

20 mM glukoz hazirlandi 1 litre saf su i¢inde ¢oziindii ve otoklavlandi.
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EK-6. LB+ Amp+IPTG+X-gal Besi Yeri Hazirlamisi

Luria Broth (L.B) besiyeri: Bacto Tripton 10 g/L, Bacto-Yeast Extract 5 g/L, NaCl 10 g/L
(pH 7.0) + % 1.5 Agar eklenerek hazirland1 ve otoklavlandi.

X-gal (Bromo-kloro-indolil-galaktopiranosid) (20 mg/mL):

Istenen hacim igin gerekli miktarda X-gal tartilarak N,N-Dimetilformamid icerisinde ¢oziiniir.
Koyu renkli bir siseye alinarak veya bulundugu kap aliiminyum folyo ile sarilarak -20°C’de
muhafaza edildi. Hazirlanan LB besiyeri 48°C’ye kadar soguduktan sonra son konsantrasyon

40 pg/mL olacak sekilde stoktan ilave edildi.
Ampisilin (50 pg/mlL):

Istenen hacim icin gereken miktar ampisilin tartilarak saf suda ¢oziiniir. Bakteriyel filtreden
(0.2 pm) gecirilerek steril bir sekilde mikrosantrifiij tiiplerine paylastirildi ve -20°C’de

muhafaza edildi. Besiyerine son konsantrasyon 50 pg/mL olacak sekilde ilave edilir.

Hazirlanan kati LB besiyeri steril petrilere aktarilmadan o6nce 100 mg/mL stok olarak
hazirlanan steril Ampisilinden 50 pg/mL, 10 mM IPTG (Izopropil B-D-1-thio-
galaktopiranosid) stok ¢ozeltisinden ~0.1-0.01 mM ve ~20 mg/ml X-gal (bromo-kloro-

indolil-galaktopiranosid) eklenerek karistirildi ve petrilere aktarildi.
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EK-7. Saflastirma Tamponlari

0. 1 M Sodyum-Fosfat Tamponu (pH 6.0):

0.1 M Na,HPO,
0.1 M NaH2P04

Istenen hacim icin gereken miktarlarda Na,HPO4 ve NaH,PO, tartilarak 6nce her birinin ayr
cozeltileri hazirlandi. Daha sonra genis bir kaba her iki ¢ozeltiden dikkatlice aktarilarak birbiri

ile pH 6.0’ya ayarlandi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

50 mM Sodyum-Fosfat Tamponu (pH 6.0):

50 mM Na,HPO4
50 mM NaH,PO4

Istenen hacim icin gereken miktarlarda Na,HPO, ve NaH,POy tartilarak 6nce her birinin ayr1
cozeltileri hazirlandi. Daha sonra genis bir kaba her iki ¢ozeltiden dikkatlice aktarilarak

birbiri ile pH 6.0’ya ayarlandi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

0. 1 M Sodyum-Fosfat Tamponu (pH 8.0):

0.1 M NazHPO4
0.1 M NaH2P04

Istenen hacim icin gereken miktarlarda Na,HPO4 ve NaH,PO, tartilarak 6nce her birinin ayr
cozeltileri hazirlandi. Daha sonra genis bir kaba her iki ¢ozeltiden dikkatlice aktarilarak

birbiri ile pH 6.0’ya ayarlandi. Oda sicakliginda muhafaza edildi

0.1 M Tris-asetat Tamponu (pH 7.0):

0.1 M Tris
0.1 M Glasiyal asetik asit

Istenen hacim icin gereken miktarlarda Tris ve Glasiyel asetik asit tartilarak 6nce her birinin
ayr ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra genis bir kaba her iki ¢ozeltiden dikkatlice aktarilarak

birbiri ile pH 7.0’e ayarlandi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

1 mM EDTA (pH 8.0):

1 mM EDTA tartilarak distile su igerisinde ¢oziindii.0.1 M NaOH kullanilarak pH’s1 8.0’e

ayarland. Istenilen hacme tamamlandi ve otoklav ile steril edilerek saklandi.
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0.1 M NacCl:

0.5844 g NaCl tartilarak 100 ml distile su icerisinde ¢oziiliir. Otoklav ile steril edilerek

saklanir.
0.1 M NaOH:

0.4 g NaOH tartilarak 100 mL distile su icerisinde coziindii. Otoklav ile steril edilerek

saklandi.

Sodyum Borat Na,B4;07-10H,O:

10 mM ve 100 mM olacak sekilde ayr1 ayr1 sodyum borat hazirlandi ve distile su ile ¢oziindii.

Otoklavlanarak, oda sicakliginda saklandi.
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EK-8. Elektroforez Cozeltileri

% 30 akrilamid / % 0.8 bis akrilamid : 30 g akrilamid, 0.8 g bis akrilamid saf su ile 100

mL’ye tamamlandi, filtre edildi. Koyu renkli sisede 4°C’de saklandi.

1.5 M Tris-HCI pH 8.8: 54.45 g Tris 150 mL’ye tamamlandi, 1 N HCI ile pH 8.8’e

ayarlandi, hacim saf su ile 300 mL’ye tamamlandi, filtre edilerek 4°C‘de saklandi.

0.5 M Tris-HCI pH 6.8: 6 g Tris 60 mL saf suda ¢oziindii, 1 N HCI ile pH 6.8’e ayarlandi,

hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandj, filtre edilerek 4°C’de saklanda.

9%10’luk APS (amonyum persiilfat): 0.1 g APS saf su ile 1 mL’ye tamamland1. (Taze olarak

hazirlanmalidir.)

Elektroforez tamponu: 3 g Tris, 14.4 g glisin, 0.1 g SDS, 1000 mL saf su ilave edilerek

hazirland1 ve 4°C’de saklanda.

Yiikleme Tamponu (iz boya): 7 mL 0.1 M Tris-HCI pH 6.8 , 3.6 ml gliserol, 1.2 mg BFB

(brom fenol blue) ile 10 mL saf su ilave edildi. 1’er ml olacak sekilde mikrosantrifiij tiiplere

konarak -70°C’de saklandi.
% 10’luk SDS: 0.1 g SDS saf su ile 1 mL’ye tamamlandi.

B-D-galaktopiranosid (BNG): %0.025 6-Bromo-2-naftil-p-D-galaktopiranosid (BNG), %10

metanol iceren 0.1 M sodyum fosfat tamponunda pH 6.0’da ¢6ziindii.
Diazo-blue B: %0.125’lik Diazo-blue B tartilarak saf su icerisinde ¢oziindii.

Coomassie Brillant Blue Bovasi (1 litre):

2 gr Coomassie brillant blue (%0.2 w/v)
500 mL Metanol (%50 v/v)

100 mL Glasiyal asetik asit (%10 v/v)
400 mL saf su

Yukarida verilen miktarlardaki kimyasallar bir erlen icerisine alinarak manyetik karistirict

izerinde iyice homojenize edildi.

Destain Soliisyonu (Yikama Soliisyonu) (1 litre)

50 mL Metanol (%5 v/v)

70 mL Glasyial asetik asit (%7 v/v)
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880 mL saf su

Yukarida verilen miktarlardaki kimyasallar bir erlen icerisine alinarak manyetik karistirict

izerinde iyice homojenize edildi.
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