T.C.
GEBZE TEKNIK UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

REKOMBINANT SOYLARDA PENISILIN ASIiLAZ
URETKENLIGI VE NITELIKLERININ YONLENDIRILMIi$
EVRIM ILE IYILESTIiRILMESI

HUSEYIN BALCI
DOKTORA TEZI
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

GEBZE
2015



T.C.
GEBZE TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

REKOMBINANT SOYLARDA PENISILIN
ASILAZ URETKENLIGI VE
NITELIKLERININ YONLENDIRILMIS
EVRIM ILE IYILESTIRILMESI

HUSEYIN BALCI
DOKTORA TEZi
MOLEKULER BiYOLOJIi VE GENETIK ANABILIM DALI

DANISMANI
YRD. DOC. DR. SALIHA ISSEVER OZTURK

GEBZE
2015



T.R.
GEBZE TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

IMPROVEMENT OF PRODUCTIVITY AND
PROPERTIES OF PENICILLIN ACYLASE
PRODUCING RECOMBINANT STRAINS BY
DIRECTED EVOLUTION

HUSEYIN BALCI
A THESIS SUBMITTED FOR THE DEGREE OF
DOCTOR OF PHILOSOPHY
DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

THESIS SUPERVISOR
ASSIST. PROF. DR. SALIHA ISSEVER OZTURK

GEBZE
2015



GEBZE TEKNiK UNIVERSITESI DOKTORA JURi ONAY FORMU

GTU Fen Bilimleri Enstitisii Yonetim Kurulu’nun 21/01/2015 tarih ve 2015/05 sayili

karariyla olusturulan jiuri tarafindan 13/02/2015 tarihinde tez savunma sinavi yapilan

Huseyin BALCI'nin tez calismasi Molekiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda DOKTORA

tezi olarak kabul edilmistir.

UYE
(TEZ DANISMANI)

UYE

UYE

UYE

UYE

JURI

- Yrd. Dog. Dr. Saliha iSSEVER OZTURK

- Prof. Dr. Tamer YAGCI

: Prof. Dr. Nes’e BILGIN A/M/ﬂ\ ,&\,\7

: Dog. Dr. Sedef TUNCA GEDIK S

- Yrd. Doc. Dr. inci OZDEMIR

ONAY

Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstittisi Yonetim Kurulu’nun

........ Lot eiorsinss RBEINE o iviin] onicnnns SOYIR KATATY.

iMZA/MUHUR



OZET

Penisilin G asilaz, B-laktam antibiyotiklerinin endiistriyel olarak iiretiminde
kullanilan anahtar bir enzimdir. Penisilin G ve diger B-laktam antibiyotiklerinin
penisilin G asilaz ile hidrolizi sonucunda 6-aminopenisillanik asit (6-APA)
olusmakta ve olusan 6-APA ise yar sentetik antibiyotiklerin {iretiminde
kullanilmaktadir. Endiistride bu amag¢ i¢in en ¢ok kullanilan Escherichia coli
penisilin G asilaz1 olmasina ragmen, bu enzimin 6zellikle kataliz reaksiyonlarindaki
etkinligi istenilen seviyede degildir. Bu calismada, Escherichia coli penisilin G
asilazinin enzimatik aktivitesini artirmak amaciyla, hataya egilimli polimeraz zincir
reaksiyonunun birbirini izleyen turlar1 Escherichia coli pac genine uygulandi. Arka
arkaya yapilan iki tur hataya egilimli polimeraz zincir reaksiyonunun ardindan,
artmis enzim aktivitesine sahip en iyi mutant olan M2234 segildi ve analiz edildi.
M2234’iin yapilan DNA dizi analizi sonucunda, aktif merkezden uzakta yer alan
297’inci amino asit rezidislniin lizinden izolosine degistigi goriildi (K2971).
Yapilan nitelendirme ¢alismalarinin ardindan, mutant enzimin yaban tip enzime gore
4 kat fazla spesifik aktiviteye sahip oldugu ve ayrica pH 10°da daha yiiksek kararlilik
sergiledigi goriildii. Bu calisma giincel bilgiler 15181nda degerlendirildiginde, E. coli
pac geni mutantlarinin olusturulmasinda hataya egilimli PCR yonteminin kullanildig:

ilk caligma olma 6zelligini tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Yonlendirilmis Evrim, Hataya Egilimli PCR, E. coli
Penisilin G Asilaz, 3D Homoloji Model, Katalitik Aktivite.



SUMMARY

Penicillin G acylase is the key enzyme used in the industrial production of 3-
lactam antibiotics. This enzyme hydrolyzes penicillin G and other [-lactam
antibiotics releasing 6-aminopenicillanic acid (6-APA), which used in the production
of semisynthetic antibiotics. Although Escherichia coli penicillin G acylase is most
commonly used in industry for this purpose, this enzyme is not good enough for
catalysis reactions. In this work, to improve the enzymatic activity of Escherichia
coli penicillin G acylase, sequential rounds of error-prone polymerase chain reaction
were applied to the Escherichia coli pac gene. After two rounds of error-prone
polymerase chain reaction, the best mutant M2234 with enhanced activity was
selected and analyzed. DNA sequence analyses of M2234 revealed that one amino
acid residue (K2971), located far from the center of the catalytic pocket, was
changed. This mutant (M2234) has a specific activity 4.0 times higher than the parent
enzyme and also displayed higher stability at pH 10. To our knowledge, there was no
report in which the error-prone PCR method was used to improve the properties of

penicillin acylase.

Keywords: Directed Evolution, Error-Prone PCR, E. coli Penicillin G Acylase,
3D Homology Model, Catalytic Activity.
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1. GIRIS

Enzim aracili prosesler c¢ok eski zamanlardan beri kullanilmaktadir.
Glinlimiizde enzimlerin sayist binlerle ifade edilmekte ve bir ¢ogu ticari dnem
tasimaktadir. Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin basinda mikrobiyal kokenli
enzimler gelmektedir. Enzimler gida, deterjan, ecza, deri, kagit, tekstil ve kozmetik
gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir.

Endiistride enzimlerin biyokatalizérler olarak kullanilabilmesi c¢esitli
reaksiyonlar1 katalizleyebilme kabiliyetlerine baghdir. Endiistriyel uygulamalarda
biyokatalizorlerin, kendiliginden sahip olduklart fizyolojik ozelliklerinin yani sira
yiiksek aktivite, enantiyo secicilik, kararlilik ve substrat segiciligi gibi 6zellikleri de
gostermeleri istenmektedir. Gelistirilen model sistemlerle enzimlerin aktivite,
kararlilik, enantiyo secicilik ve substrat 6zgiilliigii gibi 6zelliklerinin iyilestirilmesi
hedeflenmektedir. Protein miihendisligi ¢aligmalarinda son yillarda ilgi odag: haline
gelen yonlendirilmis evrim  yaklasiminin  kullanilmasiyla, yap1 ve etki
mekanizmasinin bilinmedigi durumlarda, enzimlere yeni 6zellikler kazandirmaya
yonelik caligsmalar farkli bir boyut kazanmistir. Yonlendirilmis evrim kapsaminda,
rekombinasyon ve non-rekombinasyon temelli yontemler gen havuzundaki ¢esitliligi
artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu metotlarla olusturulan kiitiiphaneler ytizlerce
ya da on binlerce varyanttan olusabilir. Non-rekombinasyona dayanan yontemler
arasinda en ¢ok kullanilanlarin basinda hataya egilimli polimeraz zincir reaksiyonu
(error-prone PCR) gelmektedir. Rekombinasyona dayanan teknikler i¢inde ise DNA
karistirma (DNA shuffling) en ¢ok kullanilan yontemdir [Arnold and Volkov, 1999],
[Chen, 2001], [Williams et al., 2004].

Bu yontemlerde hedef gen ya da gen setleri, rastgele mutagenez ve/veya
rekombinasyon c¢alismalarina alinir. Olusan varyantlar goriintiileme ve se¢me igin
uygun ekspresyon sistemlerine aktarilir. Bu nedenle goriintiilleme ve se¢me, varyant
izolasyonunda biiyilk 6nem tasimaktadir. Yonlendirilmis evrimde onemli olan,
mutasyonlar sonucunda elde edilen varyantlardan istedigimiz 6zellige sahip olanlarin
secilmesidir [Arnold and Georgiou, 2003].

Penisilin antibiyotiklerindeki amit baginin hidrolizini katalizleyen penisilin
asilazlar (E.C. 3.5.1.11) yaklasik 60 y1l 6nce kesfedilmistir. Bu enzimler, hidrolazlar

simnifinin amino hidrolazlar alt simifinda yer alirlar ve N-terminal niikleofilik



hidrolazlar ailesinin bir {iyesidirler. Penisilin asilazlar, bakterilerde, mantarlarda ve
mayalarda bulunmaktadir. Enzimin dogadaki rolii tam olarak anlagiimamakla
birlikte, karbon kaynagi olarak kullanilmak iizere fenil asetil bilesiklerinden fenil
asetik asitin olusturulmasinda gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Endiistride ise yaygin
olarak penisilin G ve diger p-laktam antibiyotiklerinin hidrolizi ile 6-
aminopenisillanik asit’in (6-APA) iiretilmesinde ve bir f-laktam ¢ekirdegi ile uygun
bir D-amino asit tiirevinin katalizlenmesi yoluyla da yari-sentetik antibiyotiklerin
iiretilmesinde kullanilmaktadir. Endiistride bu amag¢ i¢in en c¢ok kullanilan
Escherichia coli (E. coli) penisilin asilazi olmasina ragmen, bu enzimin ozellikle
kataliz reaksiyonlarindaki etkinligi istenilen seviyede degildir. Diger taraftan
giinimiizde antibiyotiklere kars1i direng gosteren patojenlerin sayisinin  gittikce
artmasi, patojenlere kars1 etkili yeni antibiyotiklerin sentezlenmesini zorunlu
kilmigtir. Yaban tipi penisilin asilazin yari-sentetik antibiyotiklerin iiretimi i¢in
katalitik etkinliginin olduk¢a diisiik olmasindan dolayi, o6zellikleri artirilmis yeni
mutant enzimlerin gelistirilmesi farmasotik endiistrisi i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.
Giliniimiizde ozellikleri gelistirilmis mutant enzimlerin olusturulmasinda klasik
rekombinant DNA tekniklerinin yani sira, yonlendirilmis evrim metotlar1 da siklikla

kullanilmaktadir [ Tishkov et al., 2010].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Tez c¢alismasinda penisilin asilaz 6zelliklerinin iyilestirilmesi amaglanmis,
bunun icin; Escherichia coli ATCC 11105 soyuna ait penisilin asilaz geninden
yonlendirilmis evrim yontemi ile mutant kiitliphanelerin olusturulmasi, elde edilen
mutant kiitaphanelerin istenilen 0zellik yoniinden taranmasi i¢in gecerli
tarama/se¢me yontemlerinin gelistirilmesi, iyilestirilmis enzim O6zelliklerinin yaban
tipi enzim ile karsilagtirnllmasi ve se¢ilen mutant soy/soylarda meydana gelen
mutasyon/mutasyonlarin belirlenmesi hedeflenmistir.

Giliniimiizde  yonlendirilmis  evrim  yaklagimi, enzim  &zelliklerinin
gelistirilmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Mutant kiitiiphanelerinin
olusturulmasinin ardindan, se¢me ve goriintiileme yontemlerinin her ikisi de
denenebilmektedir. Giiniimiizde yonlendirilmis evrim metotlarinin genel olarak iki

temel kullanim alan1 vardir. Bunlardan bir tanesi endiistri, digeri ise aragtirma ve



gelistirmedir. Birinci alanda, yiliksek katalitik aktiviteye ve kararliliga sahip
enzimlerin iiretilmesi amaclanmaktadir. Ikinci alanda ise cesitli katabolik yollarda
gorev alabilen yeni enzimlerin {iretilebilmesi i¢in yeni metotlar gelistirilmektedir. Bu
sayede evrensel biyoteknolojik bilgi birikiminin olusturulmasi amaglanmaktadir.
Lipaz, esteraz, proteaz gibi ¢esitli enzimlerin 6zelliklerinin gelistirilmesinde
yonlendirilmis evrim metotlarinin genis dl¢lide kullanilmasina karsin, penisilin asilaz
Ozelliklerinin gelistirilmesinde kullanimlarina iliskin 6rnek sayis1 oldukca azdir.
Penisilin asilazin substrat 0zgiilliigii ve aktivitesinin arttirllmasinda klasik
rekombinant DNA teknikleri kullanilmakta, enzim iiretiminin arttirilmasinda besi
yeri optimizasyon caligmalar1 yapilmaktadir. Enzim kararliligimin arttirilmasinda
protein miihendisligine ek olarak immobilizasyon yontemleri de kullanilmaktadir.
Endiistriyel olarak yari-sentetik antibiyotiklerin {iiretiminde kullanilan penisilin
asilazin  Ozelliklerinin iyilestirilmesinde  yoOnlendirilmis evrim metotlarinin
uygulanmasi, penisilin asilazin “in vitro” evrimine yonelik yaklagimlara katkida
bulunacaktir. Ayrica tez kapsaminda hedeflere ulasilmasi halinde, yonlendirilmis
evrim c¢aligmalar1 ¢er¢evesinde edinilecek deneyimler iilkemizde bu alanda ¢aligmak
isteyen arastirmacilarin ¢alismalarina katki saglayacak ve yol gosterici olabilecektir.
Elde edilmesi olasi iiretken soylar ve ozellikleri iyilestirilmis enzimler uygulamaya

aktarilabilecek yeni segcenekler olusturacaktir.



2. B-LAKTAM ANTIBIYOTIKLER, B-LAKTAM
ASILAZLAR ve PENISILIN ASILAZLAR

2.1. p-Laktam Antibiyotikleri

1928 yilinda Alexander Fleming, Staphylococcus aureus bakterisinin
biliylimesini bir mantar tiiriiniin engelledigini kesfetmeden once, kiiflerle bulasa
ugramig bakteri kiiltiirlerindeki biiylimenin engellendigi cesitli bilim adamlar
tarafindan da rapor edilmistir. Daha sonralar1 Alexander Fleming, mantarlar
tizerindeki c¢alismalarini derinlestirmis ve Staphylococcus aureus’un biiyiimesini
inhibe eden mantar tiirlinli Penicillium notatum, {irettigi anti bakteriyel maddeyi de
penisilin olarak adlandirmistir. Fleming, tavsanlarin sivi besinlerinin igerisine
penisilini ilave ederek onun toksik olmadigini gostermis ve ayni zamanda tavsanlarin
g0z enfeksiyonunu tedavi etmistir. Buna ragmen Fleming, penisilini dogal bir
antiseptik olarak goérmiis ve 1939 yilinda, Howard Walter Florey ve Ernst Boris
Chain tarafindan penisilinin saflastirilip, tedavi edici etkisinin kesin olarak ispat
edilmesine kadar da bu goriis hakim olmustur. Ikinci diinya savasi sirasinda bu
alandaki arastirmalar artarak devam etmis ve 1942 yilinda, bir Penicillium kiifiiniin
ilk biiyiik 6l¢ekli fermentasyonu Amerika Birlesik Devletleri’nde gergeklestirilmistir.
Penisilinin biiyiik 6l¢ekte liretimi sayesinde savas sirasinda birgok askerin enfeksiyon
nedeniyle 6lmesinin dniine gegilebilmistir.

Penicillium chrysogenum tiirii penisilin G ve diger bes -laktam antibiyotigini
tiretebilmektedir. Bu antibiyotikler sadece yan zincirlerinde birbirlerinden farklilik
gostermektedirler. Arastirmalar spesifik bir antibiyotigin veriminin, kiiltiir ortamina
ilgili antibiyotigin yan zincirinin bir Onciiliiniin eklenmesi ile artirilabilecegini
gostermistir (6rnegin; penisilin G i¢in {iretim ortamina fenil asetik asitin eklenmesi
gibi). Uygun yan zincir Onciillerini belirlemek amaciyla yapilan bir g¢alismada,
fermentasyon ortamina fenoksi asetik asitin eklenmesiyle, asit direngli penisilin V
elde edilmistir [Savidge, 1984].

1948 yilinda Giuseppe Brotzu Sardunya Adasi’ndaki bir kanalizasyon
borusundan Cephalosporium acremonium adli kiif mantarin izole ettiginde, penisilin
benzeri yeni bir antibiyotik kesfedilmis oldu. Bu organizmanin ham filtratlan,

Staphylococcus aureus bakterisine kars1 Penicillium tirlerinin gdsterdigine benzer



bir aktivite gdstermis ve elde edilen bu yeni anti-bakteriyel maddeye sefalosporin C
ad1 verilmistir. Antibiyotikler arasindaki bu iliski onlarin kimyasal yapilar ile de
uyumludur ve hepsi korunmus bir B-laktam halkasina sahiptirler. Penisilin G’de bu
B-laktam halkas1 bir thiazolidin halkasina, sefalosporin C’de ise alt1 iiyeli baska bir
halkaya baghdir ve ikisi birlikte B-laktam c¢ekirdegini olustururlar. (-laktam
cekirdegine penislin G’de bir fenil asetil grubu, sefalosporin C’de ise bir D-2-
aminoadipil grubu baglanir (Sekil 2.1) [Polderman-Tijmes, 2004]. Yan zincirler, -
laktam antibiyotiklerinin anti-bakteriyel spektrumlar1 ve farmasoétikal ozellikleri
tizerinde belirleyici bir etkiye sahiptirler. Tasidiklar1 g¢ekirdek yapisina gore, [-
laktam antibiyorikleri penisilin yada sefalosporin olarak adlandirilirlar. Giiniimiizde
B-laktam antibiyotikleri, bakteriyel enfeksiyonlara kars1 kullanilan en etkili ilaglardir
ve penisilin G’nin kesfinde rol oynadiklar1 i¢in Fleming, Florey ve Chain 1944

yilinda fizyoloji ve tip alaninda Nobel 6diilii almiglardir [Polderman-Tijmes, 2004].
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Sekil 2.1: B-laktam antibiyotikleri penisilin G (1) ve sefalosporin C’nin (2) yapist.
Agil gruplar yan zincirleri (sol taraf), halkali gruplar ise ¢ekirdek yapilarini (sag
taraf) olugturmaktadir. Oklar farmasotik olarak gerekli B-laktam baglarini
gostermektedir. Yan zincirler ve ¢ekirdekler arasindaki kesikli gizgiler ise
B-laktam asilazlar tarafindan hidroliz edilen baglar1 gostermektedir.

2.1.1. Penisilinler

Penisilinler ilk kesfedilen dogal antibiyotiklerdir ve Penicillium tiirlerinden

cesitli formlarda elde edilirler. Dogal ve yari-sentetik olmak iizere iki farkli ¢esidi

olmasma ragmen, yapisal olarak biitiin penisilin molekiilleri bir p-laktam



cekirdeginden (6-APA) ve bu cekirdege bagli bir yan zincirden meydana

gelmektedir. 6-APA c¢ekirdegi L-sistein ve D-valin amino asitlerinden olusmaktadir.
Kimyasal olarak penisilinler; bir B-laktam halkasi, bir thiazolidin halkas1 ve

uygun bir yan zincirden meydana gelmektedir. Yan zincire gore degisik isimler

almaktadirlar (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Penisilinlerin genel yapilari.

Dogal penisilinler kiiflerden fermentasyon yoluyla iiretilirken, yari-sentetik
penisilinler 6-APA ¢ekirdegine farkli agil yan zincirlerin eklenmesiyle elde edilirler.
Bu sayede B-laktamazlara kars1 direngli ve genis anti-bakteriyel spektruma sahip yeni

yari-sentetik penisilinleri elde etmek miimkiin olmaktadir.

2.1.2. 6-aminopenisillanik Asit (6-APA)

Farmasotik iiriinlerin - enzimatik olarak {iretilmesi uzun zamandan beri
kullanilan bir yontemdir. Cesitli antibiyotiklerin ve stereoidlerin {iretiminde
mikrobiyal doniisiim reaksiyonlar1 genis Ol¢iide kullanilmaktadir [Elander, 2003].
Penisilinler genis dl¢iide kullanilan B-laktam antibiyotikleridir. Bakteri hiicre duvari
sentezini inhibe etmeleri, genis spektrumlu antibakteriyel etkiye sahip olmalar1 ve
diisiik toksisitelerinden dolayi, diinya c¢apinda iiretilen antibiyotiklerin yaklasik
%19’unu penisilinler olusturmaktadir [Demain and Elander, 1999]. Bununla beraber

bu antibiyotiklerin gereksiz kullanimi1 direngli patojenlerin gelismesine neden



olmaktadir. Glinlimiizde yari-sentetik antibiyotiklerin kullanilmasiyla bu problemin
istesinden gelinmeye ¢alisilmaktadir. Bu sayede daha az yan etkiye sahip, daha az
toksik ve daha genis spektrumlu antibiyotikler iiretilebilmektedir. Yeni gelistirilen bu
yari-sentetik penisilinlerin ¢ogu 6-APA’dan iretilmektedir. 6-APA, dogal benzil
penisilinlerin kimyasal ya da enzimatik deagilasyonu sonucunda {iretilmektedir
[Vandamme and Voets, 1974]. 6-APA iiretimi i¢in kimyasal metotlarin kullanimi
hem oldukga kiilfetli hem de piridin, fosfor pentaklorid ve nitrozilklorid gibi zararh
kimyasallarin kullanimini1 gerektirmektedir. Buna karsin enzimatik {iretim, bolge ve
stereo 0zglildiir ve reaksiyon kosullar1 daha uygundur. Ayrica 6-APA’nin enzimatik
olarak tiretimi, kimyasal iiretime gore daha ucuzdur. Eger enzimatik 6-APA iiretimi
fermantasyonla iiretilen penisilin G {iretimine entegre edilebilirse maliyet daha da
asagilara cekilebilmektedir [Parmar et al., 2000].

6-APA’nin 2000 yilinda diinya genelinde enzimatik olarak yillik tiretimi 9000
ton olarak gergeklesmistir [Arroyo et al., 2003]. 6-APA’nin iiretim maliyeti, yari-
sentetik penisilinlerin {iretimini dogrudan etkiledigi icin, 6-APA’nin daha az
maliyetle daha fazla iiretilmesini saglamak i¢in giiniimiizde kayda deger bir ¢aba
vardir. Gelistirilmis Ozgilliige, aktiviteye, safliga ve kararlilifa sahip ucuz
enzimlerin lretilmesi, daha ucuz 6-APA’nin iiretilmesini ve dolayisiyla daha ucuz
yar1 sentetik antibiyotiklerin {iretilmesini saglayacaktir. Penisilinlerden 6-APA’nin
iretiminde ve yari-sentetik penisilinlerin  iiretiminde penisilin  asilazlar

kullanilmaktadir [Parmar et al., 2000].

2.2. p-Laktam Asilazlar

B-laktam asilazlar, B-laktam antibiyotiklerinin yapisinda bulunan [-laktam
cekirdegi ile karboksilik asit arasindaki amit baglarin1 kesen enzimlerdir. Bu gruba
ait ilk enzim 1950 yilinda Penicillum chrysogenum Q176 soyundan izole edilen
penisilin G asilaz (PGA) enzimidir. Bundan on yil sonra ayni enzimin ters
reaksiyonla yari-sentetik B-laktam antibiyotiklerinin olusumunu katalizleyebildigi
bulunmustur. Giinlimiizde cesitli prokaryot tiirlerinde aym veya farkli substrat
Ozgilliigiine sahip ve bu reaksiyonlari katalizleyebilen enzimler bulunmaktadir.

B-laktam asilazlarin klasik siniflandirilmast  hidroliz  ettikleri p-laktam

antibiyotiklerine gore yapilmaktadir. Bu enzimler ilk olarak penisilin ve sefalosporin



asilazlar olarak iki gruba ayrilmislardir. Bu ayirma, substratlarin yapisinda yer alan
B-laktam ¢ekirdegine gore yapilmistir. Penisilin asilaz substratlarinin yapisinda 6-
aminopenisillanik asit (6-APA) bulunurken, sefalosporin asilaz substratlarinin
yapisinda 7-aminosefalosporanik asit (7-ACA) ve tlirevleri bulunmaktadir. Daha
sonralar1 bu enzimler alt siniflara ayrilmislardir. Bu smiflandirma substratlarin
tagidiklar1 yan zincirlere gore yapilmistir (Sekil 2.3) [Polderman-Tijmes, 2004].
Buna gore; Penisilin V asilazlar (PVA; penisilin V’yi hidrolize ederler), Penisilin G
asilazlar (PGA; penisilin G’yi hidrolize ederler), Ampisilin asilazlar yada diger
adiyla o-amino asit ester hidrolazlar (AEH; ampisilini hidrolize ederler),
Sefalosporin C asilazlar (CA; sefalosporin C’yi hidroliz ederler) ve Glutaril 7-ACA
asilazlar (GA; glutaril 7-ACA’y1 hidroliz ederler) olarak gruplandirilmislardir. -
laktam asilazlarin substrat yapisinda yer alan 6-APA ve 7-ACA yapilarina afinitesi
az oldugu i¢in alternatif bir isimlendirmeye de gidilmistir. Bu isimlendirme agil
gruplarina gore yapilmistir ve a-acilamino-f-laktam agilhidrolazlar genel adi ile
adlandirilmiglardir. Enzimler bu grup igerisinde 4 smifa (I-IV) ayrilmislardir (Sekil
2.3) [Polderman-Tijmes, 2004]. Bu simiflandirmada; Penisilin V asilazlar (PVA)
Sinif I igerisine, Penisilin G asilazlar (PGA) Sinif II icerisine, Ampisilin asilazlar (o-
amino asit ester hidrolazlar; AEH) Siif III icerisine ve Sefalosporin asilazlar ise
Smif IV igerisine yerlestirilmislerdir. Sefalosporin asilazlar, daha sonra ya substrat
Ozgiilliigiine gore cesitli alt gruplara ayrilmaktadir ya da gen yapisina, enzim
Ozelliklerine ve molekiil biiyilikligiine gore alternatif bir siniflandirmaya
tutulmaktadir. Alifatik amitleri ya da penisilin G analoglarim1 hidroliz edebilen
penisilin G asilazlar iiretebilen bakteri tiirlerinin izole edilmesi ile penisilin G
asilazlar (Siif II) iki alt gruba ayrilmiglardir. Smif Ila: aromatik ya da fenilasetil
amitleri hidrolize ederler, Sinif IIb: alifatik amitleri hidrolize ederler (Sekil 2.4)
[Deshpande et al., 1994]. Giiniimiizde [-laktam asilazlarin siniflandirilmast,
enzimlerin amino asit dizilimine, molekiiler yapilarmma ve kataliz mekanizmasina
gore yapilmaktadir. Bununla beraber, literatiirde halen substrat 6zgiillii§iine gore
yapilan klasik isimlendirme kullanilmaktadir [Polderman-Tijmes, 2004], [Deshpande
et al., 1994], [Tishkov et al., 2010].
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Sekil 2.3: B-laktam asilazlarin klasik ve alternatif siniflandirilmasi.
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Sekil 2.4: B-laktam asilazlarin klasik siniflandirilmasinin alternatif gosterimi.
Suksinil-7-ACA (SU), glutaril-7-ACA (GL), adipil-7-ACA (AD) ve sefalosporin C
(CO).

2.2.1. Penisilin Asilazlar

Penisilin asilaz, ilk olarak Penicillum chrysogenum Q176 soyundan izole
edilmistir. Giinlimiizde penisilin asilaz treticisi ¢ok sayida mikrobiyal kaynak

bilinmekte ve genis Olgiide c¢alisilmaktadir. Penisilin asilazlarin biyoteknolojik



uygulamalari, B-laktam antibiyotiklerin, kiigiik peptitlerin ve rasemik karigimlardan
saf izomerlerin elde edilmesinde kullanilan geleneksel kimyasal yontemlere ciddi bir
alternatif olusturmustur. Bununla birlikte penisilin asilazlarin ana kullanim alam
yari-sentetik penisilinlerin endiistriyel olarak iiretimidir. Penisilin asilazin Enzim
Komisyonu tarafindan verilen ismi penisilin amidohidrolazdir (E.C. 3.5.1.11), ancak
yaygin kullanilan adlari, penisilin asilaz ya da penisilin amidazdir. Penisilin asilazlar,
substrat 6zgiilliigline gore genel olarak ii¢ gruba ayrilirlar. 1) Penisilin G asilazlar
(PGA); penisilin G’yi hidrolize ederler, 2) Penisilin V asilazlar (PVA); penisilin V’yi
hidrolize ederler, 3) Ampisilin asilazlar; ampisilini hidrolize ederler. PGA ve PVA,
6-APA iiretiminde kullanilmaktadirlar [Parmar et al., 2000], [Calleri et al., 2004],
[Arroyo et al., 2003], [Giordano et al., 2006].

2.2.1.1. Penisilin G Asilaz

Penisilin G asilaz (PGA) (E.C. 3.5.1.11), B-laktam asilazlar olarak bilinen
biiyiik bir enzim grubunun iiyesidir [Diaz et al., 2001], [Wen et al., 2005]. Yar1-
sentetik B-laktam antibiyotiklerinin endiistriyel olarak tretilmesinde kullanilirlar
[Valle et al, 1991]. Farkli mikroorganizmalardan cesitli PGA proteinleri
tanimlanmasina ragmen, en iyi bilinen ve endiistriyel olarak kullanilan penisilin G
asilazlardan birisi E. coli ATCC 11105 soyundan elde edilendir. Penisilin G asilaz,
penisilin G’yi fenil asetik asit (PAA) ve 6-APA’ya hidroliz etmesine ragmen,
bakteriyel antibiyotik direncinde rol oynamaz (Sekil 2.5) [Rajendhran and
Gunasekaran, 2004].
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Sekil 2.5: Penisilin G asilaz ile penisilin G’ nin hidrolizi.
E. coli’de PGA’nin {iretimi ve aktif enzim olusumu, {i¢ temel diizenleyici

mekanizma (katabolit represyon, PAA ile uyarim ve sicaklikla diizenleme) eliyle

transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde kontrol edilir [Valle et al., 1986], [Oh et
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al., 1987], [Chou et al., 1999a], [Lindsay and Pain, 1991], [Ignatova et al., 2000a],
[Ignatova et al., 2000b], [Xu et al., 2005a], [Xu et al., 2005b], [Pan et al., 2003].
Katabolit represyon ve PAA ile uyarim, PGA sentezinin transkripsiyonel diizeyde
kontroliinden sorumluyken, sicaklikla diizenleme ise translasyonel ve post-
translasyonel seviyede kontroliinden sorumludur. Heterodimer bir yapiya sahip olan
PGA, E. coli’nin sitoplazmasinda tek bir polipeptitden olusan inaktif dnciil polipeptit
(preproPAC) olarak sentezlenir. Bu Onciil; 26 amino asitlik bir sinyal peptit (1-26
arast amino asitler), 209 amino asitlik bir a alt birim (27-235 aras1 amino asitler), 54
amino asitlik bir ara peptit (236-289 aras1 amino asitler) ve 557 amino asitlik bir 3 alt
birim (290-846 arast amino asitler) igermektedir ve yaklasik olarak 95 kDa
bliytikliiglindedir [Schumacher et al., 1986], [Sizmann et al., 1990], [Duggleby et al.,
1995], [McVey et al., 2001]. Sinyal peptit, proenzimin (preproPAC) periplazmaya
translokasyonunda rol oynar ve periplazma igerisine transfer esnasinda proteolitik
kesime ugrar. Bunun sonucunda o alt birim, ara peptit ve B alt birimden olusan
proPAC meydana gelir. Olusan proPAC yaklasik olarak 92 kDa biiyiikliigiindedir. o
ve B alt birimler arasinda yer alan ara peptit hem aktif bolgeyi bloke eder hem de
proteinin katlanmasini etkiler. Enzimin periplazmada islenmesi sirasinda ara peptit
bolgesi kesilerek ayrilir ve iki farkli alt birimden (a ve PB) olusan aktif enzim
meydana gelir (Sekil 2.6) [Chou et al., 2000]. Ara peptidin kesilmesi ya otokatalitik
bir mekanizma eliyle [Kasche et al., 1999] ya da proteolitik enzimler iizerinden
endoproteolitik bir mekanizma yoluyla ger¢eklesir [Bruns et al., 1985], [Schumacher
et al., 1986] ve kesim sonrasi aktif bolge serbest hale gelir. Ara peptidin kesim

mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamaistir.
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Sekil 2.6: E. coli’de penisilin G asilazin sentezi ve igslenmesi.
S: sinyal peptit, a: alfa alt birim, C: ara peptit, B: beta alt birim.
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Aktif E. coli PGA’s1 86 kDa’luk bir heterodimerdir. 24 kDa’luk bir o alt
birimden ve 62 kDa’luk bir B alt birimden olugmaktadir (Sekil 2.7) [Hewitt et al.,

2000]. iki alt birim kovalen olmayan baglarla bir arada tutulmaktadir [Bruns et al.,

1985].

Sekil 2.7: PGA’nin ii¢ boyutlu yapisinin karton gosterimi. a) Olgun/aktif PGA.
a alt birim: yesil, B alt birim: mavi. b) Onciil PGA. o alt birim: yesil, p alt birim:
mavi, ara peptit: kirmizi. N-terminal niikleofilik serin rezidiisii ise her iki sekilde de
sar1 renk ile gdsterilmistir.

B-Laktam asilazlarin genetik ve yapisal karakterizasyonu, bu enzimlerin N-
terminal niikleofil (Ntn) hidrolaz siiper ailesine ait oldugunu gdstermistir. Bu ailenin
tiyeleri; N-terminal bolgesinde bir katalitik serin, sistein ya da treonin amino
asitlerini igerirler [Brannigan et al., 1995]. Penisilin G asilazin  zincirinin N-
terminalinde yer alan serin rezidiisii, aktif merkezde rol alir ve kataliz mekanizmasi
aktif merkezinde serin igeren ac¢il enzim mekanizmasi ile uyumluluk gosterir
[Virden, 1990]. PGA’1n ii¢ boyutlu yapis1 bilinmektedir ve enzim Ntn-hidrolaz ailesi
icinde siiflandirilmaktadir [Calleri et al., 2004], [Brannigan et al., 1995].

E. coli W’nin pac geni, hpa kiimesinin yakininda yer alir ve alternatif farkli
promotorlar iizerinden monosistronik olarak transkribe edilir. pac geninin
ekspresyonu fenil asetik asit ve fenoksi-asetik asit ile uyarilir ve metabolik
karbohidratlar (6r. glukoz ve fruktoz) ve poli alkoller (6r. gliserol) ile baskilanir.
Glukoz ile baskilama siklik adenozin monofosfat (cCAMP) reseptor proteini (CRP)

bagimli tipik bir siirectir ve cAMP eklenmesi ile kismen {iistesinden gelinir. Fenil
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asetik asit indiiksiyonunda gerekli olan diizenleyici proteinlerin neler oldugu heniiz
belirlenememistir [Rajendhran and Gunasekaran, 2004], [Srirangan et al., 2013].
PGA genis bir substrat oOzgiilliigline sahiptir. Farkli PAA amidlerini ve
esterlerini hidrolize edebilir. Bunun yami sira 4-hidroksifenilasetik asit (4HPA) gibi
farkl1 PAA tiirevlerini de hidrolize edebilir. Ayrica tienilasetik asit ve heksanoik asit
gibi diger aromatik ve alifatik asit esterlerini ve amidlerini de hidrolize edebilir. Bu
yiizden bir¢ok dogal esterler ve amidler PGA ile hidrolize edilerek merkezi katabolik
yolaklarda kullanilirlar. pac genine ek olarak B-laktamaz genini igeren E. coli soyu
karbon kaynagi olarak penisilin G’nin PAA grubunu kullanabilmektedir.
Fenilasetillenmis bilesiklerin pargalanmasinda gerekli olan PGA’nin otokatalitik
aktivasyonunun sicaklikla diizenlendigi diisiiniilmektedir. Bu otoproteolitik
mekanizma 28 °C’ta daha etkilidir. Bu durum, E. coli bu sicakligin yukarisindaki
sicaklik  degerlerinde  biiyiitiildiigiinde, PGA iretiminin neden azaldigim
aciklamaktadir. Ozellikle 37 °C’taki enzim {iretimi, kayda alinmayacak kadar az
miktardadir. Bu yiizden, E. coli bagirsak florasindan ayrildiginda, diistiik sicaklik
yeni ¢evrenin algilanmasi i¢in sinyal gorevi gorecek ve yeni ekolojik cevrede fenil
asetillenmis bilesikler ile karsilasma PGA’nin aktivasyonuna neden olacak ve
aktivite sonucu olusturulan aromatik asitler karbon kaynagi olarak kullanilabilecektir

[Diaz et al., 2001].

2.2.1.2. Penisilin Asilazlarin Katalitik Mekanizmasi

X-151m1 kristallografi caligmalari, penisilin asilazlarin molekiiler yapilarinin
aydinlatilmasini saglamistir. PGA’nin yiiksek ¢oziiniirliiklii kristal yapilari sayesinde,
molekiiliin protein yapisi, substrat baglanma bolgesi, aktif merkezi ve katalitik
mekanizmasi gibi detay bilgileri ortaya ¢ikarilmistir. Enzim, fenil-asetik asit ya da
tiirevlerinin baglanabildigi bir agil baglanma boélgesi ile 6-APA ya da baska bir
niikleofilin baglanabildigi bir niikleofil baglanma bolgesi icermektedir. Aktif
bolgesinde, B alt biriminin N-terminalinde yer alan serin rezidiisii 6nemli bir rol
oynamaktadir. Serin rezidiisiiniin hidroksil grubu ise bir niikleofil olarak hareket
etmektedir [Rajendhran and Gunasekaran, 2004].

Penisilin G asilazin katalitik mekanizmas1 serin proteazlarin reaksiyon

mekanizmasina benzer sekilde bir agil-enzim ara {iriiniiniin olusmasin1 gerekli kilar.
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Kismi alkali pH’da, penisilin G asilaz, penisilin G’yi PAA ve 6-APA’ya hidroliz
eder. Bu hidroliz esnasinda fenil asetil grubu, 6-APA’dan suya transfer olur (Sekil
2.8) [Rajendhran and Gunasekaran, 2004]. Aktif bolgede yer alan serin rezidiisiiniin
(BSer1) Oy hidroksil grubu tarafindan, amit baginin karbonil karbonuna yapilan bir
niikleofilik ataktan sonra, bir kovalen agil-enzim ara iiriinii olusur. Bu ara {irlinde
negatif yiikli oksianyon, oksianyon cukuru rezidiileri BAsn241 ve PAla69 ile
hidrojen bag1 yapmak suretiyle kararli hale gelir. Birinci iirin olan 6-APA’nin aktif
bolgeden ayrilmasindan sonra, agil-enzim kompleksi, su ya da bagka bir niikleofilin
niikleofilik atagi ile deagillenir. Bunu takiben ikinci iiriin olan PAA ve serbest enzim
olusur. Biitiin bu reaksiyon basamaklar1 geri doniistimliidiir. Penisilin G asilaz aym
zamanda yar1 sentetik B-laktam antibiyotiklerinin {iretiminde de kullanilir. Bu
durumda enzim, bir B-laktam ¢ekirdegi (6-APA ya da tiirevleri) ile bir agil grubunun
birlesmesini kataliz eder. Reaksiyon asidik pH’da ve suyun az oldugu sartlarda
gerceklesir. Bu birlesme reaksiyonunda, aktive olmus bir agil verici (genelde bir
PAA tiirevinin metil esteridir ya da bir amid’dir), aktif bolgede yer alan serin
tizerinden enzimi aciller ve bunun sonucunda da amonyak ya da metanol aciga ¢ikar.
Daha sonra olusan acil-enzim kompleksi, yar1 sentetik B-laktam antibiyotiklerini
olusturmak tizere 6-APA ya da 7-aminodeasetoksisefalosporanik asit (7-ADCA) gibi
bir B-laktam niikleofili tarafindan deagillenir [Rajendhran and Gunasekaran, 2004],

[Srirangan et al., 2013].
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Sekil 2.8: Penisilin G’nin, penisilin G asilaz tarafindan PAA ve 6-APA’ya
hidrolizinin mekanizmasi.

2.2.1.3. Penisilin Asilazlarin Mikrobiyal Uretimi

Penisilin asilaz baz1 bakteriler, aktinomisetler, mantarlar ve mayalar tarafindan
hiicre i¢i enzim olarak tiretilir. Mikroorganizmalar penisilin asilaz iiretimi i¢in genis
Olciide incelenmistir. Penisilin asilazin biiyiik 6l¢ekli tiretimi i¢in; Escherichia coli,
Bacillus megaterium, Streptomyces lavendulae, Achromobacter sp., Proteus rettgeri,
Actinoplanes sp., Bovista plumbea, Kluyvera atrophila, Pseudomonas melanogenum
ve Penicillium chrysogenum mikroorganizmalart genis Ol¢iide kullanilmaktadir
[Parmar et al., 2000], [Wen et al., 2005]. E. coli penisilin G asilaz1 en iyi ¢alisilan
penisilin asilazlardan birisidir. Molekiiler agirlig1 24 kDa ve 62 kDa olan, sirasiyla, o
ve B olarak adlandirilan iki alt birimden meydana gelen bir heterodimerdir [Chou et
al., 1999a]. Ancak molekiiler agirliklari, sirasiyla, 23,9 ve 62,2 kDa olan a ve f alt

birimlerinden meydana gelen bir rekombinant E. coli penisilin G asilaz1 da rapor
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edilmistir [Vohra et al., 2001]. Molekiiler agirlig1 83,2 kDa olan ve tek bir polipeptit
zincirinden meydana gelen bir PVA ise Fusarium sp. SKF 235’den elde edilmistir
[Sudhakaran and Shewale, 1995] .

Mantarlardan, mayalardan ve aktinomiseslerden aktif penisilin asilazin tiretimi
cesitli besi yerlerinde gerceklestirilmektedir. E. coli’de penisilin G asilaz iiretimi
genel olarak “corn-steep liquor”, pepton, glukoz ve uyarict olarak % 0,1-0,2 PAA
iceren besi yerinde gergeklestirilmektedir. Bacillus megaterium’da ise penisilin G
asilaz Uretimi, maya Oziitli, sikroz ve PAA igeren kiiltiir ortaminda
gerceklestirilmistir. PAA tuzlart ve gesitli PAA tiirevleri penisilin asilaz iiretiminde
uyarict olarak kullanilmaktadir. Ancak PAA’nin yiiksek konsantrasyonlari penisilin
asilazin olusumunu baskilamaktadir. Penisilin V asilaz genel olarak mantarlar ve
aktinomisesler tarafindan tretilmektedir. Fakat Pseudomonas acidovorans gibi bazi
bakteriler de endiistriyel 6l¢ekte PVA iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.
PVA ayrica; Beijerinckia indica var., Penicillium SKB3133, Fusarium sp. SKF 235,
Penicillium chryogenum, ve Aeromonas ACY95 tarafindan da {retilmektedir.
Penisilin V asilazlar genellikle glukoz varliginda katabolik olarak baskilanmaktadir

[Parmar et al., 2000].

2.2.1.4. Penisilin Asilazlarin Saflastirilmasi

Penisilin asilazlar stoplazmada sentezlendikten sonra, gram negatif bakteriler
tarafindan periplazmaya, gram pozitif bakteriler ve mantarlar tarafindan ise biiyiime
ortamina salinmaktadir. Penisilin asilazlarin saflastirilmasi, genellikle birden ¢ok
saflagtirma basamaginin kullanimini gerekli kilmaktadir. Gram negatif bakterilerden
penisilin asilazlarin saflastirilmasi hiicre kiiltiiriiniin santrifiij ile ¢oktiiriiliip, hiicre
peletinin elde edilmesi ile baslamakta ve elde edilen peletin yikanmasi, pargalanmasi
ve ortaya ¢ikan hiicre lizatinin santriflij edilerek {iist sivinin toplanmasi ile devam
etmektedir. Ust sivida bulunan niikleik asitlerin streptomisin siilfat ¢oktiirmesi ile
uzaklastirllmasindan sonra, elde edilen {ist siv1 igerisinde bulunan enzim amonyum
siilfat ¢coktiirmesi ile kismi saflastirmaya ugratilmaktadir. Bu basamagi, amonyum
tuzlarmi uzaklastirmak i¢in yapilan “desalting” islemi ve sonrasinda uygulanan

cesitli kromatografi yontemleri takip etmektedir.
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Penisilin asilazlarin saflagtirilmas1 sirasinda, tiim hiicre lizatinin yerine
sferoplastlarin  hazirlanarak  periplazmik fraksiyonlarin  kullanilmasi, islem
karmasikli§inin azaltilmasin1 saglamasi acgisindan faydali olmaktadir. Bununla
beraber, bu yaklagim ile laboratuvar ortaminda yapilan ¢alismalarda etkili sonuglar
alinmasina ragmen, biiyiik 6l¢ekli tiretimler i¢in aynmi sey soz konusu degildir. Bazi
durumlarda, kismi saflastirilmis enzim sonraki kromatografik saflastirma
basamaklarina tutulmadan dogrudan immobolize edilerek endiistriyel uygulamalarda
kullanilmaktadir. Saflastirma yapilmaksizin E. coli hiicre lizatlarindan enzimi
dogrudan elde etmek i¢in immobilize metal afinite membranlarinin kullanildig:
immobilizasyon metotlar1 da gelistirilmistir. Penisilin asilazlarin geri kazanilmasinda
ve saflagtirllmasinda hemen hemen tiim kromatografi teknikleri basariyla
kullanilmaktadir. Son zamanlarda, E. coli’de hiicre disina salgilanan penisilin G
asilazi dogrudan hiicre kiiltiiriinden tek basamakta, yiiksek saflikta ve yiiksek
verimde saflagtirmak amaciyla, tegetsel akis filtrasyonu anyon degistirici membran
kromatografisi (TFF-AMEC; tangential flow filtration anion exchange membrane
chromatography) yontemine dayanan tek basamakli bir saflastirma metodu
gelistirilmistir. Gelistirilen bu metot, sus gelistirme ve kiiltiirasyon gibi tiim biyolojik
siire¢ basamaklari goz oniine alindiginda, PGA’nin etkili bir sekilde tiretilmesi,
toplanmasi ve saflastirilmasi i¢in etkili bir yontem olarak ortaya ¢ikmaktadir [Parmar

et al., 2000], [Srirangan et al., 2013].

2.2.1.5. Penisilin Asilazlarin Kullanim Alanlar

Endiistride genel olarak yari-sentetik penisilinlerin ve sefalosporinlerin
tiretiminde kullanilan penisilin asilazlar, peptit sentezi gibi diger Onemli
reaksiyonlar1 da katalizleyebilme kabiliyetine sahiptir.

Yari-sentetik penisilinler dogal penisilin G ve V’ye oranla daha gelismis
Ozelliklere sahiptirler. Daha kararhidirlar, kolay emilirler ve daha az yan etkiye
sahiptirler. Ayrica dogal penisilinlere karsi olusan mikrobiyal direncin iistesinden
gelinebilmesi i¢in pratik bir ¢oziim sunarlar. Yari-sentetik penisilinlerin ve
sefalosporinlerin biiyiik 6lcekli iiretimleri i¢in biyoteknolojide kullanilan prosesler,

penisilin asilazlar tarafindan hidrolize edilen B-laktam g¢ekirdegi iceren D-amino asit
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tiirevleri iizerine yogunlagmistir. Bu doniisiimler termodinamik ya da kinetik olarak
kontrol edilen sentez reaksiyonlari ile gergeklestirilmektedir [Arroyo et al., 2003].

Penisilin asilazlar, dogrudan enzimatik sentez ve agil grubu transfer
reaksiyonlar1 ile amino asitlerin amino gruplarinin korunmasinda kullanilmaktadir.
Penisilin asilazlarin bu 0&zelliginden peptitlerin ve tiirevlerinin sentezinde
yararlanilmaktadir. Ornegin tathligi arttirilmis  olan aspartamin  sentezinde
biyokatalizér olarak E. coli penisilin G asilaz1 kullanilmakta, enzimden ayrica D-
fenil dipeptidlerin elde edilmesinde yararlanilmaktadir [ Arroyo et al., 2003], [Langen
et al., 2000a].

Penisilin asilazlarin sulu ortamda ve susuz organik ortamda amino asitler, -
amino esterler, ikincil alkoller ve aminler gibi kiral bilesiklerin rasemik
karigimlarinin ayrilmasinda etkili oldugu ¢esitli arastiricilar tarafindan gosterilmistir.
Elde edilen saf enantiyomerler biyolojik olarak aktif bilesiklerin sentezinde
kullanilmaktadir. Ornegin, etil-3-amino-4-pentonat’in rasemik karisimi, E. coli
penisilin G asilaz1 kullanilarak enantio segici acilasyon reaksiyonu ile ayrilmistir ve
S-izomer elde edilmistir. Elde edilen S-izomer, anti platelet ajan1 olan
Xemilofiban’in sentezinde kiral “synthon” olarak kullanilmaktadir [Arroyo et al.,

2003], [Langen et al., 2000b].
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3. YONLENDIRILMIS EVRIM

Enzimlerin endiistriyel biyokatolizérler olarak kullanilabilmeleri icin istenilen
reaksiyon kosullarina uygun 6zelliklere (yiiksek aktivite, substrat 6zgiilliigii, organik
coziiciiye direnglilik, pH ve sicaklik kararliligi) sahip olmas1 gerekmektedir. Bununla
birlikte dogal enzimler c¢esitli reaksiyon kosullarinda kullanilmak i¢in her zaman
elverigli degildir. Bu nedenle enzimlerin 6zelliklerinin gelistirilmesi ve istenilen
reaksiyon kosullarina uygun hale getirilmesi gerekmektedir [Zhao et al., 2002].

Son yillarda yonlendirilmis evrim yOntemleri ticari 6éneme sahip enzimlerin
ozelliklerinin gelistirilmesinde ve iyilestirilmesinde gerek akademik gerekse ticari
laboratuvarlar tarafindan siklikla kullanilmaya baslanmistir [Patnaik et al., 2002],
[Kampen and Egmond, 2000], [Loo et al., 2004], [Arnold and Volkov, 1999], [Stebel
et al.,, 2008], [Powell et al., 2001], [Kuchner and Arnold, 1997]. Bu yaklasimin
gelistirilmesinden oOnce enzim oOzelliklerinin 1iyilestirilmesinde ve yapi-islev
iliskisinin  anlagilmasinda siklikla akilct protein tasarimi  kullanilmaktaydi.
Giliniimiizde de halen yaygin olarak kullanilmasmma ragmen, akilct protein
tasariminda karsilagilan bazi sorunlar vardir. Bunlardan en dnemlisi enzimlerin yap1
ve iglevleri arasindaki iligki hakkindaki bilgilerimizin sinirli olmasidir ki akile
protein tasarimi enzimlerin yapisinin ve katalitik mekanizmasinin bilinmesini
gerektirmektedir. Buna ek olarak enzim molekiilleri reaksiyon ortaminda, enzim
islevinde oldukca 6nemli rol oynayan ¢esitli konformasyonlarin bir karisimi halinde
bulundugu i¢in yapilan mutasyonlarin etkilerinin tahmin edilmesi oldukca gii¢
olmaktadir [Williams et al., 2004], [Rubingh, 1997], [Chen, 2001], [Bornscheuer and
Pohl, 2001].

Akilct protein tasariminin aksine yonlendirilmis evrim, enzimin yap1 ve islevi
arasindaki iligkinin bilinmesini gerektirmez. Bunun yerine rastgele olusturulan
mutasyonlara ve olusan bu mutasyonlarm segilmesine dayanmaktadir. Istenilen
Ozelligi elde etmek icin gen ilizerinde rastgele mutasyonlar olusturulur ve bu mutant
genleri iceren kiitiiphanelerden istenilen 6zellik yoniinden gelismis mutantlar gesitli
secme ve gorilintiileme yontemleri ile tanimlanir. Bu seg¢ilen mutant soy ya da soylar,
bir sonraki mutasyon ve se¢im basamaginda gen kaynagi olarak kullanilir [Williams

et al., 2004], [Rubingh, 1997], [Eijsink, 2005].
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3.1. Yonlendirilmis Evrim Metotlari

Istenilen 6zellige sahip enzimleri elde edebilmek icin ¢esitli yonlendirilmis
evrim metotlar1 ve stratejileri gelistirilmistir. Kullanilan tekniklerin ¢esitli olmasina
ragmen, yonlendirilmis evrimin temel bazi kaliplar1 vardir. Baglangi¢ basamagini
istenilen enzimi kodlayan yabanil genin izole edilmesi ve tanimlanmasi
olusturmaktadir. Daha sonra ilgili gen; hataya egilimli PCR, DNA karigtirma ya da
diger modern metotlarla rastgele mutasyona ugratilir. Elde edilen mutant gen
kiitiiphanesi uygun bir ekspresyon sistemi icine yerlestirilir ve istenilen Ozellige
sahip soylar; yiiksek hacimli goriintiileme, kat1 faz dijital goriintiileme vb. tekniklerle
tamimlanir. Istenilen 6zelligi sergilemeyen soylar devre dis1 birakilirken, istenilen
Ozellige sahip enzimleri iireten soylar ve genler bir sonraki evrim basamaginda
kaynak/kalip olarak kullanilir. Giinlimiizde bu alandaki gelismelere paralel olarak
enzim Ozelliklerinin  gelistirilmesinde ¢esitli yonlendirilmis evrim metotlar:
kullanilmaktadir [Kaur and Sharma, 2006], [Arnold and Volkov, 1999], [Jaeger et
al., 2001], [Wang et al., 2006], [Chusacultanachai and Yuthavong, 2004], [Labrou,
2010].

3.1.1. Rekombinasyona Dayanmayan Yonlendirilmis Evrim
Metotlar:

3.1.1.1. Hataya Egilimli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Error-Prone
PCR)

Molekiiler ¢esitliligin farkli yollarla olusturulabilmesine karsin, bunun igin
kullanilan ilk yontem hataya egilimli PCR’dir [Kaur and Sharma, 2006], [Patrick and
Firth, 2005], [Jaeger et al., 2001], [Wang et al., 2006]. Bu teknigin temelinde hata
onarim Ozelligi bulunmayan termostabil polimeraz enziminin kullanilmasi
yatmaktadir. Ornegin termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’tan izole edilen
Taq polimeraz, yeni sentezlenmekte olan DNA zincirine her seferinde niikleotit
basma 0.1 x 10* ile 2 x 10* sikhiginda yanhs niikleotit eklemekte ve AT/GC
transisyonlar1 ile AT/TA transversiyonlarina neden olmaktadir [Zhou et al., 1991].

Taq polimerazin kendiliginden hata orani, reaksiyon karisimindaki MgCl,
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konsantrasyonu arttirilarak, reaksiyon karigimina MnCl; ya da ¢esitli alkoller ilave
edilerek, esit olmayan konsantrasyonlarda niikleotitler kullanilarak ve niikleozit
analoglarimin trifosfat tlirevlerinin karisimlar1 kullanilarak arttirilmaktadir [Kaur and
Sharma, 2006], [Patrick and Firth, 2005], [Jaeger et al., 2001], [Vanhercke et al.,
2005], [Leung et al., 1989], [Cadwell and Joyce, 1992], [Cadwell and Joyce, 1994],
[Xu et al., 1999], [Lin-Goerke et al., 1997], [Claveau et al., 2004]. Benzer sekilde
mutasyon oranini arttirmaya yonelik olarak iire varliginda cesitli alkol tlirevleri
kullanilarak yapilan hataya egilimli PCR c¢alismalarinda, mutasyon oraninin arttigi
gdzlenmistir [Claveau et al, 2004]. Ure, izopropanol, propan-1-ol ve biitan-1-ol’iin
varliginda polimeraz, kritik bir konsantrasyona kadar aktif kalip, bu konsantrasyonun
disinda geri doniisiimsiiz sekilde inhibe olmaktadir. Bu kosullar altinda normal
hataya egilimli PCR’da goriilen A ve T yer degisiminin aksine, alkol aracili hataya
egilimli PCR’da G ve C yer degistirmesi meydana gelmektedir. Alkoliin polimerazin
kararliligimi kismi olarak etkileyerek hata oranini arttirdigi belirtilmektedir. 7Tagq
polimeraz gibi, son zamanlarda gelistirilen Mutazym DNA polimeraz da yiiksek hata
oranina sahiptir. Bu enzim GC/AT transisyonuna ek olarak, GC/TA transversiyonunu
oldukea yiiksek oranda gergeklestirmekte ve hatali niikleotitleri yeni sentezlenmekte
olan DNA’ya +3.3. x 10 sikliginda eklemektedir. Neredeyse ti¢ kat daha fazla G ve
C mutasyonlar1 olusturabilmektedir [ Vanhercke et al., 2005].

3.1.1.2. Rekombinasyona Dayanmayan Diger Yonlendirilmis Evrim
Metotlar:

Hataya egilimli PCR yonteminin yami sira literatirde yer alan ve
rekombinasyona dayanmayan yonlendirilmis evrim metotlarindan  birisi,
mutasyonlarin belirli bir gen parcasinda olusturuldugu kaset mutagenezi (cassette
mutagenesis)’dir. Bu yaklasimda mutasyona ugratilan kisa gen parcalar1 enzimin
onemli domainlerine aittir. Rastgele nokta mutasyonlar1 tasiyan sentetik
oligoniikleotitler sentezlenerek, kisa gen pargalarinin ¢ogaltilmasinda kullanilir
[Kaur and Sharma, 2006], [Jaeger et al., 2001], [Kuchner and Arnold, 1997].

Hataya egilimli PCR yonteminde rastgele nokta mutasyonlar1 olusur. Bununla
beraber, hedef proteindeki tim amino asitler esit oranda degisiklige ugratilamaz.
Bunun asil nedeni genetik kodun dejenere olmasidir. 20 amino asidi kodlayan 61

kodon vardir, 3 kodon ise dur kodonudur. 20 amino asidin sadece 2 tanesi tek bir
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kodon tarafindan ifade edilir. Bunlar UGG ile kodlanan triptofan ve AUG ile
kodlanan metiyonin amino asitleridir. Bunun yaninda 16sin, serin ve arjinin 6 farkl
kodon tarafindan kodlanmaktadir. Bu sebeple hataya egilimli PCR ile
gergeklestirilen tiim baz degisikliklerinin yaklasik {icte biri, amino asit degisikligi ile
sonuclanmaz. Ayrica tek bir kodonda 2 ya da ii¢ baz degisikliginin olmast oldukga
diisiik bir ihtimaldir. Uclii kodonda 1 baz ciftinin degistirilmesi sonucu 9 farkli
kodon olusturulabilir. Bu nedenle enzimin verilen pozisyonunda az sayida amino asit
degisiklige ugratilabilir. Bolgeye 6zgiil doyurma mutagenezi (Site-specific saturation
mutagenesis) yontemi ile bu problemin kismen iistesinden gelinebilir. Bu yontemle
onceden belirlenen herhangi bir bolgedeki tim amino asitler degistirilebilir. Site-
specific  saturation mutagenesis, belirli kodon pozisyonlarinda niikleozit
fosforamidlerin (dA, dC, dG ve dT) esit oranlarda kullanilmasiyla sentezlenen
mutajenik primerler eliyle gerceklestirilir. Bununla birlikte bazi mutant
populasyonlarinda belirli niikleotitlerin 6ne ¢iktigina yonelik bir kan1 olugsmustur. Bu
durum, oligoniikleotit sentezi sirasinda niikleozit fosforamidlerin konsantrasyonlari
degistirilerek ortadan kaldirilabilir [Jaeger et al., 2001].

Hataya egilimli PCR metodu bazi kisitlamalara sahiptir. Birbirine komsu olan
noktalarda mutasyonlar nadiren meydana gelir. Ayrica kullanilan 7agq polimeraz
(A/T yada T/A yer degistirmelerini daha sik yapar) sinirli mutasyon frekansina ve
disiik {irtin verimine sahiptir. Dizi doyurma mutagenezi (SeSaM; sequence
saturation mutagenesis) bu simirlamayr ortadan kaldirmak igin gelistirilmis bir
yontemdir. SeSaM yonteminde evrensel bir baz, mutasyon girisini saglamak iizere
kullanilir. Yontem 2-3 giin siiren dort basamaktan meydana gelir. Bu basamaklar
sirayla; rastgele uzunluktaki DNA parcalariin olusturulmasi, DNA parcalarinin
tiniversal baz deoksiinozin kullanilarak terminal transferaz araciligiyla enzimatik
olarak uzatilmasi, tek zincirli kalip DNA kullanilarak tam uzunluktaki genin
sentezlenmesi ve iiniversal bazlar ile standart niikleotitlerin yer degistirmesi seklinde
gerceklesir. Universal bazin secici olmayan baz eslesmesi yapmasi nedeniyle, hedef
dizide her bir niikleotit pozisyonunda mutasyonlar meydana gelebilir [Kaur and

Sharma, 2006].
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3.1.2. Rekombinasyona Dayali Yonlendirilmis Evrim Metotlar:

3.1.2.1. DNA Kanstirma (DNA Shuffling)

DNA karistirma yontemi, “in vitro” rekombinasyona dayanan bir metottur ve
proteinlerin islevlerini gelistirmek ic¢in onlar1 kodlayan genlerde blok mutasyonlar
olusturmak amaciyla gelistirilmistir [Stemmer, 1994]. Genel olarak iic basamaktan
meydana gelmektedir. 11k olarak kii¢iik DNA parcalar1 olusturmak icin genler DNaz
I ile enzimatik kesime ugratilir ve 10-50 b¢ uzunlugunda ¢ift zincirli DNA pargalar
elde edilir. Daha sonra olusan bu ¢ift zincirli DNA parcalar1 denatiire edilerek, tam
bir gen elde etmek amaciyla rastgele hibritlenerek primer icermeyen PCR ile
cogaltilir. Seksliel PCR sadece bu DNA pargalarini yeniden birlestirmez, ayni
zamanda ¢ok diisiik oranlarda nokta mutasyonlarina neden olur. 7ag DNA polimeraz
cok kiiciik DNA parcalarinda % 0.7’ye kadar nokta mutasyon orani saglar. Eger Pfu
gibi hata diizeltme 6zelligi olan bir enzim kullanilirsa, daha diisiik mutasyon oran
elde edilir. DNA karistirmanin son basamaginda, rekombinasyona ugratilmis gen
uygun primerler kullanilarak normal PCR reaksiyonu ile cogaltilir ve uygun
konakgiya aktarilarak istenilen 6zelligi sergileyen soylar ¢esitli segim yontemleri ile
secilir. Istenen &zelligi tastyan soylar daha sonraki DNA karistirma basamaklarinda
gen kaynagi olarak kullanilir. [Bacher et al., 2002], [Reid, 2000].

DNA karistirma (DNA shuffling) metodunun gelistirilmesi ile yonlendirilmis
evrim yaklasiminda yeni bir atilim yapilmistir [Bacher et al., 2002], [Yuan et al.,
2005], [Wang et al., 2006], [Harayama, 1998], [Reid, 2000]. DNA karistirma
yonteminden Once, hataya egilimli PCR ve kaset mutagenezi yontemleri baslica
metotlar olarak 6ne ¢ikmaktaydi. Bu teknigin gelistirilmesi, hataya egilimli PCR’1n
bazi dezavantajlarinin iistesinden gelinmesini saglamistir. Hataya egilimli PCR ile
gerceklestirilen nokta mutasyonlart eliyle, devam eden dizi evrimi i¢in gerekli olan
blok degisikliklerinin gergeklesmesi oldukca kademeli bir sekilde olmaktadir. Ek
olarak hataya egilimli PCR, ancak birka¢ mutasyon dongiisii yapildiginda kullanigh
olmaktadir. Cok sayida mutasyon dongiisii yapildiginda ise smirlayici olmaktadir.
Mutajenik PCR ile olusturulan kiitiiphanenin baslangic populasyonu %70-99
oraninda islevsel olmayan iiriinleri veren soylar1 icerirken, DNA karistirma ile

olusturulan soylarin ¢ogu islevsel iiriinler vermektedir [Kaur and Sharma, 2006].
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Biyoteknolojik olarak kullaniminin &tesinde, DNA karistirma yontemi dogal
rekombinasyonun ve yeni proteinlerin olusumunda rekombinasyonun katkisinin olup
olmadigimin anlasilmasinda kullanilabilir. Bu bakimdan DNA karistirma ydntemi
sadece birbirleri ile yakin iliskili genlere degil, ayn1 zamanda filogenetik olarak
iligkili ancak birbirleri ile % 40 oranina kadar farklilik gdsteren genlere de
uygulanabilmektedir. Bu durumda yontem aile karistirma (family shuffling) olarak
adlandirilmaktadir [Bacher et al., 2002]. Aile karistirma yontemi ile ayn1 gen iginde
daha faydali mutasyon olusturulabilir ve protein fonksiyonu daha hizli bir sekilde
degistirilebilir. Ancak bu durum eger mutant alleller sinerjik olarak hareket ederlerse
dogrudur. Eger mutant alleller, nétr ya da birbirini engelleme egiliminde ise

rekombinasyona bir faydas1 olmayacaktir.

3.1.2.2. Rekombinasyona Dayah Diger Yonlendirilmis Evrim
Metotlar:

DNA karistirma yontemi biiyiikk miktarda kalip DNA gerektirdigi i¢in bu
sorunun iistesinden gelebilmek amaciyla kademeli uzatma islemi (StEP; staggered
extension process) yontemi gelistirilmistir. Bu yontem DNaz kesimi gerektirmez,
kimerik genler kalip degistirilerek olusturulur. Kalip diziler tekrar eden denatiirasyon
dongiileri iizerinden ve kisa siireli tutunma ve uzama dongiileri ile sentezlenir. Her
bir dongiide, uzayan parcalar komplementerlik gosterdigi kaliplara tutunarak biraz
daha uzarlar. Bu durum tam gen dizisi elde edilinceye kadar devam eder [Kaur and
Sharma, 2006], [Jaeger et al., 2001].

DNA karigtirma yontemi yalnizca dizi benzerligi goriilen bolgelerde
rekombinasyona izin vermektedir ve DNA parcalar1 birbirine tutunmak i¢in yeterince
biliyiik oldugu zaman ana dizinin kaliplari, kusak/soy dizilerde korunmus olma
egilimindedir. Buna alternatif olarak amino asitlerin bagimsiz rekombine edilmesini
saglayan sentetik karistirma (synthetic shuffling) yontemi gelistirilmistir. iki ana
gende bulunan biitlin varyasyonlar1 kodlayan bir oligoniikleotit serisi olusturulur.
Genler arasindaki dizi farkliliklar1 dejenere oligoniikleotitler ya da alternatif olarak
dejenere olmayan oligoniikleotitler kullanilarak olusturulur. Bu ydntem amino
asitlerin ayr1 ayr1 ¢esitlenmesini  saglayarak, genlerin bagimsiz olarak

rekombinasyonuna izin vermektedir [Kaur and Sharma, 2006], [Jaeger et al., 2001].
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Random-priming recombination yonteminde, kalip dizi ile rastgele eslesen cok
sayida kisa DNA parcalart olusturmak icin, rastgele oligoniikleotit primerleri
kullanilir. Bu DNA pargalari, bir seri denatiirasyon, tutunma ve sentez
reaksiyonlartyla tam uzunluktaki mutant geni olusturmak icin yeniden bir araya
getirilir. Bu islem esnasinda rastgele dizi primerlerinin yanlis eslesme yapmalarindan
dolay1 ek nokta mutasyonlart meydana gelmektedir. Rekombinasyonun sikligi ve
bagimsiz hata orani, primerlerin konsantrasyonlari ile uzunluklarinin, reaksiyon
zamaninin ve tutunma sicakliginin degistirilmesi ile arttirilabilir ya da azaltilir
[Jaeger et al., 2001].

In vitro heterodupleks olusumu (in vitro heteroduplex formation) ve in vivo
tamir metodu (in vivo repair method), tiim operonlarin ve biiylikk genlerin
rekombinasyonu icin etkili bir aractir. Iki yakin iliskili DNA dizisinden olusan bir
heterodupleks in vitro’da olusturulur ve daha sonra bakteri hiicresi i¢ine aktarilir.
Yanlis eslesme bakteri hiicresi i¢inde dogal DNA tamir mekanizmasi ile taninir
[Jaeger et al., 2001].

Simdiye dek tanimlanan tiim in vitro rekombinasyon metotlari, hedef dizilerde
yiikksek DNA homolojisi gerektirmektedir. Diger taraftan rekombinasyon olaylar1 ya
sadece homoloji bolgelerinde meydana gelecek ya da higbirinde meydana
gelmeyecektir. Dizi homolojisinden bagimsiz olarak birlesmis gen parcalarinin
kiitiiphanelerini olusturmak i¢in, hibrit enzimlerin olusturulmasi i¢in arttirarak kesme
yontemi (ITCHY; incremental truncation for the creation of hybrid enzymes) olarak
adlandirilan yeni bir yaklasim gelistirilmistir. Bu yontemde baz ciftlerinin iki atasal
genin uglarindan Ekzontikleaz III kullanilarak kademeli sekilde uzaklastirilmasi
sonucu giderek kisalan genleri igeren kiitiiphaneler hazirlanir. Bir genin 5'-ucundan
kesilmis parcalar1 ile diger genin 3'-ucundan kesilmis parcalari, kimerik dizi
kiitiiphaneleri olusturmak igin birlestirilir. Bu kimerik diziler daha sonra eksprese
edilir ve goriintiilenir ve artmis enzim aktivitesi sergileyenler secilir. Bu metot, DNA
dizi homolojisinden bagimsiz olarak {ist {iste binmis 5' ve 3' gen pargalarindan gen
flizyonlarinin olusturulmasimna ve N- ve C-terminal uglar1 farklilasmis islevsel
polipeptitlerin olusmasina izin verir [Jaeger et al., 2001], [Kaur and Sharma, 2006].

Bu yontemlere ek olarak gelistirilen ve g¢esitli aragtiricilar tarafindan kullanilan;
SCRATCHY, SHIPREC, IVC, RACHITT, OCM, SCOPE, ADO, CLERY, SISDC,
Codon Shuffling ve in vivo DNA Shuffling gibi yonlendirilmis evrim metotlar1 da
bulunmaktadir [Williams et al., 2004], [Stebel et al., 2008].
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3.2. Mutant Kiitiiphanelerin Taranmasinda ve Secilmesinde
Kullanilan Yontemler

Yonlendirilmis evrim metotlari, biiylik mutant kiitiiphaneleri iginden istenilen
ozelligi sergileyen varyantlarin segilebilmesini saglayan metotlara bagimli oldugu
i¢in, cesitli secim yontemlerinin gelistirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Tipik olarak
her bir yonlendirilmis evrim metodu kendisine ait bagimsiz bir tarama yontemini
gerekli kilmaktadir ve genellikle bdyle bir metodun tasarlanmasi olduk¢a zaman
almaktadir [Schmidt-Dannert, 2001], [Arnold and Georgiou, 2003].

Mutant kiitiiphanelerin enzim aktiviteleri genellikle, gerceklesen reaksiyon
sonucu ortaya cikan renkli ya da floresan iirliniin belirlenmesine dayali dogrudan
Olciimle ya da kati-faz Olgiimlerle (agar veya filtre iizerinde) belirlenmekte, bu
amacgla cok kuyulu mikroplakalar kullanilmaktadir. Bazi durumlarda istenen yeni
katalitik aktivitenin belirlenmesi ekspresyon konakgisinin fenotipine dogrudan
baglanabilir. Ornegin konak¢inin oksotrof 6zelligi ile bir antibiyotige ya da sitotoksik
bir maddeye kars1 direncliligi se¢imde kullanilabilir [Olsen et al., 2000]. Bu tiirden
bir se¢im, yaklasik 10°dan fazla iiyesi bulunan kiitiiphanelerin taranmasina izin
vermektedir. Bununla birlikte, mikrobiyal metabolizmanin degisen ¢evre kosullarina
yiiksek uyum yetenegi nedeniyle konakc¢iya dayali bu se¢im ydntemleri bazen
kullanilamamaktadir.

Kolonilerin agar ya da filtreler {izerinde seg¢ilmesi, biiyiik kiitiiphanelerin hizli
bir sekilde taranmasina izin vermektedir. Tipik olarak mutantlar, enzimatik reaksiyon
sonucu substratin par¢alanmasi ve {liriin olusumu sonucunda pH’da beliren degisimin
bir pH indikatorii kullanilarak belirlenmesi ile se¢ilmektedir. Bunun yani sira renkli
ya da floresan iriiniin olusumuyla ve agar iizerinde seffaf zonun olusumuyla da
secim yapilabilmektedir. Giiniimiizde, ¢ogu kati faz tarama metotlar1 katalitik
aktivitenin hassas bir sekilde ol¢iilmesinde eksik kalmaktadir ve bu ylizden bu tiir
tarama yontemleri yonlendirilmis evrimin daha c¢ok birinci basamagi i¢in uygundur
[Schmidt-Dannert, 2001]. Son zamanlarda daha hassas bir tarama igin yiiksek
kapasiteli floresan dijital goriintiileme yontemi gelistirilmistir. Dijital goriintiileme
yontemi, eger uygun floresan ya da kromojenik bir substrat kullanilabilirse biiyiik
kiitiiphanelerin kantitatif kati-faz goriintiilenmesi i¢in oldukga etkili bir tekniktir.

Ormegin Kaliforniya merkezli bir sirket olan KAIROS firmas: katalitik aktivitelerin
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yonlendirilmis evrimi i¢in yliksek kapasiteli spektroskopik kati-faz dijital
goriintiileme metotlar1 ve teknolojilerini gelistirmektedir.

Mikroplaka okuyucular1 kullanilarak kantitatif kolorimetrik ya da florometrik
yontemler, substratin erisilebilirligi ve enzimin eksprese edildigi yere bagl olarak
kiiltiir iist sivisinda ya da tiim hiicre diizeyinde uygulanabilmektedir. Olduk¢a zaman
alan yontemler olmasina ragmen, bu metotlar, reaksiyon kosullarinin gelistirilmek
istenen isleve gore uyarlanabilmesi avantajina sahiptir. Bu yontemler genellikle
substrat analoglarina uygulandigi icin, ilgili enzimin substrat profili ¢ikartilmalidir.
Ayrica segmeye yonelik bir diger 6zelligin kullanilamadigi kosullarda, sicaklik
kararlilig1 gibi diger 6nemli 6zelliklerden yararlanilabilir.

Enzim kiitiiphanelerinin goriintiilenmesi igin mikrobiyal hiicrelerin ve fajlarin
ylizeyine baglanan proteinlerin goriintiilenmesinde kullanilan teknolojilerin temel
alindig1 faj ve hiicre yiizeyi gorilintiileme yontemleri de gelistirilmistir [Kim et al.,
2000], [Jung et al., 2003], [Cho et al., 2002], [Chen and Georgiou, 2002], [Verhaert
et al., 2002], [Fernandez-Gacio et al., 2003]. Ote yandan yiizeye bagl biiyiik protein
kiitiiphanelerinin hizli1 ve etkili bir sekilde goriintiilenmesi igin, floresan ile aktive
edilmis hiicreleri siniflandirma (FACS; fluorescence-activated cell sorting) yontemi
olduk¢a kullanigh bir diger yontemdir [Taylor et al., 2001], [Olsen et al., 2000],
[Aharoni et al., 2005].

Biitiin bu yontemlere ek olarak; ribozom gosterimi, mRNA-peptit flizyonu,
plazmit gdsterimi ve in vitro compartmentalizyon gibi bazi yontemler de mutant
kiitiiphanelerin taranmasinda arastiricilar tarafindan kullanilmaktadir. [Lin and
Cornish, 2002], [Boersma et al., 2007], [Taylor et al., 2001].

Substrat donilisiimiiniin hassas bir sekilde tespit edilebilmesinde kullanilan
high-throughput (yiiksek ¢iktili) yontemler, ¢ogu katalitik islevin yonlendirilmis
evrimi i¢in gereklidir. Giiniimiizde, baz1 floresan-temelli teknikler, HPLC, GC ve
kapiler elektroforez teknikleri enzim aktivitelerinin high-throughput taranmasi igin
kullanilmaktadir. Ayrica ilag sanayinin ve genom dizilemenin artan high-throughput
tarama ihtiyaclar1 i¢in gelistirilen yeni metot ve araglar daha kiigilk ve daha
otomatize edilmis high-throughput tarama yontemlerinin gelistirilmesine katki

saglayacaktir [Schmidt-Dannert, 2001].
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3.3. Enzim Miihendisliginde Yonlendirilmis Evrim
Uygulamalari ve Penisilin Asilaz ile Yapilmis Mutagenez
Calhismalar:

Enzim ozelliklerinin gelistirilmesinde kullanilan akilci tasarim yontemlerine
alternatif olarak son yillarda uygulamada genis yer bulan yonlendirilmis evrim
metotlari, enzim 6zelliklerinin rastgele mutasyonlar eliyle gelistirilmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Yonlendirilmis evrimde akilc1 tasarimdan farkli olarak, enzim
yapisinin ve enzim-substrat etkilesimlerinin bilinmesine gerek yoktur. Aksine mutant
genlerin dizilenmesi ve mutant enzimlerin kinetik parametrelerinin belirlenmesi
enzim yapist ve islevi hakkinda bilgi elde edilmesine katki saglayabilmektedir
[Rajendhran and Gunasekaran, 2004].

Giliniimlizde yonlendirilmis evrim metotlarinin lipaz, esteraz, proteaz gibi
cesitli enzimlerin 6zelliklerinin gelistirilmesinde genis 6l¢lide kullanilmasina karsin,
penisilin asilaz enzimi 6zelinde literatiirdeki rapor sayisi olduk¢a sinirlidir [Zheng et
al., 2003], [Jager et al., 2007]. Penisilin asilaz enziminin substrat 6zgilligi ve
aktivitesinin arttirilmasinda klasik rekombinant DNA teknikleri (6r. yonlendirilmis
mutagenez) kullanilmakta [Vohra et al., 2001], [Panbangred et al., 2000], [Chou et
al., 1999b], [Krzeslak et al., 2009], enzim iiretiminin artirllmasinda ise besi yeri
optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmaktadir [Yang et al., 2006], [Rajendhran et al.,
2002].

E. coli ve P. rettgeri’nin penisilin asilaz iireten soylari, biliyiimeleri icin
penisilin asilaz tretiminin gerekli oldugu cevresel kosullara maruz birakilmistir.
Azot kaynagi olarak farkli amidleri kullanabilen rastgele mutantlar izole edilmistir
[Daumy et al., 1985]. Hiicre icinde gerceklesen deneysel evrimi takiben, konstitiitif
ve katabolit-baskilanmis mutantlar izole edilmis ve mutant penisilin asilazin spesifik
aktivitesinin kayda deger bir sekilde arttig1 goriilmiistiir.

Baska bir calismada E. coli’nin pac geni mutasyona ugratilmis ve leu
hiicrelere aktarilmistir. Daha sonra transforme edilmis hiicreler 16sin kaynagi olarak
glutaril-(L)-16sin iceren minimal besi yerine aktarilmis ve burada biiyiiyebilen
mutantlar izole edilmistir. Mutant penisilin asilaz enzimi, glutaril-(L)-16sini yeni
substrat olarak hidrolize edebilme kabiliyetindedir [Forney et al.,1989].

Benzer sekilde pac geni, kendiliginden yiiksek oranda mutasyona ugrayabilen

E. coli mut soyu araciligr ile mutasyona ugratilmistir. D-(-)-a-aminofenilasetil-(L)-

28



16sini (APAL; ampisilin ve sefaleksinin agil grup analogudur) substrat olarak
kullanabilen mutantlar secilerek izole edilmistir. En iyi mutantin 10 kez yiliksek
enzim aktivitesine sahip oldugu bulunmustur [Forney and Wong, 1989].

K. citrophila soyuna ait pac genini tasiyan plazmit, E. coli (mutT, mutD, leu")
soyu icine aktarilmistir ve losin kaynagi olarak adipil-L-16sin ya da t-(D)-
aminoadipil-L-16sin igeren minimal besi yerinde iireyebilen mutantlar segilerek izole
edilmistir [Rao et al., 1994].

Niersbach ve arkadaslar1 yeni substrat 6zgiilliigline sahip bir E. coli penisilin
asilaz mutant1 izole etmislerdir. N-metil-N’-nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG)’in
kullanildig1 kimyasal mutagenez ile elde edilen mutant penisilin asilaz, pithalil-L-
16sin ve pithalil-glisil-L-prolini yeni substratlar olarak hidrolize edebilmektedir.
Fakat penisilin G ve sefalosporin G’yi hidrolize edememektedir. Niikleotit ve amino
asit dizisinin belirlenmesi sonucu 359’uncu pozisyondaki glisinin aspartik asite
doniistiigli bulunmustur [Niersbach et al., 1995a].

Niersbach ve arkadaslarimin yaptig1 diger bir ¢alismada ise prolin kaynagi
olarak fenilasetil-B-alanil-L-prolini hidroliz edebilen mutant soy izole edilmistir.
Immobilize mutant penisilin asilaz, penisilin G’yi yaban tipe oranla % 30 daha hizl
hidrolize edebilmekte olup, substrat inhibisyonu yar1 yariya azalmistir. Ek olarak
mutant enzimin 45 °C’ta 3.6 kat daha fazla kararliliga sahip oldugu belirlenmistir
[Niersbach et al., 1995b].

Enzimlerin faj yiizeyinde fonksiyonel gosterimi, oOzellikleri degistirilmis
enzimlerin secilmesi i¢in fajlarin kullanilmasinin yolunu agmistir. A. faecalis’in
heterodimerik penisilin asilazi, fd fajinin yiizeyinde basarili bir sekilde gosterilmistir
[Verhaert et al., 1999]. Faj gosterim teknigi, biyokatalitik islevleri artirilmis ve
ozgiilliigii degistirilmis enzimleri segcmek ic¢in bagarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Faj gosterim teknigi protein miihendisliginde kullaniminin yani sira enzimin islenme
basamaklarin1 kolaylastirarak hiicre dist ortama salgilanmasint da miimkiin
kilmaktadir [Rajendhran and Gunasekaran, 2004].

Hataya egilimli PCR ve DNA karistirma veya aile karistirma yontemlerinin
birlikte kullanilmasi sonucu artmig substrat 6zgiilliigline sahip ve yeni substratlari
hidrolize edebilen enzimler elde edilmistir. DNA karistirma yoOntemi istenilen
Ozelliklere sahip enzimlerin elde edilmesinde kullanilan oldukg¢a giiclii bir tekniktir.
P. Rettgeri, E. coli ve K. citrophila pac genlerinin DNA aile karigtirma’ya

ugratilmasi sonucu elde edilen mutantlar i¢inden en yliksek aktiviteye sahip olaninin,
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dogal P. rettgeri penisilin asilazina gorece % 40 daha fazla aktivite gosterdigi
bulunmustur [Zheng et al., 2003].

Patnaik ve arkadaslar1 Lactobacillus’un tlizerinde az ¢alisilmig bir tiirliniin asit
toleransini artirmak i¢in genom karistirma metodunu kullanmiglardir. Elde edilen
yeni laktobasilin, hem s1vi hem de kati besi yerinde yaban tipe oranla daha diisiik pH
degerlerinde yasayabildigi ve ayrica pH 4’te yaban tipe oranla ii¢ kat daha fazla
laktik asit tiretebildigi bildirilmistir [Patnaik et al., 2002].

Otten ve arkadaslar1 yonlendirilmis evrim kullanarak sefalosporin asilazin
substrat 0zgiilliiglinii degistirmislerdir. Elde edilen yeni adipil asilaz enzimi tek
basamakli donilisiim reaksiyonu ile adipil-7-aminodeasetoksisefalosporanik asidi
(adipil-7-ADCA), 7-ADCA’ya doniistiirebilmektedir. 7-ADCA ise yari-sentetik
sefalosporinlerin sentezinde kullanilan 6nemli bir bilesiktir [Otten et al., 2002].

Yonlendirilmis evrim (hataya egilimli PCR) ile mutant bir T7 RNA polimeraz
elde edilmistir. Elde edilen T7 RNA polimerazin, yaban tipe goreceli 20 kez daha
fazla hata yapma oranina sahip oldugu bulunmustur. Bu enzimin in vivo ve in
vitro’da yiiksek oranda heterojen RNA {iriinleri sentezleyebildigi ve enfeksiyon
esnasinda yaban tip bakteriofaj T7 nin replikasyon etkinligini azalttigi bildirilmistir
[Brakmann and Grzeszik, 2001].

Nakaniwa ve arkadaslar1 Bacillus sp. TS 47°den elde ettikleri pektat liyaz 47’yi
(PL 47), hataya egilimli PCR kullanarak rastgele mutasyona ugratmiglar ve sicakliga
dayanikli bu enzimin in vitro evrimini gerceklestirmislerdir. Mutant PL 47 geni
Escherichia coli’de eksprese edilmis ve PL aktivitesi sergileyen soylar plaka
lizerinde taranmistir. Daha az sicaklik kararliligi gosteren ii¢ mutant se¢ilmis ve
onlarin enzimleri nitelendirilmistir. Nitelendirilen bu enzimlerin, PL 47 enzimine
gorece sicaklik kararlilig1 ve aktivite yoniinden daha zayif oldugu belirtilmistir. Bu
enzimlerin amino asit degisimleri analiz edildiginde Alanin-325’in sicaklik
kararliliginda rol oynadigi bulunmustur [Nakaniwa et al., 2004].

DNA kanstirma ve hataya egilimli PCR, serin hidroksimetiltransferazin
katalitik aktivitesinin arttirilmasinda kullanilmistir. Escherichia coli AB90054°den
elde edilen serin hidroksimetiltransferaz geni (glyA) klonlanmis, dizilenmis ve E.
coli’de eksprese edilmistir. Ug basamak hataya egilimli PCR ve ii¢ basamak DNA
karigtirmanin ardindan elde edilen rekombinant soylardan mutant 3E7°nin aktivitesi,
yaban tip ile karsilastirildiginda 8 kat, enzim tiretkenligi ise yaklasik 41 kat artmistir.

Enzimin yapis1 incelendiginde 8 amino asitin yer degistirdigi bulunmustur.
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Saflagtirilan mutant 3E7 enzimi ile yaban tip serin hidroksimetiltransferaz, SDS-
poliakrilamit gel elektroforezinde yiiriitiildiigiinde her ikisinin de yaklasik 45
kDa’luk tek bir banda sahip oldugu goriilmiistiir [Zuo et al., 2007].

Pseudomonas aeruginosa lipazi (PAL), 2-metildekanoik asit p-nitrofenil
esterin hidrolizini yiiksek enantiyo segicilikle katalizleyebilmesi i¢in yonlendirilmis
evrim ile degisiklige ugratilmistir. Art arda gergeklestirilen hataya egilimli PCR ve
doyurma mutagenezi basamaklar1 sonucunda, yaban tipin E:1.1 olan
enantiyoseg¢iciliginin, en iyi mutant soyda E:25.8’e ciktig1 goriilmiistiir. Bu mutant
enzimin yapist incelendiginde 5 adet amino asitin yer degistirdigi bulunmustur
[Liebeton et al., 2000].

Loo ve arkadaslart Agrobacterium radiobacter’den elde edilen epoksid
hidrolazin (EchA) enantiyo seg¢iciligini hataya egilimli PCR ve DNA karistirma
yontemleri kullanarak arttirmiglardir.  Aktivite goOsteren mutant kiitiiphaneleri
goriintiilemek i¢in agar plaka yontemi kullanilmistir. Arttirilmis enantiyo segicilige
sahip enzimler, para-nitrofenil glisidil eterin (pNPGE) doniisiimiiniin
spektrofotometrik egim analizi ile taranmistir. 8 mutantin diger epoksitler i¢in 3 kat,
pNPGE i¢in ise 13 kat artmis enentiyo secicilige sahip oldugu bulunmustur [Loo et
al., 2004].
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4. GEREC

4.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 4.1: Kullanilan sarf malzemeler.

Kullanilan Malzemeler

Uretici Firmalar

500 bp DNA belirteci FERMENTAS
6-aminopenisillanik asit (6-APA) SIGMA A1005
6-nitro-3-(fenilasetamido)benzoik asit (NIPAB) | SIGMA N8883
Agar BD 214010

Agaroz SIGMA A6013
Akrilamit SIGMA A8099
Amoksisilin SIGMA A8523
Amonyum persiilfat (APS) BIORAD 161-0700

Amonyum stilfat (NH4),SO4

MERCK 1.01216

Ampisilin ROCHE 10835269001
Asetik asit RIEDEL 27225

Aseton MERCK 100013
Asetonitril CARLO ERBA 401201
BaCl, SIGMA-ALDRICH 217565
Bisakrilamit BIORAD 161-0201

Bradford protein assay dye

BIORAD 500-0006

Brillant blue R 250 SIGMA B7920

Bromofenol blue SIGMA B6131

BSA SIGMA-ALDRICH A7906
CaCl, SIGMA C3306

CoCl, SIGMA C2644

CTAB (setil trimetil amonyum bromid) SIGMA H6269

CuCl, SIGMA C6641

DEAE Sefaroz'™ Fast Flow AMERSHAM BIOSCIENCES
Dikloksasilin SIGMA D9016
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Tablo 4.1: Devam.

Diyaliz membrant

ROTH 0653.1

DMSO (Dimetil siilfoksit)

SIGMA D5879

dNTP (PCR grade nucleotide mix)

ROCHE 04 728 874 001

EcoRI

ROCHE 11 175 084 001

EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) SIGMA E5134

Etanol J. T. BAKER 8228
Etidyum bromiir SIGMA E7637

Etilen glikol MERCK 1.00859.1000
FeCl, FLUKA 44939

FeCls MERCK

FeSO4 SIGMA F7002

Filtre kagidi (Whatman no.1, 8.5 cm ¢apinda) WHATMAN

Gliserol RIEDEL 15524

Glisin SIGMA G7126
Glukoz SIGMA G8270

HCI MERCK 1.00314
HindIll ROCHE 10 656 321 001

[zoamil alkol

MERCK 1.00978.1000

Izopropanol

RIEDEL 24137

Izopropil-B-D-tiogalaktozit (IPTG)

ROCHE 724815

KCI

RIEDEL 12636

K,;HPO,4 MERCK 1.05101.1000
KH,PO4 MERCK 1.04877.1000
Kloksasilin SIGMA C9393

LiCl, ALDRICH 213233
Lizozim MERCK 105281
Maya oziitii MERCK 1.03753
Metanol MERCK 1.06007.2500
MgCl, MERCK 105832
MgSOg4 SIGMA M2773

MnCl, MERCK 105917
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Tablo 4.1: Devam.

NaAc MERCK 106268

NaCl MERCK 1.06400.1000
NaOH MERCK 1.06462.1000
NH4Ac SIGMA A7262

NiCl, SIGMA N5756
Nutrient broth DIFCO 234000
N-Z-Amin A SIGMA C0626
Oligoniikleotitler IDT
p-dimetilaminobenzaldehit (PDAB) SIGMA D2004
PEG8000 SIGMA P2139
Penisilin G CALBIOCHEM
Penisilin G MUSTAFA NEVZAT
Penisilin V SIGMA P1382

Pepton MERCK 107214
Pfu polimeraz STRATAGENE 600670
PMSF (Fenilmetilstilfonil floriir) SIGMA 7626

Protein belirteci (PAGE-Ruler)

FERMENTAS SM0671

Protein standardi

SIGMA SDS-6H

RNase ROCHE 11 119 915 001
SDS SIGMA 5750
Sefaleksin SIGMA C4895
Sefalosporin C SIGMA C3270
Streptomisin siilfat SIGMA

Sukroz SIGMA S0389

T4 DNA ligaz ROCHE 10 716 359 001
Taq DNA polimeraz ROCHE 1418 432
TEMED SIGMA T7024

Tris baz SIGMA T1503

Triton X-100 SIGMA T8532

ZnCl, ANONIM

ZnS0, ANONIM
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Tablo 4.1: Devam.

B-merkaptoetanol

SIGMA M6250

A DNA

MBI-FERMENTAS

4.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 4.2: Kullanilan cihazlar.

Kullanilan Cihazlar

Uretici Firmalar

+4 °C sogutucu ARISTON Nofrost

-20 °C dondurucu ARISTON Nofrost

-80 °C dondurucu HERAEUS INSTRUMENT
96-kuyulu mikroplaka TPP 92097

Agaroz jel elektroforez sistemi BIOMETRA Agagel Mini
Buz makinesi BREMA Ice Flaker

Calkalamali sogutuculu yer inkiibatorii

CERTOMAT-BS-T

Calkalamal1 su banyosu

JULABO SW 21

Calkalamal1 su banyosu GFL 1083

Etliv BINDER EDI115

Fraksiyon toplayici (saflastirma sistemi) | BIORAD 2110

Hassas terazi SARTORIUS BL 2108
Inkiibator EDMUND BUHLER KS15/ TH15
Jel goriintiileme sistemi VILBER LOURMAT

Jel kurutucu BIORAD 583

Liyofilizator JOUAN RC 10.10
Liyofilizator sogutucu motoru JOUAN RCT 90
Liyofilizatér vakum motoru ALCATEL Pascal 2005 C1
Manyetik karistirict HEIDOLPH MR 3001

Masa iistii sogutmali mikrosantrifiij

HERAEUS Sepatech Biofuge 15R

Masa iistii sogutmali santrifiij

BECKMAN COULTER Allegra 25R

Mikro plaka okuyucu

BMG Labtech Fluostar Omega

Mikrodalga firin

BEKO 1550
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Tablo 4.2: Devam.

Mikropipet 2 pl GILSON
Mikropipet 20 pl GILSON
Mikropipet 200 ul GILSON
Mikropipet 1000 pl GILSON

Mikrosantrifiij BECKMAN COULTER Microfuge 18
Orbitral karistirict BIOMETRA WT 12

Otoklav HIRAYAMA Hiclave HVE 50
Otoklav HIRAYAMA Hiclave HV 110L

Peristaltik pompa (saflastirma sistemi)

BIORAD Econo Gradient Pump

pH metre WTW Inolab pH Level 1
Pipet tutucu (sarjl pipetor) GILSON
Protein elektroforez sistemi BIORAD Mini Protean 11

Sogutmali mikrosantrifiij

BECKMAN Coulter Microfuge 22R

Sogutmali su banyosu

VWR 1160S

Sonikator BRANSON Digital Sonifier 250
Spektrofotometre BIORAD Smartspec 3000
Steril kabin HERAEUS Herasafe HS 12

Tek kullanimlik steril filtre (0.22 pm)

SARTORIOUS STEDIM 17597

Tek kullanimlik steril filtre (0.45 pm)

SCHLEICHER&SCHUELL10462200

Terazi SARTORIUS BL 3100

Terazi PRECISA 1200C

Termal dongti cihazi BIOMETRA T3

Tiipler i¢in sogutmali santrifiij HERAEUS Labofuge 400R

UV monitor (saflagtirma sistemi) BIORAD

UV transilliiminator VILBER LOURMAT TFX 20M
Vorteks VORTEX GENIE 2

Yazici (saflastirma sistemi)

BIORAD Econo Recorder 1327
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5. YONTEM

5.1. E. coli ATCC 11105 Soyuna Ait pac Geninin pUC19
Plazmitine Klonlanmasina Yonelik Calismalar

Tim DNA manipiilasyonlar1 Sambrook et al. (1989) ve Ausubel et al. (2001)
tarafindan tanimlanan standart metotlara gore gercgeklestirildi. Tez ¢alismasinin
birinci basamaginda  yonlendirilmis evrim ¢alismalarinda  kalip  olarak
kullanilabilecek bir yapinin olusturulmasi amaciyla, E. coli ATCC 11105 soyuna ait
pac geni pUCI19 plazmitine (2.7 kb) [Yanisch-Perron et.al., 1985] klonlandi.
Klonlama yapilirken Glimiigel et al. (2001) tarafindan daha 6nce belirtildigi gibi, -52
bolgesinden itibaren yaklasik 2.6 kb’lik pac geni ile birlikte pac geninden sonra
gelen, pac geninin aktivitesinde onemli bir rolii oldugu diisiiniilen ve E. coli
kromozomu iizerinde genin 3'-ucunda yer alan yaklasik 900 b¢’lik bolge bir biitiin
olarak (toplamda 3.5 kb’lik DNA pargasi) klonlandi. Klonlama c¢aligmalarinda
kullanilmak iizere E. coli ATCC 11105 soyundan genomik DNA izolasyonu, Wizard
Genomik DNA Izolasyon Kiti (Promega, Madison, W1, USA) kullanilarak, pUC19
plazmitini igeren E. coli JIM109 soyundan plazmit izolasyonu ise maksiprep (biiyiik
Olcekte) yontemi kullanmilarak gerceklestirildi. pac geninin ¢ogaltilmasinda
kullanilacak olan ileri ve geri primerler ise Integrated DNA Technologies (IDT)
(Coralville, IA, USA) firmasina sentezlettirildi.

5.1.1. Promega Wizard Genomik DNA izolasyon Kiti Kullamlarak
E. coli ATCC 11105 Soyundan Geneomik DNA Izolasyonu

2 ml LB besi yerinin E. coli ATCC 11105 soyunun -20 °C stogu ile %]
oraninda asilanmasini takiben gece boyu 37 °C’ta, 175 rpm’de biiyiitiilmesi sonucu
elde edilen kiiltlirtin 1 ml’si eppendorf tiipiine alind1 ve 4 °C’ta 14.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildikten sonra {ist siv1 uzaklastirildi. Pelet {izerine 480 ul 50 mM
EDTA, pH 8.0 eklenip pipetlenerek ¢oziildii. Uzerine 120 ul lizozim (10 mg/ml)
eklenerek su banyosunda 37 °C’ta 30-60 dakika siireyle inkiibe edildi. 14.000 rpm’de
2 dakika santrifiij edilerek iist siv1 uzaklastirildi. 600 pl “nuclei lysis ¢ozeltisi” (kit
ile saglanan) eklenip nazikce pipetlenerek karistirildi. Su banyosunda 80 °C’ta 5
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dakika inkiibasyon sonrasinda oda sicakligina sogutuldu. Uzerine 3 ul RNaz ¢ozeltisi
(kit ile saglanan) eklenerek karistirildi. Su banyosunda 37 °C’ta 15-60 dakika
inkiibasyon sonrasinda oda sicakligina sogutuldu. 200 pl “protein ¢étiirme ¢ozeltisi”
(kit 1le saglanan) eklenerek vortekslendi ve 5 dakika buzda bekletildi. 14.000 rpm’de
3 dakika santrifiij edilerek st sivi, i¢inde 600 pl oda sicakliginda izopropanol
bulunan bir eppendorf tiipline alinarak karistirildi. 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilerek iist sivi uzaklastirildi. Peletin {izerine 600 pl oda sicakligindaki %70 EtOH
eklenerek karistirildi. 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek iist s1v1 uzaklastirildi.
Elde edilen peletler 10-15 dakika liyofilizatorde kurutuldu. DNA peletine 100 pl
“sulandirma ¢ozeltisi” (kit ile saglanan) eklenerek 65 °C’ta bir saat ya da +4 °C’ta

gece boyu ¢oziinmeye birakildi. Coziinen genomik DNA’lar -20 °C’a kaldirild1.
5.1.2. Maksiprep Yontemi ile Plazmit izolasyonu

Birinci giin, vidali kapakli kiiltiir tiiplerinde, 100 pg/ml son derisimde
ampisilin igeren 2 ml LB besi yeri, pUC19 igeren E. coli IM109 hiicrelerinin -20 °C
stok kiiltiiriinden asilandi. Aksama kadar 37 °C’ta ¢alkalayici inkiibatérde
blyiitiilerek, 1 1t’lik erlen i¢inde 100 pg/ml ampisilin iceren 100 ml LB besi yerinin
asilanmasinda kullanildi. Gece boyu biiylitiilen hiicreler ertesi giin 7000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ust sivi atilarak pelet 2.5 ml GET iginde
¢oziildii ve 50 mI’lik santrifiij tiipline aktarildi. 10 mg lizozim eklenerek oda 1sisinda
5 dakika bekletildikten sonra, 5 ml 0.2 M NaOH, %]1 SDS cklenerek, buzda 5 dakika
daha bekletildi. 3.75 ml 3 M NaAc (sodyum asetat, pH 5.0) eklenerek 35 dakika
buzda inkiibasyondan sonra 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Yaklagik 10 ml
list s1v1 yeni bir tiipe aktarilarak, 2 hacim %100 EtOH (-20 °C) eklendi ve 15 dakika -
20 °C’ta bekletildi. 8000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra pelet 1 ml TE
igerisinde ¢ozildii ve 4 adet ependorf tiipiine 250 ul dagitildi. Ependorf tiipleri 65
°C’ta 5 dakika inkiibe edilerek 1 dakika kuvvetlice vortekslendi. Her bir ependorf
tiipiine 25 pl 3 M NaAc ve 625 ul %100 EtOH (-20 °C) eklenerek -20 °C’ta 15
dakika tutuldu. Daha sonra 15 dakika santrifiij edilen peletler 250 ul %75 EtOH (-20
°C) ile yikandi. 10 dakika santrifiij sonrasi elde edilen peletler kurutuldu. Kurutulan

peletler 50 pl distile su igerisinde ¢oziilerek tek tiipte toplandi. Tiipler 50 ul distile su
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ile yikanarak, yikama c¢ozeltisi de ayni tiipe eklendikten sonra (toplam hacim 250 pl),

65 °C’ta 5 dakika bekletildi ve -20 °C’a kaldirild:.

e GET (50 ml)
- 50 mM Glukoz (1 M stok ¢ozeltiden 2.5 ml alindi)
-10 mM EDTA (0.5 M stok ¢ozeltiden 1 ml alindi)
- 25 mM Tris, pH 8.0 (2 M stok ¢ozeltiden 625 pl alindi)
- Distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi.
e LB (1 litre)
- 10 g Nutrient Broth
- 5 g Yeast Extract
- 8 g NaCl
- 0,52 g Trizma Base
- Distile su ile 1 litre’ye tamamlanarak 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi.
e Ampisilin
- 10 mg/ml stok ¢ozeltisi hazirlandi. 1 g ampisilin, 100 ml steril distile su
icerisinde ¢oziildii ve ¢ozelti pH’s1t IM NaOH ile 8.5 e ayarlandi. 0.22 pm
por ¢apina sahip filtreden gegirilerek -20°C’ta saklandi.

5.1.3. E. coli ATCC 11105 Soyuna Ait pac Geninin PCR ile
Cogaltilmasi

E. coli ATCC 11105 soyunun genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak, 3.5
kb biiyiikliigiindeki DNA pargasi, FG11 ileri ve PA16 geri primerleri (ileri primer
Hindlll, geri primer ise EcoRI kesim bolgesini igermektedir) kullanilarak PCR
aracilii ile ¢ogaltildi. FG 11 ileri primeri, pac geninin -52 bdlgesine tutunacak
sekilde, PA16 geri primeri ise pac geninden sonra gelen 900 b¢’lik parganin sonuna
tutunacak sekilde tasarlandi ve sentez ettirildi. HindIIl ve EcoRI tanima bolgelerini

iceren FG11 ve PA16 primerlerinin dizisi Tablo 5.1°de verildi.
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Tablo 5.1: E. coli ATCC 11105 pac geninin ¢ogaltildigi PCR’da kullanilan
primerler.

FG11 | 5-TAC GTAYAGC TTC GTT GCT AGT ATC AAT TCG-3'
(ileri) HindIll

PA16 | 5-TAC GTG'AAT TCC GGC GAA GTC TCC GTT G-3'
(geri) EcoRI

Gergeklestirilmek istenen PCR ¢alismasi i¢in  uygun Mg2+ derisimini
belirlemeye yonelik optimizasyon ¢alismasinda; 1X PCR tamponu, kalip olarak 200
ng E. coli ATCC 11105 genomik DNA’s1, 80 ng ileri ve 80 ng geri primer, 200 uM
dNTP, 0.9 U Taqg DNA polimeraz ile 1.5 mM, 2 mM, 3 mM ve 4 mM MgCl,
derisimleri kullanildi. Reaksiyon 25 pl toplam hacim igerisinde gergeklestirildi.
Kullanilan PCR programi1 Tablo 5.2°de verildi. Elde edilen PCR firiinleri %1°lik

agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.

Tablo 5.2: pac geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR programa.

PCR Programi

95 °C’ta 5 dakika 6n denaturasyonun ardindan enzim eklenerek PCR baslatildi.
94°C 1'

64°C 1' 30 dongi

72°C3.5'

72°C 10’

Mngr optimizasyonundan sonra 2 mM MgCl, derisiminin kullanilmasina karar
verildi ve klonlama c¢aligmast icin istenen miktarda {iriin elde edebilmek amaciyla

ayni program ve kosullar kullanilarak pac geninin preperatif tiretimi gergeklestirildi.
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5.1.4. Cogaltilan pac Geninin pUC19 Plazmitine Klonlanmasi

E. coli ATCC 11105 pac geninin PCR aracilig1 ile ¢ogaltilmasinin ardindan,
cogaltilan pac geni ve maksiprep yontemi ile elde edilen pUC19 plazmiti klonlama
amaciyla EcoRI ve HindlIll enzimleri ile kesime alindi. pg DNA basina 3 {inite (U)
restriksiyon endoniikleaz kullanildi. Enzim kesimleri 37 °C’ta 2 saat inkiibasyon ile
gerceklestirildi. Kesimin son 30 dakikasinda sadece pUCI19 tiiptine 0.5 pg RNaz
ilave edildi. PCR iiriiniiniin ve pUCI19 plazmitinin kesim protokolii Tablo 5.3’de

verildi.

Tablo 5.3: Klonlama ¢alismasinda kullanilan restriksiyon enzim kesim protokolii.

pac geni i¢in kesim protokolii pUCI19 plazmiti i¢in kesim protokolil
20 pg PCR iirlinii 15 ng puCI19

3U EcoRl/ug DNA 3U EcoRl/pg DNA

3U Hindlll/pg DNA 3U Hindlll/pg DNA

1X Tampon B 1X Tampon B

Toplam hacim 150 pl Toplam hacim 120 pl

Her bir kesim reaksiyonunun sonunda orneklere son konsantrasyonu 0.3 M
olacak sekilde 3 M sodyum asetat ve 2.5 hacim soguk %100 etanol (-20 °C)
eklenerek, tuz alkol ¢oOktiirmesi uygulandi. Tiipler sivi azotta 1-2 dakika
bekletildikten sonra, 13000 devir/dakikada 4 °C’ta 15 dakika santrifiij edildi. Ust s1v1
vakumla c¢ekilip atildiktan sonra, santrifiijlii evaporatérde 15-20 dakika kurutulan
peletler 15 ul steril dH»0 i¢inde ¢oziilerek tizerlerine 3 pl 6X boya eklendikten sonra
izole edilmek tizere %1’lik agaroz jele yiiklendi. Belirte¢ olarak HindlIll ile kesilmis
A DNA kullanildi. Jelde yiiriitiilmelerini takiben PCR iiriinii ve pUC19 plazmiti
jelden, “Wizard SV Gel and PCR Clean-up System” (Promega, Madison, WI, USA)

kullanilarak izole edildi.
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e Promega “Wizard SV Gel and PCR Clean-up System” Kullanilarak Agaroz Jelden
DNA izolasyonu

Orneklerin jelde yiiriitiilmelerini takiben ilgilenilen fragmani tastyan jel parcasi
steril bir bistiiri yardimiyla agaroz jelden kesilip ¢ikartildiktan sonra, agirligi daha
once belirlenen 1.5 ml’lik eppendorf icine yerlestirildi ve jel parcasini igeren
eppendorf tekrar tartilarak jel par¢asinin agirligi belirlendi. Kesilmis olan jelin her 10
mg’1 i¢cin 10 pl membran baglama c¢ozeltisi (kit ile saglanan) ilave edildi.
Vortekslenerek 50-65 °C’ta jel tamamen eriyinceye kadar su banyosunda inkiibe
edildi. Ayr1 bir yerde kitle birlikte gelen toplama tiipliniin i¢gine SV mini kolonu
yerlestirildi. 50-65 °C’ta inkiibe edilerek eritilen jel karistmi mini kolon iizerine
yerlestirilerek oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan oda
sicakliginda 16000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipiinde
biriken s1v1 atilarak mini kolon, toplama tiipii i¢ine yeniden yerlestirildi. Mini kolon
tizerine 700 ul membran yikama ¢ozeltisi (kit ile saglanan ve etanol eklenmis)
eklendi ve oda sicakliginda 16000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiinde
biriken sivi atilarak, mini kolon yeniden toplama tiipiine yerlestirildi. Mini kolon
tizerine 500 pl membran yikama ¢ozeltisi ilave edilerek oda sicakliginda 16000 x
g’de 5 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii bosaltildi ve mini kolon toplama tiipiine
tekrar yerlestirilerek kalan etanoliin iyice buharlagmasi i¢in oda sicakliginda 16000 x
g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan mini kolon 1.5 mI’lik temiz bir
eppendorfa transfer edildi. 50 pl niikleaz-igermeyen su (kitle ile saglanan) mini kolon
lizerine ilave edildi ve oda sicakhiginda 1 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan oda sicakliginda 16000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Mini kolon atilarak
eppendorf iginde toplanan DNA -20 °C’a kaldirildi.

Jelden geri kazanilan Orneklere miktar tayini yapildiktan sonra klonlama
basamagina geg¢ildi. Klonlama ¢alismalarinda 150 ng plazmit i¢in pmol diizeyinde 2
kat gen parcasi kullanildi. Ligasyon 60 ul reaksiyon hacminde ve 1U T4 DNA ligaz
kullanilarak gerceklestirildi. Kullanilan ligasyon protokolii Tablo 5.4°de verildi.
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Tablo 5.4: pac geninin klonlanmasinda kullanilan ligasyon protokolii.

Ligasyon Protokolii

150 ng pUCI19

Molar diizeyde (pmol) vektoriin iki kat1 oraninda PCR {iriinii
1X T4 DNA ligaz tamponu

Toplam hacim 60 pl

Enzim disinda kalan ligasyon bilesenleri tiipe konulduktan sonra, ligasyon
materyali 37 °C’ta 10 dakika ve 0 °C’ta 10 dakika inkiibe edildi. 1U T4 DNA ligaz
eklendikten sonra, ligasyon karistmi 0°C’ta 30 dakika ve ardindan 16 °C’ta gece
boyu birakildi. Ertesi gilin ligasyon tiipleri 70 °C’ta 10 dakika inkiibe edilerek T4
DNA ligazin inaktivasyonu saglandu.

Hazirlanan ligasyon karistmi TSS yontemi ile hazirlanan E. coli JM109

kompetan hiicrelerinin transformasyonunda kullanildi.

5.1.5. TSS Yontemi ile Kompetan Hiicre Hazirlanmasi ve
Transformasyon

e Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

2 ml LB besi yeri E. coli IM109 soyunun -20 °C’taki stok kiiltiiriiniin 20 pl’si
ile bir gece once asilandi. 37 °C’ta 200 devir/dakikada calkalanarak gece boyu
blyiitiildii. Ertesi giin kiiltiiriin 1 ml’si 500 mI’lik erlendeki 100 ml LB besi yerinin
asilanmasi i¢in kullanildi. Hiicreler 37 °C’ta 200 devir/dakikada ¢alkalanarak, ODgo
degeri 0.5 oluncaya kadar biiyiitiildii. ODgy degeri 0.5’e ulastig1 zaman kiiltiir buzda
20 dakika sogutuldu ve hiicreler 4 °C’ta 7000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
coktiirtildii. Hiicreler buzda sogutulmus 10 ml TSS ig¢inde ¢dziilerek transformasyona
hazir hale getirildi. Hemen kullanilmayacak olan kompetan hiicreler eppendorf

tiiplerine dagitilarak, daha sonraki kullanimlar i¢in -80 °C’a kaldirildi.
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e TSS Cozeltisi (100 ml)
- 10 g PEG8000
-5 ml DMSO
- LB ile 95 ml’ye tamamlanarak 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi.
Sogutulduktan sonra icine filtre ile steril edilmis 1 M MgCl,’den 5 ml
eklenerek karistirildi ve 4 °C’ta saklandi.

e Transformasyon

Eppendorf tiiplerine uygun hacimde (5 pl) ligasyon karisimi dagitildiktan
sonra, hazirlanan kompetan hiicreler (200 ul) bu tiiplere eklendi ve tiipler 30-60
dakika buzda bekletildi. Daha sonra 42 °C’ta 2 dakika 1s1 soku uygulanan 6rneklerin
her birisine 1 ml LB besi yeri eklenerek, calkalamali inkiibatérde 37 °C’ta 1 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 10.000 rpm’de 30 saniye kisa bir
santrifiijiin ardindan 6rneklerin iist sivis1 atild1 ve hiicre peletleri dipte kalan besiyeri
(yaklasik 100 pl) i¢inde ¢oziildiikten sonra taze hazirlanmis ve ampisilin (100 pg/ml)
iceren LB agar petri kaplarina yayildi, sivi kismin kurumasini takiben 37 °C’ta gece

boyu biiylimeye birakildi.

e LB Agar (1 litre)
- 10 g Nutrient Broth
- 5 g Maya oziti
- 8 g NaCl
- 15 g Agar
- Distile su ile 1 litre’ye tamamlanarak 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi.

Transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerden kaynatma ile lizis (STET)

yontemi kullanilarak, plazmit izolasyonu (miniprep) gerceklestirildi.

5.1.6. Kaynatma ile Lizis (STET) Yontemi Kullanilarak Plazmit
Izolasyonu

10 ml ampisilinli (100 pg/ml) LB besi yeri tek koloni ile agilanarak 37 °C’taki
calkalayicilt inkiibatérde gece boyu biiyiitiildii. Hiicreler 4 °C’ta 4000 rpm’de 20 dk.
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ust s1ivi vakum ile gekilip atildiktan sonra 400 ul STET
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cozeltisi iginde coziilerek eppendorf tiipe aktarilan hiicrelere 10 mg/ml lizozim
soliisyonundan 25 pl eklendikten sonra hemen vortesklenerek (1 dakika), kaynayan
su banyosunda 45 saniye bekletildi. Oda 1sisinda 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilen 6rnekteki kromozomal DNA ve hiicre kalintilari, steril bir kiirdan ile alinarak
atildi. Son konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde 5 M amonyum asetat ve 1 ml
izopropanol (-20 °C’ta sogutulmus) eklenerek vortekslenen 6rnek, -20 °C’ta 5-10 dk.
bekletildikten sonra 13000 rpm’de, 4 °C’ta 10 dakika santrifiij edildi. Ust sivi
vakumla ¢ekildikten sonra santrifiijlii evaporatdrde kurutulan DNA peleti 50 pl steril

dH,0 iginde ¢o6ziildii ve -20 °C’ta saklandi.

e STET (100 ml)
- 8 g Sukroz
- 5 ml Triton X-100
-5 ml 1M Tris-HCI, pH 8.0
- 1,86 g EDTA
- Distile su ile 100 mI’ye tamamlanarak 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi.

5.1.7. Klon Adaylarinin Restriksiyon Endoniikleazlar ile Kesimi

Transformasyonlar sonucunda elde edilen klon adaylarinin istenilen DNA
fragmanlarini igerip igermedigini kontrol etmek amaciyla, klon adaylarindan izole
edilen plazmitler EcoRI ve Hindlll enzimleri ile kesildi. Restriksiyon enzimleri ile
yapilan kesimde pg DNA basma 3 iinite (U) restriksiyon endoniikleaz kullanildi.
Kesim sonrasi klon adaylari, HindIII ile kesilmis A DNA belirteg ile birlikte %1°lik

agaroz jele yiiklenerek istenilen DNA fragmanini igerip icermedigi kontrol edildi.

5.1.8. Klon Adaylarimin Ekspresyon Calismasi ile Dogrulanmasi

Klonlama ve transformasyon c¢alismalarinin ardindan, istenilen DNA
parcalarimi igerdigi disiiniilen klon adaylarinin penisilin G asilaz {iretip

tiretmediklerini kontrol etmek amaciyla ekspresyon calismasi gerceklestirildi.
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Ekspresyon calismast 100 pg/ml ampisilin iceren 83 ml kazein besi yerinde,
%5 agilama, 1/3 havalandirma ile 26 °C’ta ve 100 rpm ¢alkalama hiziyla
gergeklestirildi. Kiiltiir 6rnekleri ODggp 0.6-0.8 araliginda 100 uM IPTG ile uyarildi.

Ekspresyon calismasinda, arka arkaya iki on kiiltiir agilamasini takiben ana
kiiltiir agilamas1 gergeklestirildi ve kiiltiir drnekleri ilgili OD araligina ulagtiginda
IPTG ile uyarildi. Kiiltiiriin 24’ilincli saatinde ornek alinarak, alinan bu 6rneklerde

hiicre i¢i penisilin G asilaz aktivitesi degerlendirildi.

e Birinci On kiiltiir
Vidali kapakl kiiltiir tiiplerinde 100 pg/ml ampisilin igeren 2 ml kazein besi
yeri, ilgili klon adaylarina ait -20 stoklarindan %1 oraninda agilanarak 26 °C’ta 100

rpm’de gece boyu inkiibasyona birakildu.

e Ikinci On Kiiltiir
150 ml erlenlerde yer alan ve 100 pg/ml ampisilin igeren 15 ml kazein besi
yerleri, birinci 6n kiiltiirler ile %1 oraninda agilanarak 26 °C’ta 100 rpm’de gece

boyu inkiibasyona birakildi.

¢ Biiyiik Kiiltiir

250 ml erlenlerde yer alan ve 100 pg/ml ampisilin iceren 83 ml kazein besi
yerleri, ikinci on kiiltiirler ile %5 oraninda agilanarak 26 °C’ta 100 rpm’de
inkiibasyona birakildi. IPTG uyarimini takiben kiiltiiriin 24’lincii saatinde alinan 10
ml hiicre kiltiiriiniin 4000 rpm’de 20 dakika 4 °C’ta santrifiij edilmesi ile elde edilen

hiicre peleti hiicre i¢i enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanildi.

e Kazein Besiyeri (1 litre)
- 8 g Maya oziitii
- 4 g Kazein Hidrolizat
-4.2 g K,HPO,
- 3 g KH,P04
- Distile su ile 1 litre’ye tamamlanarak 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi.
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e IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktozit) (10 ml)
- 100 mM stok ¢ozeltisi hazirlandi. 0.283 g IPTG, 10 ml steril distile su
igerisinde ¢oziildii. 0.22 um por c¢apina sahip filtreden gecirilerek -20°C’ta

saklandu.

¢ Sonikasyon

Hiicre ici penisilin G asilaz aktivitesi i¢in gerekli olan protein 6ziitii, hiicrelerin
sonikasyon yontemi ile parcalanmasi ile elde edildi. 10 ml hiicre kiiltiirtiniin 4000
rpm’de 20 dakika 4 °C’ta santrifiij edilmesi ile elde edilen hiicre peleti, 1 ml 50 mM
potasyum fosfat, pH 8.0 tamponunda ¢6ziildii ve elde edilen hiicre siispansiyonu
kiigiik prob kullanilarak %10 siddette 15 sn vurus 20 sn durus olarak 2 dakika
sureyle sonikasyon islemine tutuldu. 10000 rpm’de 30 dakika 4 °C’ta santrifiijiin

ardindan ust s1v1 aktivite testinde kullanildi.

5.1.9. 6-APA Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Oncelikle 10 mg 6-APA (1 mg/ml) tartilarak 10 ml 50 mM pH 8.0 fosfat
tamponu i¢inde ¢oziildii. Ardindan, 75 mg PDAB (%0.5) 15 ml metanolde ¢oziildii.
Tiipler kor dahil olmak iizere 2 set halinde hazirlandi. Kor tiiplerine sadece 500 ul
distile su eklenirken digerlerine 0.1 ile 1 mg/ml derisim araliginda 6-APA eklendi.
Tiim ornekler distile su ile 500 ul’ye tamamlandi. Tiiplerin hepsine 3 ml asetat
tampon eklenerek vortekslendi. Ardindan 500 ul PDAB eklendi ve bir kez daha
vortekslendi. ODy;5’teki absorbanslar spektrofotometrede okundu. Alinan degerlere
gore standart egri c¢izildi. Cizilen grafikten egim hesaplanarak aktivite
hesaplamalarinda kullanildi. Aktivite hesaplamalarinda kullanilan formiil asagida

verildi.
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(ODy4;5 / Egim) x (1000 / M.A.c.apa) X Reaksiyon Hacmi (ml)

Aktivite= (5.1)

Enzim Hacmi (ml) x Reaksiyon Zamani (dakika)

- Reaksiyon Hacmi: 0.5 ml

- Enzim Hacmi: 0.02 ml veya 0.05 ml

- Reaksiyon Siiresi: 3 veya 60 dakika

- ML A.6.apa: 216.3 g/mol

- Egim: 6-APA kalibrasyon egrisi ile bulunan deger

5.1.10. Penisilin G Asilaz Aktivite Testi

Penisilin G asilaz aktivitesi substrat olarak penisilin G kullanilarak,
Balasingham et al. (1972) tarafindan tanimlanan metoda gore belirlendi. Ekspresyon,
saflastirma ve saflagtirma sonrasi enzim karakterizasyonu c¢alismalarinda, ufak
farkliliklarla ayni yontem kullanildi. Ekspresyon, saflastirma ve karakterizasyon
caligmalarinda kullanilan protokol sirasiyla asagida verildi.

Aktivite ¢calismasinda sonikasyon iist stvisindan 50 ul alinarak 10 ml’lik deney
tiiplerine konuldu. Uzerlerine toplam hacim 500 ul olacak sekilde, 450 ul 15 mM
taze penisilin G ¢ozeltisi eklenerek, tiipler 40 °C’taki su banyosunda 150
devir/dakikada 1 saat calkanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon, tiiplere
3 ml asetat, pH 2.5 tamponu eklenerek durduruldu. Her bir tiipe 500 pl p-
dimetilaminobenzaldehit (PDAB) c¢ozeltisi eklendi. Enzim aktivitesi, reaksiyon
triinlerinden 6-APA’nin PDAB ile verdigi renk reaksiyonunun 415 nm dalga
boyunda okunmasi ile Olgiildii. Bu yontemde; bir iinite enzim aktivitesi, 40 °C
sicaklikta pH 8.0’de 15 mM penisilin G’den dakikada bir pmol 6-APA {iretebilen
enzim miktar1 olarak tanimlandi. Enzim eklenmeyen ve sadece 450 ul 15 mM
penisilin G ¢ozeltisi ile 50 pl 50 mM potasyum fosfat, pH 8.0 tamponu i¢eren 6rnek
kor olarak kullanildi.

Saflagtirma c¢aligmas1 sirasinda elde edilen fraksiyonlardaki enzimatik
aktivitenin belirlenmesinde, 40 °C’taki su banyosunda 150 devir/dakikada 3 dakika
calkanarak yapilan inkiibasyonun haricinde, ekspresyon calismasinda belirtilen

miktar ve kosullar kullanildi.
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Karakterizasyon caligmalarinda enzim aktivitesinin belirlenmesinde sirasiyla
1.34 ve 5.51 U/mg spesifik aktiviteye sahip saflastirilmig yaban tipi ve mutant enzim
kullanildi. Saf enzimlerden 20 pl alinarak 10 ml’lik deney tiiplerine konuldu. 30 pl
50 mM potasyum fosfat, pH 8.0 tamponu (optimal pH’ nin belirlenmesi ¢alismasinda
ise 50 mM konsantrasyonunda farkli pH’lara sahip tamponlar kullanildi) ile 50 pl’ye
tamamlandi. Uzerlerine 50 mM potasyum fosfat, pH 8.0 tamponunda (optimal
pH’nin belirlenmesi ¢alismasinda ise 50 mM konsantrasyonunda farkli pH’lara sahip
tamponlar kullanildi) hazirlanmis 450 pul 15 mM taze penisilin G ¢ozeltisi eklenerek,
tiipler optimal sicaklikta (optimal reaksiyon sicakliginin belirlenmesi ¢alismasinda
ise 25-70 °C arahiginda farkli sicakliklar kullanildi) 150 devir/dakikada 3 dakika
calkanarak inkiibe edildi. Enzim aktivitesi 415 nm dalga boyunda absorbansin

Olciilmesi ile belirlendi.

¢ 50 mM Potasyum Fosfat Tamponu, pH 8.0
- 50 mM KH,POq ile 50 mM K,HPO, karistirilarak pH 8.0’a ayarlandi.

e Substrat Cozeltisi
- Penisilin G ¢ozeltisi, 50 mM, potasyum fosfat, pH 8.0 tamponunda 15 mM
olacak sekilde hazirlandi.

e Sodyum Asetat Tamponu, pH 2.5
- 1.2 g NaOH distile su igerisinde ¢oziiliirek 600 ml’ye tamamlandi. 240 ml
asetik asit distile su ile 1200 ml’e tamamlandi1 ve her iki ¢ozelti birbiri ile
karistirildi.

e p-dimetilaminobenzaldehit (PDAB) Cozeltisi
- PDAB’1n metanoldeki % 0.5 (agirlik/hacim) ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi.

5.2. Hataya Egilimli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Error-
Prone PCR) Calismalan

Tez calismasinin ikinci basamagi olan yonlendirilmis evrim c¢alismalarinda,
mutant pac geni varyantlarini elde etmek amaciyla hataya egilimli PCR ydntemi
kullanildi. Mutant pac geninin elde edilmesinde kullanilan PCR kosullar1 Cadwell
and Joyce (1994) tarafindan tanimlanan metodun modifiye edilmesi ile belirlendi.

Hataya egilimli PCR ¢alismas1 arka arkaya yapilan iki turda gergeklestirildi. PCR
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calismasinin birinci turunda Bolim 5.1°de gergeklestirilen klonlama caligmalar
sonucunda elde edilen ve yaban tipi pac genini tagiyan pUC19 plazmiti kalip olarak
kullanilirken, ikinci turda ise birinci tur sonucu elde edilen mutantlar arasindan
yaban tipe gore en yiiksek enzim aktivitesi sergileyen mutanta ait plazmit kalip
olarak kullanildi. Hataya egilimli PCR ¢alismasinda kullanilmak iizere ileri ve geri
primerler tasarlanarak Integrated DNA Technologies (IDT) (Coralville, IA, USA)
firmasina sentez ettirildi. PCR sonucu ¢ogaltilan pac geninin linearize olmus pUC19
vektoriine (2.7 kb) [Yanisch-Perron et.al., 1985] klonlanmasi An et al. (2010) ve
Tuzlakoglu-Oztiirk et al. (2013) tarafindan tamimlanan PCR yontemine gore
gerceklestirildi.

5.2.1. Hataya Egilimli PCR (Error-Prone PCR)

Hataya egilimli PCR ¢alismasinin birinci turu E. coli ATCC 11105 soyuna ait
yaban tipi pac genini tastyan pUC19 plazmiti kalip olarak kullanilarak, ikinci turu ise
birinci tur sonucu elde edilen mutantlar arasindan yaban tipe gore en yliksek enzim
aktivitesi sergileyen mutanta ait plazmit kalip olarak kullanilarak, FGI13 ileri ve
FG15 geri primerleri ile gergeklestirildi. Ileri ve geri primerler pUC19 vektdriiniin
coklu klonlama bolgesine yakin bir bolgeye tutunacak sekilde tasarlandi ve sentez

ettirildi. Tasarlanan primerlerin dizisi Tablo 5.5’de verildi.

Tablo 5.5: Hataya egilimli PCR ¢aligsmasinda kullanilan primerler.

FG13

(i) 5'-GTT TTC CCA GTC ACG ACG TTG TAA AAC GAC GGC C-3'
ileri

FG15

(geri) 5'- CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC CAT GAT TAC GCC AAG C-3'
geri

Hataya egilimli PCR caligmasinin birinci turunda farkli Mn*" derisimlerini
iceren mutajenik PCR’m yani sira, hataya egilimli PCR verimini karsilastirmak
amaciyla bir tiip kontrol PCR reaksiyonu yapildi. PCR reaksiyonlar1 100 ul toplam
hacim igerisinde gergeklestirildi. Kullanilan mutajenik PCR ve kontrol PCR kosullari
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ile PCR programi1 Tablo 5.6’da verildi. Elde edilen PCR fiiriinleri %1’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edildi.

Tablo 5.6: Hataya egilimli PCR ¢aligmasinda kullanilan PCR kosullar1 ve programu.

Kontrol PCR Kosullar1 | Mutajenik PCR Kosullar1 PCR Programi
1X PCR tamponu 1X PCR tamponu
0.2 mM dNTP 0.2 mM dATP 94 °C’ta 3
1.5 mM MgCl, 0.2 mM dGTP
20 fmol kalip DNA 1 mM dCTP o
94 °C 30"
30 pmol ileri primer I mM dTTP
o 64°C 30" 30 dongii
30 pmol geri primer 7 mM MgCl,
72°C 3.5

5 U Tag DNA polimeraz | 20 fmol kalip DNA
30 pmol ileri primer
. 72 °C 10
30 pmol geri primer

0.05; 0.1; 0.15; 0.25 ve
0.5 mM MnCl,

5 U Taqg DNA polimeraz

Hataya egilimli PCR’1n birinci turunun ardindan, ikinci tur ¢alismasina gecildi.
Hataya egilimli PCR caligmasinin ikinci turunda, mutajenik PCR kosullarinda 0.25
mM MnCl, ve 2 fmol kalip DNA kullanilmasinin haricinde herhangi bir degisiklik
yapilmadi. Diger biitiin PCR kosullar1 ve PCR programi aynen kullanildi. ikinci tur

sonucunda elde edilen PCR fiirtinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.

5.2.2. PCR ile Klonlama ve Kiitiiphane Olusturma

pac geninin hataya egilimli PCR aracilign ile c¢ogaltilmasinin ardindan
klonlama calismasina gecildi. iki tur olarak gerceklestirilen hataya egilimli PCR
calismasinin  her bir turunda g¢ogaltilan pac geninin pUCI9 vektoriine
klonlanmasinda An et al. (2010) ve Tuzlakoglu-Oztiirk et al. (2013) tarafindan
tanimlanan PCR yontemi kullanildi. Hataya egilimli PCR ile c¢ogaltilan pac geni,
pUC19 vektoriine tutunma bolgeleri icerdigi i¢in EcoRI ve HindlIll restriksiyon
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endoniikleazlari ile kesime alinmadi. Klonlamada kullanilacak olan pUC19 vektorii
ise EcoRI ve Hindlll ile kesilerek lineer hale getirildi. pg DNA bagina 3 iinite (U)
restriksiyon endoniikleaz kullanildi. Enzim kesimleri 37 °C’ta 2 saat inkiibasyon ile
gerceklestirildi. Kesimin son 30 dakikasinda 0.5 pg RNaz ilave edildi. Kesim sonras1
sodyum asetat-alkol c¢oktlirmesinin ardindan kurutulan pelet uygun hacimde
coziilerek, PCR iiriinleri ile birlikte izole edilmek tizere %1°lik agaroz jele yiiklendi.
Jelde yiiriitiilmelerini takiben PCR iiriinii ve pUC19 plazmiti “Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System” (Promega, Madison, WI, USA) kullanilarak jelden izole
edildi. Izole edilen &rnekler %1°lik agaroz jele yiiklenerek miktar tayini yapildi.
Miktar tayininin ardindan PCR ile klonlama basamagma ge¢ildi. Klonlama
reaksiyonu 50 pl toplam hacim igerisinde gergeklestirildi. Klonlamada kullanilan

PCR kosullar1 ve PCR programi Tablo 5.7°de verildi.

Tablo 5.7: Klonlamada kullanilan PCR kosullar1 ve programi.

Klonlama PCR Kosullar1 Klonlama PCR Programi

250 ng pUCI19 vektorii (EcoRI ve | 94 °C’ta 3'
HindlIlI ile kesilmis)

Molar diizeyde vektérin 5 kat1 | 94 °C 30"
oraninda PCR {iriinii 55°C 30" 30 déngii

0.2 mM dNTP 72°C 7

1 x Taq DNA Polimeraz Tamponu
72°C 10'
2.5 U Taq/Pfu DNA Polimeraz (1:1)

Elde edilen PCR firiinii TSS yontemi ile hazirlanan E. coli IM109 kompetan
hiicrelerine transforme edildi. Hiicreler ampisilin (100 pg/ml) iceren LB agar petri
kaplarina yayilarak 37 °C’ta gece boyu biiylimeye birakildi. Transformasyon sonucu
elde edilen koloniler tarama ve se¢cme c¢alismalarina alinarak, enzim aktivitesindeki

artis yoniinden incelendi.
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5.2.3. Artmus Enzim Aktivitesine Sahip Mutantlarin Taranmasi

Yapilan iki tur hataya egilimli PCR ¢aligmas1 sonucunda elde edilen toplam
4500 koloni arasindan en yiiksek aktiviteye sahip mutantin secilmesi amaciyla
tarama ve se¢me calismalar gerceklestirildi. Aktif kolonilerin se¢iminde ii¢
basamaktan olusan bir tarama yontemi kullanildi (Sekil 5.1). Se¢imin birinci
basamaginda, 6-nitro-3-(fenilasetamido)benzoik asit (NIPAB) emdirilmis filtre
kagitlar1 [Zhang et al., 1986] kullanilirken, ikinci basamakta ise 96-kuyulu
mikroplakalar kullanildi. Ugiincii basamakta yiiksek aktivite veren pozitif koloniler,

erlen diizeyinde gen ekspresyonu ¢alismasina alindi.

e NIPAB Emdirilmis Filtre Kagidi Yontemi

Steril filtre kagitlar1 (8.5 cm ¢apinda Whatman no. 1) 20 mM potasyum fosfat,
pH 7.7 tamponunda hazirlanan 2 mg/ml NIPAB c¢ozeltisi ile doyuruldu ve
kullanilmadan once oda sicaklifinda kurutuldu. Transformasyon sonucu elde edilen
E.coli kolonileri, ampisilin (100 pg/ml) ve 0.1 mM IPTG igeren kazein agar
petrilerine steril kiirdan yardimu ile ekilerek, 24 saat boyunca 26 °C’ta biiylimeye
birakildi. Master petrilerine ek olarak IPTG icermeyen replika petriler de hazirlandi.
NIPAB emdirilmis filtre kagitlari, master petrilerde biiyiiyen kolonilerin {izerine
yavasca birakildi ve hafifge bastirilarak kolonilerin filtre kagitlarina ge¢mesi
saglandi. Filtre kagitlar1 tamamen 1slandiktan sonra, agar petrilerinden alinarak steril
bir petri kabma yerlestirildi ve 37 °C’ta 15 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan filtre kagitlarindaki koloniler goz ile incelenerek, renk
degisiminin olup olmadig1 kontrol edildi. NIPAB’1n hidrolizi sonucu meydana gelen
p-nitrofenol’iin olusturdugu sar1 renk, bakteriler tarafindan penisilin G asilazin
tiretildigini gostermektedir. Dogal koloni rengi ise enzim firetiminin olmadigini
gostermektedir. Sar1 renk olusumu gosteren koloniler daha sonra ikinci basamak

tarama ¢alismasina alindi.
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e Kazein Agar (1 litre)
- 8 g Maya oziti
- 4 g Kazein Hidrolizat
-4.2 g KoHPO,
-3 g KH,PO04
- 15 g Agar
- Distile su ile 1 litre’ye tamamlanarak 121 °C’ta 20 dakika otoklav edildi.

¢ 96-Kuyulu Mikroplaka Y 6ntemi

Ikinci basamakta, penisilin G asilaz iireten pozitif kolonilerin her biri steril bir
kiirdan ile replika petrilerden alinarak, her bir kuyusunda ampisilin (100 pg/ml) ve
0.1 mM IPTG ile zenginlestirilmis 200 ul kazein besi yeri bulunan 96-kuyulu
mikroplakaya transfer edildi. Certomat® BS-T inkiibator-¢alkalayicida (Sartorius,
Goéttingen, Germany) 26 °C’ta 150 rpm yatay calkalama hizinda 24 saat
inkiibasyonun ardindan, penisilin G asilaz aktivitesi substrat olarak NIPAB
kullanilarak kantitatif olarak 6l¢iildii. Bunun i¢in her bir kuyudan 10 pl hiicre kiiltiirii
alinarak, yeni bir mikroplakaya transfer edildi ve daha sonra her bir kuyuya 50 mM
potasyum fosfat, pH 8.0 tamponu, icerisinde hazirlanmig 100 pul 250 uM NIPAB
cozeltisi ilave edildi. 40 °C’ta 30 dakika inkiibasyonun ardindan, ODygs’teki
absorbans degerleri Fluostar Omega Mikroplaka Okuyucu (BMG Labtech,
Ortenberg, Germany) ile belirlendi. Her bir kuyunun aktivitesi 600 nm’deki kiiltiir
yogunluguna bdliinerek normalize edildi ve yaban tip ile karsilagtirildi. Yaban tipe
gore daha yiliksek normalize edilmis aktiviteye sahip koloniler segilerek {iiciincii

basamak tarama c¢alismasina alindi.

e Erlen Diizeyinde Gen Ekspresyonu Caligmasi ile Aktivite Tespiti

Ugiincii tarama basamag igin, ikinci tarama basamaginda yaban tipe gére daha
yiiksek aktivite gosteren koloniler, Boliim 5.1.8’de anlatildigi gibi ampisilin (100
ug/ml) iceren kazein besi yerinde 26 °C’ta 24 saat boyunca biiyiitiildii. Kiiltiirler
ODggo 0.6-0.8 araliginda 100 uM IPTG ile uyarildi. IPTG uyarimi sonras kiiltiiriin
24°{incii saatinde 10 ml 6rnek aliarak, alinan bu 6rneklerde hiicre i¢i penisilin G
asilaz aktivitesi degerlendirildi. Penisilin G asilaz aktivitesi substrat olarak penisilin

G kullanilarak, Boliim 5.1.10’da tanimlanan metoda goére belirlendi. Yaban tipe
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gorece daha yiiksek aktivite sergileyen koloniler segilerek, pac genlerinin DNA

dizileri belirlendi.

Tra.tlsformasyonl

Replika petri;

LE agar + ampisilin
37 *C-gece boyu

4 °C saklama

Pomntif kon
Negatif Kon

/ Steril kiirdan
ile eldm

Error-Prone PCR ile
Kiitiiphane Olnsturma

LE agar + ampisilin
37 °C-gece boyu

Master petri;
kazein agar + ampisilin + [PTG
26 °C24 h

I’inci Tarama basamagi:
NIPAB filtre kagid: yontemi
37 2C-15 dk

Segilen kolonilenin replika petnden
S6-laryulu mikroplakaya transferi

200 pl kazein besiwven + ampisilin + IPTG
26 °C-150 rpm’de 24h

10 pl hitcre kiltiiriiniin 96-kuyulu
wveni bir milroplakaya transfer

2’inci Tarama basamagi:

100 d (250 phi) NIPAE seoliisyonu
40 °C-30 dk

405 nm’'de oluma

Segilen koloniler ile ekspresyon l

A

3tncii Tarama basamag;

kazein besiyer + ampisilin + [PTG
26 °C-100 rpm’de 24h

415 nm’de okuma

Sekil 5.1: Mutant adaylarinin taranmasinda ve se¢ilmesinde kullanilan
basamaklarin sematik gosterimi.
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5.2.4. DNA Dizi Analizi Calismalari

Yapilan hataya egilimli PCR ¢alismasi sonucu elde edilen mutantlar arasindan
yaban tipe gorece en yliksek aktiviteyi sergileyen mutant soy secilerek, sahip oldugu
pac geninin DNA dizisini belirlemek amaciyla yaban tipi pac geni ile birlikte dizi
caligmasina alindi. Dizileme i¢in gerekli genomik materyali hazirlamak i¢in ilgili
soylardan Bolim 5.1.2°de anlatildigi sekilde maksiprep (biiyiik 6lgekte) yontemi
kullanilarak plazmit izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen maksiprep ornekleri
“Wizard SV Gel and PCR Clean-up System’in” (Promega, Madison, WI, USA)
kolonlarindan gegirilerek temizlendi. izole edilip temizlenen plazmit &rneklerine
restriksiyon enzim kesimi uygulandiktan sonra, %1°lik agaroz jelde miktar tayini
yapildi. Miktar tayininin ardindan &rnekler, IONTEK firmasia DNA dizilemesi i¢in
gonderildi.

DNA dizilerinin belirlenmesinin ardindan yaban tipi ile mutant enzim
saflagtirma ve nitelendirme ¢alismalarina alinarak, mutasyonun enzim {izerindeki

olasi etkileri incelendi.

5.3. Penisilin G Asilazin Saflastirma ve Nitelendirme
Calismalar:

Tez calismasinin {i¢lincli basamagi olan saflagtirma ¢alismalarinda penisilin G
asilaz enziminin saflastirilmasinda iki basamakli bir saflagtirma stratejisi uygulandi.
Amonyum siilfat ¢oktlirmesinin ardindan orneklere DEAE-Sefaroz FF anyon
degistirici kromotografisi uygulanarak saflagtirma islemi tamamlandi. Saflagtirma
sirasinda elde edilen fraksiyonlarin ve saflastirilan enzimlerin molekiiler agirliklar
ile safliklart %12’lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-
PAGE) [Laemmli, 1970] ile belirlendi. Saflastirma basamaklarinda elde edilen
orneklerin ve olusturulan enzim havuzlarinin protein miktarlart ise standart olarak
sigir serum albiimininin (BSA) kullanildig1 Bradford yontemi [Bradford, 1976] ile
belirlendi. Nitelendirme caligmalarinda sicaklik ve pH basta olmak iizere cesitli
metal iyonlarinin, organik c¢oziiciilerin ve inhibitdrlerin penisilin G asilaz aktivitesi
tizerindeki etkileri calisildi. Ayrica ¢esitli substratlar kullanilarak saflagtirilmis

enzimlerin substrat 6zgiilliigii belirlendi.
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5.3.1. Penisilin G Asilazin Saflastirilmasi

Yaban tipi ve mutant soy, ampisilin (100 pg/ml) igeren kazein besi yerinde 26
°C’ta 100 rpm’de 24 saat boyunca inkiibe edildi. Kiiltiirler ODggo 0.6-0.8 araliginda
100 uM IPTG ile uyarildi. Kiiltiirin 24 {incii saatinde 6rnekler, 4 °C’ta 7000 rpm’de
20 dakika boyunca santrifiij edilerek toplandi. Elde edilen hiicre peletleri
agirliklarinin 10 kat1 oraninda, mililitre olarak, 50 mM potasyum fosfat, pH 8.0
tamponu igerisinde ¢oziildli ve elde edilen hiicre siispansiiyonu, Sonifier® S-250D
dijital sonikator’iin (Branson, Danbury, CT, USA) biiyiik boy probu kullanilarak 20
sn vurus 30 sn durus olacak sekilde %30 siddette sonikasyon islemine tutuldu. Aciga
cikan protein miktarinin Bradford yontemiyle izlendigi sonikasyon islemi her bir
ornek igin ortalama 5 dakika siireyle uygulandi. 4 °C’ta 10000 rpm’de 30 dakika
santrifiijiin ardindan, elde edilen sonikasyon iist sivisinin pH’s1 7.0’ye ayarland1 ve
icerigindeki niikleik asit kalintilarin1 ¢oktiirmek amaciyla %0.7’lik (agirlik/hacim)
streptomisin siilfat ile muamele edildi. 4 °C’ta 30 dakika boyunca karistirmanin
ardindan, olusan ¢okelti 4 °C’ta 10000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek
uzaklagtirildi. Santrifiij sonunda elde edilen iist siviya son derisimi %40 olacak
sekilde amonyum siilfat eklenerek, manyetik karistiricida 4 °C’ta 2 saat siireyle
karistirildi. %0-40 doygunlukta ¢oken proteinler 4 °C’ta 10.000 rpm’de 30 dakika
santrifiij edilerek ayrildi. Coken kisim atilirken, {ist siviya son derisimini %60’a
ayarlayacak miktarda amonyum siilfat eklenerek, 4 °C’ta gece boyu karistirildi ve bu
stirenin sonunda 4 °C’ta 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
ist sivi atildi ve elde edilen pelet, 10 mM potasyum fosfat, pH 7.0 tamponu
igerisinde ¢Ozlldii ve aym1 tampona karst 6nce 2 saat boyunca, ardindan tampon
yenilenerek gece boyu 4 °C’ta diyaliz edildi. Gece boyu diyalizin ardindan tampon
tekrar yenilenerek 2 saat daha diyalize devam edildi. Diyaliz bitiminde, diyaliz
ornegi 4 °C’ta 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist stvi 10 mM
potasyum fosfat, pH 7.0 tamponu ile dengelenen 9.5x1.8 cm boyutlarindaki DEAE-
Sefaroz FF anyon degistirici kromotografi kolonuna (GE Healthcare Bio-Sciences,
Piscataway, NJ, USA) yiiklendi ve BIO-RAD saflagtirma sistemi (Hercules, CA,
USA) kullanilarak saflastirildi. Kolon, 10 mM potasyum fosfat, pH 7.0 tamponu ile
akis hiz1 16.8 ml/saat olacak sekilde yikanarak protein elusyonu gerceklestirildi.

ODygo’deki absorbans degerleri gozetilerek secilen fraksiyonlardaki enzimatik
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aktiviteye Boliim 5.1.10°da anlatildig1 gibi bakilarak, aktif enzimin hangi fraksiyon
araliginda oldugu belirlendi ve aktif fraksiyonlarin SDS-PAGE profilleri ¢ikarildi.
Fraksiyonlarin aktiviteleri ve SDS-PAGE profilleri birlikte degerlendirilerek, aktif
fraksiyonlar li¢ farkli havuzda toplandi ve nitelendirme ¢alismalarinda kullanilmak
lizere 4 °C’ta saklandi. Nitelendirme calismalart en yiiksek enzim aktivitesinin

alindig1 ve gorece saf olan havuz ile gerceklestirildi.

5.3.2. Bradford Testi ile Protein Miktarinin Belirlenmesi

Saflagtirma asamalarinda elde edilen Orneklerin ve olusturulan enzim
havuzlarinin protein miktarlari, standart olarak sigir serum albiimininin ve boya
olarak ta Coomassie Brillant Blue G-250’nin kullanildigi Dye Binding olarak da
adlandirilan Bradford yontemi [Bradford, 1976] kullanilarak belirlendi.

Belirlenen miktardaki enzim 6rnegi eppendorf tiiplerine alindi ve distile su ile
800 pl’ye tamamlandi. Uzerine 200 ul Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi
eklenen Ornekler, alt iist edilerek iyice karistirildi ve oda sicakliginda 5 dakika
bekletildi. Siirenin bitiminde spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda, protein

icermeyen kore kars1 okundu.

e Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Standart olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanilarak Bradford analizi i¢in
kalibrasyon egrisi hazirlandi. 2-10 pg aralifinda BSA miktarlarina sahip 6rnekler
distile su ile 800 pl’ye tamamlandi ve her bir tiipe 200 ul Bradford boyasi eklenerek,
spektrofotometrede BSA igermeyen kore karsi, 595 nm dalga boyunda okuma
yapildi. Elde edilen ODsgs degerlerinin, verilen BSA miktarlarina karsi
yerlestirilmesi ile ¢izilen grafikten elde edilen egim, protein konsantrasyonunun ve

toplam protein miktarinin hesaplanmasinda kullanildi.

Protein konsantrasyonu (mg/ml)= ODsos / egim / 6rnek hacmi (pl) (5.2)

Toplam protein miktar1 (mg)= Protein konsantrasyonu x 6rnek hacmi (ul) (5.3)
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5.3.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE)

Saflagtirma sirasinda elde edilen fraksiyonlara ait protein Orneklerinin ve
saflagtirilan enzimlerin molekiiler agirliklar1 ile safliklari, protein belirtegleri
kullanilarak %12’lik SDS-PAGE ile belirlendi [Laemmli, 1970]. SDS-PAGE ig¢in

Tablo 5.8’de verilen ayirma (alt) ve derisim (list) jellleri hazirlandi.

Tablo 5.8: SDS-PAGE’de kullanilan jeller ve igerikleri.

Ayirma Jeli (Alt Jel) Derisim Jeli (Ust Jel)
750 ul dH,O 1050 ul dH,O
3750 ul 0.75 M Tris-HCI, pH 8.8/%0.2 | 1500 ul 0.25 M Tris-HCI, pH 6.8/%0.2
SDS SDS
3 ml Akrilamit/Bisakrilamit (30:1) 390 ul Akrilamit/Bisakrilamit (30:1)
90 ul %10 APS 60 ul %10 APS
6 ul TEMED 3 ul TEMED

e Orneklerin Hazirlanmasi

Eppendorf tiiplerine 6rneklerden 15 pl ve protein belirtecinden 3 ul alinarak,
tizerlerine 20 pl’ye tamamlanacak sekilde yiikleme tamponu eklendi. Hazirlanan
ornekler elle karistirililip kisa bir siire santrifiij edildikten sonra, 5 dakika boyunca
kaynayan suda bekletilerek yilikleme icin hazir hale getirildi.

Jeller dokiiliip polimerize olduktan sonra hazirlanan ornekler ve protein
belirteci kuyulara yiiklendi. Kuyularin bulundugu cam plakalar1 tasiyan kasetler, 1X
SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile doldurulan elektroforez tanki igerisine yerlestirildi.
Elektroforez, bantlar ayirma jeline (alt jel) gegene kadar 100 volt’ta, daha sonra 200
voltta gerceklestirildi. Yiiriitme islemi, yiikleme tamponundaki bromofenol blue’nun
ayirma jelinden ¢ikmasini takiben 20 dakika daha siirdiiriilerek durduruldu. Yiiriitme
tamamlandiginda ¢ikarilan jel once boyama ¢ozeltisinde, ardindan da distile su ile
yikandiktan sonra boyanin agilmasi icin aritma ¢ozeltisinde hafifce calkalanarak

bekletildi.
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¢ Yiikleme Tamponu
- 50 mM Tris-HCI, pH 6.8, %1 SDS, 2 mM EDTA, %1 B-merkaptoetanol,
%10 gliserol, %0.2 bromofenol blue.

e 5X SDS-PAGE Yiiritme Tamponu
- 15 g Tris baz, 72 g glisin ve 5 g SDS, distile su icerisinde ¢oziilerek 1 litreye
tamamlanda.

e Boyama Cozeltisi
- 100 ml %10 asetik asit, 100 ml %95’lik alkolde ¢6zlilmiis %0.25 Coomassie
Blue.

e Aritma Cozeltisi

- % 5 asetik asit, % 50 etanol.

5.3.4. Penisilin G Asilazin Nitelendirilmesi

Yaban tipi ve mutant penisilin G asilazi i¢in, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
iyon degistirici kromatografi yontemleri kullanilarak yapilan iki basamakli
saflagtirma isleminden sonra elde edilen aktif fraksiyonlarin toplandigi ii¢ farkh
havuz arasindan her iki enzim i¢in en yiiksek enzim aktivitesinin alindig1 ve gorece
saf olan havuz secilerek nitelendirme c¢alismalarinda kullanildi. Nitelendirme
caligmalarinda enzim aktivitesi Boliim 5.1.10°da anlatildigi sekilde belirlendi. Bu
boliimde yapilan tim Olglimler iic kez tekrar edildi ve ortalama degerleri

hesaplanarak standart sapmalar1 belirlendi.

e pH ve Sicakligin Enzim Aktivitesi ve Kararlilig1 Uzerindeki Etkisi

Optimal reaksiyon sicakligi, 25-70 °C arahigindaki farkl sicaklik degerlerinde
enzim aktivitesi Olciilerek belirlendi. Sicaklik kararlilig1 ise saflastirilan enzimlerin
25-55 °C arahgindaki farkli sicaklik degerlerinde 30 dakika bekletilmelerinin
ardindan aktivenin Ol¢iilmesi ile belirlendi. En yiiksek aktivitenin elde edildigi
sicaklik degeri %100 kabul edilerek, diger sicakliklardaki kalan aktivite degerleri
hesaplandi.

Enzimlerin optimal pH degeri, 50 mM derisimde farkli pH (pH 4.0-10)
degerlerine sahip tamponlar kullanilarak enzim aktivitesinin dl¢iilmesi ile belirlendi.

pH 3.0-6.0 aralig1 i¢in sodyum asetat-asetik asit tamponu, pH 6.0-8.0 aralig1 i¢in
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potasyum fosfat tamponu, pH 8.5-9.0 aralig1 i¢in Tris-HCI tamponu ve pH 9.5-10.0
aralig1 icin ise glisin-NaOH tamponu kullanildi. pH kararlilig1 ise enzimlerin ilgili
pH (pH 4.0-10) degerlerine sahip tamponlarda 4 °C’ta 48 saat boyunca tutulmasini
takiben aktivitenin Olciilmesi ile belirlendi. En yiiksek aktivitenin elde edildigi pH
degeri %100 kabul edilerek, diger pH’lardaki kalan aktivite degerleri hesaplandi.

¢ 50 mM Sodyum Asetat-Asetik Asit Tamponu (pH 3.0-6.0)
- 100 mM sodyum asetat ve 100 mM asetik asit hazirlandi. Birbiri ile
karistirilarak istenen pH’a ayarlandi ve 50 ml alinarak distile su ile 100 ml’ye
tamamlanda.
e 50 mM Potasyum Fosfat Tamponu (pH 6.0-8.0)
- 100 mM KH,PO, ile 100 mM K,HPO, hazirlandi. Birbiri ile karistirilarak
istenen pH’a ayarlandi ve 50 ml alinarak distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.
e 50 mM Tris-HCI Tamponu (pH 8.5-9.0)
- 100 mM Tris ve 100 mM HCI hazirlandi. Birbiri ile karistirilarak istenen
pH’a ayarlandi ve 50 ml alinarak distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
¢ 50 mM Glisin-NaOH Tamponu (pH 9.5-10)
- 100 mM Glisin ve 100 mM NaOH hazirlandi. Birbiri ile karistirilarak

istenen pH’a ayarlandi ve 50 ml alinarak distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

e Cesitli Kimyasallarin ve Metal Iyonlarinin Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
Farklt metal iyonlarmin, amonyum tuzlarinin, efektér maddelerin ve organik
coziiciilerin enzim aktivitesi lizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, saflagtirilan
enzimler ilgili maddeleri igeren aktivite tamponunda 25 °C’ta 30 dakika boyunca
tutuldu ve sonrasinda aktiviteleri 6l¢iildii. Kimyasal eklenmeyen enzimin aktivitesi
% 100 kabul edilerek kalan aktivite degerleri hesaplandi. Caligmada; 10 mM metal
iyonlar1 (FeCl,, FeCls, LiCl, ZnCl,, NiCl,, CoCl,, ZnSO4, BaCl,, CuCl,, FeSO,,
NaCl, KCl, MnCl,, MgCl,, CaCl,), 10 mM amonyum tuzlart [(NH4)>,SO4, NHsAc], 1
mM ve 10 mM efektér maddeler [etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), fenil metil
stilfonil floriir (PMSF) ve B-merkaptoetanol (B-ME)], %10 ve %30 organik ¢oziicii
[aseton, etanol, metanol, izopropanol, izoamil alkol, dimetil siilfoksit (DMSO),

asetonitril] kullanildi.
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e Stabilize Edici Ajanlarin Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Stabilize edici ajanlarin penisilin G asilazin sicaklik kararliligi {izerindeki
etkisini belirlemek amaciyla, saflastirilan enzimler %10 ve %30 gliserol, etilen glikol
(EG) ve dimetil stilfoksit (DMSO) igeren aktivite tamponunda 50 ve 55 °C’ta 30
dakika boyunca bekletildi ve sonrasinda aktiviteleri 6lgiildii. Stabilize edici ajan
eklenmeyen enzimin aktivitesi % 100 kabul edilerek kalan aktivite degerleri

hesaplandi.

e Enzimlerin Substrat Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi

Saflagtirilan enzimlerin substrat 6zgilliigli, 50 mM potasyum fosfat, pH 8.0
tamponunda ¢doziilerek hazirlanan 15 mM derisimindeki ¢esitli substratlarin
(penisilin G, ampisilin, penisilin V, amoksisilin, sefaleksin, kloksasilin, dikloksasilin
ve sefalosporin C) varliginda ¢alisildi. Hazirlanan substratlar aktivite testinde
kullanild1 ve en yiiksek aktivitenin elde edildigi substratin sonucu %100 kabul

edilerek, diger substratlarin goreceli ylizde degerleri belirlendi.

5.4. Molekiiler Modelleme Calismalari

Mutasyon c¢alismalart sonucu elde edilen penisilin G asilaz mutantinin
molekiiler modeli, Phyre2 server yardimiyla “one-to-one threading” protokolii
kullanilarak olusturuldu [Kelley and Sternberg, 2009]. Modelleme ¢alismasinda,
Hewitt et al. (2000) tarafindan tanimlanan E. coli penisilin G asilazinin ii¢ boyutlu
yapist (PDB ID: 1E3A) kalip olarak kullanildi. Kalip ve model arasinda K2971
mutasyonuna ek olarak, {i¢ tane daha amino asit farklilig1 goriildii. Bunun disinda iki

yapt arasinda neredeyse %100 dizi benzerligi goriildii.
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6. BULGULAR

6.1. E. coli ATCC 11105 Soyuna Ait pac Geninin pUC19

Plazmitine Klonlanmasi ve Ekspresyonu

E. coli ATCC 11105 soyuna ait -52 bolgesinden itibaren yaklasik 2.6 kb’lik

pac geni ile birlikte pac geninden sonra gelen, pac geninin aktivitesinde énemli bir

rolii oldugu diisiiniilen ve E. coli kromozomu iizerinde genin 3' ucunda yer alan

yaklagik 900 bg’lik bolge bir biitiin olarak (toplamda 3.5 kb’lik DNA parcasi)

tasarlanan primerler kullanilarak E. coli ATCC 11105 kromozomal DNA’sindan

PCR ile ¢ogaltild1 ve pUC19 plazmitine (2.7 kb) klonlandi.

pac geninin ¢ogaltildigt PCR calismasinda istenilen saflikta iirlin elde

edebilmek amaciyla optimizasyon ¢alismasi yapildi. Uygun Mg®" derigimini

belirlemeye yonelik optimizasyon ¢alismasinda, 1.5 mM, 2 mM, 3 mM ve 4 mM

MgCl, derisimleri kullanildi. Optimizasyon ¢alismasi sonucu elde edilen PCR

tirtinlerinin agaroz jel profilleri Sekil 6.1°de verildi.

3.5kb mmim

2
3

2 mM MgCh

3 mM MgCh
4 mM MgCh

Negatif kontrol

HindIII ile kesilmis A DNA

23130bp
2416 bp
6557 bp
4361 bp

2322 bp
2027 bp

564bp

125 bp

Sekil 6.1: FG11-PA16 primer ¢ifti ile yapilan optimizasyon ¢aligmasi sonucu
cogaltilan PCR iirlinlerinin agaroz jel profili.
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Optimizasyon ¢alismas1 sonucunda agaroz jel profilleri incelendiginde, kontrol
kuyusu hari¢ diger biitlin kuyularda beklenen biiyiikliikte (3.5 kb) {iriin elde edildigi
gozlemlendi. Ayrica kontrol tiipiinde herhangi bir {iretimin olmamasi PCR
reaksiyonunun bulagsiz bir sekilde gerceklestigini gosterdi. 2 mM MgCl, derisiminde
verimin oldukga iyi oldugu ve dNTP’lerin diger Mg*" derisimlerine gore biiyiik
oranda kullanildig goriildii. Bu nedenle 2 mM MgCl, derisiminin biiyiik 6lcek PCR
i¢in kullanilmasina karar verildi. Klonlama ¢alismasi igin istenen miktarda iiriin elde
edebilmek amaciyla aymi program ve kosullar kullanilarak pac geninin fazla
miktarda iiretimi gerceklestirildi. PCR sonucunda elde edilen iirlinlin agaroz jel

profili Sekil 6.2°de verildi.

HindII ile kesilmis 2 DNA

PCR friinii (3.5 kb)

23130 bp N
9416 bp [ENEEG_G
6357 bp |E—
4361 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp

125 bp

Sekil 6.2: pac geninin FG11-PA16 primer cifti ile biiylik 6lgekte tiretilmesi.

E. coli ATCC 11105 pac geninin PCR aracilig1 ile ¢ogaltilmasinin ardindan,
cogaltilan pac geni ve pUCI9 plazmiti klonlama amaciyla EcoRI ve HindlIII
enzimleri ile kesildi ve sonrasinda jelden izole edilerek, yine agaroz jelde miktar
tayinleri yapildi. Miktar tayininin ardindan pac geninin ayni enzimlerle kesilmis
pUC19 plazmitine klonlanmasi amaciyla ligasyon gergeklestirildi. Hazirlanan

ligasyon karigimi ile E. coli JM109 kompetan hiicreleri transforme edildi.
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Transformasyon sonucunda elde edilen kolonilerden rastgele 10 tanesi segilerek,
STET yontemi ile plazmit izolasyonu (miniprep) gerceklestirildi. Izole edilen
plazmitler EcoRI ve HindIIl enzimleri ile kesildikten sonra agaroz jele yiiklenerek
istenilen DNA fragmaninmi igerip icermedikleri kontrol edildi. Elde edilen jel

profilleri Sekil 6.3.a ve Sekil 6.3.b’de verildi.

Hindlll ile kesilmis & DNA

Klon aday1 2

Klon aday1 3

Klon aday: 4
on aday1 5
on aday1 6
on aday1 7
on aday1 8
on aday1 9
on aday1 10

Klon aday: 1
puUC19

'

K
K
K

<
=
[a]
<
o
‘E
7]
5]
2
I
e
=
=

SR 23130 bp
9416 bp
6557 bp

4361 bp

23130 bp

9416 bp

6557 bp

i@
3.
2. 2322bp
2027 bp

4361 bp
3.5 kb mue
2.7 Kb mup

2322 bp
2027 bp

564 bp

Sekil 6.3: EcoRI ve Hindlll ile kesilmis klon adaylarinin agaroz jel profili. a) 1, 2, 3
ve 4 numarali klon adaylari. b) 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 numaral1 klon adaylar1.

izole edilen plazmitlerin EcoRI ve HindIIl enzimleri ile kesimi sonrasi agaroz
jel profilleri incelendiginde, Sekil 6.3.a’da yer alan klon aday1 2 ile Sekil 6.3.b’de yer
alan klon aday1 9 ve klon aday1 10’daki bant biiyiikliiklerinin beklenen biiytikliik (2.7
ve 3.5 kb’lik iki bant) ile uyumlu oldugu goriildii.

Klonlama ve transformasyon c¢alismalart sonucunda elde edilen kolonilerden
izole edilen plazmitlerin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonrasi ii¢ tanesinin
beklenen biiyiikliikte parca tasidiginin belirlenmesinin ardindan, {i¢ klon adayinin
penisilin G asilaz iiretip iiretmedigini belirlemek amaci ile ekspresyon calismasi
gergeklestirildi. Ekspresyon ¢alismasi kazein besi yerinde 26 °C’ta ve IPTG uyarimli
olarak gerceklestirildi. Kiiltliriin 24’{incii saatinde 6rnek alinarak hiicre i¢i penisilin
G asilaz aktivitesi degerlendirildi. Aktivite testi sonucunda li¢ klon adayimnin da

penisilin G asilaz iirettigi ve sirasiyla 0.21, 0.22 ve 0.24 U/ml penisilin G asilaz

65



aktivitesine sahip oldugu goriildii. 0.24 U/ml penisilin G asilaz aktivitesine sahip
olan klon segilerek, pUC19-pacwtl1 olarak adlandirildi ve hataya egilimli PCR

calismalarinda kullanildi.

6.2. Hataya Egilimli PCR (Error-Prone PCR) ve Mutant
Kitiiphane Taranmasi

E. coli ATCC 11105 soyuna ait pac geninin pUC19 plazmitine klonlanmasinin
ardindan, mutant pac geni varyantlarini elde etmek amaciyla hataya egilimli PCR
caligmalar1 gerceklestirildi. Hataya egilimli PCR ¢alismalar tasarlanan primerlerle
arka arkaya yapilan iki turda, Boliim 5.2.1°de belirtildigi sekilde gerceklestirildi.
PCR calismasinin birinci turunda, yapilan aktivite testi sonucunda segilerek pUC19-
pacwtl ] olarak adlandirilan klona ait plazmit kalip olarak kullanilirken, ikinci turda
ise birinci tur sonucu elde edilen mutantlar arasindan yaban tipe gore en yiiksek
enzim aktivitesi sergileyen mutanta ait plazmit kalip olarak kullanildi.

Hataya egilimli PCR caligmasinin birinci turunda farkli Mn*" derisimlerini
iceren mutajenik PCR’in yani sira, hataya egilimli PCR verimini karsilastirmak
amaciyla bir tiip kontrol PCR reaksiyonu yapildi. Elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz

jel profilleri Sekil 6.4’de verildi.

500 bp DNA belirteg

0.1 mM MnCLh

0.15 mM MnCl
0.5 mM MnCh

Kontrol PCR

0.25 mM MnCh

=
O
3
?
=]
o

6000 bp
3500 bp

3.5 kb e
2000 bp
1500 bp

1000 bp

500 bp

Sekil 6.4: Hataya egilimli PCR calismasinin birinci turunda yapilan mutajenik ve
kontrol PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen {iriinlerin agaroz jel profili.
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PCR sonucunda agaroz jel profilleri incelendiginde, biitlin kuyularda beklenen
bityiikliikte (3.5 kb) iiriin elde edildigi gézlemlendi. Kullanlan Mn®" derisimine bagh
olarak PCR veriminin diistiigli gozlemlendi. Kontrol PCR’inda ise iiriin veriminin
beklendigi lizere digerlerinden daha yiiksek oldugu goriildii. Kontrol PCR’1 harig
diger biitiin mutajenik PCR’larda, yaklasik 1 kb civarinda ekstra bantlarin olustugu
gbzlemlendi.

Birinci tur hataya egilimli PCR ¢alismasinin ardindan, ikinci tura gegildi. ikinci
tur hataya egilimli PCR c¢aligmasi, mutasyon oranini artirmak amaciyla 0.25 mM
MnCl, ve 2 fmol kalip DNA kullanilarak gerceklestirildi. ikinci turda da yine hataya
egilimli PCR verimini karsilagtirmak amaciyla kontrol PCR reaksiyonu yapildi. Elde

edilen PCR firiinlerinin agaroz jel profilleri Sekil 6.5’de verildi.

500 bp DNA belirtee

ald
&)
grx
&)
[
7z
a B
o M

6000 bp
3.5 kb e 3500 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp

500 bp

Sekil 6.5: Hataya egilimli PCR ¢alismasinin ikinci turunda yapilan mutajenik ve
kontrol PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen tiriinlerin agaroz jel profili.

PCR sonucunda agaroz jel profilleri incelendiginde, iki kuyuda da beklenen
biiyiikliikte (3.5 kb) iirlin elde edildigi gozlemlendi. Kontrol PCR’inda beklendigi
lizere iirlin veriminin mutajenik PCR’dan daha yiiksek oldugu goriildii. Yine ayni
sekilde mutajenik PCR’da, yaklagik 1 kb civarinda ekstra bandin olustugu

gbzlemlendi.
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E. coli ATCC 11105 soyuna ait pac geninin hataya egilimli PCR ile
cogaltilmasinin ardindan, mutant pac geni kiitliphanelerinin olusturulmas: amaciyla
klonlama calismasima geg¢ildi. Hataya egilimli PCR ¢alismasinin her bir turunda
cogaltilan pac geninin linearize olmus pUCI19 vektoriine klonlanmasi, Boliim
5.2.2’de belirtilen PCR reaksiyonu ile gerceklestirildi. PCR reaksiyonu sonucu elde
edilen ligasyon karisimi E. coli JIM109 kompetan hiicrelerine transforme edildi.
Transformasyon sonucu elde edilen koloniler {ic basamaktan olusan tarama ve segme
caligmalarina alinarak, enzim aktivitesindeki artis yoniinden incelendi. Birinci tur
hataya egilimli PCR ¢alismas1 sonucu toplam 2000 koloni elde edildi. Elde edilen bu
2000 koloni, ilk olarak NIPAB emdirilmis filtre kagid1 yontemi ile muamele edildi.
NIPAB emdirilmis filtre kagidi yontemi ile tarama sonucunda, 2000 koloni arasindan
100 tanesinin sar1 renk olusturdugu gozlemlendi. Sar1 renk olusturan bu 100 koloni
secilerek, ikinci basamak tarama c¢aligmasma alindi. 96-kuyulu mikroplakalarda
gerceklesen ikinci tarama basamaginda, secilen 100 koloni penisilin G asilaz
aktivitesi yoniinden degerlendirildi. Ikinci tarama basamagi sonucunda 10 koloninin
yaban tipe gore daha yliksek penisilin G asilaz aktivitesine sahip oldugu goriildii ve
bu 10 koloni segilerek iigiincii basamak tarama calismasina alindi. Ugiincii tarama
basamaginda erlen diizeyinde gen ekspresyonu calismasina almman 10 koloni
arasindan bir koloninin yaban tipe gore en yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu
gortldii ve bu koloniden elde edilen plazmidin kalip olarak kullanildig: ikinci tur
hataya egilimli PCR caligmasi gergeklestirildi.

Hataya egilimli PCR ¢aligmasinin ikinci turunda gergeklestirilen klonlama ve
transformasyonlar sonucunda toplam 2500 koloni elde edildi. Elde edilen bu 2500
koloninin NIPAB emdirilmis filtre kagidi yontemi ile muamele edilmesi sonucunda,
150 tanesinin sar1 renk olusturdugu gézlemlendi. Filtre kagidinda sar1 renk olusturan
bu 150 koloninin tamami segilerek, mikroplaka diizeyinde aktivite caligmasina alindi.
96-kuyulu mikroplakalarda gerceklestirilen aktivite ¢alismast sonucunda, 15
koloninin yaban tipe gore daha yiiksek penisilin G asilaz aktivitesine sahip oldugu
gorildii ve bu 15 koloni secilerek l¢iincli basamak tarama caligmasina alindi.
Ucgiincii tarama basamaginda gergeklestirilen ekspresyon calismasi sonucunda, bir
klonun yaban tipe gore dort kat daha fazla penisilin G asilaz aktivitesine sahip
oldugu goriildii. Yaban tipe gore dort kat daha fazla enzim aktivitesine sahip olan
klon secilerek, M2234 olarak adlandirildi ve yaban tipi soy ile birlikte DNA dizi

analizi ¢aligmalarina alindi.
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DNA dizi analizi sonras1 mutant ve yaban tipi pac genleri karsilastirildiginda,
iki gen arasinda yedi adet baz degisikliginin (A738T, A890T, T1026A, G1029T,
A1119C, G2226A, ve T2418A) oldugu goriildii (Tablo 6.1). Gen igerisinde meydana
gelen bu yedi adet baz degisikliginin, enzimin B alt biriminin N-terminal bolgesinde

olusan bir adet amino asit (K2971) degisikligi ile sonuglandigi goriildii (Tablo 6.2).

Tablo 6.1: M2234 PGA’sinda DNA ve amino asit degisiklikleri.

Baz Baz Kodon Amino Asit Amino Asit
Degisikligi Pozisyonu Degisikligi
738 A>T 3 246 Sessiz
890 A—=> T 2 297 Lys = Ile
1026 T A 3 342 Sessiz
1029 G—> T 3 343 Sessiz
1119 A—» C 3 373 Sessiz
2226 G>» A 3 742 Sessiz
2418 > A 3 806 Sessiz
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Tablo 6.2: Mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G asilazlarina ait amino asit

dizilerinin karsilagtirilmasi. Kirmizi: sinyal peptit, mavi: a alt birim, turuncu: ara
peptit, yesil: B alt birim, mor: meydana gelen amino asit degisikligi.

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

WT
M2234

MKNRNRMIVNCVTASLMYYWSLPALAEQSSSEIKIVRDEYGMPHIYANDTWHLFYGYGYV
MKNRNRMIVNCVTASLMYYWSLPALAEQSSSEIKIVRDEYGMPHIYANDTWHLEYGYGYV

R R R b b b I E I I R I I I I I I b I b I I h b b b h E b b b b b b b i i

VAQDRLFQMEMARRSTQGTVAEVLGKDFVKFDKDIRRNYWPDAIRAQIAALSPEDMSILQ
VAQDRLFQMEMARRSTQGTVAEVLGKDFVKFDKDIRRNYWPDAIRAQIAALSPEDMSILQ

R R IRk bk I b b b b b b b b b b I b h b b b b E I b b b S b b b b b b dE b b b b b b b b b b b 3 b i i

GYADGMNAWIDKVNTNPETLLPKQFNTFGEFTPKRWEPFDVAMIFVGTMANRESDSTSEID
GYADGMNAWIDKVNTNPETLLPKQFNTFGEFTPKRWEPFDVAMIFVGTMANRESDSTSEID

R IRk dh b b b b b b b b b b b b b b b S b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i i

NLALLTALKDKYGVSQGMAVEFNQLKWLVNPSAPTTIAVQESNYPLKENQONSQTAALLPR
NLALLTALKDKYGVSQGMAVEFNQLKWLVNPSAPTTIAVQESNYPLKENQONSQTAALLPR

R IRk Ik kb kb b b b b b b b b b b b I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b 2 b b b b b b i

YDLPAPMLDRPAKGADGALLALTAGKNRETIAAQFAQGGANGLAGYPTTSNMWVIGKSKA
YDLPAPMLDRPAKGADGALLALTAGKNRETIAAQFAQGGANGLAGYPTTSNMWVIGISKA

R IRk Ik kb b b b b b b b b b b b b S b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b S O 3

ODAKAIMVNGPQFGWYAPAYTYGIGLHGAGYDVTGNTPFAYPGLVFGHNGVISWGSTAGE
QODAKAIMVNGPQFGWYAPAYTYGIGLHGAGYDVTGNTPFAYPGLVFGHNGVISWGSTAGF

R Ik dh kb b b b b b b b b b b I b Sh b b b b b b b b b b S b b b b b b b b b b b b b 3 b b b b b b i

GDDVDIFAERLSAEKPGYYLHNGKWVKMLSREETITVKNGQAETEFTVWRTVHGNILQTDQ
GDDVDIFAERLSAEKPGYYLHNGKWVKMLSREETITVKNGQAETEFTVWRTVHGNILQTDQ

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

TTQTAYAKSRAWDGKEVASLLAWTHOMKAKNWQEWTQQAAKQALTINWYYADVNGNIGYV
TTQTAYAKSRAWDGKEVASLLAWTHOMKAKNWQEWTQQAAKQALTINWYYADVNGNIGYV

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

HTGAYPDRQSGHDPRLPVPGTGKWDWKGLLPFEMNPKVYNPQSGY IANWNNSPQKDYPAS
HTGAYPDRQSGHDPRLPVPGTGKWDWKGLLPFEMNPKVYNPQSGY IANWNNSPQKDYPAS

R R R R R R R R R R R R R R R R R I R R R R R R R R

DLFAFLWGGADRVTEIDRLLEQKPRLTADQAWDVIRQTSROQDLNLRLFLPTLQAATSGLT
DLFAFLWGGADRVTEIDRLLEQKPRLTADQAWDVIRQTSRODLNLRLFLPTLQAATSGLT

R R R R R R R R R i R R R R I I I R e R R R I I

QOSDPRROLVETLTRWDGINLLNDDGKTWQQPGSAILNVWLTSMLKRTVVAAVPMPEDKWY
QOSDPRROQLVETLTRWDGINLLNDDGKTWQQOPGSAILNVWLTSMLKRTVVAAVPMPEFDKWY

R R R I I R R R R R R R I I R R R I I I I R I R R I b b b I i i

SASGYETTQDGPTGSLNISVGAKILYEAVQGDKSPIPQAVDLFAGKPQOQEVVLAALEDTW
SASGYETTQDGPTGSLNISVGAKILYEAVQGDKSPIPQAVDLFAGKPQQEVVLAALEDTW

R R R I b b b I I I R R I I I R I b I I E b b b b b dh E I b b I b b b b b i i

ETLSKRYGSNVSNWKTPAMALTFRANNFFGVPQAAAEETRHQAEYQONRGTENDMIVESPT
ETLSKRYGSNVSNWKTPAMALTFRANNFEFGVPQAAAEETRHQAEYQNRGTENDMIVESPT

R R IR dh bk b b b b b b b b b b h h I b I b b h b E I b b b b b b b b b b 2 b b b b b b b b b b b b b i i

TSDRPVLAWDVVAPGQSGFIAPDGTVDKHYEDQLKMYENFGRKSLWLTKQDVEAHKESQE
TSDRPVLAWDVVAPGQSGFIAPDGTVDKHYEDQLKMYENFGRKSLWLTKQDVEAHKESQE

R IRk kb b b b b b b b b b b b b b b I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i

VLHVQR
VLHVQR

KKK KKK
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6.3. Penisilin G Asilazin Saflagtirilmasi ve Nitelendirilmesi

Yaban tipi (WT) ve mutant (M2234) penisilin G asilaz enzimleri, DEAE-

Sefaroz FF anyon degistirici kromotografisi kullanilarak Bolim 5.3’de belirtildigi

sekilde saflastirildi. Saflastirma sonuglar1 Tablo 6.3°de verildi. Yaban tipi penisilin G

asilaz %44 verim ve 1.34 U/mg spesifik aktivite ile 33 kat saflagtirilirken, mutant

enzim ise %50 verim ve 5.51 U/mg spesifik aktivite ile 43 kat saflagtirildi. Bu

sonuglar, mutant enzimin spesifik aktivitesinin, yaban tipi enzime gore dort kat

artmis oldugunu gosterdi.

Tablo 6.3: Mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G asilazlarina ait
saflagtirma tablosu.

Toplam Aktivite Toplam Protein Spesifik Aktivite Saflastirma Orant Verim (%)
0
(mg) (U/mg)
WT  M2234  WT  M2234 WT  M2234 WT  M2234 WT  M2234
Sl‘i?i‘asy"n““ 36.62 6046 89027 47092  0.04 0.13 1.00 1.00  100.00  100.00
0,
7040 (NH,),80, 31.61 5525  628.04 309.96  0.05 0.18 1.25 1.39 86.32  91.38
¢Oktiirme
0,
7660 (NH,)2S04 23.96 4451 37956 193.12 0.06 0.23 1.50 1.80 65.43 73.62
¢oOktiirme
DEAE-SefarozFF 1635  30.68  12.23 5.57 1.34 5.51 3350 4290 4465  50.74

Saflastirilmis enzimlerin SDS-PAGE profilleri incelendiginde, her iki enzimin

de yaklasik olarak 24 ve 62 kDa molekiiler agirliga sahip iki farkli alt birimden (a ve
) meydana geldigi gézlemlendi. Elde edilen SDS-PAGE profili Sekil 6.6’da verildi.
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Sekil 6.6: Saflastirilmis penisilin G asilazlarin SDS-PAGE profilleri.

Nitelendirme c¢alismalarinda gergeklestirilen optimal sicakligi belirleme

deneylerinde, 25-70 °C araligindaki farkli sicaklik degerlerinde yapilan aktivite

testleri sonucunda, her iki enzim i¢in optimum reaksiyon sicakliginin 60 °C oldugu

bulundu (Sekil 6.7).

120

100

80

60

40

Rolatif aktivite (%)

20

——-pUC19-pacwtl1
—A—M?2234

20

30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 6.7: Mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G asilazlarina ait optimal
sicaklik grafigi. Hata cubuklari standart sapma degerlerini géstermektedir.
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Enzimlerin 25-55 °C arahigindaki farkli sicaklik degerlerinde 30 dakika
bekletilmelerinin  ardindan  gerceklestirilen sicaklik  kararliligt  deneylerinin
sonucunda ise, her iki enzimin de benzer sicaklik kararlilig1 profiline sahip oldugu
goriildii (Sekil 6.8). 45 °C’ta 30 dakika bekletilme sonrasi enzimlerin kararliligini
hala korudugu, ancak bu sicaklik degerinin iizerine ¢ikildikga aktivitede dnemli bir
azalmanin meydana geldigi ve 55 °C’ta aktivitenin neredeyse sifira yakin oldugu

gozlemlendi.

120

100

0
)
1

—-pUC19-pacwtl 1

Kalan aktivite (%)
A o
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—A—M2234

\®]
(e}
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Sicaklik (°C)

[}
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Sekil 6.8: Sicakligin mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G asilazlarinin
kararlilig1 lizerine etkisi. Hata ¢ubuklar1 standart sapma degerlerini gostermektedir.

Enzimlerin optimal pH degerini belirlemeye yonelik olarak gerceklestirilen
aktivite ¢alismalar1 50 mM derisimde farkli pH (4.0-10) degerlerine sahip tamponlar
kullanilarak gerceklestirildi. Yapilan aktivite testleri sonucunda, her iki enzim i¢in
optimal aktivite pH 8.0’de elde edildi (Sekil 6.9). Enzimler pH 4.0’de optimal
aktivitelerinin %35 oraninda bir aktiviteye sahipken, bu oran pH 10°da %85-90

civarindaydi.
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Sekil 6.9: Mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G asilazlarina ait optimal pH
grafigi. Hata ¢ubuklari standart sapma degerlerini gostermektedir.

Enzimlerin 50 mM derisimde farkli pH (4.0-10) degerlerine sahip tamponlarda
4 °C’ta 48 saat boyunca tutulmasim takiben gergeklestirilen pH kararliligi
deneylerinin sonucunda, her iki enzimin de pH 4.0-9.0 araliginda kararli oldugu,
ancak mutant enzimin yaban tipe oranla pH 10’da daha kararli oldugu goriildii (Sekil
6.10). Yaban tipi enzim pH 10°da aktivitesinin yaklasik olarak %30-35’ini
kaybederken, mutant enzimin bu pH degerinde daha kararli oldugu ve aktivitesinin

%94’1inli korudugu gozlemlendi.

120
100
80

60
——-pUC19-pacwtl1

40 —A—M2234

Kalan aktivite (%)

20

Sekil 6.10: pH’ nin mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G asilazlarinin
kararlilig1 iizerine etkisi. Hata ¢ubuklari standart sapma degerlerini géstermektedir.
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10 mM derisime sahip ¢esitli metal iyonlarinin ve amonyum tuzlarinin enzim
aktivitesi lizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, saflagtirilan enzimler ilgili
maddeleri igeren aktivite tamponunda 30 dakika boyunca 25 °C’ta tutuldu ve
sonrasinda aktiviteleri ol¢iildii (Sekil 6.11). Aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde,
10 mM derisime sahip metal iyonlarinin genel olarak enzim aktivitesini kayda deger
bir sekilde etkilemedigi goriildii. Metal iyonlarina karsi her iki enzimin de benzer
kararlilik profili sergiledigi ve kalan aktivite degerlerinin %61-99 arasinda degistigi
gozlemlendi. Enzim aktivitesi lizerinde en belirgin etkiyi CuCl,’lin gosterdigi ve
CuCl, ile muamele sonucunda her iki enzimin de baslangi¢ aktivitelerinin %40°n1
kaybettigi goriildi. CuCly’iin yani sira FeCl,’iinde de enzim aktivitesi iizerinde
inhibe edici bir etkiye sahip oldugu ve kalan aktivite degerlerinin yaban tipi ve
mutant enzim i¢in sirastyla %78 ve %87 oldugu belirlendi. Metal iyonlarina benzer
sekilde amonyum tuzlarinin da saflagtirllmis enzimlerin aktivitesi iizerinde kayda

deger bir etkiye sahip olmadig1 goriildii.

HpUC19-pacwtll mM2234
120
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Kalan aktivite (%)
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Sekil 6.11: 10 mM derisime sahip metal iyonlarinin ve amonyum tuzlarinin mutant
(M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G asilazlarinin aktiviteleri tizerine etkileri.
Hata gubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir.
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Saflagtirilan enzimlerin 1 mM ve 10 mM derisime sahip cesitli efektor
maddeler [etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), fenil metil siilfonil floriir (PMSF)
ve B-merkaptoetanol (B-ME)] ile 25 °C’ta 30 dakika muamele edilmesi sonucunda,
PMSF’nin (I mM ve 10 mM) her iki enzimin de aktivitesini kuvvetli bir sekilde
inhibe ettigi goriildi. EDTA’nin (1 mM ve 10 mM) ise her iki enzimin aktivitesini
cok az (%5-15) inhibe ettigi gdzlemlendi. B-merkaptoetanol’iin (1 ve 10 mM) yaban
tipi enzimin aktivitesi lizerinde benzer etkiye sahip oldugu, ancak mutant enzimin

aktivitesi iizerinde hemen hig etkisinin olmadig1 goriildii (Sekil 6.12).
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Sekil 6.12: Cesitli efektor maddelerin mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin
G asilazlarinin aktiviteleri iizerine etkileri. Hata cubuklar1 standart sapma degerlerini
gostermektedir.

Stabilize edici ajanlarin penisilin G asilazin sicaklik kararliligi {izerindeki
etkisini belirlemek amaciyla, saflastirilan enzimler %10 ve %30 gliserol, etilen glikol
(EG) veya dimetil siilfoksit (DMSO) igeren aktivite tamponlarinda 50 ve 55 °C’ta 30
dakika boyunca bekletildi ve sonrasinda aktiviteleri 6lgiildii (Sekil 6.13). Aktivite
sonuclar1 degerlendirildiginde, EG ve DMSO’nun %10 ve %30’luk derisimlerinin
saflastirilmis enzimlerin 50 ve 55 °C’taki sicaklik kararliligi tizerinde artiric1 yonde
bir etkiye neden olmadig1 goriildii. Gliseroliin %10’luk derigimi, mutant ve yaban tipi

enzimin 50 °C’taki sicaklik kararlilii {izerinde ¢ok az da olsa artiric1 bir etki
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gosterirken, %30’luk derisimi sadece yaban tipi enzimin kararlilig1 {izerinde artirici
bir etki gosterdi. Diger taraftan gliseroliin %10 ve %30 derisimleri, her iki enzimin
55 °C’taki kararlihgim kayda deger bir sekilde artirdi. Bu etkinin %30 derisimde ve
Ozellikle yaban tipi enzimde ¢ok daha belirgin oldugu goriildi.

HpUC19-pacwtl]l 500C ®M2234 500C upUCI19-pacwtl]l 550C mM2234 550C

1000
900 I
800
700
600
500
400
300
200
100 ~ =

0 - -

Kalan aktivite (%)

Sekil 6.13: Stabilize edici ajanlarin mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G
asilazlarinin aktiviteleri lizerine etkileri. Hata gubuklar standart sapma degerlerini
gostermektedir.

Saflagtirilan enzimlerin %10 ve %30 derisime sahip ¢esitli organik ¢oziiciiler
[aseton, etanol, metanol, izopropanol, izoamil alkol, dimetil siilfoksit (DMSO),
asetonitril] ile 25 °C’ta 30 dakika boyunca muamele edilmesi sonucunda, ¢ogu
organik c¢oziicliniin %10 derisimde mutant ve yaban tipi penisilin G asilazlarin
aktivitelerini ¢ok az inhibe ettigi goriildii. Inhibisyon etkisi %30 derisimde daha da
yiiksekti ve bu derisimde izoamil alkol ile asetonitril digerlerinden farkli olarak
enzimleri oldukg¢a belirgin bir sekilde inhibe etti. Mutant enzimin etanol ve
DMSO’nun %10 derisimine karst bir dayaniklilik gosterdigi ve genellikle test edilen
tiim organik coziiciilere (%10 ve %30) karsi, yaban tipe gore daha fazla dayaniklilik
sergiledigi gozlemlendi (Sekil 6.14).
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Sekil 6.14: Organik ¢oziiciilerin mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G
asilazlarin aktiviteleri lizerine etkileri. Hata gubuklar1 standart sapma degerlerini
gostermektedir.

Saflagtirilan enzimlerin substrat ozgiilliikkleri, 50 mM potasyum fosfat
tamponunda, pH 8.0 ¢oziilerek hazirlanan 15 mM derisimdeki cesitli substratlar
(penisilin G, ampisilin, penisilin V, amoksisilin, sefaleksin, kloksasilin, dikloksasilin
ve sefalosporin C) kullanilarak belirlendi (Sekil 6.15). Penisilin G’nin her iki enzim
icin de en iyi substrat oldugu goriildii. Mutant enzimin sefaleksin, amoksisilin,
ampisilin ve penisilin V’ye kars1 yaban tipe gore biraz daha yiiksek aktivite
sergiledigi gozlemlendi. Buna karsin her iki enzim de kloksasilin, dikloksasilin ve

sefalosporin C’ye kars1 herhangi bir aktivite gostermedi.
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Sekil 6.15: Mutant (M2234) ve yaban tipi (WT) penisilin G asilazlara ait substrat
ozgilligi grafigi. Hata ¢ubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir.

6.4. Molekiiler Modelleme Calismalan

Mutant penisilin G asilazin ii¢ boyutlu modeli Phyre2 kullanilarak elde edildi
(Sekil 6.16). U¢ boyutlu model incelendiginde, K2971 mutasyonunun enzimin B alt
biriminde bulunan ve katalitik serin amino asidinin (S290) birinci reziidiisti oldugu 3
ipligini takip eden yiizey lupunda yer aldig1 goriildii. S290 ile K2971 mutasyonu
arasindaki mesafe yaklasik olarak 24 A (Ca—Ca) olarak dl¢iildii ve ayrica izoldsinin

hidrofobik yan zincirinin ¢6ziicii ile temas halinde oldugu belirlendi.
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Sekil 6.16: E. coli M2234 mutant enziminin Phyre2 kullanilarak olusturulan ii¢
boyutlu modelinin stereo figiirii. a) Yandan goriiniim. b) Yandan farkli agidan
goriiniim. Acik turuncu: o alt birim, turuncu: B alt birim. B alt birimin birinci f ipligi
ile katalitik serin rezidiisii (S290) ve K2971 mutasyonu mavi ile gosterilmistir.
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7. TARTISMA

Enzimlerin endiistriyel biyokatolizdrler olarak kullanilabilmeleri icin istenilen
reaksiyon kosullarina uygun 6zelliklere (yiiksek aktivite, substrat 6zgiilliigii, organik
coziiciiye direnglilik, pH ve sicaklik kararliligi) sahip olmast gerekmektedir. Bununla
birlikte dogal enzimler c¢esitli reaksiyon kosullarinda kullanilmak i¢in her zaman
elverigli degildir. Bu nedenle enzimlerin 6zelliklerinin gelistirilmesi ve istenilen
reaksiyon kosullarina uygun hale getirilmesi gerekmektedir [Zhao et al., 2002].

Protein miihendisliginde enzim o6zelliklerinin gelistirilmesinde genellikle iki
strateji kullanilmaktadir. Bunlardan bir tanesi akile1 protein tasarimi, digeri ise
yonlendirilmis evrim yaklasimidir. Yonlendirilmis evrim metotlar1 temelde
rekombinasyona dayali (6r. DNA karistirma) ve rekombinasyona dayali olmayan (or.
hataya egilimli PCR) olarak iki gruba ayrilmaktadir. Yap1 bilgisine gereksinim
duyulmamas1 ve aktif bolgeden uzakta beklenmedik faydali mutasyonlarin
olusabilmesi yonlendirilmis evrim yaklasiminin avantajlar1 olarak ortaya
cikmaktadir. Bununla birlikte yonlendirilmis evrim yaklasimi genellikle arka arkaya
yapilan birkag¢ turda gerceklestirilmekte ve her bir tur sonucunda elde edilen binlerce
varyantin taranmasi gerekmektedir. Binlerce varyantin taranmasi ise zaman ve is
giicliniin yan1 sira ucuz, hizli ve giivenilir tarama ve se¢me yOntemlerinin
kullanilmasini gerekli kilmaktadir. Biitiin bunlarin sonucunda ise genellikle kiiciik
degisiklikler elde edilmektedir. Diger taraftan akilci protein tasariminda faydali
mutasyonlarin olusma ihtimali daha yiiksektir ve elde edilen mutant kiitiiphanenin
boyutu oldukca kiigiiktiir. Bu ise hizli bir tarama ve se¢cme yonteminin olmadigi
durumlarda, daha az zaman ve is giicii kullanilmasina imkan vermektedir. Ancak
akilc1 protein tasariminin bagariya ulasmasi icin detayli bir yap1 ve islev bilgisine
ihtiyag vardir. Yap1 ve islev mekanizmasinin bilinmedigi durumlarda enzimlere yeni
Ozelliklerin kazandirilmasinda, yonlendirilmis evrim yaklasimi kullanigh bir metot
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Doktora tez calismasinda, yonlendirilmis evrim metodu kullanilarak yiiksek
aktiviteye sahip penisilin G asilazinin {iretilmesi ve biyoteknolojik uygulamalarda
kullanim amaciyla enzim Ozelliklerinin gelistirilmesi amaglanmistir. Yonlendirilmis
evrim metodu giiniimiizde enzim Ozelliklerinin gelistirilmesinde kullanilan etkili

yontemlerden bir tanesidir [Jaeger et al., 2001], [Wang et al., 2006]. Yonlendirilmis
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evrim yaklagiminin basarisi, mutant kiitliphanelerin etkili bir sekilde olusturulmasina
ve gecerli tarama/se¢gme yoOntemlerinin gelistirilmesine baglidir. Tez ¢alismasinda,
elde edilen mutant kiitliphanelerin artmis enzim aktivitesi yoniinden taranmasinda {i¢
basamaktan olusan bir tarama yontemi kullanilmigtir. Tarama ve seg¢me
calismalarinin sonucunda hataya egilimli PCR ile olusturulan mutant kiitiiphaneler
icerisinden, M2234 mutanti en yiiksek enzim aktivitesine sahip mutant olarak
secilmistir.

Akiler protein tasarimi ¢caligmalarinda genellikle aktif bolgeye ve/veya substrat
baglanma bdlgesine yakin olan amino asit reziidiilerinin degistirilmesi daha ¢ok
hedeflenir. Ciinkii bu bdlgelerde yer alan amino asit rezidiilerinin degistirilmesi
sonucunda enzimlerin aktif bolge yapilarinda degisikliklerin olusmasi ve dolayisi ile
enzimatik reaksiyonlarin etkilenmesi daha olasidir. Diger taraftan aktif bolgeden
uzakta konumlanmis olan amino asitlerin fonksiyonlarinin belirlenmesi ise daha
zordur ve hangi amino asidin degistirilmesi gerektiginin belirlenmesi i¢in detayl bir
yap1 bilgisine gereksinim vardir. Doktora tez caligmasinda elde edilen M2234
mutantinda, penisilin G asilaz enziminin B alt biriminin N-terminal bdlgesinde tek bir
amino asit mutasyonu (K297I) meydana gelmistir. Meydana gelen tek nokta
mutasyonu enzimin aktif bolgesine [Duggleby et al., 1995] uzak bir konumda yer
aldig1 icin (~24 A), mutasyonun enzim aktivitesi {izerindeki olasi etkilerini tahmin
etmemiz olduk¢a gii¢c olmaktadir. Tek nokta mutasyonunun aktif bolgeye uzak bir
konumda bulunmasindan dolay1, aktif bolge rezidiileriyle dogrudan etkilesime
girerek enzim aktivitesini etkilemesi olas1 goziikmemektedir. Ayrica enzimin
olusturulan {i¢ boyutlu modeli incelendiginde, olusan mutasyon sonucunda substratin
aktif bolgeye baglanmasini kolaylastiracak herhangi bir konformasyonel degisikligin
olusmadigrt da goriilmektedir. Bu nedenle, etkisini dogrudan olmayan ve
mekanizmasini bilmedigimiz bir takim uzun mesafe etkileriyle gostermis olabilir ya
da olusan mutasyonun bir sonucu olarak enzimin bagka bir bolgesinde degisiklikler
olusmus olabilir ve bunun sonucunda da enzimatik aktivite artmis olabilir.
Elimizdeki veriler 1s181nda aktivite artisinin sebep ya da sebeplerini net bir sekilde
sOylemek pek miimkiin gozilkmemektedir. Benzer sekilde aktif bolgeden uzakta
meydana gelen mutasyonlar sonucunda enzimlerin katalitik &zelliklerinin arttig
cesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir [Oue et al., 1999], [Jung et al., 2003],
[Xu et al., 2003], [Fan et al., 2007], [Stephens et al., 2007], [Zuo et al., 2007].

82



Diger taraftan, penisilin G asilaz tek bir polipeptitden olusan inaktif onciil
polipeptit olarak sentez edilir ve sonrasinda posttranslasyonel proteolitik kesimlere
ugrayarak aktif enzim haline gelir [Sizmann et al., 1990], [Choi et al., 1992], [Kasche
et al., 1999]. B alt biriminin N-terminal bdlgesinin amino asit dizilimi
belirlendiginde, B alt biriminin amino-terminal bdlgesinin genellikle hidrofobik
amino asitlerden olustugu goriilmiistiir [Schumacher et al., 1986]. N-terminal
bolgesinin hidrofobik amino asitlerden olusmasi, enzimin islenmesinde gorev alan
endoproteazlarin kesim bdlgelerini tanimalar1 agisindan 6nemlidir. Diger taraftan,
Lee et al. (2000) tarafindan S290 ve K299 rezidiilerinin penisilin G asilaz onciiliiniin
otokatalitik islenmesi i¢in kritik rezidiiler oldugu ve K299 rezidiisiiniin,
periplazmada gerceklesen otokatalitik islenme reaksiyonlarinin pH bagiml
aktivasyonundan sorumlu oldugu belirtilmistir. Bizim durumumuzda ise, enzimin 3
alt biriminin N-terminal bdolgesinde gerceklesen K2971 mutasyonununda pozitif
yiiklii yan zincire sahip lizin amino asidinin hidrofobik yan zincire sahip izoldsin
amino asidi ile yer degistirmesi sonucunda enzimin N-terminal bdlgesinin
hidrofobisitesinde artis meydana gelmistir. Bunun sonucunda da endoproteazlarin bu
bolgeye baglanmasi daha da kolaylagsmis olabilir ve dolayisi ile de enzimin islenerek
aktif enzim haline gelmesi daha da hizlanmis olabilir. Sonug olarak aktivite artisinda
yukarida da belirtildigi iizere dogrudan olmayan bir takim uzak mesafe etkileri rol
oynamis olabilir ya da enzimin islenerek aktif enzim olusmasi kolaylasmis olabilir.
Aktivite artisinda kesin nedenlerin belirlenebilmesi i¢in daha detayli bir ¢alismaya
gereksinim vardir.

Penisilin asilazlar genel olarak en c¢ok kullanilan antibiyotik grubu olan yari
sentetik penisilinlerin ve sefalosporinlerin endiistriyel olarak iiretiminde kullanilirlar
[Arroyo et al., 2003], [Giordano et al., 2006]. Ek olarak, peptit sentezi sirasinda
istenmeyen reaksiyonlarin olugsmasini engellemek amaciyla amino ve hidroksil
gruplarinin korunmasi ve kiral bilesiklerin rasemik karigimlarinin ayrilmasi gibi bir
cok Onemli reaksiyonda da biyokatalizér olarak kullanilirlar. Yar1 sentetik
penisilinlerin ve sefalosporinlerin iiretimi i¢in kullanilan biyoteknolojik sentez
basamaklar1 kinetik ya da termodinamik olarak kontrol edilen kosullar altinda
gerceklestirilir  [Kasche, 1986]. Penisilin asilazlarin bazi  biyodoniisiim
reaksiyonlarinda kullanimi, sicaklik ve pH’ya kars1 gosterdikleri kararhiliklar ile
ortamdaki organik coziilerin enzim iizerinde gosterdigi etkilere baghdir. Penisilin

asilaz tarafindan penisilinlerin hidroliz edilerek 6-APA’nin {iretilmesi sirasinda,
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reaksiyon ortamina bazi yardimci ¢oziiciilerin eklenmesinin penisilinlerin hidrolizini
artirdig1 rapor edilmistir [Arroyo et al., 1999]. Diger baz1 caligmalarda ise, B-laktam
antibiyotiklerinin enzim araciligr ile sentezlendigi reaksiyonlarda, reaksiyon
ortaminda organik ¢oOziiclilerin ya da su-yardimer ¢Oziicii  karisimlarinin
kullanilmasinin reaksiyon performansini artirdigi rapor edilmistir [Illanes and
Fajardo, 2001], [Wei and Yang, 2003]. Ayrica reaksiyon ortaminda hidrofobik
coziiciiler kullanildiginda, sentez-hidroliz reaksiyon dengesinin sentez yoOniinde
degistigi belirlenmistir [Rajendhran and Gunasekaran, 2004], [Samanta, 2012].
Penisilin G asilazin organik ¢oziiciiler ya da su-organik ¢o6ziicli karigimlarda genel
olarak aktivitesini kaybettigi géz Oniine alindiginda, penisilin G asilazin organik
coziiciiler igerisinde kararli olmasi reaksiyonlarin hizlandirilmasi i¢in Gnem
tasimaktadir. Enzim nitelendirme ¢alismalar1 degerlendirildiginde, test edilen organik
coziiciillerin ¢ogunda M2234 mutantinin yaban tipe gore daha yiliksek katalitik
aktivite sergilemesi, mutant enzimi endiistriyel uygulamalarda uygun biyokatalizor
olarak kullanilabilir kilmaktadir.

Penisilin asilazlarin sicaklik karsisinda sergiledigi yapisal kararlilik, su
icersindeki konformasyonel hareketlilikleri ile iliskilidir. Hareketlilik serbest su
molekiillerinin miktarinin azaltilmasi ile disiiriilebilir. Reaksiyon ortamina sekerler,
noétral tuzlar ve polyol bilesikleri gibi stabilize edici ajanlar ilave edilerek, ortamdaki
serbest su molekiillerinin miktar1 azaltilabilmektedir [ Arroyo et al., 2000], [Parmar et
al., 2000]. Etilen glikol ve gliseroliin koruyucu etkisi, sahip olduklar1 hidroksil
gruplarmin sayist ile iliskilidir [Azevedo et al., 1999]. iki hidroksil grubuna sahip
olan etilen glikol stabilize edici bir etki gostermezken, ii¢ hidroksil grubuna sahip
olan gliserol enzim kararliligini artirmaktadir. Ayrica Arroyo et al. (2000) glikol
bilesiklerin polaritesiyle iliskili olarak kararlilikta bir artisin oldugunu ve bilesik ne
kadar diisiik logP degerine sahip olursa kararlilig1 o derece artirdigini rapor etmistir.
Yaptigimiz ¢alismada etilen glikoliin enzim kararlilig1 iizerinde artirict bir etkiye
sahip olmadigi ve dolayisiyla penisilin G asilaz i¢in inert bir ¢oziicii oldugu
belirlenmistir. Etilen glikoliin aksine gliserol ise enzim i¢in oldukc¢a koruyucu bir
ajan olarak goziikkmektedir. Gliserol (logP: -1.84) etilen glikolden (logP: -1.21) daha
diistik bir logP degerine sahip oldugu i¢in, sicaklik kararliligini artirict etkisi etilen
glikolden ¢ok daha yiiksek olmustur. Gliserol konsantrasyonundaki artig ile orantili
olarak, her iki enzim i¢in 55 °C’taki sicaklik kararliliginda bir artis meydana

gelmistir.
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CuCl, ve FeCl, disinda metal iyonlarinin hi¢ birisinin mutant ve yaban tipi
penisilin G asilazin aktivitesini kayda deger bir sekilde etkilemedigi goriilmiistiir.
Ayrica yaban tipi ve mutant enzimin aktivitesi lizerinde metal-kelatlayic1 bir ajan
olan EDTA’nin ¢ok az etki gdstermesi, enzimin katalitik mekanizmasinda herhangi
bir metal iyonunun goérev almadigimi gostermektedir [Ignatova et al., 2005]. Her iki
enzimin de serin-spesifik bir ayira¢ olan PMSF ile c¢ok giiclii bir sekilde inhibe
olmasi, bu enzimlerin aktif bolgesinde serin amino asidinin gorev aldigi bilgisini
desteklemektedir.

Substrat 6zgiilliigiine baktigimizda her iki enzimin de benzer 6zellik sergiledigi
goriilmektedir. Her iki enzim de maksimum aktiviteyi penisilin G varliginda
sergilemekte, bunu sirasiyla sefaleksin, amoksisilin ve ampisilin takip etmektedir.
Sonuglar incelendiginde, mutant enzimin sefaleksin ve amoksisilini de etkili bir
sekilde hidroliz ettigi goriilmektedir. Bununla birlikte, £. coli penisilin G asilazinin
sefaleksin ile gosterdigi aktivitenin, penisilin G ile gosterdigi aktiviteden yaklasik
olarak 100 kat daha diisiik oldugunu belirten ¢calisma mevcuttur [Forney et al., 1989].

Doktora tez ¢alismasinda hataya egilimli PCR yontemi ile elde edilen mutant
kiitiiphane enzim aktivitesindeki artis yonilinden tarama calismalarina alinmistir.
Tarama ¢aligmalar1 sonucunda kiitliphane icerisinden en yiiksek enzimatik aktiviteyi
sergileyen varyant secilerek M2234 olarak adlandirilmistir. Yapilan nitelendirme
caligmalar1 sonucunda M2234 mutantinin aktivite artisina ek olarak pH kararliligina
da sahip oldugu goriilmiistiir. Mutant ve yaban tipi her iki enzim de pH 8.0’de
maksimum aktivite gdstermesine ragmen, yaban tipi enzimin aksine mutant enzimin
pH 10’da olduk¢a kararli oldugu ve 4 °C’ta 48 saat bekletilmenin ardindan
aktivitesinin %94’linli hala korudugu goriilmiistiir. Penisilin G asilazin alkali pH’da
kararlilik sergilemesi, penisilin G’den hidroliz yoluyla 6-APA’nin iiretildigi
biyoreaktor sistemlerinde enzimin kullanilmasini elverigli kilmaktadir. Penisilin
G’den 6-APA’nin iiretildigi biyoreaktor sistemlerinde, pH’y1 kontrol etmek amaciyla
ortama baz ilave edilmektedir. Bu ise ortamda enzim inaktivasyonuna neden olan
lokal alkali kosularin olusmasina neden olmaktadir. Dolayisi ile enzimin alkali pH’da
kararli olmasi enzimin inaktivasyonunu engelleyecegi icin, reaksiyonun daha
sorunsuz bir sekilde gergeklesmesini saglayacaktir. Bunun yani sira, hidroliz ve
sentez reaksiyonlar1 pH bagimli reaksiyonlardir [Del Rio et al., 1995]. Acil-enzim
kompleksinin olugmasi, aktif merkezde yer alan serin amino asidinin proton

kaybetmesine baghdir. Serbest a-amin gruplarinin pK degerleri 6.8 ile 7.9 arasinda
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oldugu i¢in, penisilin G asilaz tarafindan gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda
ortam pH’sinin pH 8.0’den yukarida olmas1 gerekmektedir [Giordano et al., 2006].
Biitiin bu nedenlerden dolayr mutant enzimin alkali pH’da artmis kararliliga sahip
olmasi, 6-APA’nin endiistriyel olarak tiretiminde kullanim agisindan enzimi elverisli

kilmaktadir.
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8. SONUC

Doktora tez ¢alismasinda E. coli ATCC 11105 soyuna ait pac geni, tasarlanan
primerler kullanilarak PCR araciligi ile c¢ogaltilmis ve pUCI19 plazmidine
klonlanmistir. Klonlamanin ardindan E. coli pac geninin mutant varyantlarini elde
etmek amaciyla arka arkaya iki tur hataya egilimli PCR ¢alismasi1 gerceklestirilmistir.
Iki tur olarak gergeklestirilen hataya egilimli PCR calismasinin her bir turunda
cogaltilan pac geninin pUCI19 vektoriine klonlanmasinda ligaz-bagimli olmayan bir
yontem kullanilmistir. Hataya egilimli PCR sonrasi yapilan tarama ve se¢me
calismalar1 sonucunda yaban tipi enzime gore en yliksek aktiviteyi sergileleyen
mutant soy segilerek, yaban tipi soy ile birlikte DNA dizi analizi ¢alismalarina
alimmistir. DNA dizi analizi sonrast mutant ve yaban tipi pac genleri
karsilastirildiginda, iki gen arasinda yedi adet baz degisikliginin (A738T, A890T,
T1026A, G1029T, A1119C, G2226A, ve T2418A) oldugu ve gen igerisinde
meydana gelen bu yedi adet baz degisikliginin, enzimin  alt biriminin N-terminal
bolgesinde olusan bir adet amino asit (K297I) degisikligi ile sonug¢landigi
gorilmiistiir.

Giincel bilgiler 15181nda degerlendirildiginde, yapilan ¢alisma E. coli pac geni
mutantlarinin olusturulmasinda hataya egilimli PCR yonteminin kullanmildigr ilk
calisma olma 6zelligini tasimaktadir.

Hataya egilimli PCR c¢alismalarinin ardindan DEAE-Sefaroz FF anyon
degistirici kromotografisi kullanilarak, yaban tipi enzim %44 verim ve 1.34 U/mg
spesifik aktivite ile 33 kat, mutant enzim ise %50 verim ve 5.51 U/mg spesifik
aktivite ile 43 kat saflagtirilmistir. Saflastirma sonuglar1 degerlendirildiginde, mutant
enzimin yaban tipe gore dort kat artmis spesifik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
Yapilan nitelendirme ¢aligmalar1 sonucunda ilgili mutantin aktivite artisina ek olarak
pH 10’da artmis pH kararlilig1 sergiledigi de belirlenmistir.

Enzimin katalitik aktivitesindeki artis aktif bolgeden uzakta meydana gelen tek
bir nokta mutasyonundan kaynaklanmaktadir. Tek bir mutasyonun enzim aktivitesini
artirdigt g6z Onilinde bulunduruldugunda, hataya egilimli PCR kosullarinin
degistirilmesi ve turlarinin sayisinin artirilmasi ile enzim iizerinde olusturulacak yeni
mutasyonlar sayesinde enzim aktivitesinin daha da artirilmasi1 ya da 6zelliklerinin

daha da gelistirilmesi miimkiin goziikkmektedir.
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Mutasyonun aktivite artis1 lizerine etkisi eldeki veriler 1518inda agiklanmaya
calisilmigtir. Ancak tek nokta mutasyonunun enzim aktivitesi iizerindeki etkisinin
daha detayli aciklanabilmesi i¢in ek c¢alismalarin yapilmasina gereksinim
duyulmaktadir.

Doktora tez g¢alismasindan elde edilen veriler, “Improved activity and pH
stability of E. coli ATCC 11105 penicillin acylase by error-prone PCR” baslig: ile
“Applied Microbiology and Biotechnology” (doi: 10.1007/s00253-013-5476-7)

dergisinde yayimlanmustir. Ilgili yayn tezin “Ekler” bdliimiinde verilmistir.
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9. ONERILER

Protein miihendisligi ¢alismalarinda yap1 ve etki mekanizmalarinin bilinmedigi
durumlarda enzim O6zelliklerinin gelistirilmesinde, yonlendirilmis evrim yaklagimi
kullanigh bir yontem olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Tez caligsmast kapsaminda elde
edile bulgular, iki tur olarak yapilan hataya egilimli PCR c¢alismasi sonucunda
meydana gelen tek bir mutasyon ile aktivite ve pH kararliliginda iyilesme gosteren
mutantlarin elde edilebilecegini gostermistir. Bu nedenle hataya egilimli PCR
kosullarinin  degistirilmesi ve/veya tur sayilarmin artirillmasi yolu ile faydali
mutasyon sayilarinin artirilmast ve bu sayede enzim O&zelliklerinin daha da
gelistirmesi miimkiin goziikmektedir. Hataya egilimli PCR yontemine ek olarak
DNA karistirma yonteminin kullanilmasi elde edilecek faydali mutasyon sayilarinin
daha da artirllmasina olanak saglayacaktir. Ayrica bu yontemlerin hedefe yonelik
tarama ve se¢me yontemleri ile birlikte kullanilmasi, kiitliphane igerisinden istenilen
Ozelliklere sahip mutantlarin se¢imini daha da kolaylastiracaktir. Mutasyon
caligmalar1 sonras1 gerceklestirilecek immobilizasyon caligmalar1 ile enzimlerin

kararliliklarinin daha da artirilmast miimkiin olabilecektir.
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