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OZET

a- Amilaz (EC 3.2.1.1) nasta ve benzeri karbohidratlardakil,4 glikozidik
baglarinin hidrolizini katalizleyerek oligosakkarit velukoz olgturan, oneml
endustriyel enzimlerden biridir. Gida, tekstil, gka deterjan ve farmasotik
endustrilerinde yaygin olarak kullanilan amilazldiinya enzim pazarinin yaklka
% 30'unu olgturmaktadir. Bitki, hayvan ve mikroorganizma gibiesidi
kaynaklardan elde edilebilglihalde endustriyel uygulamalarda genellikle mikyab
olanlari tercih edilir. Bu ¢camada, Turkiye'deki ¢gtli kaynaklardan izole edilngi
Bacillus soylarinina-amilaz genleri iki PCR basagiakullanilarak ligaz bgmh
olmayan bir ydontemle klonlandi \E& colide eksprese edildi. Elde edilen klonlardan,
en yukseko-amilaz aktivitesine sahip olani enzim sgtflana ve nitelendirme
calismalarina alindi. Rekombinant enzim % 22 verimle R& saflgtirild.
Saflastirlan enzimin biyokimyasal nitelendirme gahalari sonucu, enzimin 70'ta
ve pH 6.0'da optimal aktivite gOstepli gorildi. Rekombinanta-amilaz,
pH 5.0-12.0 arafinda ve 780C’'a kadar olan sicakliklarda kararlihk gdsterdi.
2-merkapto etanoliin enzimin %Dtaki kararhligini arttirdgi, bununla birlikte
10 mM EDTA ve PMSF, % 30 gliserol, etilen glikol @MSO’nun enzimi inhibe
ettigi gorulda.

Anahtar Kelimeler: a-amilaz, Bacillus, Ligaz-bagimli Olmayan Klonlama,

Saflastirma, Biyokimyasal Nitelendirme.



SUMMARY

a-Amylase (EC 3.2.1.1) is one of the most imporiadustrial enzymes which
catalyze the hydrolysis af-1,4 glycosidic bonds in starch components andeédla
carbohydrates, yielding oligosaccharides and gkicas end products. Amylases
constitute a class of industrial enzymes represgndéipproximately 30 % of the
world enzyme production. They have wide number gyliaations in food, textile,
paper, detergent and pharmaceutical industriehoAglh amylases can be derived
from a several sources, including plants, animad microorganisms, microbial
enzymes generally have been preferred to industpialications. In this work, the-
amylase genes frofacillus strains which have been isolated from various cEsir
in Turkey was cloned with a ligase-independent wetlia two-step PCR and
expressed ifcscherichia coli Among the clones, higher-amylase producing strain
was selected for enzyme purification and charadéan studies. The recombinant
enzyme was purified ~16 fold with 22 % yield. Biechical characterization studies
of purified enzyme showed that the enzyme had dimap activity at 76C and at
pH 6.0. The amylase was stable at pHs ranging Bdhto 12.0 and temperature up
to 70°C. 2-ME was increased the stability of the enzyt®0&C. However, it can be
partially inhibited by 10 mM EDTA and PMSF, as wadl 30 % of glycerol, ethylene
glycol and DMSO.

Keywords: a-amylase, Bacillus, Ligase-independent Cloning, Purification,

Biochemical Characterization.



TESEKKUR

Prof. Dr. Fusun Gumél, Yrd. Dog. Dr. Salihdssever Oztiirk, Prof. Dr. Tamer
Yagcl, Dr. Nagihan Akbulut, Dr. Alp Kibaggdu, Uzman Huseyin Balci, Veysel
Suzerer, Prof. Dr. Aziz Tanriseven, Do¢. Dr. Kadrijuzlak@lu, Sevket Gokhan
Ozturk ve Aileme tgekkurlerimi sunarim. Bu c¢almanin bir boliumi Gebze
Yuksek Teknoloji Enstitist Bilimsel Agarmalar Birimi tarafindan desteklengtir
(2007 A-10).

Vi



ICINDEKILER

Sayfa
OZET iv
SUMMARY v
TESEKKUR Vi
ICINDEKILER Vii
SIMGELER ve KISALTMALAR DiziNI X
SEKILLER DiziNi I Xi
TABLOLAR DIizZiNi Xiv
1.GIRIS 1
1.1.Tezin Amaci, Katkisi vécerigi 1
2.NISASTA vea-AMILAZLAR 3
2.1.Nksasta 3
2.2. Nkastayl Parcalayan Enzimler 4
2.2.1.a-Amilazlar 5
2.2.1.1. Amilazlarin Mikrobiyal Kaynaklari 6
2.2.1.2. Mikrobiyala-amilazlarin Uretimi 6
2.2.1.3. Uretimi Etkileyen Faktorler 7
2.2.1.4.a-Amilazlarin Domain Organizasyonu 8
2.2.1.5.0-Amilazlarin Katalitik Mekanizmasi 9
2.2.1.6.0-Amilazlarin Biyokimyasal Ozellikleri 10
2.2.1.7.0-Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi 11
2.2.1.8.a-Amilazlarin Saflatiriimasi 12
2.2.1.9.a-Amilazlarin Endustriyel Stureclerde Kullanimi 13
2.2.1.10. Biyoteknolojik Uygulamalar 14
2.2.1.11 Bacillus Cinsinin Biyoteknolojideki Yeri 18
3. KLONLAMA 20
4. GEREC 22
4.1. Kullanilan Sarf Malzemesi 22
4.2. Kullanilan Cihazlar 25

vii



5. YONTEM

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.

Tez Kapsaminda Kullanilan Biyolojik Materyalle
YerelBacillus Soylarinin Genomik DNAzolasyonu

Yerel Soylarin Alfa Amilaz Genlerinin PCR {Bogaltiimasi
Caaltilan genlerin restriksiyon endonukleazlari inkoll
Genomdan PCR ile Baudan Klonlama

Transformasyon

Klon Adaylarinda-amilaz Geni Varkinin Belirlenmesinde

Kullanilan Yontemler

5.7.1. STET Plazmiizolasyonu Ydéntemi
5.7.2. “Promega Wizard miniprep kit” Plazmit DN2olasyonu

5.8.
5.9.

Klonlanan Genlerin DNA Dizi Analizi

Klonlarin Ekspresyon Catnasi

5.9.1. 3 ml Besi yerinde Yapilan Ekspresyon adsi

5.9.2. Hucrdci Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi icin Hiicrelerin

Ultrasonik Ses Dalgalari ile Pargalanmasi

5.9.3. 15 ml Besi Yerinde Yapilan Ekspresyon adsi

5.10. A28/1 Klonunum-Amilazinin Saflatirilmasi

5.10.1. Protein Miktarinin Belirlenmesi
5.10.2. Saflgtinlan Enzimin SDS-PAGE ve Zimogram Analizi
5.10.2.1. SDS-PAGE
5.10.2.2. Zimogram
5.11. Enzim Nitelendirme Cainalari
5.11.1. pH'nin Enzim Aktivite ve Kararlgina Etkisi
5.11.2. Sicakfiin Enzim Aktivitesi ve Kararlifina Etkisi

5.11.3. Metalyonlari ve Amonyum Tuzlarinin Etkisi

5.11.4. Ceitli Kimyasallarin ve Stabilize Edici Ajanlarin Ema

Aktivitesine Etkisi

5.11.5. Deterjanlarin Etkisi
5.11.6. Ceitli substratlarin % 1 konsantrasyonda goreceli

aktivitelerinin belirlenmesi

5.11.7.Istatistiksel analizler
6. BULGULAR

viii

27
27
28
28
30
30
33
34

34
35
36
37
37
39

40
40
41
42
42
43
43
44
44
45
45

45
46

46
47



6.1. YerelBacillus Soylarindara-Amilaz Genlerinin PCR ile Ggaltiimasi
6.2. Cagaltilan Genlerin Restriksiyon Endonukleazlar ilentoll
6.3. Genomdan PCR ile Baudan Klonlama
6.4. PCR ile Yapilan Klonlamadan Elde Edilen KlomeEkspresyon
Calismalari
6.4.1. 3 ml Besi Yerinde Buyutulerek Yapilan Ekgyan Calsmasi
6.4.2. 15 ml Besi Yerinde Yapilan Ekspresyon gadsi
6.5. Klonlarin Dizi Analizi Sonuglari
6.6.amy28 a-Amilazinin Saflatiriimasi
6.7.amy28 a-Amilazinin Nitelendirilmesi
6.7.1. pH’'nin Rekombinant Enzimin Aktivite ve Kdragina Etkisi
6.7.2.Sicakiiin Rekombinant- Amilaza Etkisi
6.7.3. Metallyonlarinin ve Amonyum Tuzlarinin Rekombinant
a- Amilaz Uzerindeki Etkisi
6.7.4. Deterjanlaria-Amilaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
6.7.5. Ceitli Kimyasal Ajanlarin Enzimin Kararlify Uzerine Etkisi
6.7.6.amy28 a-amilazinin % 1 konsantrasyondaki substratlar ile
aktivitesinin belirlenmesi
7. TARTISMA
8. SONUC
9. ONERLER

KAYNAKLAR
OZGECMIS
EKLER

47
51
52
55

55
58
60

64
66
66
67
68

69
70
71

72
83
85

86
94
95



SIMGELER ve KISALTMALAR D iziNi

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

a . Alfa

B . Beta

°Cc . Derece santigrat

ug : Mikrogram

pm : Mikrometre

uM : Mikromolar

APS : Amonyum persiilfat

ATP . Adenozin trifosfat

BaCh . Baryum Klorar

b¢ . Baz cifti

BSA . Sgir serum albimin

CaCb . Kalsiyum Klorur

CoClb : Kobalt Klorar

CuCb . Bakir Klorlr

dk : Dakika

DNA . Deksiribonukleik asit

dNTP . Deoksiribonukleaotit trifosfat
DMSO . Dimetilstilfoksit

DTCS :  Dye Terminator Cycle Sequencing
EDTA . Etilendiamintetraasetikasit
EtOH . Etanol

FeCb . Demir Il klortr

FeCk : Demir 1l klordr

FeSQ :  Demir sulfat

g : Gram

HCI . Hidroklorik asit

IPTG . Izopropil thioB-D-galaktozid
kb . (kilo) baz

kDa . (kilo) Dalton



Mn+2
MnCl,
MgCl,
NaAc
NaCl
NaH,PO,
Na;HPO,
nm
NHAC

(NH4)2SOs

NiCl,
oD
PCR
PEG8000
PMSF
pmol
rDNA
rpm
SDS

sn
TEMED
U

uv

\%

ZnCl,
ZnSQ,

Potasyum klorur

Lityum Klorur

Molar

Magnezyum iyonu

Magnezyum klorur
Miligram

Mililitre

Mangan iyonu

Mangan klortr

Magnezyum klorur

Sodyum asetat

Sodyum klortr

Sodyum dihidrojen fosf at

Disodyum hidrojen fosfat

Nanometr

Amonyum asetat

Amonyum siilfat

Nikel klortr

Optik yggunluk
Polimeraz zincir reaksiyonu
Polietilen glikol 8000

Fenil metil sulfonil florid
Pikomol

Ribozomal DNA

Dakika bgina rotasyon
Sodyumdodesilstilfat

Saniye

N,N,N',N-tetrametiletilendiamin

Unite
Ultraviyole
Volt

Cinko klortr

Cinko stilfat

Xi



SEKILLER DiZIiNi

Sekil No: __fa
2.1: Nisastanin yapisi. 3
2.2: Nisastanin bilgenleri. a) Amiloz b) Amilopektin. 4
2.3: Nkastay parcalayan enzimler. 5

2.4:  B. subtilisa- amilazi (AmyQ (GenBank accession number JQ768%15) 8
icin 6nerilen yapisal bir model.

2.5: Glikozil hidrolazlarin katalitik mekanizmasi. I. &bzidik 9
oksijenin protonlanmasi, Il. Bir su mialéinin aktivasyonu ve
C1-D231 kovalent gmin kirllmasi, Ill. Balangi¢c durumuna geri dogw

2.6: Nisasta yikim sureclerinde enzimlerin kullanimi. 15

6.1: 12AF-13AG primer cifti ile gealtilan PCR drtnlerinin % 1 agaroz jel 49
profili.

6.2: 18AF-19AG primer cifti (kuyu :1-5 ve 7-1@Q4AF-15AG primer cifti 50
(Kuyu: 11-16) ve 16AF-17AG primer cifkiuyu: 17 ve 19-23) ile
c@altilan PCR drtnlerinin % 1 agaroz jel profili.

6.3: 1FA-2GA primer cifti ile ¢galtilan P21 soyu PCR urlnlerinin % 1 9 4
agaroz jel profili.

6.4: Preparatif olarak Uretilen PCR Urlnlerinin % 1 aggel profili. 50

6.5: Restriksiyon enzimleri ile kesilgnie kesilmemi PCR UrUnlerinin 53
agaroz jel profili.

6.6: Restriksiyon enzimleri ile kesilmie kesilmemi PCR Urunlerinin 52
agaroz jel profili.

6.7: PCR klonlama ile elde edilen kolonilerin plazmibliasyonu sonrasi 53
¢ift enzim kesimi.

6.8: A3 soyw-amilaz geninin PCR eliyle pUC19’a klonlanmas! sanu 54
elde edilen plazmitlertindIll- Kpnl kesimi.

6.9: P17 soyu amilaz geni i¢in ikinci PCR klamla denemesi ile 57
elde edilen kolonilerin plazmit izolasyosonrasi ¢ift enzinPsti-Kpnl)

kesimi.

Xii



6.10:

6.11:

6.12:

6.13:

6.14:

6.15:

Klon A28/1’in 15 ml besi yerinde yapilanspkesyon ile elde edilen
aktivite ve hucre ygunlugu grafigi.

a) SDS-PAGE goruntisi. Kuyul. Protein uzunluk besgir

kuyu2. Jel filtrasyonu sonrasi giuulan enzim havuzu, b) Enzim
havuzunun zimogram gorintisu.

amy28 a-amilazinin optimal pH gradi. Hata gubuklari standart
hata dgerlerini ifade etmektedir.

4°C (m )ve 50C (4 )'ta pH'nin enzim kararlign tizerine etkisi.
Hata cubuklari standart hatgeterini ifade etmektedir.

amy28 a-amilazinin optimal sicaklik grafi. Hata cubuklari standart
hata degerlerini ifade etmektedir.

50C (eskenar dortgen), 6C (kare), 76C (liggen dolgu) ve

86C'ta (carp1) sicakfiin amy28 a-amilazinin kararliiina etkisi. Hata

cubuklar standart hataggdderini ifade etmektedir.

Xiii

60

65

68

67

67

70



TABLOLAR D izZiNi

Tablo No: __Hay

4.1: Kullanilan sarf malzemeleri 22

4.2:  Kullanilan cihazlar 25

5.1: Kullanilan yerel izolatlar, izole edifglikaynak ozellikleri ve 27
tiplendirme ¢almalari sonucunda 6nerilen tar adlari.

5.2:  Kullanilan primerler. 29

5.3: Alfa amilaz genleri icin PCR kallari ve programi. 29

5.4: Genomdan fragmangatmak icin yapilan PCR kallari ve programi. 31

5.5: Klonlama PCR’sinde kullanilango ve program. 32

5.6: Dizi analiz reaksiyonunda uygulanan PCRukee programi. 36

5.7: Maltoz standardinin tipleregdami. 38

5.8: SDS-PAGE’de kullanilan jeller 42

6.1: Preparatif PCR icin secilen primer ciftleri ve MgRbnsantrasyonlari. 50

6.2: Ligasyonsuz klonlama sonucunda elde editamilaz klon adaylariile 56
0,1 mM IPTG ile uyariml kallarda 3 ml besi yerinde gercekiieilen
ekspresyon caiinasi sonucunda elde edilen hiicre dnzimatik aktivite
ve hicre buyimesigizleri.

6.3: A4 ve P17 soylarinin ligasyonsuz klonlasoaucunda elde edilen 57

a-amilaz klon adaylari ile 0,1 mM IPTG ile uyarirkbsullarda 3 ml
besi yerinde gerceftieilen ekspresyon caimasi sonucunda elde edilen
hiicre g1 enzimatik aktivite ve hiicre bliyumesigdeeri.

6.4: a-amilaz klon adaylariyla 15 ml besi yerinde 0,1 ifM G ile 59
uyarimli keullarda yapilan ekspresyon gahasinin sonucunda elde edilen
hiicre @1 aktivite ve hiicre ygunlugu deserleri.

6.5: a-amilaz klon adaylariyla 15 ml besi yerinde 0,1 MG ile 60
uyarimli keullarda yapilan ekspresyon gahasinin sonucunda elde edilen
hiicre ici aktivite (U/ml) gerleri.

6.6: A3 yerel soyundan elde edilen klonun (A3&idigI fragmanin 61
benzerlik gostergligen dizilimlerinin BLAST hizl tarama sonucu.

6.7: A23 yerel soyundan elde edilen klonun (A23&1di1gI fragmanin 61

Xiv



6.8:

6.9:

6.10:

6.11:

6.12:

6.13:
6.14:
6.15:
6.16:
6.17:

benzerlik gostergligen dizilimlerinin BLAST hizl tarama sonucu.

A26 yerel soyundan elde edilen klonun (A26&1digI fragmanin

benzerlik gostergligen dizilimlerinin BLAST hizl tarama sonucu.

A28 yerel soyundan elde edilen klonun (A28&di1gI fragmanin

benzerlik gostergligen dizilimlerinin BLAST hizl tarama sonucu.

P19 yerel soyundan elde edilen klonun (P1881ig1 fragmanin

benzerlik gostergligen dizilimlerinin BLAST hizl tarama sonucu.

A4 yerel soyundan elde edilen klonun (A4&i)dig1 fragmanin

benzerlik gostergligen dizilimlerinin BLAST hizl tarama sonucu.

P17 yerel soyundan elde edilen klonun (P2)7&idigi fragmanin

benzerlik gostergligen dizilimlerinin BLAST hizl tarama sonucu.

amy28 a-amilazinin saflgtiriimasi.

Metal iyonlariniamy28 a-amilazina etkisi.

Deterjanlariamy28 a-amilazina etkisi.

Ceitli kimyasal ajanlarin amy28-amilazinin kararlifina etkisi.
amy28 a-amilazinin % 1 konsantrasyondaki substratlara

goreceli aktivitesi.

XV

61

62

62

62

63

65
69
70

70

71



1.GIRIS

Nisasta, glukoz unitelerinin birbirine glikozidik glarla C1 pozisyonunda
bulunan oksijenden Iganmasiyla olgan bir polimerdir. Amilazlar gastada
bulunan bu glikozidik bgarin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir ve colesgli
bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan izole ediletgktedir. Bu geni ¢ssitlili ge
ragmen endustriyel Uretimde maliyet, zaman, Uretinmialsiirecin modifikasyonu ve
optimizasyonu gibi avantajlarindan dolayr mikrobiyaynakli olanlar tercih
edilmektedir.

Bugiin a-amilazlar gida, deterjan, tekstil ve gka endustrilerinde gegi
kullanim alani bulmaktadir. Ayrica farmasoétik vemkiasal endustrilerinde de
kullanim potansiyeli mevcuttur. Boylece, sastanin endustriyel sireclerdeki
kimyasal hidrolizinin yerini mikrobiyab-amilazlar almgtir. Buna rgmen spesifik
uygulamalar icin gereklilikleri karlayacak ozellikte yeni ve gefnis a-amilazlarin

bulunmasina yonelik ilgi devam etmektedir.
1.1. Tezin Amaci icerigi ve Bilime Katkisi

Yaban tipteki bir enzimin uygun vektorler aragyla guvenli ve kolay
manipule edilebilen bir konakgilya klonlanmasi vespgrksyonu birgcok enzim
0zelinde cakilmistir. Bununla birlikte, literatirde klonlamada keasilan sikintilar
dikkat cekicidir. Klonlama basargai restriksiyon kesimi ve ligaz kullanmaksizin
tek bir PCR basangayla gerceklgtiren yeni bir cagma, yapskan uclu klonlama ile
klonlanamayan genlerin klonlanmasi icin farkli byaklasim olarak go6ze
carpmaktadir. Cgaltilmis genlerin istenilen bir plazmit vektore PCR temddlr
yontemle klonlanmasi henliz ¢ok yeni bir klonlamklgamidir.

Bu tez cakmasinda, alfa amilaz uUreticisi yerel soylarin ilgienlerinin PCR
temelli bir yontemle klonlanmasi, elde edilen aldibnlarin enzim genlerine ait
DNA dizilerinin belirlenmesi ve ekspresyonunun am#asyonunun yani sira, en
aktif oldugu belirlenen bir klonun a-amilazinin saflgtinlmasi ve enzim
Ozelliklerinin belirlenmesine yonelik nitelendirngalismalari yapilmgtir.

Yapilan camalar sonucu, ligaz anli olmayan, PCR temelli klonlama

yaklasimi ile yerel Bacillus soylarinin ilgili genleri genomdan @adan

1



klonlanabilmgtir. Bu klonlama yontemi, klonlamada kdasilan sikintilarin
giderilmesinde uygun bir yakdan olarak literattirde bu konuda yapilan galalara

katki sglayacaktir.



2. NISASTA VE a-AMILAZLAR

2.1.Nisasta

Nisasta temel olarak buyuk bitkilerin tohum, kok veetlerinde bulunur. Bazi
algler de “fitoglikojen” olarak adlandirilan benzbir depo polisakkarit Uretirler.
Bitkiler nisastay! fotosentezin bir sonucu olarak UretirleasBsitlerde sentezlenen
nisasta giksiz periyotlarda bitkilerde solunumda kullaniiméikzere depo edilir.
Ayrica tohum, kok ve tuberlerde bulunan amilopksth uzun sireli depo materyali
olarak sentez edilir. Cok sayida bitksasta Uretmesine gmen, sadece birkac bitki
endustriyel njasta surecleri icin 6nemlidir. Bunlar patates,gday, dari ve
tapyokadir.

Nisasta glikozidik bglarla birbirine b&lanms glukoz Unitelerinden meydana
gelen bir polimerdir §ekil 2.1). Bu b&, yuksek pH'da stabil iken duk pH'da
hidroliz olur. Polimerik zincirin ucunda bir aldéhgrubu mevcuttur. Bu grup
“indirgen uc¢” olarak da bilinir. Niastada iki tip glukoz polimeri vardir: Amiloz ve
amilopektin [van der Maarel et al., 2002].

CH;0H CH,0H CH,0H

O_H H o _H H O _H
H H H
OH H OH H OH H :
> o o a(l— 6) linkage
H OH H OH H OH l: Reducing
| end
CH,0H CH,OH CH, CH,OH CH,0H (
H O H H 0O_H H 0O _H H O _H H Oy H
H H H H H
OH H OH H OH H OH H OH H
HO (] 0 o 0 OH
H OH H OH H t OH H OH H OH
point

Branch o(l—>4)
i linkage

Sekil 2.1: Nkastanin yapisil.

Amiloz; o, 1-4 glukozidik bglarla balanms, sayilart 6000’1 bulabilen
glukozdan olgan lineer bir polimerdir. Glukoz rezidulerinin sayl'DP” (degree of
polymerization) olarak da bilinir ve bu sayl orgingdre dgiskenlik gosterir.
Nisastanin kaynana ba&ll olarak amiloz ve amilopektin icgi de
degisebilmektedir. Misir, arpa ve Bday gibi bircok mgasta cgidinde ortalama
amiloz icergi % 20-30’dur [van der Maarel et al., 2002].



Amilopektin; kisa zincirli 10-60 glukoz unitesindetusan, o, 1-4 bali lineer
zincirleri ile bunlari birbirine bgayan, 15-45 glukoz dnitelika,1-6 yan
zincirlerinden olgur. Amilopektindeki dallanma noktalarinin sayisiatama % 5'tir,
ancak bu oran bitkisel kayga gore dgiskenlik gosterebilir. Batin bir amilopektin
molekilu yaklaik 2.000.000 glukoz Unitesi icerir, boylelikle ghda bilinen en
biyuk molekuldiar. Amilopektin  suda ¢Ozunebiliyorkeramiloz ve rgasta
granuliiniin kendisi ok suda ¢dztiinmez [van der Maarel et al., 2002Jaddanin
bilesenleriSekil 2.2’de [El-Fallal et al., 2012] yer almaktadir

a CHOH

Q /\o 1-6 glycosidic bond

@, 1-4 glyvcosidic bond] 1-4 glycosidic bond}

a,
& CHOH CHOH Qg CHOH

Sekil 2.2: Nsastanin bilgenleri, a) Amiloz b) Amilopektin.

Dogal nisasta kismen kristal yapidadir. Son yillarda kaliweg tasarima goére
amiloz amorf bir formda iken amilopektin sastanin kristalin icegini

olusturmaktadir.

2.2. Nsastay! Parcalayan Enzimler

Nisastanin karmgak yapisindan dolayi hiicrelersastanin oligosakkaritlere ve
glukoz ve maltoz gibi daha kicukekerlere ayrilmasi icin uygun enzimlere

gereksinim duyarlar. Bu enzimler basit olarak 2ograyrilir:

* “Endo-acting” ya da “endo-hidrolaz” adi verileriag hidroliz eden enzimler.

 “Exo-acting” ya da “ekzo-hidrolaz” adi verilenstan hidroliz eden enzimler.



a-Amilaz gibi icten etki eden enzimler gaista polimerinin icteki k#arini

rastgele hidroliz ederek, gausal ve dallanmgi oligosakkaritlerin olgumunu
sgilarlar [Bertoldo and Antranikian, 2002]. Ancakamilazlara direncli gastanin da
bulund@gu bilinmektedir [Bergmann et al., 1998]. sfan etkileyen niasta
hidrolazlar B-amilaz, glukoamilaz ven-glukozidaz olup, bu enzimler substratin
indirgenmemy ucunda kucuk oligosakkaritler ghurur [Bertoldo and Antranikian,
2002], [Duedahl-Olesen et al., 2000].sabtayl parcalayan enziml&ekil 2.3'te
[Synowiecki, 2007] verilmektedir.

Nisastayl parcalayan enzimler

l l

a-1,4-glukanazlar a-1,6-glukanazlar
Endo- Ekzo- Endo- ek
* B_amilaz . e Pullulanaz EkZOpUIIUIanaZ
* Glukoamilaz « izoamilaz
e Izopullulanaz
* a-glukozidaz

Sekil 2.3: Nsastay parcalayan enzimler.

2.2.1.a-Amilazlar

a-Amilazlar ngasta molekulinde bulunanl,4 glikozidik b&larin hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir. Gdli kaynaklardan elde edilebilirler. ayan tim
organizmalarda bulunmakla birlikte, aktivite, 62gklve gereklilik, tirden tire hatta
dokudan dokuya bile d@ekenlik gosterir. C& nisastayl parcalayan amilazlar
insandan hayvana, mikroorganizmadan mayaya ve naaktaar gesi cesitlilikte

organizma tarafindan uretilirler.



2.2.1.1. Amilazlarin Mikrobiyal Kaynaklari

Bircok a-amilaz Ureticisi bakteri, mantar vegdr mikroorganizma g&li uzun
yillardir izole edilmekte ve tanimlanmaktadir. Balder ve mantarlar amilazlari
hiicre d¢ina salarlar. Yuksek oranda amilaz Ureten kif tursgasindaMucor
[Petruccioli and Federici, 1992], [Zare-Maivan aBthearer, 1988], tlurlerine ek
olarak Aspergillus niger Aspergillus oryzae[Aunstrup, 1979], Thermomyces
lanuginosus[Arnesen et al., 1998] vPenicillium expansunjDoyle et al., 1989]
sayllabilir. Amilolitik mayalar amilaz salinimi vaisasta hidrolizinin kapsami
bakimindan oldukca farkhdirilobasidiuim capsuligenunsoylari hema-amilaz
hem de glukoamilazi bir arada Ureterek sastanin ileri hidrolizini
gerceklgtirebilmektedir [De Mot et al., 1984c], [McCann carBarnett, 1984].
Bakterilere bakildiinda, Bacillus ve yakin cinslerin ¢cok gencssitlilikte hiicre dgl
enzimleri Urettgi gorulmektedir. Bunlar arasinda bulunaramilazlar endustriyel
Oneme sabhiptir.

Bacillus cinsine ait bakteriler yiksek sicakliklarda katéel gosterebilen
a-amilazlarin Uretiminde ticari olarak kullanilirlarB. amyloliquefaciensve
B. stearothermophilusgibi bircok Bacillus amilazinin optimal pH'si 5 ile 7
arasindadir. Cok sayida alkaBacillus amilazi da bulunmgiur. Bu alkali
amilazlardanBacillus sp. 707 veB. licheniformisTCRDC-B13 sgu dsindakiler
nisastanin §ekerlatirme” basamgini gerceklgtiren enzimlerdir [Bajpai and Bajpai,
1989], [Kimura et al 1988].

E. coli ve Streptococcus bovide hiicre icia-amilaz kodlayan genler [Satoh et
al., 1997], [Whitehead and Cotta, 1995] rapor editmi Bazl nitelendirme
calismalari yapilmg olmasina rgmen her iki organizmada da bu enzim icin acik bir
fizyolojik rol tanimlanmarmgtir. Bununla birlikteS. bovi&e hizli hiicre buyimesinde

onemli bir rolt oldgu distinilmektedir.
2.2.1.2. Mikrobiyal a-amilazlarin Uretimi

a-Amilazlarin tretiminde mikroorganizma kullaniminen blyuk avantaji,
ekonomik “bulk” Uretim kapasitesi ve mikroorganizmalarin istenerelikieki

enzimlerin sglanmasi amaciyla kolay manipile edilebilmeleridim-amilaz
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Ureticilerinin taranmasi, Uretim i¢in anahtar baakim. Nisasta hidrolizi genellikle
koloni etrafinda olgan zonlar ile agar yuzeyinde gtadan tespit edilir. Hidroliz

alaninin ¢api, amilazin gucu ilesHilidir.

2.2.1.3. Uretimi Etkileyen Faktorler

a-Amilazlarin besi yerinde Uretimi ve karamyl cesitli fizikokimyasal
faktorlerden etkilenmektediinkiibasyon periyoduna pla olarak, bircok argtirici
hiicre dgi1 enzim Uretiminin buytmeyle gkili oldugunu gostermstir [Abou Dobara
et al., 2011], [Asoodehet al., 2010], [Murthy et al.,, 2009]. Kritik bir
konsantrasyonun Uzerindeljeker birikmesinin enzim Uretimini inhibe eijti
bilinmektedir. a-amilaz Uretimi ve kararl@ni etkileyen fiziksel parametreler
arasinda, besi yeri sicaklive pH 6nemli yer tutar. Genelliklei-amilaz Gretiminde
sicaklgin etkisi organizmanin butyumesi ileskilidir. Boylece, enzimin optimum
sicaklgl mikroorganizmanin mezofilik, termofilik ya da gsifilik olmasi ile
baglantilidir. Mantar ve aktinomisetlerde 25 °C- 4@ ‘arasinda enzim Uretimi
acisindan optimal verim ganmstir [Gupta et al., 2003]. Bununla birlikte termdkil
mantarlarda optimal sicagli50-55°C olana-amilaz Ureten tirler de bulunmaktadir
(Thermomyces lanuginosyslishra and Maheshwari, 1996]Thermomonospora
fusca [Busch and Stutzenberger, 1997] ahbermoactinomyces vulgarigAbou
Dobara et al., 2011]. Ber yandanThermococcal&e sulfolobustirlerinde 90 °C’a
kadar optimal sicakli olana-amilaz Ureten soylar da bulunmaktadir [Leuschner a
Antranikian, 1995], [Sunna et al., 1997]. Ayricaetim i¢in enzim sentezinin
baslangic ve bitimindeki pH dgerlerinin belirleyici oldgu rapor edilmitir. Clnki
pH dezisikli gi besi yerindekia-amilaz kararhlgini etkilemektedir. Aktif bolgesinde
cok sayida yukli grubun bulunmasi bircakamilazin optimum pH’sinin asidik-
notral aralikta olmasini aciklar [Bozic et al., 2QPandey et al., 2000], [Sun et al.,
2010].

Genellikle, amilaz aktivitesi substrat kullanime iiliskilidir. a-amilazlarin
induklenebilir oldgu farkl organizmalarda kanitlangtir. a-amilaz Gretimi ayrica
diger induklenebilen enzimlerde olglu gibi substrat hidroliz Grunleri ile (maltoz ve

glukozla)  katabolik represyonagnayabilmektedir. Bununla birlikteBacillus



soylarindan-amilaz sentezinin monosakkaritler ile katabolnesyonunun olmagh
gosterilmitir [Kalishwaralal et al., 2010]. Gupta et §003) ksiloz ve fruktozun-
amilaz sentezini buyldk oranda baskifadi isaret etmgtir. Nisastanin besi yerine
eklenmesinina-amilaz Gretimini tetikledii literatirde cgitli mikroorganizmalarda
gOsterilmitir [Gupta et al 2003].

Besi yerinin bazal elemanlarindan olan nitrojenniagy a-amilaz tretiminin
oldukca fazla etkiler. Organik nitrojen kaynaklanrcssitli bakterilerde a-amilaz
uretimini arttirdgina yonelik birgok ¢asma bulunmakla birlikte, @éli inorganik
tuzlarin mantarlarda Uretimi desteklgdiornekler bulunmaktadir [Gupta et al.,
2003].

2.2.1.4.a-Amilazlarin Domain Organizasyonu

a-Amilazlar, glikozil hidrolaz aile 13’ Un U(yesidirBu ailenin balica

Ozellikleri arasinda;

* a- Glikozidik bagslara etki edereki-anomerik mono-oligosakkarit alturma ya
da transglikolizasyon veya bu iki aktiviteyi bidé&taimak,

* birincil dizilerde 4 korunmgibélgenin bulunmasi,

« katalitik reziduleri icinde bulunduran pia)s barrel” (TIM barrel) yapisinin

varhgl yer almaktadir.

Aile Uyeleri genellikle ¢cok az dizi benzeiligostermekle birlikte (butln dizide
sadece ~%10 benzerlik), katalizde ve aktif bolggde aldiklari yonlendirilmy
mutagenez, Xsini kristalllografi ya da teorik ¢aimalarla kanitlanngi3 amino asit;
Asp 206, Glu 230 ve Asp 297 (numaralandifdicheniformisa-amilazina (BLA)
gore yapilmgtir) oldukca iyi korunmstur.

a-Amilaz ailesi enzimleri arasindaki c¢ok gk dizi benzerii, degismez
rezidulerin sayisinin sadece 10 ile sinirh olmdam anlailmaktadir. Bu
rezidulerden yedisi aktif bolge ile ilgili iken, @r Gcunin yapisal olarak énemli
oldugu kanitlanmgtir.

Aile Uyeleri i¢in tanimlanan domainler; A, B, C,\u@ E’ dir. En iyi korunms
domain TIM barrel’ i iceren A domainidir. Domain mh islevi tam olarak
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bilinmemekle birlikte kalsiyum Kganmasinda rol alan bir korungubélgesi
bulunmaktadir.islevi bilinen bir dger domain olan E, mastanin bglanmasinda
gorev alir. D domainin tam olarak tanimlanmayana&nalasi ¢levi, domain E’ ye
substrat bglanmasinda gik etmektir. C domaini Uzerinde yapilan mutasyonla
sonucu bu bélimin aktivite Gzerinde etkili gidukanitlanmgtir [D’Amico et al.,
2000], [Janecek, 1997], [Kaur and Sharma, 20B6§ubtilisa-amilazi i¢cin 6nerilen
yapisal mode$ekil 2.4'te [Yang et al., 2013] yer almaktadir.

Sekil 2.4:B. subtilisa- amilazi (AmyQ (GenBank accession number
JQ768415) ) icin 6nerilen yapisal bir model.

2.2.1.5.0-Amilazlarin Katalitik Mekanizmasi

Genel olarak,a-amilazlar ngasta polimerinde i¢ kisimlarda bulunanl,4
glikozidik bagslarin hidrolizini gerceklgtiren “endo amilazlar” olarak bilinirler.
Glikozil hidrolazlarin dger Gyelerine benzegekilde a-amilazlar, (¢ basamakli bir
katalitik mekanizma kullanirSekil 2.5). Birinci basamak, glikozidik oksijeninrbi
proton verici (Glu261) tarafindan protonlanmasi@unu, -1 alt bogesindelgeker
rezidiusunin C1 karbonuna Kkatalitik bir nukleofiliAsp231) nukleofilik atak
yapmasi takip eder. Substratin “aglikon” parcasiaymimasindan sonra bir su
molekili muhtemelen protonunu vegmalan Glu261 tarafindan aktif hale getirilir.
Bu su molekull, nukleofilin oksijeni ilgeker rezidisinin C1 karbonu arasindaki
kovalent bgi hidroliz eder ve bdylelikle katalitik dongi tambeamir. Aktif bolgedeki

dcuncl korunmg amino asit olan Asp328 katalitik mekanizmadagrddan rol



almaz. Bu amino asidin substratinglzeama ve gesi durumu kararliginda rol

oynasl distinilmektedir [Nielsen and Borchert, 2000].

I Glu 261 I il
o % N .
| { P -
N
N (-\ O=—H
w) C O, l UIH
\C/ L\C/u O“C’O
Asp 231

Sekil 2.5: Glikozil hidrolazlarin katalitik mekanizasi, 1. Glikozidik oksijenin
protonlanmasi, Il. Bir su molekultnin aktivasyoreu@1-D231 kovalent
baginin kirilmasi, 1ll. Balangi¢c durumuna geri dogd

2.2.1.6.a-Amilazlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Molekuler a&irlik: o-Amilazlarin molekdl girhiklari 10 ile 210 kDa arasi
desisiklik gosterir. Bilinen en kicguka-amilaz, 10 kDa buyukkigi ile B.
caldolyticusta, en buyuk ise 210 kDa buyullii ile Chloroflexus aurantiacus
bildirilmi stir. Genk c¢ssitlilikte mikrobiyal a-amilaz olmasina ganen, molekuiler
agirhiklar genellikle 40-70 kDa arasindagignektedir [Gupta et.al., 2003Bununla
birlikte bazi soylarda molekulegalik islenme ve proteoliz gibi basamaklar sonucu
desiskenlik gosterebilmektedir. Organ; Thermoactinomyces vulgaits oldugu gibi
glikolizasyon ile 140 kDa’a cikabiliyorken [Abou Dara et al., 2011], yind.
vulgarisin bir susunda (AmyTV1) proteoliz sonucu daha kigluk pepteller
ayrilabilmektedir [Hofemeister et al., 1994].

Substrat 6zguillgi: a-Amilazin substrat 6zgulti mikroorganizmalar arasinda
desiskenlik gosterir. Genelde;-amilazlar en yuksek 6zguliu nisastaya, daha sonra
sirasiyla amiloz, amilopektin, siklodekstrin, glign ve maltotrioza gd0sterirler
[Gupta et.al., 2003].

Optimum pH ve kararlihko-amilazlarin optimum pH’ lar 2 ile 12 arasinda
degisir. Bircok bakteriyel ve fungal amilaz asidik- nétraraliklarda optimum pH
gosterir. Alicyclobacillus acidocaldariusa-amilazi pH 3'te optimum aktivite
gosterirken, alkalofilikBacillus turlerinden pH 9-10.5 arasinda optimium aktivite
gosteren alkali amilazlar rapor ediktii. U¢ dizeyde alkalofilik bira-amilaz

Bacillus sp.GM8901’ de bulunmgve optimal pH dgeri 11-12 olarak belirtilngir.
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Optimum pHB. stearothermophiluDONK BS-1’ de oldgu gibi sicaklga ya daB.
stearothermophilusta oldusu gibi kalsiyuma bgi olabilir. a-Amilazlar genellikle
4-11 gibi geng bir pH aralginda kararlidir, ancak dar pH araliklarinda kal&rh
gostereru-amilazlar oldgu da bildirilmistir [Gupta et.al., 2003].

Optimum sicaklik ve kararlihko-Amilaz aktivitesi igin optimum sicaklik
mikroorganizma buyumesine galir. En diguk optimum sicaklkF. oxysporum
amilazi icin 25-30 °C ve en yuksek optimum sicakfi& Pyrococcus furiosuye
Pyrococcus woeseamilazlari icin sirasiyla 100 ve 130 °C olarakdipilmistir
[Gupta et.al., 2003]. Sicakhk karargli gosteren a-amilazlar, kullanildiklari
sureclerdeki yuksek sicaklik gereksiniminin yamasigenellikle uygulamalarda
kontaminasyon riskinin azalmasi ve reaksiyon zamankisalmasi nedeniyle de
tercih edilirler [Pandey et.al., 2000]. Sicaklikr&ligini etkileyen bircok faktor
vardir. Bunlar; kalsiyum, substrat vegdr kararl kilan faktorlerin vagidir [Gupta
et.al., 2003].

Inhibitorler: Birgok metal katyonu, 6zelliklegar metal iyonlari, sulfidril grubu
bilesikleri, N-bromostiksinimid, p-hidroksil merkiribemk asit, iyodoasetat, BSA,
EDTA ve EGTAa-amilazlari inhibe etmektedir [Gupta et.al., 2003].

a-Amilaz kararlilgl ve kalsiyum o-Amilaz en az bir C4 iyonu iceren bir
metallo enzimdir. C& un a-amilaza olan ilgisi dier iyonlardan daha gucliidir.
Enzime bgli kalsiyum miktar1 1-10 arasinda gigmektedir. Kristal yapidaki Taka-
amilaz A (TAA)'nin 10 tane C4 iyonu icermesine kam bunlardan sadece bir
tanesi enzime siki Badir. Diger sistemlerde enzim karargiliicin genellikle bir
cd* iyonu yeterlidir. C& amilazlardan diyaliz ya da elektrodiyalizle aghilir.
Kalsiyumsuz enzimler bu iyonun eklenmesiyle reaktiedilebilmektedir. a-
Amilazlar C&"* varliginda sicaklza, bu iyonun bulunmagh kosullara gorece cok
daha dayanikiidir. Ancak bunagmen C&” un enzim (zerinde hicbir etk
gostermedii durumlar da bildirilmgtir [Gupta et.al, 2003].

2.2.1.7.a-Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Aktivite Olcuimu igin temel olarak dort farkh tipteubstrat bulunmaktadir:
dogal substrata benzetilgic6zinir olmayan, saffariimis substratlar; modifiye

¢6zinir olmayan substratlar; c¢coziunidr modifiye @idi@ritler ve ¢ozandr
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oligosakkaritler. Katalitik aktivite genellikle odan ¢6zuntgekerlerin ve kromoforik
aglikonlarin 6lgiimu ile belirlenir.

Cozunur veya c¢o6zunir olmayan polimerik substraflardneydana gelen
¢6zUnUr drdnlerin 6lcimu siklikla alan indirgensekerlerin tayini anlamina gelir.
Bunlardan en basit ve en yaygin olarak kullanild/a-dinitrosalisilik asit (DNS)

yontemidir. Ayrica,

* Nisasta- iyot renk ygunlugunda azak

» Dekstrinlgme aktivitesi tayini

» Sandstedt Kneen ve Blish metodu

* Indian pharmacopoeia metodu

» Nisasta stuspansiyonunun viskozitesindeki azali
* Falling number (FN) metodu

* Amilograf / Farinograf testi

a-amilaz aktivite tayininde kullaniimakta olan yomtierdendir [Gupta et.al., 2003].

2.2.1.8.a-Amilazlarin Saflastiriimasi

Hucre protein kalintilarinin ve gér kontaminasyonlarin kaldiriigl basamak
olan saflatirma, enzim Uretiminde anahtar basamaktir. Enzimlézelliklerinin
belirlenmesi veya endustriyel/biyoteknolojik suerde kullaniimasindan &6nce
saflgtiriimalari icin enzimlerin 6zelliklerine dayal ridi saflsstirma yontemleri
gelistirilmi stir. a-amilazin ticari kullanimi genellikle saf enzim gktirmez. Fakat
gida endustrisi, farmasotik ve Kklinik sektorlerindgiksek saflikta a-amilaz
kullaniimaktadir. Ayrica saf haldeki enzim, yapnksiyon calmalar ve
biyokimyasal ¢caimalarda da kullaniimaktadir.

Amilazlarin saflatiriimasinda c¢gtli yontemler kullaniimaktadir. Ancak bircok
saflgtirma  protokolii birden fazla basamak gerektirmekiedSaflatirma
protokolunun secimi dgal olarak amaca yodnelik olmakla birlikte daha fesddlik ve
verim ayrgtirma yontemi ve basamak sayisi ilglaatilidir.

a-amilazlarin mikrobiyal kaynaklardan sagislmasinda genellikle klasik

saflgtirma yontemleri kullaniimaktadir. Bu galtuda, kultirin fermentasyon
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ortamindan ayrilmasi ve amonyum sulfat veya orggbiiculer ile ¢okturalmesini
takiben ham enzime kromatografi uygulanir. En cakllakailan kromatografi
teknikleri afinite, iyon dgisimi ve jel filtrasyondur. Capraz Bh nisasta ya da
nisasta turevleri bakteriyel amilazlarin saflalmasinda kullanilan afinite matris
elemanlaridir.

Klasik kromatografi yontemlerine ek olarak, immufioge kromatografisi
yuksek saflikta amilazlarin eldesinde kullaniimakta [Jang et al., 1994].
Amilazlarin fiziksel ve fonksiyonel 6zellikleriniermatriks materyalinin secicii ve
kapasitesini anlamaya yonelik yeni ilerlemeler a&#iffma yontemlerinin tasarimina
biyuk katki sglasa da amilazlarin ayriminda kullanilan yontenhlentiz tamamen

basariya ulamis saylimaz.

2.2.1.9.a-Amilazlarin Endustriyel Streclerde Kullanimi

Endustriyel uygulamalar icin secilen enzimlerindahgl siklikla sinirlayici
faktordir. Bunun sebebi, biyoteknolojik sureclebincogunun yiksek sicaklik ve ug
pH gereksinimidir. Boylece, enzimlerin karaghinin arttirilmasi ile ilgili strekli bir
talep vardir.

Sicaklik, proteinlerin geftiriimesi ve ticarilgtiriimesinde g6z 0Onlnde
tutulmasi gereken tagtmasiz en 6nemli faktordir. Genel olarak, sigaklidgzrudan
ya da dolayl olarak protein agregasyonu Uzeriralengik bir etkisi vardir [Wang
et al.,, 2010]. Endustriyel sireclerde, sicaklkrakidigi olan a-amilazlarin
kullaniminin avantajlari, kontaminasyon riskinirabmasi, diflizyon oraninin artmasi
ve dstan s@utma maliyetindeki azalmadir. Ayrica, gempH aralginda etkina-
amilazlar hem glukozuruplari igin gerekli asidik hem de deterjan endsisicin
gerekli alkali uygulamalar i¢in uygun olabilir [Hallal et al., 2012].

Bununla birlikte, yeni bir glim olarak orta sicaklikta kararl (ITS:intermetia
temperature stablepi-amilazlar [Gupta et al., 2003] ekgiie yapsgkanliginin
giderilmesinde kullaniimakta, boylelikle enzimiithcilik endistrisi icin uygun hale
getirmektedir. Ayrica, tuketiciler arasinda bulka ve camarr yikamada dgiik
sicakliklarin kullanimi yaygingmistir. Disiik ve orta dereceli sicakliklar ve alkali

ortamda caklabilen a-amilazlar bu endustride tercih edilmektedir. Coknigy
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cesitlilikte mikrobiyal a-amilaz bulunmasina gaen, “ITS” 6zellgi olan az sayida
enzim rapor edilnstir [El-Fallal et al., 2012].

Endustriyel sureclerde istenen geli bir Ozellik ise kalsiyuma [gamli
olmamaktir. Birkaci dinda bilinen bircok amilaz korunmubir C&* baslanma
bdlgesi tair [Linden et al., 2003], [Prakash and Jaiswal, 0Bu da kalsiyumu
enzim aktivitesi icin onemli kilar. Fruktogurubunun iretiminde G# iyonlari
surecin final basanganda kullanilan glukoz izomeraz enzimini inhibe ede
inorganik cokeltiler olgmasina yol acabilir. Bu iyonun ortamdan uzaktdmasi
pahall ve zaman alici bir siirec afgndan yiiksek sicakliklarda €ayonuna ihtiyac
duymadan kararli ve fonksiyonel olanamilazlar daha uygun olabilir [El-Fallal et
al., 2012].

2.2.1.10. Biyoteknolojik Uygulamalar

o-Amilazlar ngastaya dayali butin endustriler icin en 6nemli dlidk
enzimlerdir.a-Amilazin ticarilesmesi ilk olarak 1984’te sindirim bozuldu hastalari
icin farmasotik olarak kullaniimasiyla gar. Bugin amilazlar bircok endustriyel
surecte (gida, deterjan, tekstil vezkaendustrisi gibi) niasta hidrolizi icin uygulama
alani bulmaktadir. Bu lggamda, mikrobiyal amilazlar gasta endustrisinde kimyasal
hidrolizin yerini tamamen almgtir. Ayrica o-amilazlar farmasotik ve kimya
endustrilerinde de kullanim alani bulunmaktadirn@uiizde amilazlar dinya enzim

pazarindaki en buyik paya sahiptir [Gupta et &i03}.

* Nisastadan endustriyel glukoz ve fruktoz Uretimi

Nisastanin glukoza yikimi igin asit hidroliz metoduryerini ¢ veya dort enzim
(ki bunlarin bainda a-amilaz gelmektedir) kullanimi ile gercekiieilen enzimatik
uygulama alngtir [Crabb and Shetty, 1999]. §distadan enzimatik yol ile glukoz
surubunun olgumunda ilk basamak gastanin ¢ozinur, kisa zincirli dekstrinlere
sivilasmasidir. pH'si 6 olan kuru-kati gaista bulamaci (% 30-35)-amilazla
karstirihr ve 95-105°C'ta nisasta-y& kompleksinin kaldiriimasi icin sonra 90
dakika bekletilir. Bu gamada onceki yillard®acillus amyloliquefaciena-amilazi
[Demirkan et al 2005] kullaniirken, son yillarda yuksek sicalkdudaki

kararliliklari nedeniyleBacillus stearothermophiluseya Bacillus licheniformisa-
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amilazi [Bertoldo and Antranikian, 2002] tercih ledektedir. Ancak bua-
amilazlarin kullaniminin en 6nemli dezavantaji,l&ailan yiksek sicakliklarda pH
5.9'un altinda bu enzimlerin aktif olmamalaridiru Biedenle niasta ¢camurunun
pH’sI 4.5'ten 6'ya yilkseltilir. Ayrica kullanilanngimlerin C&" bazimli olmasindan
dolayl ortama bu iyon eklenir. Bir sonraki basamnmasta hidrolizatsurubunun
yuksek konsantrasyonlu (%95’'inden fazlasi glukoz)lukgz surubuna
sekerlemesidir. Bu g§lem nkastayl dgtan ice d@ru parcalayan bir enzim olan
glukoamilaz kullanilarak gercekirilir. Son basamakta ise glukaairubu, glukoz
izomeraz enzimi kullanilarak fruktogurubuna dongtirilir. Nisastanin enzimatik

yol ile yikim sirecSekil 2.6’da [Chaplin and Bucke, 1990] 6zetlenmekted

Nisasta grandlleri

% 3588 su
pH 6.5

40 ppm’Ca
Nasta camuru

Jelatinizayon Bakteriyel-amilaz, 1500 U/kg

105°C, 5 dakika
Jeldz nsasta

Sivilastirma 95C, 2 saat

Sivilasmis nisasta

% 0.3 D-glukoz
% 2 maltoz
% 97.7 oligasakkaritler

Sekerlegtirme pH 4.5 pH 5.5
glukoamilaz 150U/kg fungadi-amilaz
2000U/kg

pullulanaz 100U/kg 50 ppm Ga
6(°C, 72 saat 5%, 48 saat

Glukoz surubu Maltozsurubu

% 97 D-glukoz % 4 D-glukoz

% 1.5 maltoz % 56 maltoz

% 0.5 izomaltoz % 28 maltotrioz

% 1 diger oligosakkaritler % 12 dieroligosakkaritler

Sekil 2.6: Nsasta yikim sureclerinde enzimlerin kullanimi.
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* Firincihik

Firincilik endustrisinde-amilazlar yuzyillardir genicssitlilikte yiksek kalitede
uriin elde edilmesi icin kullaniimaktadir. Son yndla, malt ve mikrobiyal kokenli
enzimler oldukca fazla kullaniimaktadir. Bu enzimlekmek ve simitlerde bu
drnleri daha fazla kabartmak, daha iyi renk eldesidaha fazla yungaklik icin
kullantlir. Bugin, ekmek endustrisinde birgcok enzpreparasyonu (proteazlar,
lipazlar, ksilanazlar, pullulanazlar, pentosanaziselilazlar, gulukoz oksidazlar,
lipoksigenazlar vb.) ¢gli amaglar igin kullaniimakla birlikte higbirisi-amilazlarin
yerini tutamamaktadir. Buglne dek, pastaciliktalakulan o-amilazlar arpa
maltindan elde edilen tahil enzimi ile bakteri wvaduslardan elde edilen mikrobiyal
enzimlerdir. Fungaki-amilazlar 1955'ten itibaren ABD'de ve 1963’ ten lyana
Ingiltere’de giivenli kabul edildikten sonra ekmek tkka maddesi olarak
kullaniimalarina izin verilmitir. Simdilerde ise butin dinyada farkli amaclar icin
kullaniimaktadir. Yeni endistriyelo-amilaz uygulamalarindan biri, Grlnlerin
bayatlama surelerinin geciktiriimesi, birgdr deysle bu drtnlerin raf dmrindn
arttinlmasidir. Ekm@n bayatlamasini 6nlemek ve Urlnlerin yapisinisgatnek igin
geleneksel olarak ¢#li maddeler eklenmektedir. Bunlar, klculksekerler,
enzim/enzim  kombinasyonlari, sit tozu, emililsifiyedice maddeler,
monogliseritler/digliseritler, seker esterleri, lektin gibi kimyasal maddeler
olabilmektedir. Yeni gilim ise hamur gelitiriimesinde bayatlamay! dnlemek igin
amilaz, maltojenik amilaz, p-amilaz, amiloglukozidazlar gibi enzimlerin
kullaniimasidir. Ayrica pullulanaz we-amilaz kombinasyonu da bayatlamayaskar
etkili bir ajan olarak kullaniimaktadir. Bununlarlikte, gereginden fazla kullanilan
a-amilaz ekmekte istenmeyen bir ygfanliga neden olabilir. Bundan dolay! ara
sicakliklarda kararla-amilazlarin kullanimi giderek yaygigtaaktadir. Bu enzimler
nisastanin jelatinizasyonundan sonra aktiftir vg@rpie stireci tamamlanmadan ¢ok
once aktivitelerini kaybederler. Birgok ge mikrobiyal a-amilaz bilinmesine
ragmen, bu Ozelfie sahip olano-amilaz sadece birka¢ mikroorganizmada rapor
edilmistir [Gupta et.al., 2003].

« Siklodekstrin olgumu

Siklodekstrinler 6-8 glukoz rezidisuninl-4 ba ile balanmasi sonucunda
olusan halkasal oligosakkaritlerdir. Halkasal yapidglkikozlar, i¢ kismi hidrofobik,
dis kismi ise hidrofilik olacalgekilde yerlgirler. Siklodekstrinler bu 6zelliklerinden

16



dolay! caeitli hidrofobik molekuller ile inklizyon cisimcikle olusturabilirler.
Inklizyon komplekslerinin okumu, bu molekiillerinsik veya oksijene duyarllk,
cbzunurluk, tat ve kokularinda iydmeler gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
desismesine yol acar. Bu dsen 6zellikler siklodekstrinlerin analitik kimya,raat,
farmasotik, gida ve kozmetik alanlarindaitteuygulamalarda kullanimina olanak
saslar. Siklodekstrinlerin endustriyel Gretimi igingasta dncelikle sicaklik kararfh
olan a-amilazla sivilatirlir, sonrasinda halkasal yapi siklodekstrin kil

transferazlar ile meydana getirilir [Riisgaard, QP9

* Tekstil endustrisi

Kumagslarin modern dretim sdreclerinde, dokuma sirasimidkunun zarar
gérmemesi gerekiiplik bu sureclerde kopmadan korunmalidir. Bu ylizigdiklerin
Uzerine kaldirilabilir bir tabaka uygulanir. Bu die tabakalar olgturmak igin
kullanilan materyaller oldukca farklidir. $éista ucuz olmasi ve kolay bulunabilmesi
nedeniyle bug icin ¢cok uygun bir maddedir ve gaistanin kumgan kaldiriimasi
sadece bu tabakaya etki eden ve lifleri (iplikleekilemeyen a-amilazlar
uygulanilarak bgarilir. Enzim ngastay suda ¢6zunebilen ve yikamayla giderilebilen

dekstrinlere parcalar [Gupta et al., 2003].

» Kagit endustrisi

Kumaslarda oldgu gibi kait da sure¢ boyunca mekanik zararlardan
korunmalidir. Bu, kgdin son halinin kalitesini, sergini, dayaniklilgini ve
silinebilirligini de iyilestirir. Bu tir uygulamalar igin gasta uygun bir maddedir.
Nisasta k&ida presleme samasinda uygulanir ve &a rulolari aradaki niasta
sayesinde kolayca yuvarlanir. Bu sire¢ 45-60 °@kékia gerceklgmektedir. Bu
asamada tekrar edilebilir sonu¢ alinabilmesi icigasta algkanhgi sabit olmalidir.
Diger bir deysle kullanilan ngastanin akkanligl elde edilen kat kalitesini
belirleyen balica etkenlerden birisidir. Ogl nisastanin viskozitesi Kat
bicimlendirmek icin ¢ok ylksektir. Bu nedenle, larilacak njasta,a-amilaz ile
kismen parcalanarak uygun gdanliga ayarlanmaktadir. Kallar kullanilan ngasta
ve a-amilazin kayngina balidir. Amizymé® (PMP fermantation Products, Peoria,
USA), Termamy?, Fungamyl, BAN (Novozymes, Denmark) ve-amylase G
9995° (Enzyme Biosystems, USA) & endiistrisinde kullanilan ticari amilazlardir
[Gupta et al., 2003].
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* Deterjan endustrisi

Enzimler ginimuizde kullanilan deterjan katki maeldearasinda 6nemli yer
tutmaktadir. Enzim iceren deterjanlarin en buylkra®ji, enzimsiz deterjanlarla
kiyaslandginda daha ihml keullarda kullanilabilmeleridir.ilk uretilen bulaik
deterjanlari ¢ok sertti ve hasar yaratiyordu. Buudu deterjan endustrisinin daha
yumwak ve cok daha etkili materyaller aramasina yol igigmo-Amilazlar 1975
yilindan bu yana camat deterjanlarinda kullaniimaktadir. Ginimuzde) bivagik
deterjanlarinin % 90’n-amilaz icermektedir ve bujk makineleri igin a-amilaz
kullanimi giderek artmaktadir. Deterjanlard&amilaz kullanimini sinirlayan
etkenlerden birisi enzimin kalsiyuma duyarli olmesidigik kalsiyumlu bir ortamda
kararhligininsiddetle azalmasidir. Ek olarak bir cok yaban éq@milaz deterjanlarin
iceriginde bulunan oksidanlara duyarlidir. Ev tipi detalarda oksidanlara kar
kararlilik proteaz gibi gier enzimler kullanilarak Barilabilmektedir.iki buyik
deterjan Ureticisi firma olan Novozymes ve Geneacoamilazlarin kararlgini

arttirmak Gzere protein muhendglieknikleri kullanmglardir [Gupta et al., 2003].

« Etanol tretimi

Blyuk Olcekli sirecler icin gastali materyalin etanola biyod&ini c¢ok
faydalidir. CUnkl etanol biyoyakit olarak vesitle kimyasallar icin balangic
materyali olarak kullanilabilir. Nastali biyokitleden etanolin elumu Ug¢
basamakll bir sirectir: gastanin ygunlugunun azaltilmasi icira-amilaz gibi bir
endoamilazla sivikuriimasi; diguk molekdlld sivilatirma basama Urdnlerinin
enzimatik yollasekerlstiriimesi; glukoz olyumu ve glukozun fermentasyonu.

Etanol Gretiminde gediiriimi s disik maliyetli fermentasyon sistemleri olmasina
ragmen, bu sireclerde kullanmak Uzereasta icerikli maddelerin hidrolizinde
kullaniimak UGzere hala buydk miktarlarda amilolitikenzimlere ihtiyag
duyulmaktadir.

2.2.1.11Bacillus Cinsinin Biyoteknolojideki Yeri

Bacillus cinsi Uyeleri bgta hidrolitik enzimler olmak Uzere bircok enzimi,
bunun yani sira antibiyotik, yararli biyokimyasallge insektisitleri Gretmelerinden
dolayl endustriyel sireclerde yaygin olarak kullaaktadir. Ayrica Bacillus
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turlerinin fermentasyonu ile elde edilen ve yildzkigsik 100 000 ton tuketilen bir
Japon yiyecg olan “Natto” bu cinsin gida sektorindeki kullanmm bir diger
0zgunseklidir [Harwood, 1992].

Bacillus turleri, kolay Ureyebilmeleri, bulunduklar kultimrtamina enzim
salgilayabilmeleri, belli turler bir yana insan ¥ayvanlar igin patojenitelerinin
bulunmamasi ve birgonun basit besin gereksinimleri nedeniyle endisttsyirecler
icin uygun enzim kayra olarak kullaniimaktadir [Harwood, 1992].

Gida, icecek ve deterjan endustrilerindeki yayguallakimi ve digik
duzeydeki patojenitesi nedeniyBe subtilisFDA (US Food and Drug Administation)
tarafindan guvenli (GRAS: Generally Regarded As epakabul edilen bir
mikroorganizmadir [Harwood, 1992].

Bacillus soylari biyime ortamina biyuk miktarlarda protsalgilamalari,
kolay buyutulebilmeleri ve kanitlangnguvenilirliklerinden dolayi heterolog protein
uretiminde kullaniimaktadirlar.Bacillus turlerince Uretilen bdica endustriyel
enzimler; a-amilaz, pB-amilaz, pB-glukanaz, alkalen fosfataz, alkalen proteaz,
siklodekstrin glukanotransferaz, glukoz izomeraallytanaz, lipaz,p-laktamaz ve
notral proteazdir [Harwood, 1992].

Endustriyel uygulamalarda sicaklik karaghhin 6neminin ankalmasindan bu
yana termofilik mikroorganizmalar, termofilik ama#larin Uretimi icin 6zel ilgi
odazl olmustur [Pandey et.al., 2000]. Yuksek sicakliklar gérek endustriyel
sureclerde 0Ozellikle sicakseveBacillus soylari tercih edilmektedir [Harwood,
1992]Bacillustirlerinin hemen hepsi amilaz Uretmekle beraBe@gzotoformansB.
badius B. fastidiosusB. insolitus B. larvae B. laterosporusB. lentimorbus B.
marinus B. pasteurij B. popilliag B. pumilus B. schlegellive B. sphaericusin
nisasta hidrolizi yapmag bilinmektedir. Endustride en c¢ok kullanilan amila
ureticileri ise B. subtilis B. stearothermophilys B. licheniformis B.
amyloliquefacientir [Guptaet al, 2003].
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3.KLONLAMA

PCR tirevli DNA fragmanlarinin karih bir sekilde klonlanmasi, galtiimis
DNA’larin sonraki analizleri icin anahtar basamaktelitirilen bir¢ok klonlama
yonteminin yani sira gli ticari klonlama kitleri de bulunmaktadir. Budgitemler
ligasyon-b@imli klonlama ve ligasyon-tgamsiz klonlama olarak iki gruba ayrilir.
Ligasyon b& ml klonlama daha yaygin kullaniimaktadir [Guo @&id2002].

PCR drunlerinin ligasyon-gamlh klonlanma yontemleri DNA uclarina gore
kendi icinde 3 tipe ayrilir: kit uclu klonlama, ygian uclarin klonlanmasi ve T-A
klonlama.

Uygun ligasyon baimh klonlama yénteminin seciminde gi#fi faktorler g6z
oninde tutulmalidir.  Bunlardan birincisi, klonlanaanacidir. Orngin secilmi
klonlar protein ekspresyonunda kullanilacaksa Iispeesyon vektdriinde yonlu
klonlama istenebilirikincisi, PCR urunleri ile 6riien uygun bir vektoriin segimi
veya hazirlanmasidir. Farkli DNA polimerazlar kiglw ya da yapkan uclu
klonlama vektoérleriyle uyumlu farkli DNA uclarn olaPCR drtnleri olgtururlar.
Ucuinciisii, genelde kullanilan plazmit vektorlerimrithma kapasitesinin gnda
kalan ¢ok uzun PCR drlUnlerinin (10 kb’'den fazlaprthnmasinda kozmit ya da
DNA vektorleri kullanimidir. “Insert” iceren klonten secimini kolaylgtirmak ve
klonlama etkinlgini gelistirmek icin pozitif klonlarin etkin bir tarama sishi ile
taranmasi da oldukg¢a 6nemlidir [Guo and Bi, 20(24hn and House, 2004].

Yapikan uclu klonlama, PCR UrlUnlerinin  klonlanmasindarg¢dk
laboratuvarda rutin olarak kullaniimaktadir. Bu tgmde PCR primerlerinin 5’
uclarina restriksiyon bdlgeleri yestailir. Cogaltma reaksiyonu devam ederken
primerler PCR (riinlerinin igcine entegre olligili restriksiyon enzimleriyle kesim
sonrasi PCR Uridnlerinin iki ucunda ygqan uclar olgur. Kesilmg PCR drunleri ve
vektorler cok yuksek etkinlikte binarilebilir ve oldukca etkin yagkan uclu
klonlama gercekigirilebilir. ki PCR primerindeki restriksiyon enzimleri ayni ga
farkl olabilir. Farkh olduklari keullarda PCR urunleri vektorlere yalnizca tek bir
yonde girebilir [Guo and Bi, 2002].

Yapiskan uclu klonlamada bazi problemler g@hilmektedir. Bircok
restriksiyon endonukleazi 6zellikle kesim boélgeleift iplikli PCR Grtnlerinin 5’

uclarinin yakininda oldiunda DNA uglarina stabil olmayan glanmadan dolayi
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etkili kesim yapamazlar. Bunun bir ¢c6zUmu restgiksi bolgesinin 5’'ucunun énine
ekstra nukleotit eklenmesidir, ancak bu, bazi duanda primerlerin kaliba tutunma
etkinligini de digtrebilmektedir. Yapkan uclu klonlama icin der bir problem,
istenmeyen i¢ kesim bolgelerinin bulunabilmesidiu problemi éngérmek zordur,
cunkl genellikle “insert” dizileri bilinmez. Bir der problem ise primer dimerlerinin
olusumudur. Restriksiyon tanima dizileri genellikle setekrarli (palindromik)
dizilerdir ki bu da primer dimerlerinin ojumu ve sonucgta amplifikasyon
etkinliginin dismesine yol acar [Guo and Bi, 2002].

Bircok DNA polimeraz gibi Tag DNA polimeraz da kit uclu DNA
fragmanlarinin 3’ uglarina ilave nukleotitler ekddylir. Taq polimeraz tercihen cift
iplikli DNA'nin kit uclarina bu terminal transferaaktivitesi sayesinde tek bir 3'-A
ekler. BoylelikleTaq polimerazla ¢@altilmis bircok PCR Urind iki ucunda tek bir
3'A cikintisina sahiptiriki ucunda 3'-A cikintilari olan PCR Urinlerinin gtadan
klonlanmasinda uglarinda 3'-T cikintisi olan lingar T-vektort kullanilabilir.
Vektordeki 3'-T ile PCR drtinindeki 3'-A c¢ikintilaarasindaki tamamlayicilikaq
ile ¢cogaltilmis PCR Urdinlerinin T-vektdriine goudan ligasyonunu gtar ve strateji
genellikle “TA klonlama” olarak adlandirilir. TA &hlama stratejisi hem basit hem
de kit uclu klonlamadan daha etkindir [Zhou and &pi8anchez, 2000].

Geleneksel ligasyon-ganli yontemlerin yani sira enzimsiz veya ligazsiz
klonlama olarak da adlandirilan ligasyon&ib@i olmayan klonlama yontemleri de
kullaniimaktadir. Bununla birlikte bu yontemlerde c¢ok sayida primer gereksinimi,
kullanilacak konakg¢inin sinirli sayida olabilmdsillanilan vektér ve “insert”in PCR
ile cogaltilabilmesi gibi birtakim sinirlandirmalar buluakiadir [Guo and Bi, 2002],
[Tillett and Neilan, 1999].
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4. GEREC

4.1. Kullanilan Sarf Malzemesi

Tablo 4.1: Kullanilan sarf malzemeleri.

Kullanilan Malzeme

Uretici Firma

2-propanol RIEDEL 24137
3,5-dinitro salisilik asit SIGMA D0550
500 bp DNA belirteci FERMENTAS
Agar BD 214010
Agaroz 3GMA A-6013
Akrilamit SIGMA A 8099

Alfa-siklodekstrin

APPLICHEM A2146

Amonyum persilfat (APS)

BIORAD 161-0700

Amonyum silfat (NH).SO,

MERCK 1.01216

Ampisilin ROCHE 10835269 001
Aquazide Il CALBIOCHEM

Asetik asit RIEDEL 27225

Aseton MERCK 100013

BaCb FLUKA

BaCl SIGMA-ALDRICH 217565

Beta-siklodekstrin

APPLICHEM A2147

Bisakrilamit

BIORAD 161-0201

Bradford protein assay dye

BIORAD 500-0006

Brillant blue R SIGMA B 7920
Bromofenol blue SIGMA B-6131

BSA SIGMA-ALDRICH A7906
CaCb SIGMA C-3306

CoCb SIGMA C 2644

CTAB (setil trimetil amonyum bromid) SIGMA H 6269

CuCh SIGMA C-6641
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Tablo 4.1: devami.

Diyaliz membrani

ROTH 0653.1

DMSO (Dimetil stlfoksit)

SIGMA D 5879

dNTP (PCR grade nucleotide mix)

ROCHE 04 728 874 00

EcoRlI

ROCHE 11 175 084 001

EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) SIGMA E 5134
Etanol J. T. BAKER 8228
Etidyum bromr $GMA E-7637
FeCh FLUKA 44939
FeCk MERCK

FeSQ SIGMA F-7002
Filtre kagidi 3 MM Whatman
Gliserol RIEDEL 15524
Glisin SIGMA G 7126
Glukoz SIGMA G8270
HCI MERCK 1.00314
Hekzamin kobalt klorit SIGMA H7891
Hindlll ROCHE 10 656 321 001

HiPrep Q FF 16/10

GE Healthcare

IPTG (izopropil3-D-tiogalaktozit)

Roche 724815

Izoamil alkol MERCK 1.00978.1000
KCI RIEDEL 12636
KH.PO, MERCK 104877
Kpnl TAKARA 1068
LiCl, ALDRICH 213233
Lizozim MERCK 105281
Maltoz SIGMA 2250
Maya ozutu MERCK 1.03753
MgCl, MERCK 105832
MgSOy SIGMA M2773
MnCl, MERCK 105917
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Tablo 4.1: devami.

NaHPO, MERCK 106586

NaAc MERCK 106268

NaCl MERCK 1.06400.1000
NaH,POy RIEDEL 04269

NaOH MERCK 1.06462.1000
NH4AC RIEDEL

NH4CI SIGMA A9434

NiCl, SIGMA N 5756

Nutrient broth DIFCO 234000
Oligonukleotitler IDT

PEGS8000 8GMA P2139

Pepton MERCK 107214

Pfu polimeraz STRATAGENE 600670
PMSF (Fenilmetilstlfonilflorid) SIGMA 7626
Potasyum asetat SIGMA P3542
Potasyum hidroksit RIEDEL 6005

Protein belirteci (PAGE-Ruler) FERMENTAS SM0671
Protein standardi SIGMA SDS-6H

Pst ROCHE 10621633001
RNase ROCHE 11 119 915 001
SDS SIGMA 5750

Sefakril SI00HR SIGMA-ALDRICH
Sodyum deoksikolat ISMA

Sodyum potasyum tartarat SIGMA 2377

Soluble starch SIGMA S2004

Sukroz $GMA S0389

T4 DNA ligaz ROCHE 10 716 359 001
TaqDNA polimeraz ROCHE 1418 432
TEMED SIGMA T 7024

Tris baz SIGMA T-1503

Triton X-100 MERCK
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Tablo 4.1: devami.

Tween 20 SIGMA P 1379
Tween 80 SIGMA P 8074
ZnCl, Anonim

ZnSQ, Anonim
B-merkaptoetanol SIGMA M-6250

A DNA MBI-FERMENTAS

4.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 4.2. Kullanilan cihazlar.

Kullanilan Cihazlar

Uretici Firma

+4°C sgutucu

ARISTON NOFROST

-20°C dondurucu

ARISTON NOFROST

-80°C dondurucu

HERAEUS INSTRUMENT

Agaroz jel elektroforez sistemi

BIOMETRA AgaGel Min

Akta saflgtirma sistemi

GE, Healthcare

Buz makinesi

BAR LINE BF 85

Calkalamali su banyosu

JULABO-SW 21

Calkalamali su banyosu

GFL 1083

Calkalamali yer inktibat6r

CERTOMAT-BS-T

Etiv

EDMUNT BUHLER-TH 15

Hassas terazi

SARTAHS-BL 210S

Inkiibator

EDMUND BUHLER KS-15

Jel gbrintileme sistemi

IVBER LOURMAT

Jel gbruntuleme yazicisi

SONY

Liyofilizator

JOUAN RC-10.10

Liyofilizatér sogutucu motoru

JOUAN RCT 90

Liyofilizatbr vakum motoru

ALCATEL- Pascal 2005 C1

Manyetik karstirici

HEIDOLPH MR3001

Masa Usti sgutmali santrifdj

HERAEUS Sepatech, Biofuge

15R
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Tablo 4.2. devami.

Masa Ustl sgutmali santrifuj

BECKMAN COULTER, Allegra 25R

Mikro plaka okuyucu

BMG Labtech, Fluostar Omega

Mikrosantrifij

BECKMAN Microfuge 18

Mikrodalga firin BEKO-1550
Mikropipet 2 ul GILSON
Mikropipet 1000 pl GILSON
Mikropipet 200 pl GILSON
Mikropipet 5000 pl GILSON

Orbitral karstirici

BIOMETRA WT12

Otoklav

HIRAYAMA-HICLAVE HVE-50

Otoklav

VARIOKLAV-Dampfsterilizator 300

Otomatik dizi analizi sistemi

BECKMAN COULTER CEQ@@0

pH metre

INOLAB pH LEVEL 1

Protein elektroforez sistemi

BIORAD Mini Protean Il

Spektrofotometre BIORAD-Smartspec 3000
Steril kabin HERAEUS-Herasafe-HS 12
Pastor firini BINDER-ED115

Saosutmali su banyosu

VWR 1160S

Sonikator

BRANSON Digital Sonifier 250

Tek kullanimhk steril filtre (0.45
Hm)

SCHLEICHER&SCHUELL1046220Q

Tek kullanimhk steril filtre (0.22
Hm)

SARTOROUS STEOM 17597

Terazi

SARTORUS-BL 3100

Termal dongu cihazi

BMETRA T3

U.V transilliuminator

VILBER LOURMAT V026347

Vorteks

VORTEX GENIE-2
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5. YONTEM

5.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Biyolojik Materyaller

Tez kapsaminda, Enzim Molekiler Gepetre Kizilay Pendik Tip Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’ nin ortak caimasiyla yerel ekosistemlerden izole
edilerek, morfolojik ve fizyolojik o6zellikleri “Begey’'s Manual of Systematic
Bacteriology”ye [Sneath, 1986] gore tanimlagmanzim Uretkenlikleri test edilmi
11 a-amilaz ureticisiBacillus soyu kullanildi. Onceki caimalarda bu soylarin
biyokimyasal karakterizasyonunun yani sira APISOCHBAPI20E kitleri ile
VITEK sistemi kullanilarak tanilama csinalari yapilmy, bu soylarin molekiler
temelli yontemlerle tiplendirilmesi ile ilgili biTUBITAK projesi (105T-188) 2009
yilinda tamamlanngtir (issever Oztiirk, 2008). Kullanilan soylara ve izolddikleri

kaynaklarin 6zelliklerine ait bilgiler Tablo 5.1'der almaktadir.

Tablo 5.1: Kullanilan yerel izolatlar, izole edgdkaynak ozellikleri
ve tiplendirme cadmalari sonucunda 6nerilen tir adlari.

E izole Edildgi Kaynaginin Yeri ve Ozellikleri
(@]
o ONERILEN TUR ADI
8 - =
o Ornek Kayngl - T —;:5 9
[ n
A3 | Gonen Dg llicasi-1 kaplica suyu| 7 43 | B. subtilis
A4 | Gonen Dg llicasi-1 kaplica suyu| 7 43 | B. cereus
A7 | Afyon Heybeli Kaplicasi | toprak 9 48 | B. subtilis
Al8 | Edremit Zeytinisletmasi | pirina ? ? | B. subtilis
P23 | oticast o |kaplcasuyu | 7.3 635 e
A26 | Manyas Serpin Kaplicasi| kaplica suyu 7 5B. licheniformis/?
A28 | Afyon Heybeli Kaplicasi | kaplicasuyy g | 53 |g_ subilis/ B. amyloliquefaciens
P17 | Afyon Heybeli Kaplicasi | kaplica suyu 8 583 cereus
P19 | Gonen Yildiz Otel G-7 kaplica suyu 7,2 58, subtilis
P21 | Afyon Omerli Kaplicasi toprak ? 80B. licheniformis
P22 | Gonen Dallicasi toprak ? 35| B. megaterium/?
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5.2. YerelBacillus Soylarinin Genomik DNAizolasyonu

Yerel Bacillus soylarinin genomik DNA izolasyonu “Promega Wizard
Genomik DNAizolasyon Kiti” kullanilarak yapildi.

» Promega Wizard Genomik DNi&olasyon Kiti Protokolii
2 ml LB besi yerinin yereBacillusizolatlarinin -20 °C stoklari ile % 1 oraninda
asllanmasi ve gece boyu 37 °C'ta, 175 rpm’de inklldnesi ile elde edilen

kaltarlerin 1 ml'si ependorf tipune alindi vgaguida verilen kit protokolid uygulandi.

- Kdltlir 14.000 rpm’de 2 dakika santriftij edildiktennra Ust sivilar uzakdarildi
ve cokelekler 48Qu 50 mM EDTA, pH 8.0 icinde ¢ozulup, tzerlerine 120
lizozim (10 mg/ml) eklenerek 37 °C’ta 30-60 daksi@eyle inkiibe edildi.

- 14.000 rpm’de 2 dakika santriflij sonrasi Ustlaruzaklgtirildiktan sonra 600
ul “nuclei lysis” ¢ozeltisi eklendi, mikropipet ileazikce kagtirildi ve -80 °C’ta
5 dakika inktbe edildikten sonra oda sicakla sgutulup, 3ul RNase ¢ozeltisi
eklenerek kastirildi ve 37 °C'ta 15-60 dakika inklibe edilip, odecaklgina
sogutuldu.

- 200 ul “protein ¢oktirme” ¢ozeltisi eklenerek vortekstikten sonra 5 dakika
buzda bekletildi ve 14.000 rpm’de 3 dakika sangriédilip tst sivi, oda
sicaklginda, 600ul izopropanol iceren yeni bir eppendorf tipine adak
karstirildr.

- 14.000 rpm’de 2 dakika santriftj edilerek, Ust sizaklgtirildi ve 600ul % 70
etanol (oda sicalginda) eklenerek kagtirildiktan sonra 14.000 rpm’de 2 dakika
santriftij edildi ve Ust sivi uzakdarilarak liyofilizatérde 10-15 dakika kurutuldu.

- Elde edilen genomik DNA ¢okeie 100 pl “sulandirma” ¢ozeltisi iginde 65
°C’'ta 1 saat ya da +4 °C’ta gece boyu ¢ozinmeyakibah.

5.3. Yerel Soylarin Alfa Amilaz Genlerinin PCR ile
Cogaltiimasi

Bu boélimde yer alan camalarda Ausubel et a{2001) ve Sambrook et al.,

(1989) tarafindan uygulanan temel molekler biyi&lgpntemler kullanilmgtir.
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Yerel Bacillus soylarinina-amilaz genlerinin PCR ile @altilmasi amaciyla,
veri tabanlarinda bulunan ilgiti-amilaz gen dizilimlerinden yararlanilarak ileri ve
geri primerler olgturuldu ve sentez ettirildi. Kullanilan primerleridizisi ve

restriksiyon endonukleazi kesim bélgeleri Tablodererildigi gibidir.

Tablo 5.2: Kullanilan primerler.

Primer | Soy Dizi
Adi
12AF | B. subtilis 5'- TAC GA|A GCT TGA TGT TTG CAA AAC GAT TCA AAACC -3
Hindlll
13AG | B. subtilis 5'- TAC GGG TAC| CTT ATC AAT GRG GAA GAG AAC CGC -3’
Kpnl
14AF | B. 5'- TAC GA|A GCT TGA TGA GGG GAT CTC TCA GGA TAA AG -3'
megaterium Hindl
15AG | B. 5'- TAC GGG TAC| CCT ACC TCT GGA CAT ATA TAG AAA CTG -3
megaterium Kpin
16AF | B. 5'- TAC GA|A GCT TGA TGA AAG GGA AAA AAT GGACAG C -3
megaterium Hinidi
17AG | B. 5- TAC GG|A ATT CTT ATT TTATTA AAA CCG TCC GAT TCG -3’
megaterium EdI

18AF | B. cereus 5'- TAC GCT GCA |GGA TGC TTA AAG ACG CCA TCT ATC ATA GG -3
Pkt
19AG | B. cereus 5'- TAC GGG TAC| CTT ACC ATT TTA ATA TGG AGA ATC CAT ATG G-

3
Kgn
1FA B. 5- TAC GTA| AGC TTG ATG AAA CAA CAA AAA CGC CTT -3
licheniformis Hinidl
2GA B. 5-TAC GTG| AAT TCA AAG AAA TTT ATA AGA CGG GCA -3
licheniformis Edol

PCR reaksiyonlari Tablo 5.3'de verilen skb ve programda yapildi. Elde

edilen PCR Urlnleri %1 agaroz jelde kontrol edildi.

Tablo 5.3: Alfa amilaz genleri icin PCR qdlar1 ve programi.

PCR kaullari PCR programi
94°C 5
* 200 ng kalip DNA .
» 80 ng primer 94°C 30”
 1,5;3ve4d mM MgGl 64°C 30" 30x
e 200 pM dNTP o )
« 1X Taqbuffer 72°C 120

* 0,9 UTagDNA
72°C 100
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5.4. Caaltilan genlerin restriksiyon endonikleazlari ile
kontroli

Elde edilen jel profiline bakilarak secilen PCRirileri, calgmanin bir sonraki
basamal olan klonlamada kullanilacak restriksiyon enzirnlde gen ici enzim
kesim bdlgesi bulunup bulunm@thin  kontroli igin ilgili restriksiyon

endonikleazlari ile kesime alindi.

» Kesim Protokolu
-1 pg PCR Urund
- 3 U/ ug DNA restriksiyon endontikleaz
- 1X tampon

37 °C’ ta 1 saat surdurtlen kesim sonrasi 6rnekiesjlmems ornekleri ile

birlikte % 2 agaroz jelde kontrol edildi.

5.5. Genomdan PCR ile Dgrudan Klonlama

Plazmit Gzerinde bulunan genlerin ligaz olmayak, ke PCR basang ile
pUC19 vektéri [Yanisch-Perron et.al.,, 1985] Uzerikbonlanmasi; An ve
arkadalarinin 2010 yilinda yagh calsma modifiye edilerek gercelderildi. Buna
gore, 5'- uclarinda puUC19 vektérintn ¢oklu klonlabidgesine yakin bir bolgeye
tutunabilecek kuyruklar olan ileri ve geri primarleasarlanarak sentez ettirildi.
Klonlamanin gercekkgirilebilmesi icin, bu primerlerin kullanilgh ve Tablo 5.4’ te
verilen kaul ve programlar ile-amilaz genleri uclarinda pUC19 vektérine tutunma

bdlgeleri olacakekilde Bacillusgenomlarindan PCR ile galtildi.
» Klonlamada kullanilan oligonukleotitler

- F1-F2:B. subtilisalfa amilazi i¢in

- F3-F4:B. cereusalfa amilazi icin kullanildi.
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e F1: 5 - GAC CAT GAT TAC GCC AAG CTT GAT GTT TGC AAA ACG ATT CAA AAC-3’
pUC19’a tutunma bdlgesi Hindlll B. subtilisamilazi ileri primer

e F2:5 - CCA GTG AAT TCG AGC TCG GTA CCT TAT CAA TGR GGA AGA GAA CCG C-3'

pUC19’a tutunma bdlgesi Kpnl B. subtilisamilazi geri primer

* F3:5-GCC AAG CTT GCA TGC CTG CAG GAT GCT TAA AGA CGC CAT CTA _TC-3
pUC19’a tutunma bdolgesi  Pst B. cereusamilazi ileri primer

* F4:5 - CAG TGAATT CGAGCT C GG TACCTT ACCATT TTAATATGG AGAA TC-3

pUC19’a tutunma bhdlgesi Kpnl B. cereusgeri primer

Tablo 5.4: Genomdan fragmangaitmak icin yapilan PCR kallari ve programi.

PCR kaullari PCR Programi

+ 80 ng primer 94°C %’
* 200 ng kalip DNA
« 0,2mM dNTP

« 1,5-3mM MgCh 94°C 60”

* 0,9 U Taq DNA polimeraz | 55°C 60" (F1-F2 primer cifti icin) ¢~ 4X

* IXPCRt
amponu 53°C 60”(F3+4 primer cifti icin)
72°C 120"

94°C 30"
64°C 30" 30X
72°C 120"

72°C 100

Elde edilen PCR urlnleri % 1 agaroz jelde kontrdilde Paralel olarak,
klonlama vekt6ru olarak kullanilan pUC19, F1 ve pidmerleri ile ¢galtilan a-
amilaz genleri icirHindIll- Kpnl, F3 ve F4 primerleri ile ggaltilan a-amilaz genleri
icin ise Pst-Kpnl restriksiyon endonukleazlan ile lineer hale gkli ve PCR
aranleri ile birlikte % 1 agaroz jelden izole edé& klonlama PCR’si icin hazir hale
getirildi. Klonlama PCR’si Tablo 5.5'te verilen & ve programda uygulandi. Elde
edilen PCR Urand dwudanE. coli IM109 kompetan hicrelerine TSS yontemi ile
transforme edildi. Transfromasyon sonucu elde adi@onilerdea-amilaz geninin

varhgl, STET (Bolium 5.7.1) yontemi ile plazmit izolasyorsonucu elde edilen
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plazmitlerin ilgili restriksiyon endonikleazlar ilkesim sonrasinda @aulandi.

Ayrica secilen klonlaria-amilaz gen dizilimleri dizi analizi ile belirlendi

Tablo 5.5: Klonlama PCR’sinde kullanilanskib ve program.

Klonlama PCR kegullar Klonlama PCR Progran

* 250 ng vektor (ilgili enzim ciftleri ile 94°C 3
kesilmis pUC19)

« Molar dizeyde vektorin 5 kati kadar  94°C 30”
fragman 55°C 30” } 30x
e 200 pM dNTP 72°C 300"
« 1X Taq buffer +
« 2,5 UTaqDNA-Pfupolimeraz (1:1) 1 UTaqDNA pol.
72 °C 10’

» Restriksiyon enzimleri ile vektor icin kesim pr&tdu
- 10 pg puUC19
- 4U/ ngDNA restriksiyon endonikleazi
- 1X tampon

- Kesim suresi: Her enzim icin 3T'ta 120’

Kesim sonrasi sodyum asetat-etanol ¢oktirmesi apgu drnekler, hiz-vakum
santrifijunde etanolin uzaktailmasinin ardindan uygun hacimlerde c¢ozulerek
jelden izole edilmek Gizere % 1 agaroz jele yukletféiomega PCR clean-up and gel
isolation kit” kullanilarak jelden geri kazanilamn@klere miktar tayini yapildiktan

sonra ligasyon basa@aa gecildi.

* Promega PCR clean-up and gel isolation kit prdibko

- Jel parcasl tamamen ¢Oziinenginl®0-65°C'ta bekletildi.

- Elektroforez sonrasinda kesilen DNA parcasi 1,5eppendorf tipe alinarak
tartildr.

- Her 1 mg jel baina 1 pl “membrane binding solution” eklenerek e&sgiendi.

- Jel parcasI tamamen ¢Oziinenginl®0-65°C'ta bekletildi.

- Cozlinen jel kagimi toplama tupdndn icine yeskgilmis SV mini kolona
aktarildi.

- Oda sicakizinda 1 dk. bekletildi.
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-16 000 g'de 1 dk. santrifgjun ardindan toplama tigaki sivi dokaldi, mini
kolon tekrar ayni tipe yesrildi.

- 700 pl “membrane wash solution” eklendi. 16 000dg’1 dk. santriflj edildi,
toplama tipundeki sivi dokuldd, mini kolon tekrgnetipe yerlgtirildi.

- 500 pl “membrane wash solution” eklenen 6rnek&000 g'de 5 dk. santrifij
edildi. Toplama tupundeki sivi kaltilarak mini kolon yine ayni tipe alindi.
Kalan etanoliin ugmasi i¢in santrifijun k@p&ullanilmadan 16 000 g'de 1 dk.
daha santrifij edildi.

- Mini kolon 1,5 ml'lik eppendorf tiipe aktarildi. Udee 50 pl “nuclease-free
water” eklenerek oda sicaginda 1 dk. bekletildi.

- 16 000 g'de 1 dk. santrifdjun ardindan mini koldrida. Tipte toplanan drnek
+4 veya -20C'ta saklandi.

5.6. Transformasyon

Ikinci PCR sonucu elde edilen riinlefincoli IM109 kompetan hiicrelerine

transformasyonunda TSS transformasyon yontemi taldia

TSS Transformasyon Yontemi

» Kompetan hiicre hazirlanmasi

- 2 ml LB besi yeri, tek koloni ile veya -2C ya da -80C hiicre stgunun 20
ul'si ile asilandi. Hucre icin uygun sicaklikta, 200 rpm catikah hizi ile gece
boyu buayatalda.

- Gece boyu buydtulen kaltdrin 1 ml'si 500 ml’liklemde bulunan 100 ml LB
besi yerine glanarak uygun sicaklikta, 200-220 rpm calkalamai hie
buyutuldd.

- ODggo degeri 0,5 olunca kultir 6nceden @dulmus santriftj tipune alindi ve
buzda 20 dk. bekletildi.

- Sure bitiminde +4C’ta 7000 rpm’de 10dk. santrifiij edildi.

- Ust sivi atildi. Pelet buzda@aulmus 10 ml TSS icinde ¢oziildii ve kompetan
hiicre transformasyona hazir hale getirildi.

- Kullaniimayan miktar bekletiimeden -80'ta stoklandi.
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* TSS (100 ml): 10 g PEG8000 ve 5 ml DM&®8 ile 95 ml'ye tamamlanarak 121
°C'ta 20 dk. otoklavlandi. Smduktan sonra icine filtre ile steril edilmil M
MgCly’den 5 ml eklenerek kagtirildi. +4°C’ta saklandi.

* Transformasyonsamasi
- Tuplere ligasyon materyalinin 5 pl'si giaild1.
- Uzerine 200 pl kompetan hiicre eklenerekskaridi.
- Tupler 30-60 dk. buz iginde bekletildi.
- 42°C'ta 2 dk. 1ssoku uygulanan tipler hemen buza alinarak 2-5 dilebikli.
- Her bir tipe 1 ml LB eklenerek 3T'ta 1 saat calkalanarak inkiibe edildi.
- Silre sonunda tpler 10 000 rpm’de 2 dk. santediidi.
- Ust sivi dokiilerek pelet dipte birakilan sivi dgngozilerek LB+ampisilinli
petrilere yayildi.
- Gece boyu uygun sicaklikta bayutaldu.

* LB :10 g/l nutrient broth, 5 g/l yeast extract, 8MaCl, 0,52 g/l Trizma base

« LB —agar : 10 g/l nutrient broth, 5 g/l yeast egtr® g/l NaCl, 15 g/l agar

* Ampisilin: 10 mg/ml stok ¢ozeltisi hazirlandi. 1 g ampisitl®0 ml steril distile su
icerisinde ¢6zuldl ve coOzelti pH’'st 1M NaOH ile 8é ayarlandi. 0.22 um por

capina sahip filtreden gecirilerek “ZDta saklandi.

5.7. Klon  Adaylarinda a-amilaz  Geni  Varliginin
Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

5.7.1. STET Plazmitizolasyonu Yo6ntemi

» Gece boyu 10 ml ampisilin iceren LB besi yerindgilitilen klturler +£C'ta
3500 rpm’de 20 dk. santriftj edildi.

« Ust sivi uzaklgtirildiktan sonra pelet 400 ul STET [STET (100 m8l)g sukroz,
5 ml Triton X-10Q 5 ml 1M Tris-HCI pH 8.01,86 g EDTA] icinde ¢ozuldi ve
eppendorf tipe aktarildi.

* 10 mg/ml lizozim solisyonundan 25 pl eklenen tuptekletimeden 1 dk.

voktekslendi.
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* 45 sn. kaynatilan tipler oda sicgkhda 13 000 rpm’de 15 dk. santrifij edildi.
Olusan pelet steril kiirdan yardimiyla uzaglaldi.

» Tuplere sirasiyla 200 pl 5M NMAc ve 1 ml 2-propanol eklendi. Vortekslenen
tipler -20C’ta 5-10 dk. bekletildi.

« +4°C’ta 13 000 rpm’de 10dk. santrifijiin ardindan tigtlar uzaklatirildi, pelet
kurutularak 50 pl steril dfO’da ¢ozuldu.

5.7.2. “Promega Wizard miniprep kit” Plazmit DNA izolasyonu

Transformasyon sonucu elde edilen kolonilerdenlesecdbirkacinin plazmit

izolasyonunda ticari olarak satilan plazmit izo@siti kullanildi. Buna gore;

e Gece boyu bayatilen 5 ml hicre kaltird 4000 rpm2i@ dakika sureyle
cOkturulerek Ust sivi uzakdanldi.

« Ornekler 250 pl “cell resuspension” soliisyonundziitdii ve eppendorf tiipiine
aktarldi.

» Orneklere “cell lysis” soliisyonundan 250 pl eklend@iipler alt-tst edilerek
karstirildiktan sonra oda sicaglnda 5 dakika bekletildi.

* Bir sonraki basamakta tiplere 10 pl “alkaline pase® co6zeltisi eklenerek alt-
st edilerek oda sicaklnda 5 dakika bekletildi.

* Notralizasyon cozeltisinden 350 pl eklenerek w«arildi ve 14.000 rpm’de 10
dakika santrif(j edildi.

 Santriflj sonrasli Ust sivi 6zel tiplere ygildmis filtrelere aktarildi ve 14.000
rom’de 1 dakika santriftij edildi.

« Alt tipte biriken sivi bgaltilarak tekrar yerlgirildi. Uzerine 750 pl yikama
cOzeltisi eklenerek 14.000 rpm’de 1 dakika santefdildi.

* 250 ul yikama c¢ozeltisiyle yeniden yikanan memktdr000 rpm’de 2 dakika
santrifilj edildi. Kalan etanoliin uzaktaasi icin santrifij kaga acik sekilde 1
dakika daha santriftij edildikten sonra filtre ybm eppendorf tipine aktarildi.

» Son olarak drneklere 750 pl “niklease free wat&teredi ve 14.000 rpm’de 1
dakika sureyle santrifij edildi ve bdoylelikle plaznizolasyonu tamamlandi.

Izolasyon suresince yapilan santrifiijler oda sigaidia gercekigirildi.
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5.8. Klonlanan Genlerin DNA Dizi Analizi

Klonlamanin bgarili olup olmadginin ve klonlanan genin dizisinin kontrolu
Beckman CEQS8000 otomatik dizi analizi sistemi kailarak yapildi. Bu sgamada,
elde edilen klon adaylarinin plazmit DNA'si “PronaedgVNizard miniprep Kkit”
kullanilarak (Bolum 5.3.7.2.) elde edildtlde edilen miniprep icin miktar tayini
yapildiktan sonra dizi analizi reaksiyonuna gecildi

Elde edilen plazmitlerin % 1 agaroz jelde miktayinéeri yapildi ve Tablo
5.6'da verilen PCR kallant ve programi kullanilarak dizi reaksiyonu

gerceklatirildi.

Tablo 5.6: Dizi analiz reaksiyonunda uygulanan R@Ril ve programi.

PCR kaullari PCR programi
* 500 ng kalip DNA
. 94°C'ta 4’
* 6,4 pmol primer
« 8 ulDTCS tamponu 96°C’ ta 20"
, . 50°C’ ta 20” 30X
* dH,O ile toplam hacim 20 pl 60°C’ ta 240"

olacaksekilde tamamlandi.

Reaksiyon sonunda drneklere “durdurma c¢ozeltisit(B3M NaAc, pH 5,2; 2
pul 100 mM EDTA; 1 pl 20 mg/ml glikojen) eklenerekflice karstirildi ve 60 pul %
95 s@uk etanol eklendi. +4 °C’ ta 14 000 rpm’de 15 démtsiflj edilen 6rneklerin
ust sivisi uzakkinldi. 200 pl % 70 suk etanol eklenen 6rnekler 4 °C’ ta 14 000
rom’ de 5 dk. ¢Okturuldi ve ust sivi atildiktan 086 70 etanol basargiatekrar
edildi. Ornekler liyofilizatérde kurutuldu.

Dizi analizi icin peletler 40 pl 6rnek yikleme sgjionunda cozulerek dizi
analizi cihazi 6rnek plakalarina yegieildi, Gzerlerine bir damla mineral ga

damlatilarak okutuldu.
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5.9. Klonlarin Ekspresyon Calsmasi

5.9.1. 3 ml Besi yerinde Yapilan Ekspresyon Camasi

Elde edilen klonlarin alfa amilaz Gretip Uretmedikhin belirlenmesi amaciyla
oncelikle 3 ml % 1 rasta iceren sivi besi yerinde buyutulen kulturldndere dgi
enzim aktivitesi ¢cafildi. Buna gore 0,1 mM IPTG ile uyarilan kilttrlerdIPTG ile
uyarim sonrasli 5. saatte ve kultirigléagic saatinden 24 saat sonra 6rnek alinarak
st sivida hicre gh aktivitenin varlgi test edildi. Paralel olarak her farkli gruptan bi

ornek icin uyarimsiz ornek ayni gwdlarda calgildi.

* % 1 nkasta iceren sivi besi yeri: % 1 soluble starch, . 26(0NH,),SO,, % 0.03
MgSOy.7H,0, % 0.02 CaG| % 0.2 peptone, % 0.2 yeast extract, % 0,002 eSO

* IPTG (izopropilB-D-tiogalaktozit): 100 mM stok cozeltisi hazirlandd.283 g
IPTG, 10 ml steril distile su icerisinde ¢6zuldi2® um por ¢capina sahip filtreden
gecirilerek -20C’ta saklandi.

* a-Amilaz Aktivite Testi (3,5-di nitro salisilik asiyontemi):Tez catmasindaa-

amilaz aktivitesi, Bernfeld’in (1955) 3,5-di nitsalisilik asit yontemi ile belirlendi.

- 500 pl hicre ast sivisi alinarak, tzerine 500 pésat ¢cozeltisi eklendi.

- Vorteks ile hafifce kastirilan ttpler 37° C su banyosunda 3 dakika inkibe
edildi.

- Inkiibasyon sonrasi her bir tipe 3 ml 3-5 dinitrgs#i asit ¢ozeltisi eklenerek
vorteks ile kagtirildi.

- Tupler daha sonra 10 dakika kaynayan su icindéduitu

- Oda sicakliiina gelinceye dek buza alinan tuplere 8 ml disdileeklenerek
vorteks ile kagtirildi.

- Asqo nm’de spektroskopik dlcim yapildi.

* Tampon: Aktivite testindé,7 mM NaCl iceren 20 mM NaiR O, tamponu (pH 6,9)
kullanildi. 0,5 M NaHPO, ve 0,5 M NaHPQO, hazirlanarak pH’lan ol¢uldid. Bu
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cOzeltilerden hareketle 20 mM M pHPO, ve 20 mM NaHPO, hazirlandi. Bu iki
cOzelti pH 6.9 olacalekilde birbiri ile kargtinldi. Son konsantrasyonu 6,7 mM
olacaksekilde 5 M NaCl eklendi.

* Substrat ¢ozeltisi,7 mM NaCl iceren 20 mM sodyum fosfat tamponurpté §.9)

% 1 ¢6zUnUr pasta ¢ozeltisi hazirlandi.

« Dinitro salisilik asit ¢cozeltisi1l0 g 3,5-di nitro salisilik asit tartildi ve 500 wfilstile

su ile kargtirildi. Ustiine 200 ml NaOH (2 M) eklenerek kanldiktan sonra yava
yava 300 g sodyum potasyum tartarat eklendi. Dinitigssik asitin cézlinmesi zor
oldugu icin 1 gece manyetik Kkatiricida birakilarak kagtirildi. Tamamen

¢cbzund@unde distile su ile 1litreye tamamlandi.

e o-Amilaz icin 1U: 37 °C’ta pH 6.9'da 1 dakikada 1 plnmaltoz agia cikaran

enzim miktaridir.
« Kalibrasyon grisi: 6,7 mM NaCl iceren 20 mM sodyum fosfat tampoda (pH
6.9) cozunmig maltoz (5 pumol/ml) standart olarak kullanildi. Medun seri

dilisyonlar1 Tablo 5.7’de verildi sekilde hazirlandi.

Tablo 5.7: Maltoz standardinin tlipleresdani.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(kor)
Maltoz - 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
(5 pmol/ml)
dH,O (ml) |1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1

Her tipe 3 ml 3-5 dinitro salisilik asit solisyoreklenerek vorteks ile
karstirildi. Tupler kaynar suyun igcinde 10 dakika silieeyaynatildi. Oda sicakina
gelinceye dek buzda gatulan tiplere daha sonra 8 ml distile su eklenerek
karistirildi. Asqo nm’de spektrofotometrik dlcimleri yapilan ornekbeiki seti icin

elde edilen dgerlerin ortalamasi alinarak, maltoz konsantrasyankasgi 540
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nm’deki absorbans grd&ii cizildi. Hazirlanan grafikten elde edilengi;n enzim
aktivitesinin hesaplanmasinda kullanildi.

Enzim Aktivitesi (U/ml) = [ (As40/ EgGim) x (1000 / MAuaitoz) X RH (ml)]
/ [E H(m)RS(dakika)] (5.1)

- Reaksiyon Hacmi (RH): 1 ml

- Enzim Hacmi (EH): 0,5 ml

- Reaksiyon Siresi (RS): 3 dakika
- M.A (maltoz): 360,3 g/mol

- Egim: 0,078

5.9.2. Hiicrelci Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi icin Hiicrelerin
Ultrasonik Ses Dalgalari ile Parcalanmasi

A4 ve P1l7'den turevlenen klonlarda hucresi damilaz aktivitesinin yok

denecek kadar az olmasi nedeniyle bu klonlardaehigcaktiviteye de bakildi.

» Sonikasyon protokoli

- (-20) °C’'ta saklanan 10 ml hiicre peleti 1 ml CaCl0O0 mM) iginde siispanse
edildi ve 1 saat buzda bekletildi.

- 7000 rpm’de 30 dk. santrifjin ardindan Ust stvdg pelet 1,1 ml 100 mM
Tris-HCI/10 mM gliserol, pH 8.0 tamponunda ¢6zuidiiardindan 55l lizozim
(20 mg/ml) eklendi, 15 dk. buz igcinde ¢alkalandi.

- 2,31yl EDTA (0,5 M) eklenerek buzda 45 dk. calkalandi.

- 42 °C'ta 1 dk.sok uygulamasinin ardindan buza alinan hiicrelerékasyon
islemi uygulandi.

- % 10 siddette 20 sn.'lik toplam 6 vusu(30 sn. araliklarla) olacakekilde
hiicreler parcalandi.

- 10.000 rpm’de 30 dakika santrifijin ardindan Ust sktivite testi icin
kullanildr.
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5.9.3. 15 ml Besi Yerinde Yapilan Ekspresyon Camasi

Her bir soydan elde edilen secimklonlar icin tipte (3 ml besi yerinde)
yapilan cakmada en yuksek aktiviteyi verenler ile Olcek buyenék ekspresyon
calismasi yapildi. Buna gore, 1. 6n kdltdr icin ampidili(100 pg/ml) LB besi yeri,
klonlarin -20 °C hucre stoklari ile % 1 oraninddamarak 37 °C’ta, 175 rpm’de gece
boyu bayutuldd. Ertesi gun I. 6n kaltar ile % 1 omada ailanan 1. 6n kltir ise 50
ml'lik erlende 1/10 havalandirma orani ile yine asimli LB besi yerinde ayni
sartlarda bayutaldd. Ana kaltar, ayni havalandirmmano ile 150 ml'lik erlende % 1
nisasta iceren ampisilinli sivi besi yerinde 24 sadétege ayni keullarda
gerceklatirildi. Bakteri kultarleri, hiicre ygunlugu (ODsgg) 0,6-0,8’e ulatiginda
final orani 0,1 mM olacalgekilde IPTG ile uyarildi. Belirlenen saatlerde dene
alinarak hicre buyumesi dl¢culdi. Paralel olarakreatik aktivite testi yapildi.

5.10. A28/1 Klonununa-Amilazinin Saflastiriimasi

A28/1 klonununa-amilazinin saflgtiriimasi igin klon, %1 @asta igceren sivi
besi yerinde IPTG uyarimh (0,1 mM) olarak 24 sadteyle buyutuldi. Ust sivi
toplanarak stzildi. (Whatman No:3). % 80 amonyuifatséklenerek gece boyu
+4°C’ta karstirildiktan sonra 7000 rpm’de 20 dk. santrifiij ddiPelet 50 mM Tris-
HCI pH 8.0 tamponunda c¢Ozilerek ayni tampongikgece boyu diyaliz edildi.
Diyaliz 6rnezsi 10000 rpm’de 10 dk. santrifij edildikten sonrat gsvi 0,45 pm
filtreden gecirilerek iyon dasimi kromatografi matrisine (Q-Sepharose) yiklendi.
Bu asamada AKTA Purifier” saflastirma sistemi kullanildi.

Iyon desisim kromatografisinde, % 0-100 NaCl olacgkilde lineer gradyan
uygulandi. 1 ml/dk. akihiziyla yuritilen kolonda 280 nm’de dlcilen absoib
degerleri dikkate alinarak amilaz aktivitesi bakimind&aksiyonlarin aktiviteleri
kontrol edildi. Aktif fraksiyonlar toplanarak Aquigel ile konsantre edildi.
Konsantre ornek, Sephacryl S100 kolonuna yuklerdi50 mM Tris-HCI pH8.0,
0,15 M NaCl tamponu kullanilarak 0,6 rpm g@kazi ile jel filtrasyon kromatografisi
Bio-RAD saflgtirma sistemi kullanilarak yapildi. Aktif fraksigtar SDS-PAGE ile
kontrol edilerek 2 grupta toplandi (pooll ve pool2)
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« Saflatirmada Kullanilan Kolonlar

- Hi-prep Q-FF 16/10 (Gugcliu anyon): Kolon hacmi: 20 taplam iyonik
kapasitesi: 0,18-0,25 mmol @hl medium

- Sephacryl S-100 (Jel Filtrasyon): Kolon hacmi: 30 m

5.10.1. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Saflgtirma gamalarinda elde edilen 6rneklerin, fraksiyonlariolasturulan
enzim havuzlarinin protein miktar tayinleri Bradfo{1976) tarafindan tanimlanan
“dye binding” yontemi ile Coomasie Blue G-250 kulirak yapildi. Belirlenen
miktardaki enzim oOrng, distile su ile 800 pl'ye tamamlandi. Tiplere 200
Coomassie Blue G-250 boyasi eklendikten sonra mailginda 5 dakika bekletildi.
Spektrofotometrede protein icermeyen “blank” tipkaer 595 nm’deki absorbans
degerleri 6lculdi. Olguimler, BSA'nin standart olarakllenildigi kalibrasyon grisi
degerleri ile hesaplandi.

BSA kalibrasyon grisinin hazirlanmasiBradford analizi igin kalibrasyon
egrisinin hazirlanmasinda, standart olarak Bovin 8eAlbumin (BSA) kullanildi.
BSA'nin desisen konsantrasyonlarini (2-10 pg) iceren orneklstildi su ile 800
ul'ye tamamlandi ve her bir tipe 200 pl Bradford ydm eklenerek,
spektrofotometrede BSA icermeyen “blank’e &ab95 nm dalga boyunda 6lgiim
yapildi. Veriims BSA konsantrasyonlarina karelde edilen A595 derleri ile
cizilen grafgin egimi, protein konsantrasyonunun ve toplam proteirktarinin

belirlenmesinde kullanildi.

Protein konsantrasyonu (mg/ml) = A3 Egim /6rnek hacmi (uh (5.2)

Toplam protein miktari (mg) =Protein konsantrasyarirnek hacmi () (5.3)
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5.10.2. Saflatirilan Enzimin SDS-PAGE ve Zimogram Analizi

5.10.2.1. SDS-PAGE

Saflgtirma gamasinda elde edilen protein drneklerinin molekégeriklar: %
12’lik SDS-PAGE’de, protein belirtecleri yardimeeilbelirlendi (Laemmli, 1970).
SDS-PAGE icin Tablo 5.8'de verilgi sekilde ayirma ve degim jeli hazirlandi.

 Orneklerin hazirlanmasi

Orneklerden 10 upl alinarak (zerlerine 10 pl yukletaenponu eklendi.
Standart olarak secilmiprotein belirtecinden 5 pl alinarak tzerine 15yjikleme
tamponu eklendi. Hazirlanan ornekler kanldiktan sonra kisa sureli santrif(j

edildi. 5 dakika stireyle kaynayan suda bekletilerekler jele ytklendi.

* Yikleme Tamponu
- 50 mM Tris-HCI, pH 6.8,
% 1 SDS
- 2mM EDTA
% 1p-merkaptoetanol

% 10 gliserol
% 0,002 Bromofenol blue

Tablo 5.8: SDS-PAGE’de kullanilan jeller

Ayirma jeli Deriim jeli
750l dH,0 1050p! dH,O
3750pl 0,75 M Tris HCI, pH 8.8 / % 0.2 SDS 1500pl 0,25 M Tris HCI, pH 6.8 / % 0.2 SD$
3 ml Akrilamit/ Bisakrilamit (30:1) 390l Akrilamit / Bisakrilamit (30:1)
90 ul %10 APS 60l % 10 APS
6 Wl TEMED 3 ul TEMED
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Jeller dokulup polimerize olduktan sonra hazirlan@mekler ve protein
belirteci kuyulara yuklendi. Tank 1X SDS-PAGE yiimi& tamponu ile dolduruldu ve
jel kasetleri yerlgirildi. Elektroforez, bantlar alt jele (ayirma ijelgecene dek 100
Volt'ta, daha sonra 200 Voltta gerceftialdi. Yirutme tamamlanginnda cikarilan
jel boyama cozeltisinde gece boyu hafifce calkaiakabekletildi. Distile su ile
yikandiktan sonra aritma ¢ozeltisinde bekletildi.

* Boyama c¢oOzeltisi: 100 ml % 10 asetik asit, 100 ml9%ilik alkolde ¢6zulmg

% 0,25 Coomassie Blue
» Aritma ¢ozeltisi: % 5 asetik asit, % 50 etanol

* 5X SDS-PAGE yuriatme tampon@5 g Tris 72 g glisin 5 g SDS tartilarak distile

su ile 1 litreye tamamlandi.
5.10.2.2. Zimogram

Zimogram analizi Yang ve arkadarinin (2004) kullangn yontem
uyarlanarak yapilmgtir. Elektroforez tamamlanginda SDS-PAGE jeli % 2,5'lik
(v/v) TritonX-100 soltusyonu ile 30 dk. hafifce calendiktan sonra iki kez distile su
ile yikandi. %1 ngasta (w/v) iceren 20 mM sodyum fosfat pH 6.0 tampmgmde 50
°C’ ta 30 dk. inkuibe edildiinkiibasyon sonrasi jel, distile su ile yikandi vesen

asama olarak iyodin soltisyonu ile 5 dk. boyandi.

« Iyodin sollisyonu: % 50 (v/v) metandlb 1 (w/v) iyodin % 10 (w/v) potasyum
iyodit

5.11. Enzim Nitelendirme Calsmalari

Amonyum sulfat ¢coktirmesi, iyon ggim kromatografisi ve jel filtrasyonu
yontemleri kullanilarak yapilan saftaema calsmalari sonucu elde edilen aktif
fraksiyonlarin toplangn iki enzim havuzundan “pool-1” enzim nitelendirme

calismalarindan-amilaz kayngi olarak kullanildi.
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Bu bdélimde yapilan butin cghalar 3 kez tekrarlangmive ortalama dgerler

hesaplanarak sonuglar bélimunde vegtmi

5.11.1. pH’nin Enzim Aktivite ve Kararlili gina Etkisi

Enzimin optimal pH’si, standart aktivite testind86(Um 5.6.1) substrat
cOzeltisi olarak; farkli pH’larda hazirlanan 20 ntmponlarda ¢6ziinen %1lsasta
kullanilarak belirlendi. En yiksek aktivite eldeiled pH deeri % 100 kabul
edilerek hesaplama yapildi.

Enzimin hangi pH araghinda kararli oldgunun belirlenmesi amaciyla
enzimatik aktivite reaksiyonlari enzimin farkli taomlarda 50°C’ ta 1 saat ve 4
°C'ta 24 h 6n inkGbasyonu sonrasi aktivitesi olggikebelirlendi. Kalan aktivite
deserleri, +4°C’taki enzimin aktivitesi % 100 olarak kabul edé&rhesaplandi.

* Nitelendirme ¢akmalarinda kullanilan tamponlar

- Sodyum asetat- asetik asit tamponu (pH 3-5,5): ADsodyum asetat ve 40 mM
asetik asit hazirlandi. Birbiri ile katirilarak istenen pH ayarlandi, 50 ml
alinarak dHO ile 100 ml'ye tamamlandi.

- Fosfat tamponu (pH 6-8): 40 mM PpHPO, ve 40 mM NaHPO, hazirlandi.
Birbiri ile karistirilarak istenen pH ayarlandi, 50 ml alinarak@Hle 100 ml'ye
tamamlandi.

- Tris-HCI (pH 8,5-9): 40 mM Tris ve 40 mM HCI haarldi. Birbiri ile
karstirilarak istenen pH ayarlandi, 50 ml alinarak ,@Hile 100 ml'ye
tamamlandi.

- Glisin-NaOH (pH 9,5-12): 40 mM Tris ve 40 mM NaOHzwlandi. Birbiri ile
karstirilarak istenen pH ayarlandi, 50 ml alinarak ,@Hile 100 mlye
tamamlandi.

5.11.2. Sicakgin Enzim Aktivitesi ve Kararlili gina Etkisi

Enzimatik aktivitenin ilk basanga olan 3 dk.lik inkiibasyon pH 6.0’da, farkh
sicakliklarda (30-90C) vyapilarak enzimin en yiksek aktivite gostgrdiicaklik
belirlendi ve % 100 olarak kabul edildi.
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Sicaklik kararlilginin belirlenmesi icin enzim, 20 mM Tris-HCI (pH0%.
tamponunda farkl sicakliklarda tutuldu ve belidanzaman araliklarinda oOlgim
yapildi. Kalan aktivite dgerleri +4 °C’ta bekletilen enzimin aktivitesi %100 kabul

edilerek hesaplandi.
5.11.3. Metaliyonlari ve Amonyum Tuzlarinin Etkisi

Metal iyonlarn (FeG, FeCh, LiCl,, ZnCh, NiCl,, CoCh, ZnSQ, BaCl,
CuCh, FeSQ, NaCl, KCIl, MnC}, MgCl, CaCh) ve amonyum tuzlarinin
[(NH4)2SOy, NHzAc] 10 mM konsantrasyonda enzimatik aktiviteye stkin
belirlenmesi amaciyla, enzimin ilgili maddelerle 80'ta 30 dk. bekletiimesinin
ardindan standart enzimatik aktivite testi yapilduiz eklenmengi enzimin aktivitesi
% 100 olarak kabul edildi.

5.11.4. Csitli Kimyasallarin ve Stabilize Edici Ajanlarin Enzim
Aktivitesine Etkisi

EDTA'nin farkli konsantrasyonlarinin ve 10 mM PM8& B-ME'nin enzim
aktivitesi tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amga 50 °C’ta 30 dk. bekletilen
enzimin aktivitesi olclldi. Kimyasal eklenmeyen iemn aktivitesi % 100 olarak
kabul edilerek kalan aktivite gerleri hesaplandi.

Stabilize edici ajanlarin enzimin sicaklik karagmha etkisinin belirlenmesi
amaclyla reaksiyon karmina final orani % 10 ve % 30 olacakkilde gliserol,
etilen glikol ve DMSO eklendi. Herhangi bir ajareklenmedi enzimatik aktivite

degeri % 100 kabul edilerek kalan aktiviteggeleri hesaplandi.
5.11.5. Deterjanlarin Etkisi

Deterjanlarin enzimatik aktiviteye etkisinin bedinimesi amaciyla % 0,1 ve %
1 oranlarda CTAB, Na-deox, Triton X-100, Tween 2Z@jeen 80 ve SDS vaginda

50 °C'ta 30 dk. inkiibe edilerek enzimin aktivitesi Ioleindi. Deterjan eklenmeyen

aktivite %100 olarak kabul edildi ve kalan aktivitezerleri hesaplandi.
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5.11.6. Ceitli substratlarin % 1 konsantrasyonda goreceli
aktivitelerinin belirlenmesi

Enzimin caitli substratlarin Uzerindeki goéreceli aktivitelein belirlenmesi
amaclyla amiloz, amilopektin, misir veguay niastasl ile maltoz, maltodekstrin ve
a-, p-siklodekstrinin % 1 konsantrasyonlari hazirlandi standart aktivite testinde
substrat olarak kullanildi. En yuksekgge alinan substratin aktivitesi %100 kabul

edilerek goreceli aktiviteler hesaplandi.

5.11.7 istatistiksel analizler

Nitelendirme sonucu elde edilen veriler Student'stest kullanilarak
degerlendirildi (SPSS software version 18), pgele 0,05'ten klguk odgerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. YerelBacillus Soylarindana-Amilaz Genlerinin PCR
ile Cogaltiimasi

Klasik ve molekiler tiplendirme camalarindan elde edilen verilerden
hareketle amilaz Uretici®acillus soylarinda ilgili genleri ¢galtmaya yonelik PCR
reaksiyonlari, tasarlanan primerler kullanilarakcgélestirildi. PCR’nin kontroll
icin yapilan, icinde DNA bulunmayan kontrol 6rnekhtele agaroz jelde bant
olusumu gozlenmedi ve bu sonug, PCR’nin Bala birsekilde yapildgini gosterdi.

3 farkh MgCk (1,5; 3; ve 4 mM) konsantrasyonunda yapilan PCRsamucu elde
edilen jel profilleri Sekil 6.1 ve Sekil 6.2’'de verildgi gibidir. * Belirte¢ olarak
kullanilanHindlll ile kesilmis A DNA’ sini (23130 bp, 9416 bp, 6557 bp, 4361 bp,
2322 bp, 2027 bp, 564 bp, 125 bp) gostermektedir.

2 kk

2 kk

Sekil 6.1: 12AF-13AG primer cifti ile ggaltilan PCR urtnlerinin
% 1 agaroz jel profili.
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Sekil 6.2: 18AF-19AG primer cifti (kuyu :1-5 ve 7-LAL4AF-15AG primer cifti
(kuyu: 11-16) ve 16AF-17AG primer cifti (kuyu: 12\19-23) ile ¢galtilan PCR
arunlerinin % 1 agaroz jel profili.

Sekil 6.1 ve 6.2'de verild@i gibi kalip DNA kullaniimadan yapilan ve her iki
sekilde de “kontrol” olarak belirtilen kuyularda kam6ézlenmemesi, PCR’nin
kontaminasyon olmadan yapgdn gosterdi. % 1'lik agaroz jel profillerine
bakilarak, elde edilen fragmanlari boylari beklemenuyumlu olarak,B. subtilis
olarak tanimlanan A3, A23, A26, A28, P19 icin ~I2 k4 ve P17 soylari igin 1,75
kb olarak tahmin edildi. Grubumuzun o6nceki galalarindaB.licheniformis a-
amilaz geni ¢@altmak icin kullanilimg 1FA ve 2GA primer cifti ile P21 soya-

amilaz geni PCR ile @altlldl. Beklenen ile uyumlu olarak agaroz jeldé’ kb

.....
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verildigi gibidir. * Belirteg olarak kullanilarddindlll ile kesilmis A DNA’ sini (23130
bp, 9416 bp, 6557 bp, 4361 bp, 2322 bp, 2027 bp pp6 125 bp) géstermektedir.

£z ;{ﬁ

1,7kb —¢

Sekil 6.3: 1FA-2GA primer cifti ile ¢galtilan P21 soyu PCR urlnlerinin % 1 agaroz
jel profili.

A7 soyua-amilazi icin ise 12AF ve 13AG primer cifti ile 1y 3 mM MgC}
konsantrasyonu kullanilarak yapilan PCR sonucu caggelde bant olgumu
g6zlenmedi $ekil 6.1). 4 mM MgC} konsantrasyonunda ise beklenenden farkli, ~1
ve ~1,5 kb blayuklginde iki bant goruldi. Bu durum, s6z konusu soguamilaz
geninin B. subtilis oldugu disinulen dger soylardan farkli oldtunu digtndardu.
A18 soyunda ise 1,5 mM Mg&konsantrasyonunda bant glmu gézlenmezken, 3
mM MgCI,’ de beklenen ile uyumlu olarak ~2 kb buytglinde bir bandin yani sira
~850 bc¢ buyuklginde ilave bir bant gorildi. MgfLlkonsantrasyonu 4 mM’a
ciktiginda ~2 kb’lik bandin kayboldw gozlendi. PCR’de hedeflenegekilde,
istenilen buyudklikle uyumlu tek bir bandin eldeledliemesi nedeniyle bu soy da

sonraki cajmalarda kullaniimadi.

Bu sonuclara gore A3, A23, A26, A28, P19, A4, P¥/ R21 soylari igin
secilen MgCJ konsantrasyonlarinda (Tablo 6.1) preparatif PCRlgta
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Tablo 6.1:Preparatif PCR icin secilen primer ciftleri ve Mg®bnsantrasyonlari.

Soy | Primer cifti PCR icin secilen Mg£l | Primer ciftinin Gzerinde

konsantrasyonu bulundurdgu restriksiyon
kesim bolgeleri

A3 12AF-13AG | 1,5 mM Kpnl/Hindlll

A23 | 12AF-13AG | 3 mM Kpnl/Hindlll

A26 | 12AF-13AG | 1,5 mM Kpnl/Hindlll

A28 | 12AF-13AG | 3 mM Kpnl/Hindlll

P19 | 12AF-13AG | 1,5mM Kpnl/Hindlll

A4 18AF-19AG | 3 mM Kpnl/Pst

P17 | 18AF-19AG | 3 mM Kpnl/Pst

P21 | 1FA-2GA 1,5mM EcoRI/Hindlll

Preparatif PCR sonucu elde edilen drinlerin jelfibeo Sekil 6.4'te
gosterilmektedir. * Belirte¢ olarak kullanilanindlll ile kesilmis A DNA’ sini
(23130 bp, 9416 bp, 6557 bp, 4361 bp, 2322 bp, 2027564 bp, 125 bp)
gOstermektedir.

*

¢ ﬁﬁﬁqﬂgfﬁ

2kbh —>

Sekil 6.4: Preparatif olarak tretilen PCR rlnlerinin % 1 aggel profili.
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6.2. Cagaltilan Genlerin Restriksiyon Endonikleazlar ile
Kontrolu

PCR dranleri, cagmanin bir sonraki basar@aolan klonlamada kullanilacak
restriksiyon enzimleri ile gen i¢ci enzim kesim bég bulunup bulunmaginin
kontrolt icin ilgili restriksiyon endonukleazlariei kesime alindi. Elde edilen jel
profillerinde §ekil 6.5 ve 6.6), kullanilacak restriksiyon endola#ilar icin gen igi
kesim bolgesinin olmagh goéruldi ve klonlamanin bir sonraki basamalan
ligasyon reaksiyonuna gegcildi. * Belirtec olarakll&ailan Hindlll ile kesilmis A
DNA'’ sini (23130 bp, 9416 bp, 6557 bp, 4361 bp,28p, 2027 bp, 564 bp, 125
bp), ** 50 bp “DNA ladder”i (1000-900-800-700-60®8-400-300-250-200-150-
100-50 bp), *** 1 kb “DNA ladder”i (10 000-8000-6085000-4000-3500-3000-
2500-2000-1500-1000-750-500-250 bp) gostermektedir.

*%

*k%k

PPN 4
LAY

2kbh —>

Sekil 6.5: Restriksiyon enzimleri ile kesilgwe kesilmemi PCR drtnlerinin
agaroz jel profili.
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2kb —>

Sekil 6.6:Restriksiyon enzimleri ile kesilmive kesilmemi PCR drtnlerinin
agaroz jel profili.

6.3. Genomdan PCR ile Dgrudan Klonlama

A3, A23, A26, A28, P19, A4 ve P17 soylarina aitlgein genomdan hareketle
PCR yontemiyle klonlanmasina dair yeni bir yakia denendi. Bir yani pUC19’ a
tutunabilen dier yani ile genomdaki hedeflenen fragmangatabilen primerler
tasarlanarak sentez ettirildi. Bgamada birinci PCR’de genomdan ilgili fragmanlar
cogaltildi. Bu fragmanlar jelden izole edilerek plasmibulundgu ikinci bir PCR
yapildi. Bu PCR’ lerden cikan urunler @adan E. coli JM109 hicrelerine
transforme edildi. Transformasyon sonucu, A3, AR36, A28, P19 soylari igin petri
basina ortalama 150 koloni elde edildi. Buna skay A4 ve P17 soylari icin
transformasyon veriminin daha ik oldysu (ortalama 20-30 koloni) g6zlemlendi.
Transformasyon sonucu elde edilen ¢cok sayida kadémniher soy icin secilen 5
tanesinden plazmit izolasyonu yapildi. Plazmitlgiliienzimler ile kesilerek % 1
agaroz jelde A3, A23, A26, A28 ve P19 amilaz genigin ~2 kb, A4 ve P17
soylarina ait amilaz genleri igin ise ~1,7 kb buyiginde bantlarin var olup

olmadgi kontrol edildi. Buna gére P17 gindaki tim soylarda beklenen buyuklikte
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bantlar goruldi §ekil 6.7 veSekil 6.8). P17 soyu igin ise yeni bir PCR klonlama
yapilarak bu soy icin de “insert” iceren plazmithebulund@gu koloniler belirlendi
(Sekil 6.9). * 500 bp “DNA ladder”i (6000-5500-500@&@0-4000-3500-3000-2500-
2000-1500-1000-500 bp) gostermektedir.

Yy

&f &ﬁ‘f @ﬁf

2kb —>

2kb —>

Sekil 6.7:PCR klonlama ile elde edilen kolonilerin plazmiblasyonu sonrasi cift
enzim kesimi.

53



A% soyu olass Klonlannin é?
Hindlil-Kpn! kesimi &

<— 2kb

Sekil 6.8: A3 soywn-amilaz geninin PCR eliyle pUC19'a klonlanmasi sonu
elde edilen plazmitleriiindlll- Kpnl kesimi.

1,75 kb —>

Sekil 6.9: P17 soyu amilaz geni icin ikinci PCR klama denemesi ile elde
edilen kolonilerin plazmit izolasyonu sonrasi @ftzim Pst-Kpnl) kesimi.
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6.4. PCR ile Yapilan Klonlamadan Elde Edilen Klonlaun
Ekspresyon Calsmalari

6.4.1. 3 ml Besi Yerinde Buydutulerek Yapilan Ekspreyon Calsmasi

Elde edilen klonlariro-amilaz tretip tGretmediklerinin belirlenmesi amaaiy
oncelikle 3 ml % 1 rasta iceren sivi besi yerinde blyutulen kultirldndere dgi
enzim aktivitesi ¢cafildi. Buna gore 0,1 mM IPTG ile uyarilan kilttrlerdIPTG ile
uyarim sonrasi 5. saatte ve kulturigl@agi¢ saatinden 24 saat sonra 6rnek alinarak
aktivite calgmasi yapildi. Paralel olarak her farkl gruptandmnek icin uyarimsiz
ornek ayni keullarda calgildi. Elde edilen klonlarin 3 ml besi yerinde yal
ekspresyon ¢caimasi sonuclari Tablo 6.2'de gbsterilmektedir.

55



Tablo 6.2: Ligasyonsuz klonlama sonucunda eldeeediamilaz klon
adaylari ile 0,1 mM IPTG ile uyarimli kollarda 3 ml besi yerinde

gerceklatirilen ekspresyon ¢almasi sonucunda elde edilen hicre di
enzimatik aktivite ve hiicre biyumesigaeleri.

Klon Adi Kaltdrin 10.saati Kaltdrin 24.saati
(IPTG uyariminin 5. saati)
OD600 Aktivite (U/ml) OD600| Aktivite (U/ml)

A3/3 0,92 0,0 0,93 0,0
A3/7 1,03 2,3 1,08 17,9
A3/8 1,15 0,0 2,06 7,5
A3/9 1,13 13,3 1,12 35,0
A3/10 1,00 53 1,17 22,5
A23/1 1,08 10,9 1,07 34,0
A23/2 0,99 11,6 0,93 35,1
A23/3 1,03 13,8 0,91 35,9
A23/4 1,02 0,0 1,51 9,3
A23/5 0,96 15,5 0,96 40,2
A26/1 1,04 11,6 1,01 34,6
A26/2 1,03 13,4 0,96 35,0
A26/3 0,92 13,9 1,03 38,4
A26/4 1,02 12,0 1,03 35,7
A26/5 1,05 15,2 1,01 36,3
A28/1 0,79 21,6 0,9 43,9
A28/2 1,18 9,7 1,11 32,2
A28/3 1,21 10,3 1,11 33,1
A28/4 0,93 0.4 1,12 0,0
A28/5 0,82 0,7 0,94 0,0
P19/1 1,39 0,0 1,84 19,4
P19/2 1,3 6,5 1,43 31,0
P19/3 1 14,4 0,96 36,8
P19/4 1,08 13,3 1,02 36,0
P19/5 0,92 0,0 0,97 0,6
A4/2 1,17 0,0 1,42 0,0
A4/3 1,21 0,0 1,34 0,0
A3/7 K* 1,62 0,0 2,6 0,8
A23/2 K* 1,21 5,6 1,1 22,3
A26/2 K* 1,12 53 1,01 22,6
A28/2 K* 1,35 51 1,12 22,2
P19/2 K* 1,92 0,9 2,08 12,8
A4/2 K* 1,51 0,0 1,24 0,0

K*: IPTG ile uyarim yapilmayan ornek.
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Ad’ten tarevlenen klonlarda hicre sdi enzim aktivitesinin - olmag
goruldigiinden, transformasyon sonucu elde edilen koloralerchiniprep kesimi
sonras! uygun buyuklukte bant veregedi 6rnekler (plazmit izolasyonu yapilan 10
koloniden 5’i enzim kesimine alingi iki tanesinde uygun buyuklikte bant
gorulmistl. Kalan 5 plazmitin enzim kesimi sonrasi uygugikiiikte bant veren iki
klonu bu kez aktivite testine alindi. Yani siranii kez yapilan PCR klonlama
sonucu elde edilen P17 soyu klonlari dasgaétya dahil edildi. Cadma bir 6nceki
ile aynisartlarda yapildi. Elde edilen sonuclar Tablo 6.8bsterilmektedir.

Tablo 6.3: A4 ve P17 soylarinin ligasyonsuz klordasonucunda elde edilen

amilaz klon adaylari ile 0,1 mM IPTG ile uyarimbskillarda 3 ml besi yerinde

gerceklgtirilen ekspresyon calmasi sonucunda elde edilen hiicrg dnzimatik
aktivite ve huicre buyumesi gerleri.

Klon Adi IPTG 5. Saat Kultirin 24.saati
(kdlttran 10.saati)

OD600 Aktivite OD600 Aktivite

(U/ml) (U/ml)

A4/8 1,23 0,0 1,31 0,1
A4/10 1,01 0,0 1,28 0,0
P17/11 1,22 0,0 1,74 0,0
P17/12 1,11 0,0 1,42 0,0
P17/13 1,14 0,0 1,56 0,0
P17/14 1,16 0,0 1,39 0,0
P17/16 1,02 0,0 1,27 0,0
P17/17 1,01 0,0 1,27 0,0
P17/18 1,15 0,0 1,35 0,0
P17/19 0,99 0,0 1,24 0,0
P17/20 1,19 0,0 1,34 0,0
A4/8 K* 1,21 0,0 1,40 0,0
P17/12 K* 1,26 0,0 1,44 0,0

K* IPTG ile uyarim yapilmayan dérnek.

A4 ve P17’den turevlenen klonlarda hiicrgi @milaz aktivitesi olmagindan,
bu klonlarda hucre ici aktiviteye de bakildi. Andar iki soyun klonlarinda da hiicre

ici aktivitenin olmadg goruldu.
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6.4.2. 15 ml Besi Yerinde Yapilan Ekspresyon Camasi

Her bir gup icin tipte yapilan ¢cginada en yuksek aktiviteyi verenler ile daha
blylk Olcekte yeni bir ekspresyon galasi yapildi. Buna gore % lsasta iceren
besi yerinde buyultilen drneklerden 0,1 mM IPTGul@arim sonrasi 4 saatte bir
ornek alinarak hicre biyimesi ve aktivite dl¢tuBii.ornek (A28/1) icin uyarimsiz
bir 6rnesin yani sira LB besi yerinde uyarimli bir érnek gidismaya dahil edildi.
Ekspresyon c¢ajmasinin sonucunda elde edilen hicrel daktivite ve hicre
yogunlugu deserleri Tablo 6.4'te, hicre ici aktivite gerleri ise Tablo 6.5'te

verilmektedir.
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Tablo 6.4:a-amilaz klon adaylariyla 15 ml besi yerinde 0,1 M G ile uyarimli kqullarda yapilan ekspresyon gahasinin
sonucunda elde edilen hicrgidaktivite ve hiicre ygunlugu deserleri.

Uyarim éncesi IPTG IPTG IPTG IPTG IPTG IPTG
4. saat 8. saat 12. Saat 16. saat 20. saat 24. saat

Klon Adi S £~ 18 L8 £~ 18 £~ |8 L S 218 L

8 EE 8 EE 8 EE 8 EE 8 gg 8 EE 8 EE

o) <2 |0 |¥2 |0 |2 |0 |%2 |o |¥2 | o |2 |0 |[==2
A3/9 0,65 0,0 1,9 21,6 2,1 27,2 2,04 24,8 2,04 24|31,94 23,6 2,10 22,4
A4/8 0,635 0,0 1,15 0,3 1,26 0,0 1,21 0,0 1,25 0,0 1,24 0,0 1,25 0,0
A23/5 0,7 0,0 1,77 49 1,77 15,0 1,63 19,8 1,68 923] 1,66 26,1 1,68 28,3
A26/3 0,597 0,0 1,31 7,9 1,27 25,4 1,31 32,8 1,326,633 | 1,34 36,4 1,23 38,5
A28/1 0,600 0,0 1,16 9,0 1,27 31,1 1,19 38,2 1,209,633 | 1,11 40,6 1,2 40,6
A28/1 cons. 0,530 0,0 1,81 3,4 2,17 7,5 1,99 9,4 , 120 13,0 1,87 15,1 1,86 16,7
A28/1LB 0,595 0,0 2,73 1,3 3,22 0,6 2,6 0,0 300 40,|29 0,4 2,83 0,5
pUC19JM109| 0,612 0,0 1,23 0,1 1,42 0,0 1,23 0,0 1,27 0,0 1,05 0,0 1,13 0,0
P17/12 0,605 0,0 1,17 0,0 1,32 0,0 1,28 0,0 1,210 0,| 1,26 0,0 1,08 0,0
P19/3 0,621 0,0 1,39 6,0 1,48 18,7 1,4 25,4 1,39 ,1 30 1,17 31,1 1,35 32,7
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Tablo 6.5:a-amilaz klon adaylariyla 15 ml besi yerinde 0,1 M G ile uyarimli

kosullarda yapilan ekspresyon gahasinin sonucunda elde edilen hiicre ici aktivite

(U/ml) degerleri.

Klon Uyarim IPTG IPTG IPTG IPTG IPTG IPTG

Adi oncesi 4. saat 8. saat 12. saat 16. saat | 20. Saat| 24. saat
A4/8 0,2 1,3 1,2 1,3 1,6 1,4 1,4
P17/12 0,3 1,7 1,6 1,5 1,8 1,9 1,5

Yapilan ekspresyon cainalari sonucunda en yuksek hicrgl dx-amilaz
aktivitesi gosteren rekombinant soy olan klon A28/dit hiicre ygunlugu (ODsg)-
aktivite grafigi Sekil 6.10°’da verilmgtir.

Klon A28/1
2,5 45
- 40
2 7&*—&: T 35
- 30
1,5 |

- 25

o
o
2 /’/.\._.\./.
o 1 Hy 20
/ - 15
10
I I -5
T . T T T T T 0
8 12 16 20 24

uyarim 4
Zaman (saat)

AKTIVITE

s AKTIVITE IPTG (-)
AKTIVITE IPTG (+)

== 0D600 IPTG (+)

== OD600 IPTG (-)

oncesi

Sekil 6.10: Klon A28/1’in 15 ml besi yerinde yapilakspresyon ile elde edilen
aktivite ve hucre ygunlugu grafigi.

6.5. Klonlarin Dizi Analizi Sonuclari

Ekspresyon sonucu vyuksek aktivite veren klonlaoramilaz genlerinin
nikleotit dizileri belirlendi. Okunan nikleotit d& BLAST hizli tarama programi
kullanilarak veri tabanlarindaki bilinengdir gen dizilimleri ile kaplastirildi. Elde
edilen BLAST sonuglari Tablo 6.6-6.12'de veriltm.
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Tablo 6.6: A3 yerel soyundan elde edilen klonun/@3as1d131
fragmanin benzerlik gosteggigen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu.

Description Query E value Max Accession
cover ident

Bacillus subtilis strain xm-1 alpha- 96% 0.0 98% GQ153530.1

amylase (amyA) gene, complete ci

Bacillus subtilis gene amyEn+ for 88% 0.0 98% X02150.1

N-type alpha-amylase

B.subtilis alpha-amylase gene, 82% 0.0 99% M79444.1

complete cds

Bacillus subtilis 2633 gene for 82% 0.0 99% X07796.1

alpha-amylase

Bacillus subtilis strain KCC103 72% 0.0 99% EU184860.1

alpha-amylase (amyE) gene,
complete cds

Tablo 6.7: A23 yerel soyundan elde edilen klonug3/) tai1digl
fragmanin benzerlik gostegiigen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu.

Description Query E Max Accession
cover value ident

Bacillus subtilis strain A28 alpha- 96% 0.0 98% JX163316.1

amylase gene, complete cds

Bacillus subtilis strain FS321 alpha- 96% 0.0 97% EU195860.1

amylase gene, complete cds

Bacillus subtilis strain 1527 amylase 96% 0.0 96% GU979529.1

gene, complete cds

Bacillus subtilis subsp. subtilis str.  96% 0.0 96% CP003695.1

BSP1, complete genome

Bacillus subtilis strain HLSSK-3 96% 0.0 96% GU979525.1

amylase gene, complete cds

Tablo 6.8: A26 yerel soyundan elde edilen klonuR) tg1dig!
fragmanin benzerlik gostegigen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu.

Description Query E Max Accession
cover value ident

1 Bacillus subtilis strain A28 alpha-amylas 93% 0.0 98% JX163316.1
gene, complete cds

2 Bacillus subtilis strain FS321 alpha- 96% 0.0 97% EU195860.1
amylase gene, complete cds

3 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. BSP1 93% 0.0 97% CP003695.1
complete genome

4 Bacillus subtilis strain HLSSK-3 amylase 93% 0.0 97% GU979525.1
gene, complete cds

5 Bacillus subtilis strain 1527 amylase gen 96% 0.0 96% GU979529.1

complete cds
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Tablo 6.9: A28 yerel soyundan elde edilen klonuggA) ta1digI
fragmanin benzerlik gostegigen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu.

Description Query E value Max  Accession
cover ident

1 Bacillus subtilis strain FS321 alpha- 99% 0.0 98% EU195860.
amylase gene, complete cds 1

2 Bacillus subtilis strain HLSSK-3 amylase 99% 0.0 98%  GU979525.
gene, complete cds 1

3 Bacillus subtilis strain 1527 amylase gent 99% 0.0 98% GU979529.
complete cds 1

4  Bacillus subtilis strain HA401 alpha- 99% 0.0 98%  AY594351.
amylase protein gene, complete cds 1

5 Bacillus sp. HYC-1-3 amylase gene, 99% 0.0 98% GU979526.
complete cds 1

Tablo 6.10: P19 yerel soyundan elde edilen klomi9(3) taidigi

fragmanin benzerlik gostegiigen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu.

Description Query E Max Accession
cover value ident

1 Bacillus subtilis strain A28 alpha- 93% 0.0 98% JX163316.1
amylase gene, complete cds

2 Bacillus subtilis strain FS321 alpha- 93% 0.0 97% EU195860.1
amylase gene, complete cds

3 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 93% 0.0 97% CP003695.1
BSP1, complete genome

4 Bacillus subtilis strain HLSSK-3 93% 0.0 97% GU979525.1
amylase gene, complete cds

5 Bacillus subtilis strain 1527 amylase 93% 0.0 97% GU979529.1

gene, complete cds

Tablo 6.11: A4 yerel soyundan elde edilen klonua/@) tagidig
fragmanin benzerlik gosteggigen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu.

Description Query E Max Accession
cover value ident

Bacillus thuringiensis serovar konkukian 98% 0.0 96% AE017355.1

str. 97-27, complete genome

Bacillus anthracis str. A0248, complete 98% 0.0 95% CP001598.1

genome

Bacillus anthracis str. CDC 684, complet 98% 0.0 95% CP001215.1

genome

Bacillus cereus AH820, complete genome 98% 0.0 95% CP001283.1

Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestor’, 98% 0.0 95% AE017334.2

complete genome
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Tablo 6.12: P17 yerel soyundan elde edilen klomiv(12) taidigi
fragmanin benzerlik gosteggigen dizilimlerinin BLAST hizli tarama sonucu.

Description Query E Max Accession
cover value ident

1 Bacillus anthracis str. A0248, complet 98% 0.0 99% CP001598.1
genome

2 Bacillus anthracis str. CDC 684, 98% 0.0 99% CP001215.1
complete genome

3 Bacillus cereus AH820, complete 98% 0.0 99% CP001283.1
genome

4 Bacillus anthracis str. '"Ames Ancestor',98% 0.0 99% AE017334.2
complete genome

5 Bacillus anthracis str. Sterne, complel 98% 0.0 99% AEO017225.1
genome

Yapilan ekspresyon sonucu, en yiksek higneettizimatik aktiviteye sahip
oldugu gortlen A28-1 klondamy28” olarak adlandirildi. Bu klona ait-amilaz gen
dizilimi, kaynak mikroorganizma olaBacillus subtilisA28 soyunuro-amilaz genini
temsil ettginden, bu dizilim GenBank veri tabanina JX16331& giumarasi ile

depo edildi.

* >(i|401884723|gb|JX163316.1| Bacillus subtiliaiatA28 alpha-amylase gene,

complete cds

ATGTTTGCAAAACGATTCAAAACCTCTTTACTGCCGTTATTCGCTGGATTT
TTATTGCTGTTTCATTTGGTTCTGGCAGGACCGGCGGCTGCGAGTGCTGA
AACGGCGAACAAATCGAATGAGCTTACAGCACCGTCGATCAAAAGCGGA
ACCATTCTTCATGCATGGAATTGGTCGTTCAATACGTTAAAACATAATAT
GAAAGATATTCATGATGCAAGATATACAGCCATTCAGACATCTCCGATTA
ACCAAGTAAAGGAAGGGAACCAAAGAAATAAAAGCATGTCGAACTGGT
ACTGGCTCTATCAGCCGACATCGTACCAAATTGGCAACCGTTACTTAAGA
ACTGAACAAGAATTTAAAGAAATGTGTGCAGCCGCTGAAGAATATGGCA
TAAAGGTCATTGTTGACGCCGTCATCAATCATACCACCAGTGACTATGCA
GCGATTTCCAATGAAATTAAGAGTATTCCAAACTGGACACATGGAAACA
CACAAATTAAAAACTGGTCTGATCGATGGGATGTCACGCAGAATTCATTG
CTCGGGCTGTATGACTGGAATACACAAAATACACAAGTACAGTCCTATCT
GAAACGGTTCTTAGAAAGAGCATTGAATGACGGGGCAGATGGATTTCGC
TTTGATGCCGCCAAACATATAGAGCTTCCGGATGATGGCAGTTACGGCAG
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TCAATTTTGGCCGAATATCACAAATACAGCTGCAGAGTTCCAATACGGAG
AAATCCTGCAAGATAGTGCCTCCAGAGATGCTTCATATGCGAATTATATG
AATGTGACAGCGTCTAACTATGGGCATTCCATAAGGTCCGCTTTAAAGAA
TCGCAATCTGGGCGTGTCGAATATCTCCCACTATGCATCTGATGTGTCTG
CGGACAAGCTAGTGACATGGGTGGAGTCGCATGATACGTATGCCAATGA
TGATGAAGAGTCGACATGGATGAGCGATGATGATATCCGTTTAGGCTGG
GCGGTGATAGCTTCTCGTTCAGGCAGTACGCCTCTTTTCTTTTCCAGGCCT
GAGGGAGGCGGAAATGGTGTGAGATTCCCGGGGAAAAGCCAAATAGGC
GATCGCGGGAGTGCTTTATTTGAAGATCAGGCTATCACTGCGGTCAATAG
ATTTCACAATGTGATGGCAGGACAGCCTGAGGAACTCTCGAACCCAAAT
GGAAACAACCAGATATTTATGAATCAGCGCGGCTCACATGGCGTTGTGCT
GGCAAATGCAGGTTCATCCTCTGTTTCTATCAATACGCCAACAAAATTGC
CTGATGGCAGATATGACAATAAAGCTGGGGGCAGGTTTCATTTTCAAGTG
AATGATGGTAAACTGACAGGCACGATCAATGCCAGGTCTGTGGCTGTGCT
TTATCCTGATGATATTGCAAAAGCGCCTCATGTTTTTCTTGAGAATTACAA
AACAGGTGTAACACATTCTTTCAATGATCAACTGACGATTACCTTGCGTG
CAGATGCGAATACAACAAAAGCCGTTTATCAAATCAATAATGGACCAGA
GACGGCGTTTAAGGATGGAGATCAATTCACAATCGGAAAAGGAGATCCA
TTTGGCAAAACATACACCATCATGTTAAAAGGAACGAACAGTGATGGTA
TAACGAGGGCCGAGGAATACAGTTTTGTTAAAAGAGATCCAGCTTCGGC
CAAAACCATCGGCTATCAAAATCCGAATCATTGGAGCCAGGTAAATGCTT
ATATCTATAAACATGATGGGAGCCGGGCAATTGAATTGACCGGATCTTGG
CCTGGAAAACCAATGACTAAAAATGCAGACGGAATTTACACGCTGACGC
TGCCTGCGGATACGGATACAACCAACGCCAAAGTGATTTTTAATAATGGC
AGCGCCCAGGTGCCCGGCCAGAATCAGCCTGGCTTTGATTACGTGCAAA
ATGGTTTATATAATGACTCGGGCTTAAGCGGTTCTCTTCCCTAA

6.6.amy28 a-Amilazinin Saflastiriimasi

Rekombinantamy28 amilazi, kdltir Gst sivisindan 3 basamakli saffaa
kullanilarak saflgtiriidi. Buna gore, filtrelenngi kiltir Gst sivisi % 80 amonyum

sulfat ile c¢okturtldikten sonra rekombinant enzitk, olarak Q-Sepharose iyon
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degisim kromatografisi, ardindan da jel filtrasyon ile 22.5 verimle 16.36 kat
saflatirildi. Saflgtirma sonuglari Tablo 6.13’te yer almaktadir.

Tablo 6.13:amy28 a-amilazinin saflgtiriimasi.

Toplam Toplam Spesifik Saflgtirma  Verim

Aktivite Protein Aktivite Orani (%)
(V) (mg) (U/mg)

Kdltdr dst sivisi 15717 91 172 1.00 100
(NHy4)2SO, gOktlirmesi 6052 30 196 1.14 38.51
Iyon desisim 4466 2.8 1624 9.44 28.42
kromatografisi
(Q-Sepharose)
Jel filtrasyon 3534 1.26 2814 16.36 22.49
kromatografisi

(Sephacryl S-100)

Saflgtirilan enzimin molekuler @rligi SDS-PAGE ile belirlendi. Buna gore
beklenen buyiklik olan 73 kDa ile uyumlu bir bangar oldgu goéralda. Paralel
olarak yapilan zimogram analizinde bu bant ile uluiiyuklikte tek bir bandin
nisasta hidrolizini gercekigirdigi gbruldi ve bu sonucglara dayanilarak ~73 kDa

agirhgindaki bandira-amilaz oldgu sonucuna varildSgkil 6.11).

Sekil 6.11: a) SDS-PAGE gorunttsi. Kuyul. Proteiondak belirteci, kuyu?2. Jel
filtrasyonu sonrasi okturulan enzim havuzu, b) Enzim havuzunun zimogram
goruntusda.
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6.7.amy28 a-Amilazinin Nitelendirilmesi

6.7.1. pH’nin Rekombinant Enzimin Aktivite ve Kararliligina Etkisi

Rekombinant enzimin optimal pH’si farkl pH’lardgaH 4.0-11.0) hazirlanan
tamponlarda enzimatik aktivite testi yapilarak befidi. Rekombinant enzimin
optimal pH'sinin 6 oldgu ve asidik pH araliklarinda daha aktif ofdugoraldi
(Sekil 6.12). pH 5.0 ve 5.5 ‘te rolatif aktivite ssigla % 94 ve % 95 olarak
bulunurken, pH 4.5ta % 72'ye diiigl belirlendi. Bu gamadan sonraki bitin

nitelendirme ¢cabmalari, enzimin optimal pH’si olan pH 6.0’da gergskrildi.

100

80 -

60 -

Rolatif aktivite (%)

()IIIIIIIII>
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pH

Sekil 6.12:amy28 a-amilazinin optimal pH gradi. Hata cubuklari standart hata
degerlerini ifade etmektedir.

pH kararlilginin belirlenmesi amaciylay-amilaz enzim preparasyonu, farkl
pH’lardaki (4.0-12.0) tamponlarda 5C’ta 1 saat, 4C'ta 24 saat olmak Uzere iki
farkll kosulda bekletildi. Stire sonunda uygulanan standativigk testi ile alinan
sonuclar amy28 a-amilazinin 6zellikle 1thmli asidik pH’larda kararloldugunu
gosterdi Sekil 6.13). pH 6.0'da enzimatik aktivitede @lig olmazken, pH 4.0 ve 9.0
aralginda aktivitenin % 80’ninin korungw gorildi. 56C'ta yapilan denemede,
pH10 ve daha yuksek pH ghkrlerinde enzimin kararlginda carpici bir diis
gozlendi. pH4.0 ve 12'de ise ¢hangic aktivitesinin neredeyse tamaminin
kayboldigu belirlendi.
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Sekil 6.13: 4°C (m ) ve 50C (a4 )'ta pH'nin enzim kararlin tizerine etkisi. Hata
cubuklar standart hata glerlerini ifade etmektedir.

6.7.2. Sicakigin Rekombinant a- Amilaza Etkisi

Standart enzimatik aktivite testinde yapilan 3 itkihkiibasyon siiresi 3%C-
90 °C arasi sicakliklarda yapilarak gercatifden optimal sicaklik belirleme
calismalari sonucundagmy28 a-amilazinin optimal sicakginin 70 °C oldusu
belirlendi. Yani sira, enzimin 65-7& sicaklik arafiinda yiiksek aktivite goste
80 °C ve Ustu sicakliklarda ise enzimatik aktiviteddirg| bir azalma oldgu
goruldu Sekil 6.14).
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Rolatif aktivite (%)

O T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Sicaklik (°C)

Sekil 6.14:amy28 a-amilazinin optimal sicaklik grgii. Hata cubuklari standart hata
deserlerini ifade etmektedir.

Rekombinant enzimin sicaklik kararfili 50-80 °C sicaklik arafiinda

bekletilen enzim preparasyonundan farkli zamanlablaan orneklerin aktivitesi
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olculerek belirlendi. £C’ta bekletilen enzimin aktivitesinin % 100 kabudiléligi
deserlendirmeye gore, 50C’ta enzimin aktivitesinde 90 dakika sonunda azalma
gorilmedi Gekil 6.15). 60°C’ta 30 dakika sonunda % 100 olan aktivitenin, yaye!
sicaklikta 60 ve 90 dakika sonunda sirasiyla % @5 % 94'UnU korudgu
belirlendi.70°C’ta da oldukca kararli (90 dakika sonunda kalativi& deseri %78)
oldugu gorilen enzimin, 8C'taki kararliliginin gorece kisa sureli olgu, bu
sicaklkta, 30 dakika sonunda enzimatik aktivite@incak % 60’In1 korudiu

gozlemlendi.

120

100 :

80 -
60 -

40 -

Kalan aktivite (%)

20 -

0 20 40 60 80 100

Zaman (dk)

Sekil 6.15: 50C (eskenar dortgen), 6€ (kare), 78C (licgen dolgu) ve 8C'ta
(carpi) sicakigin amy28 a-amilazinin kararlhfiina etkisi. Hata cubuklar standart
hata dgerlerini ifade etmektedir.

6.7.3. Metaliyonlarinin ve Amonyum Tuzlarinin Rekombinanta-
Amilaz Uzerindeki Etkisi

Metal iyonlarinina-amilazin Gzerindeki etkisinin belirlenmesi amaaiyl7
¢esit metal ve amonyum tuzu 10 mM konsantrasyondasigak kargimina eklendi.
Hic tuz icermeyen tlpin % 100 olarak kabul edildialismada alinan sonuclar bu
degsere gore hesaplandi (Tablo 6.14). Buna gore, a&hin (NH).Ac ve KCI
eklendginde arttg1 gozlendi. B&", C&*, (NH,4),SO;, Li%*, Mg** ve N4d iyonlarinin
10 mM konsantrasyonda enzimin aktivitesi Uzerindenili bir degisiklige sebep
olmadgl, CU*, FE*, F€" ve Zrf* iyonlarinin amilaz aktivitesini tamamen inhibe
ettigi gbzlendi. C&", Ni** ve Mrf* iyonlarinin enzimatik aktiveyi oldukca indirgegli
(% 77-% 36) belirlendi.
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Tablo 6.14: Metal iyonlariniamy28 a-amilazina etkisi.

Metal iyonlar Kalan Aktivite

ve amonyum tuzlari (%)

(10 mM)
BaCh 95 £+ 1.6 (NS)
CaCb 97 £ 0.3 (NS)
CoCh 36+23 *
CuCh 0.14+0.2*
FeCb 0x0*
FeCk 0x0*
FeSQ 05 +£0.7*
KCI 115 +0.6*
LiCl, 108 £2.4*
MgCl, 102 +1.7 (NS)
MnCl, 77 +£1.4*
NacCl 102 = 3.2 (NS)
NiCl; 45 +1.4+*
ZnCl, 0x0*
ZnSQ, 0.2 £0.3*
NH,AC 112 £+2.0*
(NHg)2SOy 105 £+0.3*
Control 100 £0.3

* Istatistiksel olarak anlamli der, NS:istatistiksel olarak anlamli olmayangge.

6.7.4. Deterjanlarina-Amilaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Deterjanlarin enzimatik aktivite tzerine etkisirdalirlenmesi amaciyla % 0.1
ve % 1'lik final konsantrasyonda gt deterjanlar enzim preparasyonuna eklenerek
aktivite 6lcimu yapildi. Deterjan eklenmeyen kohtigpiine gérece hesaplanan %
oranlarina bakilarak genel olarak, iyonik detegam enzimatik aktiviteyi inhibe
ettigi, iyonik olmayanlarin inhibisyonunun ise daha ddugu gozlemlendi (Tablo
6.15). SDS’nin % 0,1 ve % 1’lik oranlarinin her gkiin de enzimi neredeyse

tamamen inhibe efii belirlendi.
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Tablo 6.15: Deterjanlariamy28 a-amilazina etkisi.

Deterjan Kalan Aktivite (%)
% 0.1 CTAB 48 +2.8*
% 1 CTAB 14+2.7*
% 0.1 Na-deox 74 +3.2*
% 1Na-deox 43+0.8*
% 0.1 Tween80 95+39*
% 1 Tween80 87+3.1*
% 0.1 Triton X-100 90+1.8*
% 1 Triton X-100 88+39*
% 0.1 SDS 3+2.7*
% 1 SDS 12+3.8*
% 0.1 Tween20 84+26*
% 1 Tween20 82+0.6*
Control 100+£1.9

*: Istatistiksel olarak anlamli ger.

6.7.5. Caitli Kimyasal Ajanlarin Enzimin Kararlili g1 Uzerine Etkisi

Gliserol, etilen glikol ve DMSO’nun % 30’luk kons@asyonda rekombinant
amilaz Uzerinde benzer etkisi oflu belirlendi (Tablo 6.16). Yine ayni kimyasal
ajanlarin % 10’luk konsantrasyonlarinin aktivit@i33-40 oraninda azaliti PMSF
ve EDTAnin 10 mM konsantrasyonlarinin ise aktiyiteolduk¢a inhibe et
gbzlendi. 2-Merkapto etanolin ise enzimin karayinh % 30-35 oraninda arttig!
belirlendi.

Tablo 6.16: Cgtli kimyasal ajanlarin amy28-amilazinin kararliiina etkisi.

Kimyasal Ajanlar

Kalan Aktivite (%)

% 10 gliserol 80+1.2*
% 30 gliserol 67+£3.0*
% 10 EG 87+28*
% 30 EG 65+3.8*
% 10 DMSO 96+2.0*
% 30 DMSO 60+20*
1 mM EDTA 95+09*
5mM EDTA 85+1.2*
10 mM EDTA 74+£29*
10 mM PMSF 65+1.0*
10 mMB-ME 131+3.6*
Control 100+ 0.4 *

* [statistiksel olarak anlamli der.



6.7.6. amy28 a-amilazinin % 1 konsantrasyondaki substratlar ile

aktivitesinin belirlenmesi

amy28 a-amilazin % 1 konsantrasyonda site substratlara olan ilgisi

belirlenerek goreceli aktivite derleri tespit edildi. Olgiilen gerlerde en yiiksek

aktivite alinan patates gaistasi % 100 kabul edilerek goreceli aktivitesetteri

hesaplandi (Tablo 6.17). Buna go0re patatesstasindan sonra enzim sirasiyla

maltodekstrin, bgday nkastasi, misir gastasi, amilopektin ve amilozu substrat

olarak tercih etmektedir. Halkasal glukoz Unitelden olgan a- ve p-siklodekstrin

ile maltoz vea-1,6 ba&l glukoz unitelerinden okan pullulan Gzerinde enzimin

aktivitesinin olmadii belirlendi. Dekstranin ise bu enzim tarafindardazlsa (% 1-

2) substrat olarak kullanilabilgligbzlendi.

Tablo 6.17:amy28 a-amilazinin % 1 konsantrasyondaki

substratlara goéreceli aktivitesi.

Substrat Ba/monomer Goreceli Aktivite
(%)
Amiloz a-1,4 / glukoz 54+29
Amilopektin a-1,4+a-1,6 / glukoz 61+2.6
Misir nisastasi a-1,4+a-1,6 / glukoz 68 £ 1.0
Patates gastasl a-1,4+0-1,6 / glukoz 100£0.8
Bugday nkastasi a-1,4+0-1,6 / glukoz 65+35
Maltoz a-1,4 / iki glukoz 0+£0.0
Maltodekstrin a-1,4 / glukoz 83+x21
Dextran a-1,6 / glukoz 1+11
a-CD a-1,4 /halkasal glukoz 0+ 0.0
B-CD a-1,4/ halkasal glukoz 0+£0.2
Pullulan a-1,6 / glukoz 0£0.2
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7. TARTISMA

Dunya endustriyel enzim pazarinin 2,7 milyar dakugu ve 2012'de yillik
% 4 artg gosterdgi bilinmektedir. Deterjan (% 37), tekstil (% 12)isasta (% 11),
firncihk (% 8) ve havyan yemi Uretimi (% 6) enzenn kullanildgl temel
endustriyel alanlardir [Harwood, 1992], [Ferrari @t 1993], [Schallmey et al
2004], [Das et a) 2011]. a-Amilazlar en 6nemli endustriyel enzimler arasiryéa
almakta ve pazarin yakl& % 25-30’'unu olgturmaktadir [Deb et g312013], [Azad
et al. 2009], [Rajagopalan and Krishnan, 2008].

Kullanim alanlarinin ¢gtlili gi ve ekonomik dgerinin yiksek olmasi
nedeniyle, biyoteknolojinin endustriyel enzimleilli alaninda yapilan agairmalar
onem taimaktadir. Endustriyel biyoteknolojiyi etkigekilde kullanan birka¢ Ulke
disinda kalan ulkelerde timuyle sei b&imhlik s6z konusu oldgundan bu konu
daha da 6nemli duruma gelmektedir.

Endustriyel enzimler genellikle mikroorganizmalardalde edilmektedir.
Mikroorganizmalarla ¢agma kaullarinin daha uygun olmasi, kolay manipile
edilebilmeleri, mikroorganizma kaynakli enzimlehitkisel veya hayvansal kaynakl
olanlara gorece fazla miktarda ve daha ekonomi& ettilebilmeleri, istenmeyen yan
arin olgturmamalari endustride tercih edilmelerininsloEa nedenlerindendir.
Endustriyel uygulamalardaki zorlu fdlarda calsabilen ve bu kgullara daha uzun
sure dayanabilen enzimlerin bulunabilmesi icinst@nailar uzun yillardir farkh
mikroorganizmalara ulmak Uzere camaktadir. Bu mikroorganizmalarin yaban
tipteki genlerinin, uygun ekspresyon vektorleri @hgiyla manipulasyonlari kolay
konakgl sistemlere aktarilmasi ve enzim uUretimiaptimizasyonu uzun yillardir
calisilan bir daldir.

Su ana kadar yapilan ¢gtinalarda dgada bulunan mikroorganizmasgéerinin
ancak % 1-5'i saptanabilgtir. Bu oran Bacilludar icin de gecerli olabilir.
Bacilludar u¢ kaullarda yaayabilme ve hicre gh enzim salgilayabilme
Ozelliklerinden dolay! biyoteknolojik uygulamalarbalica odak noktalari arasinda
yer alirlar [Sneath, 1986].

Bacilluscinsi, iclerinde endustriyel 6nemi buyuk olan eneimde bulunduran
bircok hicre dy enzim uretir. Endustriyel sureclerde kullaniimgere buyik capta

amilaz Ureten soylar getirilmistir. Cinkl yaban tipte bir soyun her zaman istenen
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nitelikte enzim uretmesi olasi gi&glir. Boylece istenen Ozellikte amilazi sentezleye
genin iyi karakterize edilniE. coli gibi bir konakg¢iya klonlanmasi yeni amilazlarin
karakterizasyonu ve buyiik miktarlarda tretimineiigatkida bulunacaktir [Ozcan
ve Altinalan, 2001].

Doktora tez projesi kapsaminda, Grubumuz tarafiry@ael kaynaklardan izole
edilerek morfolojik, biyokimyasal ve molekller tgridirme yontemleri ile
tanimlanmg, hiicre dgi a-amilaz dreticisi olduklari belirlenmill Bacillus soyunun
ilgili genlerinin klonlanmasi, gen dizilimlerinin etirlenmesi, klonlarina-amilaz
ekspresyonu ve secilen bir soyumamilazinin saflgtirilarak nitelendirilmesi
hedeflenmj ve bu dgrultuda ¢algmalar yapilmgtir.

Tez projesi kapsaminda tutulana@milaz Ureticisi soyun PCR ile galtilan
fragmanlari jelden izole edilerek, pUC19 vektorierize klonlanmasi icin ¢ok
sayida yapkan uclu klonlama denemesi yapigtm. Farkl insert/fragman molar
oranlari, tekrarlanan PCR ve jelden izolasyon bagtennin, yenilenen vektor-
fragman restriksiyon kesimlerinin uygulagdsirecler sonucunda @amilaz PCR
fragmaninin higbirinde yagkan uclu klonlama barilamamgtir.

PCR temelli bir yontemle tek bir basamaktaaitilmis genlerin istenilen bir
plazmit vektdre ligaz enzimi olmaksizklonlanmasi hentiz ¢cok yeni bir klonlama
yaklasimidir. Tez cakmasinda da ilk denemelerde tercih gattiz yapskan uclu
klonlama, PCR uriunlerinin klonlanmasinda birctdboratuvarda oldiu UGzere
laboratuvarimizdala rutin olarak kullaniimaktadir. Ancak bu gaialarin ve TA
klonlamanin Bacillusa-amilaz genlerinde istenilegekilde sonuclanmamasi bizi,
1990l yillarin baindan itibaren kullanilmakta olan ligasyon gbali olmayan
yontemlerin denenmesi sirecine yonegtini

An ve arkadglari (2010) ligasyon basam@a olmaksizin tek bir PCR ile
klonlama yontemini gedtirmislerdir. Bu yontemde, kullandiklari plazmit olan
pUC19 ve sanl ve san® genlerine birlikte tutunabilen ileri ve geri pm
tasarlamglar ve diguk primer konsantrasyonunda tek bir PCR bagameaklonlama
yapmslardir [An et al., 2010]. Bu diultuda yerelBacillus soylarinin a-amilaz
genleri, An ve arkaddtarindan uyarlanan yontem kullanilarak ve bu vektorgu
modifiye primerler tasarlanip sentez ettirilereknelemi, E.coli IM109 kompetan

hiicreleri, elde edilen PCR Urinungiyan pUC19 ile transforme edilgtir.
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Her bir soy icin transformasyon sonucu elde edketonilerden rastgele 10
tanesi secilerek plazmit izolasyonu yapgtm Plazmitlerin ¢ift enzim kesimine
ugratilmasi sonucu segilen soylaaramilazlari igin uygun buytklukte bantlar elde
edilmistir. Ayni klonlarla yapilan ilk ekspresyon gahalarinda hicre g amilaz
aktivitesinin varlgi DNS yontemi kullanilarak belirlensiir.

Ligaz-baimh olmayan klonlama (LIC), ilk olarak 1990 yiliadayinlanmy iki
calisma ile gercekigiriimis ve son yillarda artan sayida uygulama yaptimi
Yuksek etkinlikte olmasi, vektérin kendi Uzeringp&ama olasiinin az olmasi,
restriksiyon kesimine ihtiyac duymamasi bu tar kwomanin en onemli
avantajlarindandir. Ayrica, bu uygulama bilinmeykrilerin klon kitiphanelerinin
olusumuna da olanak gkar [Thieme et al., 2011], [Li and Evans, 1997].

LIC ile yapilan ¢camalardan ilkinde, Shuldiner ve arkatdau (1990), 3 farkli
PCR fragmanini pGem4Z vektorine ligaz kullaniimaypanydntemle bgarili bir
sekilde klonlamglardir. Yontem, 5’- ucunda 24 nukleotit uzuglunda kuyruk iceren
PCR amplifikasyonu ile gercekkarilmistir. Bu kuyruklarin vektoérin 3’-ucuna
tamamlayici 6zellikte olmasindan vyararlanarak ldom baarilabilmistir. Bu
yontem ilave denaturasyon ve renaturasyon basamakiigerir. ikinci yontemde ise,
Aslanidis ve Jong (1990), “insert” DNA'y1 12 nukl#ouzunluysundaki 5’- kuyrukla
cogaltmiglardir. Bu kuyruklar dCP yoksunu olgundan amplikon 3’-ucunda dGMP
yoksunudur. Sonrasinda bu 3’-uclar T4 DNA polimaraB’-5’ ekzonikleaz
aktivitesi ile ortadan kaldirilir.

Sonraki bir cakmada enzimsiz klonlama (EFC), PCR drlUnlerinin alt
klonlamasi icin kullanilintir. [Jong et al 2006]. Bu yontemin klonlama etkigli
onceki calgmalardan yiksek olsa da, maliyetin olduk¢ga yukseknasi
dezavantajidir.

An ve arkadglarinin yonlendirilmg evrim yaklgimina yonelik yaptiklari
calismada, onceden de belirtifgigibi, pUC19 Uzerinde bulunan iki gen bu vektore
tutunabilen primer cifti ile ¢galtiimistir. Elde edilen PCR urlnleri jelden izole
edilmis, DNA karstirma icin DNazl kesimine gratiimis, “reassembling PCR”,
ardindan bu primerlerin de bulunglu ikinci PCR sonrasi elde edilen Grinle
dogrudan transformasyon yapilgnre varyantlar elde edilrtir.

An ve arkadglarinin ¢calgmasinin modifiye edilngibir sekli ile klonlanamayan
amilaz genleri genomdan hareketle iki PCR bagamb pUC19 vektorine

klonlanabilmgtir. S6z konusu caimada, plazmit Uzerindeki bir gen, pUC19a
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tutunabilen primerler ile gmltilabiliyorken, bizim ¢cakmamiz genomda bulunan
amilaz genlerini banda ve sonunda pUC19 vektoriine tutunabilecek Kutauyan
fragmanlar halinde g¢altabilmemizi s@lamis ve PCR ile dgrudan klonlamayi
mamkin  kilmgtir. Ayrica klonlama PCR’si olan ikinci reaksiyond#@&n ve
arkadalarindan farkli olarak primer kullaniimagpibirinci PCR drundnde yer alan
kuyruk kisimlarinin ikinci PCR igin primer gorevbgnesi sglanmstir.

Elde edilen PCR urunu il&. coli hicreleri ilave bir gdlem uygulanmadan
transforme edilngtir. PCR ile olgturulan rekombinant plazmitlerde ean centikler
bakterilercein vivoda onarilmaktadir. Transformasyon sonucunda (oetina elde
edilen koloni sayisina bakifginda, ¢cok da kicuk olmayan genler (~1,7 ve ~2 kb)
icin bu tdr bir ligasyonun oldukca verimli olgu disinulmektedir. Ayrica, secilen
kolonilerden yapilan plazmit izolasyonu ve kesimfgmrasi 5 soy icin plazmitlerin
% 100 oraninda istenilen buyuklikte parcaidg gorilmi, bu da yontemin
etkinliginin diger bir ispati olmgtur. Transformasyon sonucu elde edilen kolonilerde
plazmit izolasyonu sonrasi beklenen bulyuklukte lbanicerenleri ile yapilan
ekspresyon caimasindaB. subtilisamilaz genini iceren klonlarin yiksek hicrei di
aktivite verdgi, B. cereusamilaz genini tayanlarin ise hiicre ginda ve icinde yok
denecek kadar az enzimatik aktiviteye sahip gidgorulmitir. B. cereusa-amilaz
geni B. subtilis a-amilaz genine yakin bir bUyuklikte olmasinagmen
transformasyon etkirgi ve veriminin A4 ve P17 soylarindan tirevienenlgeteB.
subtilisolanlardan daha diik olduzu goralmigtar.

pUC19 klonlama vektorinde beta galaktosidaza aidohktari iceren
“polylinker” olarak da adlandirilan coklu klonlamablgesi bulunmaktadir. Beta
galaktosidaz ekspresyonlac promotorunun kontrolindedir ve IPTG ile indUklenir
Indikleyicinin olmadii ortamda bu promotordan bazal seviyede bir ekgpres
olmaktadir [De Bellis and Schwartz, 1990].Y@pniz ekspresyon c¢amalarinda
IPTG ile uyarimin yaninda uyarimsiz ornekler deisgzya dahil edilmtir.
Uyarimsiz 6rngin calsilan her saatte uyarimli 6rnekten dahaiftiaktivite verdgi
gozlenmitir.

a-amilaz dretimi indiklenebilir ve genellikle saista veya onun hidroliz Grina
olan maltoz varfiinda enzimin Uretimi induklenebilir. Farkhspergillus oryzae
turleri ile yapilan cabmalardan, bu cins igina-amilazin genel indukleyici

molekilinin maltoz oldiu sdylenebilir. Maltoz ve sastanin indikleyici olarak
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kullanildigi bir calsmadaA. oryzaeNRC 401013 soyunda aktivitede 20 kat sarti
oldugu bildirilmistir. Maltoz ve ngastadan bgka laktoz, trehaloz,a-metil-D-
glikozidin dea-amilazlar icin indukleyici oldgu bilinmektedir. Her ne kadar glukoz
ve maltoza-amilaz Uretiminde karbon kay®aolarak kullanilsa da, en fazla tercih
edilen ve en sik rastlanamsastadir [Gupta et al2003].

Srivasta ve Baruah (1986), yaptiklari g@ada amilaz sentezinin bakteriler
glukoz, maltoz ya da sukroz iceren bir besi yeribdguttldglinde baskilandini,
fakat nsasta ya da der polisakkaritleri iceren ortamda buyltUgdinde oldukca
yuksek oldgunu belirlemglerdir. Nisasta, amilaz Uretimini uyarmakla birlikte,
literatirde amilaz Gretimi icin gastanin gerekli olmagini goésteren yayinlar da
bulunmaktadir [Srivasta and Baruah, 1986)].

Amilaz Uretiminin arttirilmasi icin gasta iceren besi yeri kullanimi literattirde
oldukca yaygindir. Ekspresyon gahasinda Ali ve arkagkrinin o-amilaz
dretiminde kullandiklari % 1 gasta iceren M-9 besi yerine benzgekilde
hazirlanan, ancak farkli olarak iz element solUsyanicermeyen besi yeni-amilaz
ekspresyonu ic¢in kullanilgtir (Ali et al., 1999). Bunun yaninda, A28/1 soyu igin
zengin bir besi yeri olan LB besi yerinde enzimat#tivite calgilmis, ancak bu besi
yerinde ¢ok dgik aktivite dgerlerine ulailmistir.

Tez calgmasinda elde edilen klonlarmamilaz aktivitesinin belirlenmesinde
literatirde en sik tercih edilen DNS yontemi kuilemstir. ilk calismalar, daha
kicuk olcekte 3 ml'lik kultir ile yapilng onceki cakmalardan elde edilen
deneyimler ile aktivitenin yliksek olagatahmin edilen kuiltir bgangicindan
sonraki 24. saatte dlgcumler yapiytm. Bu ggamada secilen klonlar ile yapilan daha
biyuk o6lcekli ekspresyonda 4 saatte bir 6rnek edindiicre biyumesi ve-amilaz
aktivitesi kontrol edilmgtir. Buradan elde edilen sonugclar en yiksek aldniit yine
aynl saatte alingina karet etmgtir. Yerel Bacillus soylari ile yapilan onceki
calismalarimizda, cajilan soylar arasinda farkliliklar olmakla birliken yuksek
aktivite degerine siklikla kdltir bgangicindan sonraki 20-24. saatlerdesuaustir
[Tuzlakaglu M., yuksek lisans tezi, 2004]. Hlcresida-amilaz Gretim miktarinin ise
onceki verilere dayanilarak yapilan g#astirmada rekombinant soylarda 2 ila 3 kat
arasinda desen oranlarda daha fazla ofglugoralmitar.

Klonlanan soylardan yiiksek aktivite verenlerimiramilaz genleri icin DNA

dizi analizi yapilmg ve BLAST veri tabaninda yapilan kdastirma sonucu
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benzerlik gosterdi tir isimleri belirlenmgtir. Bacillus subtilistirevli klonlarina-
amilaz gen dizilimlerinin beklenildi sekilde birbiri ile olduk¢a benzer olgu (en
fazla farkllik A3 soyun-amilazinda) gorulmgidr.

Bacillus soylari dgal olarak ¢ok cgtli proteinleri buyik miktarlarda tGreterek
kendi hicre du ortamlarina salgilayabilme oOzgjine sahiptir. Bunlardan birgo
endustriyel acidan 6nem stmakla birlikte Bacillus cinsinin bu tlr slreclerde
konakg! olarak kullaniminin en énemli dezavantaji@an biri heterolog proteinleri
parcalama potansiyeli bulunan endojen proteazléiksgk miktarda sentezleme
egilimleridir. Heterolog protein uretiminde en faztarcih edilen mikroorganizma
olanE. colitizerinde yapilan ¢aimalarin ¢coklgu nedeniyle bir model sistem olarak
kullaniimakta ve genetik Ozellikleri gkr mikroorganizmalardan daha fazla
bilinmektedir. Bugln, E. coliye gen aktariminda kullanilabilecek gugli ve
uyarilabilir cok ceitli plazmit bulunmaktadir. E. coli'nin dogal olarak sentezlegii
proteinlerin buyuk bir ¢gunlugu hicre icidir. Bunun yani sira gl proteinlerinin
bir kismini periplazmik alana, daha azini da hidise ortama tair. Rekombinant
protein Uretme sistemlerinde periplazmik veya hudrg alanlara salinmasinin
basariimasi, E. coli ekspresyon sistemlerindesilanasi gereken bir sinirlamadir
[Walsh, 2005].

Tez projesi kapsaminda PCR temelli ve ligaz kullaadan yapilan
klonlamalar sonucu; BeB. subtilis ikisi B. cereussoylarina aitn-amilaz kodlayan
genler, “ATG” translasyonel Bkngic bolgesinden bkayarak klonlannytir.
Muhtemel sinyal dizisini de icinde bulunduran buklgaimla, pUC19 vekt6ri
Uzerinde bulunarB. subtilis a-amilaz genlerinin hicre g ekspresyonuE. coli
JM109 hdcrelerinde Bariimistir.  Yine ayni yaklamla hazirlanan primerler
kullaniimasina ramen, iki B. cereussoyunda genin klonlanmasisaali olmasina
karsin a-amilaz aktivitesinin bulunmamasi, bu tir 6zelirgleyal dizisininE. coli
Sec yol@nda gorevli proteinler tarafindan taninmamasigiddiurmektedir.

Amilazlar tipik olarak iki veya daha fazla kromatafik basamak kullanilarak
saflgtirihr [Lim et al, 2003]. Tez capmasinda en yiksek hicresido-amilaz
aktivitesine sahip klon olaamy28 a-amilazi kultir Gst sivisindan amonyum slfat,
iyon desisim kromatografisi ve jel filtrasyon yontemleri il6 kat saflgtiriimis ve

biyokimyasal 6zellikleri belirlenngtir.
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Bacillus turlerinden elde edilem-amilazlarin molekuler @rliklar desisken
olmakla birlikte, mikrobiyala-amilazlarin 50-60 kDa olargaligl ile uyumlu olarak
B. subtiliste 54 kDa ve 57 kDa&B. licheniformi&e 58 kDa ve 64 kDa biyukgiinde
a-amilazlar belirlenmtir [Pandey et a)] 2000]. amy28 a-amilazinin SDS-PAGE
profiline bakilarak ~72 kDa buyUkiinde oldgu, zimogram sonucunda da tek bir
aktif a-amilaz bandinin bulungu géralmitar.

Endustriyel sureclerdeki bircok uygulama farkli thatozellikle u¢ pH
deserlerinde cakabilen enzimleri gerektirdinden a-amilazlarin pH-aktivite
profillerinin degistiriimesine yonelik caimalar devam etmektedir [van der Maarel et
al., 2002]. Nsasta gslenmesinde ilk basamak, pH g 4.5 olan njasta
camuru/hamurunun sivdariimasidir. a-amilaz eklenmeden 0Once bu pH gde
NaOH ile enzimin optimal ¢calma kaulu olan pH 5.8-6.0'ya ayarlanmalidir. Bu
baglamda, dguk pH deerlerinde aktif ve stabil olam-amilazlara olan ihtiyag
aciktir. amy28 a-amilazinin asidik-nétral pH arginda (pH 4.5-7.0) aktif oldiu
nitelendirme ¢agmalari sonucu goralmtiir. Bunun yani sira, rekombinant enzimin,
4 °C'ta 24 saat sonunda pH 5.0-12.0 arasinda kar&tligo bulunmuytur. Bu
sonuclaramy28 a-amilazini ngasta biyoddngiiminde kullanilabilecek bir enzim
olarak digundurmektedir. Boylelikle strecigekerlgtirme basama&anda kullanilan
glukoamilaz igin optimal pH olan 4.5e glirmek icin suregte asit kullanimi
basamgl da ortadan kaldirilabilir. pH 4.5’in altindaki p#serlerindeamy28 a-
amilazinin inaktif olmasi, aktif bdlgede yer alamzlk fonksiyonel gruplarin
yapisindan ve peptit Barinin asit hidrolizinden kaynaklangnolabilir [Dheeran et
al., 2010]. DUk pH’'da peptit bglarinin asit hidrolizi Vieille ve Zeikus (2001)
tarafindan rapor edilmive siklikla aspartik asit rezidilerinin C-termirmglgesinde,
Asp-Pro bginin en duyarli oldgu bolgede meydana geddiaciklanmstir. Bu durum
prolinin nitrojeninin dger rezidulerinkilerden daha bazik olmasindan vedspasit
rezidisunun bir prolinin N ucuna gandginda a-p izomerizasyon igin gliminin
artmasindan kaynaklanmaktadir [Vieille and Zeild@)1].

Nisastanin yuksek sicaklik ve gik pH'da biyodongiminin gercekignesi
yuksek substrat c¢Ozunuga, disik viskozite, bakteriyel kontaminasyondan
korunma ve artan reaksiyon oranlari bakimindan kglduavantajlidir [Li et a)
2010].
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amy28 a-amilazinin optimal sicakll 70°C olarak belirlenmsitir. Bu sicaklikta
optimal aktivite gosteren bla Bacillus a-amilazlari da bulunmaktadir [Arikan,
2008], [Lin et al., 1998]a-Amilazin endustriyel uygulamalarinin genelliklekgiék
sicaklikta gercekignesi bu enzimi dreten termofilik ve hipertermofilik
mikroorganizmalara olan ilgiyi arttirgtir. Endustride 6zellikleB. licheniformisve
B. stearothermophilussoylarindan elde edilen ve 130-140 °C’ta aktifnoka
amilazlar ile en yuksek aktivitesini 80-100 °C’tasterenPyrococcusfurious a-
amilazi kullanilmaktadir [Egas et al., 1998], [Hougnd Danson, 1999]. Bunun
yanindaB. subtilis soylari da endustriyel sureclerde sikca kullandumy28 a-
amilazinin optimal sicalgdinin literatirde yer alaB. subtilisa-amilazlarindan daha
yuksek oldgu gorulmitir. Najafi ve arkadgdari yaptiklari cakmadaB. subtilis
AX20 soyunun optimal sicalinin 60°C oldusunu bildirmilerdir [Najafi et al,
2005]. AyricaB. subtilisamyE soyu icin veB. subtilisUS116 soyu icin optimal
sicaklik 65°C olarak bildirilmitir [Liu et al., 2010], [Ben Messaoud et ,a2004].

Dusik pH ve yuksek sicaklik derlerinde aktif olmanin yani sira sicaklik
kararhlgl nisasta glenmesinde kullanilan-amilazlar icin 6nemli bir dier noktadir
[Dheeran et al., 2010B. subtilis B. licheniformisve B. amyloliquefacierim ylksek
sicaklk kararhlg olan a-amilazlar Gretii uzun yillardan beri bilinmektedir [Haki
and Rakshit, 2003]. Bununla birlikte 58C'in tzerindeki sicakliklarda kararli
olmayan B. mojavensisA21 ve Bacillus sp. XY-1 soylarinina-amilazlari gibi
ornekler de mevcuttur [Hmidet et.al2010], [Liu and Xu, 2008]. Yagiimiz
calismalar amy28 a-amilazinin 50°C’ta 90 dakika sonunda aktivitesinin tamamini
korudysunu, dahasi 60C’'ta 60 dakika sonunda da aktivitede azalma olgadi
gostermgtir. Literatirde yer alana-amilazlarla kagilastirildiginda amy28 a-
amilazini orta-sicaklik kararli enzimler kategorde sayabiliriz. Bu durum
fermentasyon basa@@adan sonra enzimleri inaktive etmek icin past@yrmun
kullanildigi firincilik ve gida endustrileri icin avantajlirtdzellik olarak gordlebilir.

Tez calsmasinda ayrica metal iyonlari, deterjanlar, keyatiave stabilize edici
ajanlarinamy28 a-amilazi Gzerindeki etkileri belirlenstir. a-amilazlarin metal-
iyonu bamlihgina (C&*, Mg*, Mn*, zZr?*, F&* gibi) dair bircok cakma
mevcuttur [Sivaramakrishnan et.,aR006]. Zd"nin amilazlar iizerinde gésken
etkileri olduzunu goésteren ¢aimalar olmakla birlikte, bu iyonun sicaklik karagl

olan amilazlarin inhibitorlerinden biri old@u bilinmektedir. Orngin Bacillus A3-15
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ve Geobacillus sp. IIPTN enzimlerinin Zrile inhibe oldgu bildirimistir [Arikan,
2008], [Dheeran et al2010].amy28 a-amilazinin ZA* ile inhibe olmasi, sicaklik
kararliligl dzelliginden kaynaklaniyor olabilir. Rekombinamtamilazin ayrica C3,
CU*, F€*, F€" ve NP iyonlar varlginda da inhibe oldiu gozlenmitir. Bu tiir
inhibisyonlar igin iki farkli mekanizma oOnerilmekle: Birincisi, di kaynakh
katyonlar ile protein ile ikkili katyonlar arasindaki yagmanin metalloenzim
aktivitesini digtirmesi; ikincisi ise bazi metal iyonlariningtadan inhibitor etkisidir.
Bununla birlikte ikinci segenekte, inhibitor etkietal iyonlari ile amino asit
reziduleri arasindaki (enzim aktivitesini ve suéstrglanmasinda konformasyonel
degisikli ge neden olabilecek) etkiiene bali olabilir [Lin et al., 1998], [Chali et a]
2012].

Ca&™un bircok amilazin sicaklik kararlgh iizerinde etkisi oldgu yapilan
calismalarla gosterilmtir [Chai et al., 2012], [Egas et.all1998], [Gupta et al
2003]. a-Amilazlarin sicaklik kararliiinin ozellikle ortamda C& iyonu
bulundw@gunda genellikle cok daha fazla offlubilinse de, Jin ve arkaglari [2001],
yaptiklari ¢calgmada kullandiklarBacillus sp. JE soyu a-amilazinin aktivitesinin,
endustride yaygin olarak kullanilan Bdicheniformisten elde edilen termostabil-
amilazdan farkli olarak G& iyonu ile balantii olmadgini rapor etmilerdir.
Nisastanin biyodongiim surecindeki sivikirma basamanda yuksek sicaklikta-
amilazin kararlifginin sglanmasi amaciyla ortama CaGiklenir. C&" iyonlari,
surecin son basargaolan glukozun izomerizasyonundaki inhibitor eithden dolayi
iyon desismi ile bu basamaktan 6nce ortamdan uzakiir. pH'nin NaOH ile
ayarlanmasinda olgu gibi CaC} eklenmesi ve ortadan kaldiriimasi yuksek
maliyetli ve zaman alan birgslemdir. Bu bglamda, kalsiyuma k@ olmadgini
gordigimizamy28 a-amilazi bu tir uygulamalar icin elvgliiolabilecek bir enzim
olarak goze carpmaktadir.

Divalent katyonlari kelatlayici 6zedii olan EDTA’nin kuvvetli bira-amilaz
Inhibitdru oldyu birgok galgmada rapor edilngtir [Gupta et al., 2003, Nirmala and
Muralikrishna, 2003], [Mamo and Gessesse, 1999¢ujlar et al., 2000]amy28 a-
amilazinin 1, 5 ve 10 mM EDTA ile yapilan nitelermde calgsmalarinda, artan
konsantrasyonlarda EDTA'nin enzimatik aktiviteyihine edici 6zellikte oldgu
gorulmistir. Bu sonug, aktif bolge yakinlarinda iki gaelikli bir iyonun
bulunabilecgini distindtrmektedir.
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Yapilan deneyler sonucu, PMSFnimmy28 a-amilazini inhibe et
gorulmistir. Benzer bir durunGeobacillus caldoxylosilyticiBK4 a-amilazi igin de
rapor edilmgtir [Kolcuoglu ve ark., 2010]. PMSF’in serin rezidisu inhibitdldusu
bilinmektedir.amy28 amilazinin aktif bélgesinde serin rezidisundlutwna ihtimali
oldugu disinulmektedir.

Deterjanlarla yapilan camalarla, amy28 a-amilazinin iyonik olmayan
deterjanlar olan Tween 20, Tween 80 ve Triton X-M@®liginda kararh oldgu
gordlmistir SDS’in Anoxybacillusve Thermus filiformisOrk A2 a-amilazlarinda
oldugu gibi amy28 amilazinda da denature edici bir ajan gldbelirlenmgtir [Chai
et al, 2012], [Egas et al 1998]. B-merkapto etanolinnay28 a-amilazini inhibe
etmemesi, enzimatik aktivite icin disulfit #arinin esansiyel olmagini
disundurmektedir. Dahasp-merkapto etanolin aktiviteyi stimile edici etkikigal
enzim konformasyonunu koruyucu etkisinden kaynaibalir.

a-amilazlar substrat 6zgulii olarak sirasiyla gasta, amiloz, amilopektin,
siklodekstrin, glikojen ve maltotrioza ilgi gostéer [Gupta et al 2003].
Transglikozilasyon reaksiyonu olarak adlandirilanl,6 glikozidik ba&larinin
hidrolizi amilazlar icin birka¢ érnekle sinirli @andsi bir 6zelliktir [Moreno et al
2010]. amy28 a-amilazinin substrat 6zgufitine bakildginda en yuksek aktiviteyi
patates, misir, taday gibi farklh ngasta tirlerine gostergli goralmistar.
Rekombinant enzimin amiloz, amilopektin ve maltosteki parcalayabiliyorkem-
ve B-siklodekstrinler Gzerinde aktivitesinin olmamas bnzimina-1,4 glikozidik
baglarinin hidrolizini yapabilenp-1,6 balar Uzerinde etkili olmayan tipik bia-
amilaz oldgunu gosternsiir.

Endustriyel sdrecler siklikla saf olmayam-amilazlarin  kullanildi
uygulamalar olsa da sajtaillmis enzimler yapi-fonksiyon ve biyokimyasal
Ozelliklerin belirlenmesinde tercih edilmektedir y@a et al 2003]. amy28 a-
amilazi % 22 verimle 16 kez saftailmistir. Amonyum sulfat, iyon dgsimi ve jel
filtrasyonu yontemlerinin art arda kullanigg bir seri saflatirma basama
sonucunda SDS-PAGE’de birden fazla bant gorgtini Tek bir bandin eldesi,
saflgstirma sureclerinde siklikla afinite kolonlari kulliarak mimkin olmaktadir.

Yaban tipteki enzim genlerinin farkl konakcilardomdanarak ekspresyonu
uzun yillardir cakilan bir daldir. Bu tez calmasinda uygulanan PCR eliyle
klonlamaya yeni bir yakkamin getirilmesi, Grubumuz ve gbr argtirma gruplarinin
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ligasyon b@mli olmaksizin tek basamakta klonlama gahlari yapabilmesine
katkida bulunacaktir.

82



8. SONUC

Doktora tez caymasinda, yereBacillus izolatlarinina-amilaz genleri ligaz-
bagimli olmayan bir yontem kullanilarak klonlargrue rekombinant soylarda enzim
Uretimi gerceklgtirilmi stir. Bu kapsamda 6nceki cainalarimizda bg B. subtilis
ikisi ise B. cereusolarak tanimlanan soylarim-amilaz genleri genomdan PCR ile
cogaltiimis, sirasiyla ~2 kb ve ~1.7 kb’lik fragmanlar eldelmdstir. Bu fragmanlar,
genomdan ggaltilirken klonlama vektoért olan pUC19'un ¢oklu klama bélgesinin
yakininda yer alan boélgelere tamamlayici nukledliilerini icerecek sekilde
tasarlanmy kuyruklar tgir halde elde edilmierdir. Bu Urlnlerin ve vektorin
bulundwgu, primer bulunmayan ikinci bir PCR reaksiyonu kioma PCR’si olarak
kullaniimistir. Bu PCR sonucu elde edilen trunler ile kompédtéareler transforme
edilmis ve rekombinan€&. coli soylari elde edilmgtir. Tez kapsaminda uygulanan
ligaz-baimli olmayan klonlama yontemi, basit, hizli ve atkir klonlamaseklidir.

Bu yonuyle cakma, Bacillus enzim genlerine yoénelik ilk ligaz-igamsiz
klonlama olarak literatiirde yer alghr.

Elde edilen klonlarima-amilaz gen dizilimleri yapilng; A28 soyua-amilaz
gen dizilimi JX163316 egim numarasi ile GenBank’a depo edigini

Klonlarin hiicre dun a-amilaz Uretkenlikleri test edilmive B. subtilis a-
amilazlarini tartyan vektorler ile olgturulan rekombinant soylaria-amilazi hicre
disina salgiladii goralmitor.

En yiksek a-amilaz aktivitesini veren rekombinant soy olan rklé&28/1
(amy28) enzim saflgirma calgmalarina alinng, yapilan amonyum sulfat
coktirmesi, iyon da@sim kromatografisi ve jel filtrasyon sonucunda, kona-
amilazi hicre Ust sivisindan % 22 verimle 16 kdlagaillmistir. SDS-PAGE ve
zimogram analizleri ile enzimin ~72 kD&idiginda oldgu gosterilmgtir.

Enzimin biyokimyasal nitelendirme cginalari ile asidik pH argtinda aktif,
kalsiyumdan bgimsiz calgan, itlimh termofilik ve sicaklik kararlgi olan bir a-
amilaz oldgu, bu yonleriyle njiasta lenme sureclerinde ve firincilik gibi alanlarda
kullanilabilecek nitelikte bir enzim olgu distinilmektedir.

Doktora tez cajmasindan elde edilen veriler, “ Ligase-Independdahing of
Amylase Gene from a LocalBacillus subtilis Isolate and Biochemical
Characterization of the Purified Enzyme”sbg (doi:10.1007/s12010-013-0331-y)
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ile “Applied Biochemistry and Biotechnology” dergide yayimlanmytir. ilgili
yayin tezin “Ekler” béliuminde verilrytir.
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9. ONERILER

Doktora tez projesinde uygulanan ligazimali olmayan klonlama gasta
islenmesinde kullanilan enzimlerin yani sira,gedi endustriyel enzimlere ait
genlerden rekombinant enzimlerin glwrulmasinda kullanilabilecek etkin bir
yontem olabilir. Ayrica, klonlamasi gu¢ olan o6zZd# uzun fragmanlarin
klonlanmasinda alternatif bir yaklan olarak diginulebilir. Bu tur bir klonlama
seklinin, farkl vektor ve kompetan hicre kullandkruygulanabilegg ve verimli
sonugclar alinabilege 6ngdrulmektedir. Uygun primer tasarimi ile, yiake klonlama
calismalarinin etkirsekilde yapilabilecgni sdylemek mimkunddr.
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