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Yiiksek Lisans
OZET

ANOXYBACILLUS GONENSIS PDF21 SUSUNUN HUCRE DUVARI LITIK
ENZIMININ OPTIMUM SICAKLIK, pH VE ISIL KARARLILIGININ
IYILESTIRILMESI

Esma CEYLAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali i
Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2018, 58 Sayfa, 2 Ek Sayfa

Bu ¢alismada, Anoxybacillus gonensis PDF21 bakterisinin hiicre duvari litik enzimi
(AgCWL) ve ayni enzimin C-terminalinde prolince zengin bir dizi tasiyan rekombinant
formu olan AgCWL-Pro, pET-28a(+) vektdriine klonlanarak ekspres edilmis ve Co*? afinite
kromatografisi ile saflastirilarak karsilagtirmali olarak biyokimyasal karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir. Baz dizi analizi sonucu 597 bg biiyiikliigiinde oldugu ve 192 amino asiti
kodladig1 goriilen yaban tip proteine ait genin (AgCWL) niikletotit ve amino asit dizileri
NCBI veri tabanma siras1 ile KX840343 ve ASW27133 numaralan ile kaydedilmistir.
Biyokimyasal karakterizasyonlari sonucu prolince zengin dizinin, AGCWL enziminin
optimum sicakligin1 45°C’den 50°C’ye, optimum pH s 6,5 dan pH 7’ye yiikseltirken,
kararlilig1 tizerinde onemli bir etkide bulunmadigi belirlenmistir. Belirli iyonlarin aktiviteler
tizerindeki etkileri incelendiginde, KCI, LiCl2 ve MnCl> AQCWL nin aktivitesini arttirirken,
sadece MnCl> AgCWL-Pro’nun aktivitesini arttirmig, KCI ve LiClz ise, AQCWL-Pro’nun
aktivitesini etkilememistir. CaClz, AQCWL nin aktivitesini azaltirken, AGQCWL-Pro’ninkini
ise tamamen inhibe etmistir. Bu sonuglara goére prolin kuyrugu ayni zamanda metal
iyonlarinin enzim aktivitesi lizerine olan etkilerini de degistirmistir. Sonug¢ olarak, C-
terminaline takilan prolince zengin kuyrugun, CWL enziminin optimum sicaklik ve
optimum pH 6zelliklerini iyilestirdigi gozlenmistir. Ayrica, bu ¢alisma ile literatiirde ilk defa
Anoxybacillus cinsinde hiicre duvart litik enzim ailesine ait bir enzim rekombinant olarak

tiretilerek, biyokimyasal karakterizasonu ger¢eklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre Duvari Litik Enzimi, Fiizyon, Biyokimyasal Karakterizasyon,
Prolince Zengin Dizi, Etiket, Kuyruk
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Master Thesis

SUMMARY

THE IMPROVEMENT of OPTIMUM TEMPERATURE, pH and THERMAL
STABILITY of CELL WALL LYTIC ENZYMES from ANOXYBACILLUS GONENSIS
PDF21

Esma CEYLAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program )
Supervisor: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2018, 58 Pages, 2 Appendix page

In this study, a cell wall lytic enzyme (AgCWL) of Anoxybacillus gonensis PDF21
bacterium and it’s recombinant form AgCWL-Pro carrying the proline-rich sequence at the
C-terminus of the same gene was generated. Both were cloned into the pET-28a(+) vector
and expressed. purfied by Co*? affinity chromatography for comparative biochemical
characterization. The base sequence analysis showed that the result is 597 bg in size and 192
amino acids. The wild-type gene (AgCWL) nucleotide and amino acid sequences were
registered with the NCBI database sequence with the accession numbers KX840343 and
ASW?27133, respectively. Comparative biochemical characterization of the resulting
proline-rich tail fusion did not show any significant effect on stability, while raising the
optimum temperature of AQCWL enzyme from 45°C to 50°C, optimum pH from 6.5 to pH
7.0 The effects of certain ions on the activity were examined, KCI, LiCl, and MnCl;
increased the activity of AQCWL-Pro, while MnCl> increased the activity of AQCWL-Pro
only, whereas KCI and LiCl> did not affect the activity of AQCWL-Pro. While CaCl. reduced
the activity of AgCWL, it completely inhibited AgCWL-Pro. According to these results,
proline tag also changed the effect of metal ions on enzyme activity. As a result, it has been
observed that attaching the C-terminal proline tail can improve the optimum temperature and
optimum pH properties of the enzymes. In this study, for the first time in literature, an
enzyme belonging to the cell wall lytic enzyme family, Anoxybacillus, was recombinantly

produced and biochemical characterization was carried out.

Keywords: Cell Wall Lytic Enzyme, Fusion, Biochemical Characterization, Prolyne Rich
Sequence, Label, Tail
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Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlari. A) Gram pozitif
bakteriler sitoplazmik membranin disinda teikoik asitlerin gomiilii oldugu,
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lokalize olan ince bir PG tabakasi (2-7 nm) igerirler (Mark, 2011). .................. 4

PG monomerleri. A) PG, GIcNAc ve MurNAc birimlerinin (-1,4
glikozidik bag: ile baglanmasindan olusan lineer glikan zincirlerinden
olusur. MurNAc monomerinin sekilde R grup olarak gosterilen yar1 laktil
grubu peptit dallar1 ile kovalent bag yapar. B) MurNAc birimlerinin
intramolekiiler diizenlenmesi, LT lere 6zgii bir islemdir (Clark, 2000)............. 4

PG’de capraz baglarin kurulmasi. E. coli’de peptit dallar1 L-alanin, D-
glutamat, mezo-diaminopimelik asit (m-DAP), D-alanin ve sentezin
devam etmesi i¢in bir terminal D-alanin icerir. Komsu dal peptitler
arasinda capraz baglar genellikle 3. ve 4. amino asitler arasinda olusur ve
capraz baglar i¢in gerekli olan enerji terminal D-ala’nin
uzaklastirilmasiyla saglanir (HOItje, 1995)......oooiiiiiiiiiiieee e 5

PG’nin 3 boyutlu yapisinin diizenlenmesi ile ilgili teoriler (a) Klasik
modelede PG glikan zincirleri capraz peptit baglar1 ile sitoplazmik
membrana paralel olacak sekilde konumlanir, (b) glikan zincirler
sitoplazmik membranda ¢ikinti olusturacak sekilde konumlanirken, (c)
glikan zincirler dal peptitler ile sitoplazmik memrana yatay sekilde
konumlanmaktadir (Mark, 2000). .........cccoiieiiiiiieiie e 7

PG biyosentezi. Sitoplazmada, MurA ve MurB, UDP-MurNAc sentezini
katalize ederler. Pentapeptit amino asitleri miiteakiben MurC-F enzimleri
araciligiyla, ATP kullanarak laktil UDP-MurNAc yan iiriinline eklenir.
Sitoplazmik membranda, UDP-MurNAc ardindan C55-P adli membran
akseptoriine transfer edilir ve integral membran transferaz MraY
tarafindan lipid I’e donisiir. MurG, lipid I molekiiliine UDP-GICNAc
molekiiliinii  ekleyerek lipid II ‘yi olusturur. PG monomerleri
tamamlandiginda FtsW tarafindan sitoplazmik membrana tasinir (Mark,

AL 2000). ettt 9
PG’nin “three-for-one” biiyiime hipotezi (Mark, 2000). .........ccccovvrvrirreeennn. 10
PG’yi kesen enzimler (HOItje, 1995). ... 12

Rib ve AgCWL’nin fiizyonu i¢in dizayn edilen primerlerin niikleotit
dizilimi. RibLmt-F ve LmtRib-R primerleri, biiyilk oranda birbirine
komplementer olup daha sonra gerekli oldugunda iki genin ayrilabilmesini
saglayacak bir restriksiyon endoniikleaz tanima bolgesi (Kpnl)

IGEIMEKECAIT. ..ot 22
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Diinya iizerinde yasayan canlilara bakildiginda bunlarin {i¢ ana grup altinda toplandigi
goriilmektedir. Bunlar; okaryotlar, arkebakteriler ve Obakterilerlerdir. Bakteriler diinya
tizerinde ¢ok genis bir yayilim gostermektedirler. Yasadiklar1 sicakliklara gbre li¢ grup
altinda toplanan bakterilerde sakrofiller, -10°C’ye kadar olan diisiik sicakliklarda {ireyebilen
fakat optimum tireme sicakligi 15°C veya daha diisiik sicakliklar olan bakterileri temsil
etmektedir. Mezofiller normal ortam sicakliklarinda (15-50°C) iireyen ve insan sagligi
acisindan patojen olabilen bakterileri de igermektedirler. Termofiller ise genel olarak
50°C’nin tizerindeki sicakliklarda yasayabilen, hatta bazi tiirlerinin 100°C’nin tizerindeki
sicakliklarda yasayabildigi bilinen bakteri grubu olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (Trent,
2000).

Termofilik bakterilerin sahip olduklar1 enzimler, yiliksek sicakliklara dayanikli
olmalar1 nedeni ile endiistriyel yonden biiyiik dnem arz etmektedirler. Egsiz bir yap1 ve islev
ozelligine sahip olan termofilik enzimler (Vieille ve Zeikus, 1996), glinlimiizde molekiiler
biyoloji uygulamalarinda (Tag DNA polimeraz), nisasta endistrisinde (a-amilaz, glukoz
izomeraz) ve yiiksek kararlilik isteyen organik iiriinlerin sentezi, teshis ve tani iglemleri,
kagit endiistrisi ve hayvanlarin beslenmelerinde kullanilan iiriinlerin sentezi gibi daha birgok
endiistri kollarinda yogun olarak kullanilmaktadir (Vieille ve ark., 1996). Ozellikle
endiistriyel uygulamalarda, yiiksek sicakliklarda aktif olarak caligsabilen enzimler mezofilik
ve psikofilik enzimlere goére biiyiikk avantajlara sahiptirler. Bu enzimler, mezofilik bir
organizma igerisinde sentezlenebildiklerinden bu durum, enzimin saflagtirma asamalarinda
kolaylik saglamaktadir. Bu enzimler yiliksek sicakliklara ve aktiviteleri denatiire edici
ajanlara kars1 oldukga kararhidirlar ve yliksek substrat konsantrasyonlarinda iyi bir sekilde
caligirlar. Ayrica ¢aligma ortaminin diger mikrobiyal kontaminasyonlardan etkilenme
olasilig1 oldukga diisiiktiir.

Termofilik enzimlerin gosterdigi yiiksek kararlilik ve aktivite, mezofilik enzimlerden
farkli olarak bulundurduklari bazi amino asitlerden kaynaklanmaktadir. Cesitli denatiire
edici ortamlara sagladiklar1 direng g6z oniine alindiginda termofilik enzimlerin oldukga rijit

bir yapida olmalar1 gereklidir. Yapilarina bakildiginda 6zellikle aktif bolgede rol oynayan



amino asitlerin olduk¢a korunmus oldugu gézlenmektedir (Veronese ve ark., 1984; Wrba ve
ark., 1990; Kanaya ve Itaya, 1992).
Bu caligsma ile karakterize edilen hiicre duvari litik enzimi (CWL), termofilik bir enzim

olup, Anoxybacillus gonensis PDF21 tarafindan sentezlenmektedir.

1.2. Anoxybacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Tiim iiyeleri termofilik olan Anoxybacillus cinsi, Pikuta ve arkadaslari tarafindan 2000
yilinda Bacillus cinsinden ayrilmistir (Pikuta ve ark., 2000). Siirekli bir degisim igerisinde
olan Anoxybacillus cinsine yeni liyeler eklenmeye devam etmektedir. Giiniimiizde bu cinse
ait 21 tiir oldugu bilinmektedir (URL-1). Bu cinse ait liyeler Gram pozitif olmakla birlikte
endospor olustururlar. Orta dereceli termofilik (37-60°C) olan iiyeler, hareketli ya da
hareketsiz olup alkalofilik veya alkolotolerant 6zellik gosterirler. G+C igerigi %42-50
arasinda degismektedir. Anoxybacillus flavithermus, A. kestanbolensis, A. ayderensis, A.
pushchinoensis, A. voinovskiensis, A. gonensis, A. contaminans, A. kamchatkensis, A.
amylolyticus, A. bogrovensis, A. caldiproteolyticus, A. calidus, A. eryuanensis, A.
kaynarcensis, A. mongoliensis, A. rupiensis, A. salavatliensis, A. tengchongensis, A.
tepidamans, A. thermarum, A. geothermalis ve A. vitaminiphilus bu cinsin tanimlanan tiirleri
olarak bilinmektedir.

Gilintimiize kadar bu cinse ait iiyeler tarafindan iretilen ve endiistriyel 6neme sahip
oldugu bilinen ¢esitli termofilik enzimler ¢alisilarak literatiire kazandirilmistir. Ornegin;
gida endiistrisinde yogun olarak kullanilan glikoz izomeraz enzimi Anoxybacillus gonensis
tiriinden elde edilebilmektedir (Karaoglu, 2013). Bunun yaninda, gida ve kagit
endiistrilerinde ve biyo-yakit iiretiminde genis bir kullanim alani olan ksilanazlar birgok
Anoxybacillus cinsi tarafindan iretilmektedir.

Yapilan bu ¢alisma ile ilk defa Anoxybacillus génensis PDF21 susundan hiicre duvari
litik enzim ailesine ait gen (CWL) izole edilip, pET28a(+) vektoriine klonlanmus, prolince
zengin bir kuyruk eklenerek rekombinant olarak enzim iretilmis, biyokimyasal

karakterizasyonu gergeklestirilmistir.



1.3. Hiicre Duvan Litik Enzimi

Hiicre duvarn litik enzimi, hiicre duvarinda ¢apraz bagh peptidoglikan (PG) tabakasi
bulunan bakterilerin biiylimesi ve gelismesinde hayati dneme sahiptir. Bakteri hiicreleri
kovalent bagli, siki paketlenmis sakkulus ile tamamen ¢evrelenmistir. Bu nedenle, PG’de
bulunan baglar1 hidroliz eden enzimler, peptidoglikan tabakayi genisleterek hem hiicre

biiyiimesinde hem de hiicre boliinmesinde gorev yaparlar (Lommatzsch ve ark., 1997).

1.4. Peptidoglikan Tabaka (PG)

Hemen hemen biitiin bakteriler sitoplazmik membranin disinda peptidoglikan tabaka
ile cevrelenmistir. Peptidoglikan, hiicre dayaniklilig1 ve hiicre i¢i turgor basincina karsi
hiicre duvarmin biitiinliiglinii korumak i¢in 6zellesmis hiicre duvarinin ana bilesendir
(Schleifer ve Kandler, 1972).

PG, hiicreyi ¢evreleyen ve sakkulus adi verilen ags1 yapiy1 olustururken, ayni zamanda
proteinler, teikoik asit ve diger glikopolimer gibi hiicre duvari bilesenleriyle hiicre seklinin
devamliligin1 saglamak igin baglanti1 kurar (Neuhaus ve Baddiley, 2003; Dramsi ve ark.,
2008). PG metabolizmasmin inhibisyonu, hiicre agisindan Oliimciil oldugundan, bu

metabolizmanin ¢ok sayida 6nemli antibiyotigin gelistirilmesinde birincil hedeftir.

1.4.1. PG Yapisi ve Diizenlenmesi

Gram pozitif (+) bakteriler, ¢ok sayida capraz baglara sahip ¢ok katmanli PG’den
olusan kalin hiicre duvar1 (30-40 nm) ile karakterize edilir (Dmitriev ve ark., 1999) (Sekil
1). Diger yandan, Gram negatif (-) bakteri tiirlerinde ise, sitoplazmik membran ile dis tabaka
arasinda 2-3 nm ile 7 nm arasinda degisen ince bir PG tabakasi bulunur (Murray ve ark.,
1965; Labischinski ve ark., 1991; Gan ve ark., 2008). PG, glikan ipliklerinin birbirine kisa
peptit dallar1 ile ¢apraz baglanmasi sonucu olusan heteropolimer bir yapidir (Schleifer ve
Kandler, 1972; Vollmer ve ark., 2008a). Her bir glikan iplik, N-asetilglikozamin (GIcNACc)
ve N-asetilmiiramik asit (MurNAc) birimlerinin B-1,4 baglar ile baglanmasi sonucu olusur

(Sekil 2.A). Glikan ipliklerin cogu MurNAc biriminin 1. ve 6. karbonu arasinda eter bagi



iceren 1-6 anhidroMurNAc ile sonlanir ve zincir uzunlugu tiire ve biiyiime kosullarina gore

degisebilir (Sekil 2.B) (Vollmerve ark., 2008a).

A) Gram Pozitf B) Gram Negatif

Sitozol Sitozol

l Teikotk asit ﬂ Fosfolipid ‘ Lipoprotain 0 Por i Lipopolisakikant

Sekil 1. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlari. A) Gram pozitif
bakteriler sitoplazmik membranin disinda teikoik asitlerin gomiilii oldugu,
kalin bir PG tabakasina (15-80 nm) sahiptir. B) Gram negatif bakteriler, dis
membrana lipoproteinlerle baglanarak, membranin i¢ yiizeyine lokalize olan
ince bir PG tabakasi (2-7 nm) igerirler (Mark, 2011).
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Sekil 2. PG monomerleri. A) PG, GIcNAc ve MurNAc birimlerinin B-1,4 glikozidik
bag ile baglanmasindan olusan lineer glikan zincirlerinden olusur. MurNAc
monomerinin sekilde R grup olarak gosterilen yar1 laktil grubu peptit dallar
ile kovalent bag yapar. B) MurNAc birimlerinin intramolekiiler
diizenlenmesi, LT lere 6zgii bir islemdir (Clark, 2000).

Tiirlerlere gore degisen peptit dallari, MurNAc birimlerinin 3. karbonuna (C-3) D-
laktil eklenmesiyle olusur. Cogu gram negatif bakteride, peptid dallart L-alanin, D-glutamat,
mezo-diaminopimelik asit (mDAP) ve D-alanin (D-ala) igerir (Sekil 3). PG’nin



olgunlagmasi, komsu iplikler arasindaki ¢apraz baglarla gergeklesir. Bu baglar, birinci
iplikte yer alan peptit dalinin 4. amino asidi (D-ala) ile komsu ipligin 3. amino asidi arasinda
olusur. Bu siiregte gerekli bag enerjisini saglamak i¢in terminal D-ala’nin uzaklastirilmasi
gerekir.

Glikan modifikasyonlari, olgunlasmis PG sakkulusunda gergeklesir. Bu
modifikasyonlar, fosforilasyon (Ghuysen, 1968) veya MurNAc biriminin 6. pozisyondaki
karbon atomunda O-asetilasyon (Clarke, 1993; Weadge ve ark., 2005) ve GIcNAc ve
MurNAc N-deasetilasyonunu igerir (Vollmer ve Tomasz, 2000, 2002). Bu enzimatik
tepkimelere ek olarak, MurNAc birimlerinin 1-6 anhidromuramik aside indirgenmesi, glikan
zincirin uglarinda indirgenemeyen bir yapinin olusmasini saglar (Ward, 1973; Gmeiner ve

ark., 1982).
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Sekil 3. PG’de capraz baglarin kurulmasi. E. coli’de peptit dallar1 L-
alanin, D-glutamat, mezo-diaminopimelik asit (m-DAP), D-
alanin ve sentezin devam etmesi i¢in bir terminal D-alanin
icerir. Komsu dal peptitler arasinda capraz baglar genellikle 3.
ve 4. amino asitler arasinda olusur ve ¢apraz baglar i¢in gerekli
olan enerji terminal D-ala’nin uzaklastirllmasiyla saglanir
(Holte, 1995).



Ozellikle Gram pozitif (+) bakterilerin farkli iiyelerinde bulunan peptit dallarindaki
farklilasmanin varyasyonlara neden oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin: peptitler aras1 bag
olusumunun yani sira; ¢apraz bagmn olusma tipi, enzimde yer alan her bir amino asitin
ozgiilliigii de peptit dallarinin kompozisyonundaki ¢esitlilige katki saglar. PG varyasyonlari,
capraz bag olusumunu temel alarak smiflandirilmistir (Tablo 1). Ornegin, Aly’nin
simiflandirilmasinda; birinci zincirin 3. pozisyonundaki m-DAP ile diger zincirin 4.
pozisyonundaki D-Ala’nin dogrudan ¢apraz bag olusturmasi dikkate alinmistir (Schleifer ve
Kandler, 1972). Bu varsayimin yani sira, bakteri tiirlerinin bireysel PG’leri, molekiiler
diizeyde farklilik gosterir. Ornegin, ayni tiire ait bakterilerde 100°den fazla farkli PG
metaboliti bulunabilir (Glauner ve ark., 1988).

Tablo 1. Peptidoglikan (PG) tipleri (Mark, 2000)

Grup A 3. (diaminoasit) ve 4. (D-alanin) pozisyon arasindaki ¢apraz bag

Alt Boliim Capraz Bag Tipi Alt Grup 3.pozisyondaki aminoasit
o L-lizin
Al Direkt B L-ornitin
r m-diaminopimelikasit
A2 Al_t birim pe_ptidlerinin L-lizin
oligomerleri
. o L-lizin
A3 gﬂrﬁr;%l;iirf oksil L- B L-ornitin
r m-diaminopimelikasit
o L-lizin
A4 Dikarboksilik asit B L-ornitin
Y m-diaminopimelikasit
Grup B 2. (D-glutamik asit) ve 4. (D-alanin) pozisyondaki ¢apraz baglar
Alt Bolim Capraz Bag Tipi Alt Grup 3.pozisyondaki aminoasit
L-lizin ile peptidler arasi = L-lizin -
Bl Koprii B L-homoserin
Y L-glutamik asit
L . a L-alanin
B2 E[l)r;a;Tll{ggsrgler ile peptidler B L-homoserin
Y L-diaminobiitirikasit

PG’nin 3 boyutlu yapisinin diizenlenmesi hiicre yiizeyi ile iliskilendirilmis ve bu
konuyla ilgili bir¢ok teori ileri siirlilmiistiir (Sekil 4). Bu modellerden biri olan “Cevresel
katmanl1” (Circumferential Layered) modelde, PG sikica paketlenmis ince tabakalar halinde,
sakkulusun yiizeyine paralel konumda diizenlenmis olarak bulunur (Verwer ve ark., 1978).
Bu model, glikan iplikleri ve hiicreyi saran sitoplazmik membranla ayni dogrultuda olan
peptit capraz baglarini anlatir (Gan ve ark., 2008). Bu model, sakkulus ge¢irgenliginin

belirlenmesinin yani sira (Demchick ve Koch, 1996; Yao ve ark., 1999), PG’nin kalinliginin



tahmin edilmesi (Labischinski ve ark., 1991), glikan zincirlerin uzunlugunun belirlenmesi
(Glauner ve ark., 1988; Harz ve ark.,1990) ve mevcut PG miktarinin da 6ngoriilmesini
sagladigindan, genis ¢apta kabul gérmiistiir (Wientjes ve ark., 1991).

Daha az destek goren ve Cevresel Katmanli modele aykir1 olan diger bir modelde;
glikan zincirler, dal peptidlerle birlikte sitoplazmik membrandan ¢ikint1 yaparak, disa dogru
dikey olarak konumlanmis ve sakkulusun tersiyer yapilanmasini saglamigtir (Dmitriev ve
ark., 1999; Meroueh ve ark., 2006). Bu model diisiiniildiigiinden daha fazla PG gerektirdigi
icin hiicre duvarmin kalinligimmin tahmin edilmesini olanaksiz kilmaktadir (Minke ve
Blackwell, 1978; Rogers ve ark., 1981). Ornegin E. coli de bu modele gore 9 mm’den daha
fazla PG tabakasi olmasi beklenirken, bu tabakanin 4 mm’den daha kalin olmadigi
gozlemlenmistir (Gan ve ark., 2008). Gilinlimiizde gelisen teknoloji ile gerceklestirilen
elektron mikroskobisi ve biyokimyasal ¢aligmalarin ardindan, PG’nin temel yapisinin tek

tabakali glikan zincirlerinden olustugu diisiiniilmektedir.

= GlcNAc
= MurMAc
| Stem peptide

(a)
J'"J_f I

(<)

Sekil 4. PG’nin 3 boyutlu yapisinin diizenlenmesi ile ilgili teoriler (a) Klasik
modelede PG glikan zincirleri ¢apraz peptit baglar ile sitoplazmik
membrana paralel olacak sekilde konumlanir, (b) glikan zincirler
sitoplazmik membranda ¢ikint1 olusturacak sekilde konumlanirken,
(c) glikan zincirler dal peptitler ile sitoplazmik memrana yatay
sekilde konumlanmaktadir (Mark, 2000).



1.4.2. PG Sakkulusun Biyosentezi

PG biyosentezi, sitoplazmada gergeklesen yaklasik 20 ¢esit kimyasal reaksiyondan
olusur (Sekil 5). ilk basamak, iiriidin difosfat (UDP)-GIcNAc molekiiliiniin MurA ve MurB
araciligr ile UDP-MurNAc molekiiliine doniigsmesidir (Kahne ve ark., 2005). Dal peptit, daha
sonra Mur ligaz (MurC-MurF) enzimleri olarak bilinen bir dizi enzim reaksiyonlarina tabi
tutulur. Bu reaksiyon, muropeptit iiriinii ile sonlanir. Elde edilen muropeptit ardindan C55-
P adli membran akseptoriine transfer edilir ve integral membran transferaz MraY tarafindan
lipid I iriinii elde edilir (Ikeda ve ark., 1991). Membran iliskili bir protein olan MurG, lipid
I molekiiliine UDP-GICNAC molekiiliinii ekleyerek lipid II olusumunu saglar (Ha ve ark.,
2001; Mengin-Lecreulx ve ark.,1991). Lipit Il (MurNAc-(pentapeptide)-GIcNAc), tam bir
PG monomer birimi tasiyiciya baglandiginda FtsW tarafindan sitoplazmik membrandan
taginir (Mohammadi ve ark., 2011). Hem PG’yi kesen hem de PG sentezinde rol alan
enzimler araciligiyla, var olan sakkulusa eklenir.

PG alt birimlerinin membrandan tasinmasinda kullanilan molekiiler islemler, uzun
stiredir tartismal1 bir konu olmustur. Protein-protein etkilesimlerine dayanarak FtsW nin bir
filippaz fonksiyonuna sahip oldugu diisiiniilmekte ve PG sentezinde yer alan protein
kompleksinin bir pargasi olduguna uzun zamandan beri inanilmaktadir. Biyokimyasal
analizler dogrultusunda FtsW’nin lipit II tastyicist oldugu, flipping mekanizmasinin heniiz
tam belirlenemedigi fakat kolaylagtirilmis diflizyon araciligiyla bu reaksiyonda yer aldig:

Ongoriilmiistiir (Mohammadi ve ark., 2011).



Transglikozilasyon/Transpeptidasyon
MurNAc-(pentapeptit)-GlcNAc
\ -(p i ‘g 2p - )-

X3 MurG
- MraY s .
; Murl\%-tpentap?ggg-l()}lcl\:\c MurNAC pentapeptide GlcNAC

Sitoplazma s Y - (Upid 2)

D-Ala-D-Ala APT b Gl L-Ala
UDP-MurNAc-peptit 0—‘) J J = UDP-MurNAc

MurF MurE MurD MurC NADP*

MurB
NADPH + H*

UDP-GlcNAc-enolpyruvate

Je
MurA
PEP

UDP-GIcNACc

Sekil 5. PG biyosentezi. Sitoplazmada, MurA ve MurB, UDP-MurNAc sentezini
katalize ederler. Pentapeptit amino asitleri miiteakiben MurC-F enzimleri
araciligiyla, ATP kullanarak laktil UDP-MurNAc yan iriiniine eklenir.
Sitoplazmik membranda, UDP-MurNAc ardindan C55-P adli membran
akseptoriine transfer edilir ve integral membran transferaz MraY tarafindan
lipid I’e doniisiir. MurG, lipid I molekiiliine UDP-GlcNAc molekiiliinii
ekleyerek lipid II ‘yi olusturur. PG monomerleri tamamlandiginda FtsW
tarafindan sitoplazmik membrana taginir (Mark, A., 2000).

Lipit II prekiirsiirleri, membrandan gectikten sonra, glikan ipliklerin birlesmesi
esnasinda bir donor fonksiyonu iistlenir. Transglikozilazlar olarak bilinen enzimler, uzama
basamagini kollektif olarak katalizlerler. Bununla birlikte, glikan iplikleri heniiz ¢capraz bagl
degildir, bu da komsu iplikler arasinda transpeptidasyon oluncaya kadar sakkulus bdlgesinin
mekanik olarak zayiflatilmasina neden olur. PG sentezini tamamlayan enzimler, penisilin
baglama proteinleri (PBP) olarak bilinir (Mark 2011). PBP’leri, PG polimerizasyonunda,
hiicre duvari insersiyonunda ve komsu PG ipliklerindeki muropeptitler arasinda ¢apraz bag

kurmada gorevlidirler.

1.4.3. PG Sakkulusun Gelismesi

Bakteriler, PG sentezi ve degredasyonu igin belirli bir diizene ihtiya¢ duyarlar.

Sakkulusun degredasyonu, hiicre boliinmesi, hiicre biiylimesi ve gesitli salgilama sistemleri
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gibi, membrana bagimli molekiiler sistemlerin olugsmasina imkan verir (Koraimann, 2003).
Bu degredasyon igin gerekli enzimler, litik enzimler olarak bilinirler ve PG’nin yapisinda
yer alan her bir bag i¢in mevcut bir litik enzim vardir. N-asetilmuramil-L-alanin amidazlar,
MurNAc ve dal peptitteki L-alanin arasindaki a-amid baginin hidrolizinden sorumlu iken,
karboksi- ve endo-peptidazlar dal peptit i¢ginde bulunan peptit baglarini keserler. Lizozimler
hem prokaryotik hem de dkaryotik organizmalar tarafindan yaygin olarak iiretilmektedirler.
Bu enzimler MurNAc ve GIcNACc arasindaki f-1,4-glikozidik baglar1 yikmakla gorevlidirler
ve bu yikim sonucunda indirgenmis bir terminal MurNAc birimi olustururlar (Young, 1992).
Ayn1 zamanda litik transglikosilazlar (LT) da MurNAc ve GIcNAc birimleri arasindaki S-
1,4-glikozidik baglarmni keserler. Ancak lizozimler, bir litik enzimi smnifina dahil olurken,
LT’ler liyaz sinifina dahildir ve bu liyazlar 1,6-anhidromuramoil iriiniinii olustururlar
(Holtje ve Tomasz, 1975). Bakterilerin yeni sentezledikleri PG dissakkarit onciillerini, var
olan sakkuluslar icerisine nasil yerlestirdiklerini agiklamaya calisan bir¢cok teori vardir.
Bunlardan bir tanesi Koch tarafindan “make before break™ ad1 altinda ortaya atilmistir. Bu
teoride, yeni iplikler var olan sakkuluslara eski baglarin kirilmasindan 6nce baglanir. Gram-
pozitif tlirlerde PG olgunlasmasi icten disa dogru sitoplazmik membrana yakin olacak
sekilde gerceklesir (Koch ve Doyle, 1985). Gram-negatif bakterilerde bu goriis “three-for-
one” biiyiime modeli olarak gelistirilmistir (Sekil 6) (Mark, 2000). Bu modelde, ¢apraz bagli
glikan ipliklerin tgliisii sakkulusa transpeptidasyon ile baglanir. Ardindan, daha 6nce var
olan iplik kesilir ve sakkulustan uzaklastirilir. Bu model sakkulusun yapisal dayanikliligini
kaybetmeden genislemesine olanak saglar.

Sakkulusun genislemesi i¢in hangi model kullanilirsa kullanilsin, bakteriler hem
biyosentez hem de degredasyon enzimlerini ii¢ boyutlu yapilarinin diizenlenmesinde
kullanirlar. Bu enzimlerin ¢oklu enzim kompleksleri halinde bulundugu ve Gram
negatiflerde az da olsa sentez ve degredasyonun diizenli olmasina olanak sagladig: ileri

stiriilmiistiir (Romeis ve Holtje, 1994; Holtje, 1998).

iplik Eklenmesi

Sekil 6. PG’nin “three-for-one” biiyiime hipotezi (Mark, 2000).
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1.5. PG Degredasyonunda Gorevli Enzimlerin Simiflandirilmasi

1.5.1. Glikozid Hidrolazlar (GH) [EC 3.2.1.]

Glikozid hidrolazlar, iki veya daha ¢ok karbohidrat molekiilii arasindaki veya bir
karbohidrat ile bir karbohidrat olmayan birim arasindaki glikozidik bag1 kesen ¢ok genis bir
enzim grubudur. GH’in IUBMB Enzim nomenklatorii, daha ¢ok bu enzimlerin substrat
Ozgiinliiklerini ve genellikle molekiiler mekanizmalarini temel almakta, ancak bu
simiflandirma bu enzimlerin yapisal ozelliklerini yansitmamaktadir. Birkag yil dnce,
Glikozid hidrolazlarin, ailelere ayrilarak amino asit dizi benzerliklerine dayali
siniflandirilmasi benimsenmistir. Bunun nedeni ise, amino asit dizisi ve protein katlanmasi
arasindaki benzerligin dogrudan iliskili olmasidir (Cantarel ve ark., 2009). Boyle bir
smiflandirma; (1) bu enzimlerin yapisal 6zelliklerini basit bir substrat 6zgiinligiinden daha
1yi yansitmaktadir, (2) bu enzimler arasindaki akrabaliklarin agiga ¢ikartilmasina yardimei
olur, (3) mekanistik veri i¢in uygun bir arag saglar, (4) substrat 6zgiinliigii ve aile tiyelikleri
arasindaki akrabaliklarin ortaya cikarilmasindaki giicliikleri ortaya koyar (Henrissat, 199;
Henrissat ve ark.,1993). Son giincellemeler ile beraber bugiin GH’lar 153 aileye
ayrilmaktadir (URL-2). Bunlardan GH 23, GH 73 ve GH 20 aileleri, peptidoglikanin
degredasyonunda etkili ¢ok ¢esitli enzim gruplarint igermektedirler. GH 23; Lizozim tipi
Glikozidazlar [EC 3.2.1.17] ve literatiirde litik transglikozilazlar olarak da gecen
peptidoglikan liyazlar [EC 4.2.2.n1] enzimlerini de i¢ine alan ailedir (Cantarel ve ark.,2009).
Lizozimler ise ayrica GH 73 ailesi icerisinde siniflandirilmaktadirlar.

Onceden belirtildigi gibi, PG metabolizmas1 sakkulusun kesilmesini gerektirir.
Sakkulusu igeriden kesmeye muktedir olan PG’yi kesen enzimlerin (Sekil 7) bir¢ok tipi
vardir. Bunlardan biri N-acetylmuramyl-l-alanin amidazlardir [EC 3.5.1.28] (GH 73) ve bu
enzimler MurNAc ve dal peptit arasindaki amid baglarini hidrolize eder. Bir diger enzim
tipi, glikan ipliklerini kesen -N-asetilheksoz aminidazlar [3.2.1.52] (GH 20) lizozimler ve
peptidoglikan transglikozilazlardir ve bu enzimler glikan ipliklerini keserler. Peptidazlar ise,
dal peptitleri arasindaki amid baglarini keser (Vollmer ve ark., 2008). Bu enzimlerin ¢ogu
eger regiilasyona tabii tutulmazsa, otolitik aktivite gosterebilirler. Bu aktivite sonucu PG
sakkulusunu pargalarlar ve hiicrenin liziz olmasina neden olurlar. Bununla birlikte, bakteriler

birden fazla fonksiyonu olan bir takim litik enzime sahiptir. Bu ¢alismada klonlanip kismi
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karakterizasyonu yapilmig olan hiicre duvart litik enziminin, glikozid litik enzim (GH 23)

ailesinin bir tiyesi oldugu belirlenmistir.

D-Aa Lizozin / 0-Als
N-asetilglikozaminidaz m-OAP Litik transglikozilaz ™0A?
Db oS
L-Al L-Ab

o= o GKNAC == MurNAC == GicNAC == MurNAC == GIcNAC == MurNAC = GicNAC = AnhMurNAC

eg N-asetilmuramil-L-Ala amidaz L-fb

D'?fu O\:,'J

m-DAP == DAl m-DAP == D-Aly

D‘.Al: m~E’AF’ O-'AL\ m[.)A;'
:u::au> Endopeptidaz 0-(:35\)

L-Al L-lﬂfa

“=~ GKNAC = MUrNAC — GKNAC = MurNAC — GIcNAC — MurNAC — GicNAC ===
|
L-AL

1
D-Glu
1

m-DAP

Karboksipeptidaz —r

Sekil 7. PG’yi kesen enzimler (Holtje, 1995).
1.5.2. Heksoz Aminidazlar

B-N-asetil heksoz aminidazlar (EC 3.2.1.52; N-acetyl-B-glukoz aminidaz, GH 20)
dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Bu enzimler, PG’de dahil olmak iizere birkag
oligosakkarit substratindaki komsu monosakkaritler ile GIcNAc arasindaki glikozidik bag:
hidroliz ederler (Sekil 7) (Karamanos, 1997).

1.5.3. Lizozimler

Lizozim (EC 3.2.1.17; muramidaz, GH 73), dogada yaygin olarak bulunur. Bu enzim
bakteriler, bakteriyofajlar, funguslar, omurgasizlar ve omurgalilar tarafindan sentezlenir,
ayrica biyokimyada en ¢ok arastirilan enzimler arasindadir. Lizozim benzeri katlanmasi olan
9 adet enzim tipi vardir (Pei ve Grishin, 2005).

Bu enzimlerden 4 tanesi, PG’de f-1,4 glikozidik baglarini keser. Bunlarin en bilinen

tiyeleri, tavuk tipi lizozim, kaz tipi lizozim, bakteriyofaj T4 tipi lizozim, ve Chalaropsis
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lizozimdir (Evrard ve ark., 1999). GlcNAc uglarindaki glikan ipliklerini degrede eden ekzo-
spesifik lizozimler oldugu gibi endo-spesifik lizozimler de vardir (Vollmer ve ark., 1997).

Lizozimler bakteriyel enfeksiyona karsi savunma mekanizmasinin ilk hattinda gérev
alan enzimlerdir. Insanlar gézyasi, mukoza ve diger salgilarinda 50 pug/ml konsantrasyona
kadar lizozime sahiptirler (Abergel ve ark., 2007).

Bakteriyofajlar lizozimleri konagi enfekte etmek i¢in ya da olusan yeni bakteyofajlarin
salmimi i¢in kullanir (Borysowski ve ark., 2006). Gram-pozitif bakterilerin PG’lerine
kolayca erisebildiklerinden dolayi, bu bakterilerde daha etkilidirler. Gram-negatif
bakterilerin herhangi bir gercek lizozim kodladigir goriillmemistir; ancak ayni glikozidik

baglara etki eden bazi transglikozilazlar tiretirler (Sekil 7).

1.5.4. Litik Transglikozilazlar (LT)

LT’ler; MurNAc ve GIcNAc birimleri arasindaki B-1,4 glikozidik baglar1 kesen
enzimler olup, PG’ler {izerinde etkindir ve lizozim gibi ayn1 substrat 6zgiilliigiine sahiptir
(Sekil 7). Hidrolitik enzimler olan lizozimlerden farkli olarak LT’ler MurNAc (anhidro
MurNACc) birimlerinde 1,6-anhidro bag: formu ile glikozidik baglarin kesilmesini katalize
eden liyazlardir (Holtje ve ark., 1975).

LT ler; korunmus bolge motifleri ve amino asit dizilerinin hizalanmas1 baz alinarak
dort enzim ailesi seklinde organize olan biiyiik bir enzim grubudur (Blackburn ve Clarke,
2001). E. coli’nin 4. aile hari¢ diger tiim ailelere ait LT leri irettigi bilinmektedir. Birinci
aile A’dan E’ye kadar bes alt aileye sahip olan bir siiper ailedir. Birinci aile enzimlerinin
hepsi glutamik asit ve serin amino asitinden yapilmis olan katalitik birimlere sahiptir
(Blackburn ve Clarke, 2001). Ikinci aile Pseudomonadaceae ve Enterobacteriaceae’nin tiim
tiyeleri dahil olmak iizere, genis ¢apta Gram-negatif bakteriler tarafindan {iretilen
enzimlerden olusur ve hiicre bdliinmesi ve septum olusumunda gorev almaktadirlar
(Scheurwaterve ark., 2008).

[lk olarak E. coli’de tanimlanmis olan, LT nin 3. ailesinin temsilcileri membrana bagl
LT-B homologlaridir. Bu temsilciler siklikla Gram-negatif bakterilerde bulunmakta ve
kamgi ve pili olusumunda rol almaktadirlar. Ayrica, bunlar 5 korunmus motifle karakterize
edilirler. Son olarak, 4. aile enzimleri 6zellikle bakteriyofajlara aittir ve A bakteriyofajlar
tarafindan kodlanir. Bu enzimler faj bagimli hiicre lizisinde dnemli bir rol iistlenirler

(Blackburn ve Clarke, 2001; Scheurwater ve ark., 2008).
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1.6. Hiicre Duvan Litik Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

Hiice duvar litik enzimi aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in giiniimiize kadar ¢esitli
metotlar gelistirilmistir. Bu metotlarin en yogun olarak kullanilanlar1 zimografik analiz, plak

assay (petri deneyi) ve tiirbidimetrik analizdir (Holjte ve ark,. 1998).

1.6.1. Zimografik Analizler

Zimografi, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-PAGE)
dayanan bir elektroforetik yontem olup, enzim aktivitesini belirlemek i¢in poliakrilamid jel
igerisine polimerize olmus substratin enzim ile reaksiyonuna gore karakterize edilir (Lantz
ve Ciborowski, 1994). Orneklerin hazirlanmasi standart SDS-PAGE uygulamasindaki
gibidir. Jelin yiiriitiilmesinin ardindan kisa bir yikama periyodu uygulanir, ardindan da enzim
aktivitesine gore degisen sicaklik ve zaman aralifi boyunca jel aktivasyon tamponu ile
muamele edilir. Takip eden boyama islemi ile enzim aktivitesi olan bdlgeler ayirt edilir
(Wilkesman ve Kurz, 2009).

llgilenen enzimin tipine gore birgok zimogram analizi ¢esidi mevcuttur. Literatiirde
yaklasik 400 farkli enzim i¢in yaklagik 900 farkli zimogram yontemi bulunmaktadir (Leber
ve Balkwill, 1997; Manchenko, 2003). Ornegin proteazlar i¢in kullanilan substrat genellikle
jelatindir ve boyamanin ardindan aktivitenin oldugu alanlar koyu mavi arka plan iizerinde
seffaf bantlar seklinde gortiliir. Ters zimografi yonteminde ise substrat ve enzim jel igerisine
eklenir ve aktivitenin varlii seffaf ya da acik renkli arka plan tlizerinde koyu renkli bantlar

seklinde gozlenir (Lantz ve Ciborowski, 1994).

1.6.2. Tiirbidimetrik Analiz

Bu yontem, siv1 bir drnekte siispanse olmus maddelerin miktar tayini i¢in kullanilir.
Bulaniklik 6l¢iimii esasina dayanan bir yontemdir. Tirbidimetride, partikiiliin bulundugu
stispansiyonun 15181 absorbe etmesi sonucunda 1sik siddetindeki azalma miktar1 dlgiilerek
miktar tayini gerceklestirilir. Cogunlukla detektor olarak spektrofotometre kullanilir.
Ornegin bakteri hiicre duvarini parcalayan lizozim aktivitesi, bakteri siispansiyonuna

enzimin eklenmesi ve bulanikligin spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesiyle belirlenebilir.
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Soliisyonun bulanikligindaki azalma bakteri hiicre duvarimin pargalandigini  gosterir
(Eisenthal ve Danson, 2002).

Hash’in turbidimetrik deneyinde de (1967) hiicre duvari litik enziminin aktivitesi,
PG’nin ¢o6ziinebilirligine bagli olarak azalan bulanikligin spektrofotometrik olarak

dlciimiiyle belirlenir. Olgiim spektrofotometrede 600 nm’de yapilir.

1.6.3. Petri Deneyi (Lyso plate)

Lizozim ve benzeri enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan geleneksel
yontemlerde karsilagilan zorluklardan dolayr agar petri (lyso-plate) gelistirilmistir. Bu
yontemde substrat 1 dk sonike edilip uygun tampon igerisinde ¢oziilerek eritilmis agaroz
igerisine karistirilarak petriye dokiiliir. Agaroz katilastiktan sonra enzim eklenmesi igin
yaklasik 2 mm capinda kuyucuklar acilir ve enzim bu kuyucuklara uygun miktarda inokiile
edilerek uygun sicaklikta 12-18 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonucunda kuyucuklarin
etrafinda olusan seffaflagsmis zon enzim aktivitesinin varligin1 gosterir. Aktivite zonunun

Olctlilmesi ile enzim aktivitesinin miktar1 da belirlenebilmektedir (Hikima ve ark., 2001).

1.7. Fiizyon Protein Olusturma

Bir proteinin yapisini ve fonksiyonunu anlamak i¢in, proteinin yiiksek miktarda
ekspresyonunun saglanmasi olduk¢a 6nemlidir (Terpe, 2003; Smyth ve ark., 2003). Yapisal
analizler i¢in proteinleri yiiksek miktarda elde etmede en yogun olarak kullanilan metot,
klonlanmis genlerin E. coli hiicresi igerisinde ekspresyonudur. Bu yontemde siklikla
karsilasilan problemler, proteinlerin az miktarda ekspresyonu veya ¢oziinmeyen inkliizyon
cisimciklerinin olusumudur. ilgilenilen proteine bir fiizyon kuyrugu takarak ekspresyonunu
saglamak, bu problemlerin tistesinden gelmek i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir. Bunun
yaninda proteinlerin kolaylikla saflagtirilabilmesi icin N-terminal ya da C-terminal
bolgelerine HisTag takilabilir (Hochuli ve ark., 1987), ayrica enzim aktivitesini ve
stabilitesini artirmak i¢in de C-terminal bolgesine Prolince zengin dizi (prolin kuyruk) (Li
ve ark. 2014) takilarak flizyon protein olusturulmaktadir. Filizyon protein olusturma
yonteminde ilgilenilen protein, konakg¢i bir polipeptit dizisine veya normal fonksiyon

gosteren bir proteine baglanir ve tek bir protein halinde sentezlenmesi saglanir. Daha sonra
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flizyon proteini saflastirilir ve ardindan ya oldugu gibi kullanilir ya da kimyasal veya
enzimatik yolla iki protein birbirinden ayrilarak incelenir. Genellikle konak¢1 protein hiicre
igerisinde yiiksek miktarda ekspresyonu saglanan, yiiksek oranda ¢6ziinen, kararli olan ve
saflagtirilmasi kolay olan proteinlerden segilir (Ashima ve ark., 2005).

Filizyon olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilan proteinlerden bazilar1 E. coli maltoz
baglanma proteini (MBC) (Guan ve ark., 1988), Schistosoma japonicum Glutatyon S-
Transferaz proteini (GST) (Smith ve Johnson, 1988) ve histidin affinite kuyrugudur (Hochuli
ve ark., 1987).

1.7.1. Fiizyon Proteininin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

Son yillarda molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda, saflastirilabilme orani yiiksek olan ve
kolaylikla karakterize edilebilen rekombinant proteinlerin olusturulmasi olduk¢a 6nem
kazanmistir. Giiniimiizde rekombinant proteinlerin iiretilebilmesi i¢in gesitli epitop peptitler
veya proteinler gelistirilmistir. Bu sistemlerin ortak ozellikleri: (I) kolaylikla
saflastirilabilmesi, (II) ilgilenilen proteinin tersiyer yapisina ve kararliligina minimal etki
gostermesi, (III) dogal proteini elde etmek i¢in kolaylikla ayristirilabilmesi ve (IV) farklhi
proteinlere uygulanabilmesidir (Terpe, 2003).

Genis capta kullanilabilecek rekombinant proteinlerin iretilebilmesi i¢in, farkl
stratejiler gelistirilmistir. Bunlardan bir tanesi, proteinin yapisina katilmayacak ¢ok kiigiik
peptitlerin kullanimidir. Yaygin olarak kullanilan kii¢iik peptitler poly-Arg, Flag-, poly-His,
c-myc, S- ve Strep ll-tag’dir. Baz1 uygulamalarda bu kiiclik peptitlerin uzaklastirilmasi
gerekmez. Kiiclik peptitlerin tersiyer yapiya ve aktiviteye etkisi, bulundugu yere ve amino
asit icerigine baghdir (Bucher ve ark., 2002). Diger bir yaklasim flizyon partner olarak biiyiik
peptitlerin veya proteinlerin kullanimidir. Bu tip proteinlerin kullanimi hedef proteinin
¢cozinlrliiglinii  arttirir.  Biiyiikk protein  kullaniminin  dezavantaji, farkli yollarla
uzaklastrilmasinin gerekmesidir. Genellikle belirli bir proteinin flizyon sistemini belirlemek
oldukca zordur. Hedef proteinin yapisi, ekspresyon sistemi ve saflastirilan proteinin

kullanim alani, fiizyon sistemini belirlemede dikkate alinan hususlardir (Terpe, 2003).
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1.7.2. Prolince Zengin Diziler

Yaban tip enzimlerin aktivitesinin ve kararliligimin gelistirilmesinde, fiizyon
proteinlerin olusturulmasi protein miihendisligi alaninda olduk¢a 6nemli bir arag haline
gelmistir. 2014 yilinda ksilanaz aktivitesi lizerine yapilan bir ¢caligmada; koyun rumeninde
bulunan ve kiiltivasyonu yapilmamis olan bir mikroorganizma tarafindan iiretilen, XynA
tarafindan kodlanan bir ksilanazin C-terminalinde prolince zengin bir diziye rastlanmistir.
Amino asit dizisine bagli olarak GH10 ailesine mensup oldugu belirlenen bu enzimin sahip
oldugu prolince zengin kuyrugun 6nemini belirlemek i¢in, prolin kuyruk mutasyonla inaktif
hale getirilmis ve bu sekilde enzimin optimum sicaklik ve pH’siin diistiigii, olusan {iriinde
de azalma oldugu gozlenmistir. Yine koyun rumeninden elde edilen ve C terminalinde
prolince zengin diziyi tasimayan XynB’ye mutasyon ile prolin kuyruk eklendiginde, bu
enzimin katalitik aktivitesinin arttig1 gézlenmistir. Buna bagli olarak prolin kuyrugun enzim
aktivitesini ve kararliligini olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir (Li ve ark., 2014).

Proteinlerde prolince zengin bolgelerin hem okaryotlarda hem de prokaryatlarda
bulundugu, fonksiyonu ¢ok iyi bilinmemekle beraber, proteinlerin aktivitesini olumlu yonde
etkiledigi belirtilmistir (Williamson, 1994). Ornegin, Huang ve arkadaslar1 (1996) fosfolipaz
A2’nin C-terminalinde bulunan prolince zengin dizinin delesyonu ile enzimin substrat
spesifitesinin ve substrata baglanma 6zelliginin azaldigin1 gostermislerdir. Li ve arkadaslar
(2009), XynAS27’de bulunan glisin-prolince zengin diziyi delesyon ile inaktif hale
getirdiklerinde, enzimin optimum pH ve sicaklik araliginin degistigini fakat katalitik
etkinligin degismedigini gérmiislerdir. Wen ve arkadaslari (2005) 1,3-1,4-p-D-glukanaza ait
prolin kuyrugun delesyonu ile enzim aktivitesi ve sicaklik toleransinin arttigini
gostermislerdir. Prolinin hidrofobik ylizeye sahip olma ve amid bagi olusturma gibi
karakteristik 6zellikleri diisiiniildiigiinde, iyi bir hidrojen bagi yapicist oldugundan peptit
baglarinin olusumunu artirdig diistiniilmektedir (Hurley ve ark.,1992; Nicholson ve ark.,

1992).

1.8. Calismanin Amaci

Yapmis oldugumuz bu ¢alismanin amaci, daha 6nceki ¢alismalarda Karadeniz Teknik
Universitesi Biyoloji B&liimii Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvari tarafindan

izolasyonu gergeklestirilen Anoxybacillus gonensis PDF21 bakterisinin AQCWL enziminin
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kismi karakterizasyonun yapilmasi, ayni enzimin C terminaline His-kuyruk ve prolince
zengin dizi igerecek sekilde AQCWL-Pro rekombinant proteini ile C terminaline His-kuyruk
ve N terminaline kararli ve yiiksek sicaklikta ¢alistig1 bilinen Anoxybacillus kestanbolensis
AC26 Sari ribiilokinaz enzimi (Rib) eklenerek olusturulan Rib-AgCWL rekombinat
proteinlerin karsilastirmali biyokimyasal karakterizasyonunun yapilmasi ve AgCWL’nin

optimum sicaklik, pH ve 1s1l kararlik parametrelerinin iyilestirmesidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullamlan Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

Yeast ekstrakt (Merck), NaCl (Merck), Tripton (Merck), Tag DNA polimeraz
(Promega), dNTP seti (Promega), pGEM-T Easy Klonlama Vektorii (Promega), EDTA
(Merck), X-Gal (Applichem), IPTG (Applichem), CaCl> (Aktar Kimya), CuSO4 (Merck),
Kanamisin (Applichem), Etil Alkol, Amfisilin (Applichem), EcoRI (Promega), Hindlll
(Promega), T4 DNA ligaz (NEB), BamHI (NEB), Jelden DNA Cikarma Kiti (Fermentas)
Na;HPOs4 (Merck), Metilen mavisi (Merck), B-merkaptoetanol (Merck), Metanol (JT.
Baker), Asetik asit (Sigma), Gliserol (Merck), Amonyom siilfat (Merck), TEMED (Janssen
Chimica), Protein markir (Biolab), KCl (Merck), MgCl> (Sigma), LiCl (Sigma), CuCl,
(Sigma), Commassie Brillant Blue G-250, Commassie Brillant Blue R-250 (Merck),
Fosforik Asit (Merck), BSA (NEB), Sodyum Asetat (Merck), Trizma Baz (Sigma),
Akrilamid (Sigma), Bis-akrilamid (Promega), Bromofenol mavisi (Gerbu), NaOH (Merck),
TEMED (Janssen Chimica), Peptidoglikan, Micrococcus lysodeikticus (Sigma-Aldrich),
KOH (Sigma-Aldrich), Metilen mavisi (Merck), Borik asit (Sigma), Sitrik asit (Merck),
MOPS Buffer (Sigma), TALON® Metal affinity Resin (Takara) olmak iizere kullanilan

kimyasallar, enzimler ve kitler belirtilen firmalardan temin edilmistir.
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2.1.2. Cahismada Kullanmilan Bakteri ve Vektorler

Calismada kullanilan bakteri ve vektorler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan vektorler ve bakteri suslar

Bakteriler/ vektérler | Referans Ozellikler
E. coli K12 JM101 NEB — Laboratuvar F’, traD36 , proA+B+
stogu laclg,A(lacZ,)M15/A(lacproAB), ginV,

thi+

E. coli BL21 (DE3) | Novagen F-, ompT, hsdSg, (r8” ms’), gal, dcm
(DE3), pLysS, Cam®

Micrococcus Sigma Aldrich Hiicre duvari, substrat

lysodeikticus

pET28a (+) Novagen Yiiksek  ekspresyon  seviyesi, T7

promotor, N terminal bdlgesinde
His*Tag ® , lacl geni, Kan® ve MCS
(coklu klonlama bolgesi)

pAC26RK Tokgoz ve ark., 2014 | pET28a klonlu Rib geni

PGEMT Easy | Promega Yiiksek kopya sayisi, T7 ve SP6 RNA
polimeraz promotorlari, f-galaktosidaz
enziminin a-peptit kodlama bolgesi
icerisine yerlestirilmis bir MCS (Coklu
Klonlama Bélgesi), 3'-T ucu ve AmpR

2.1.3. Biyoinformatik Analizler

Calismada baz dizi analizlerinden elde edilen kromotogramlarin degerlendirilmesinde
Chromas v2.4. programi kullanilmistir. Elde edilen gen dizileri NCBI veri tabanindaki diger
genlerle NCBI Blast programu ile karsilagtirildi (URL-3). Clustal Omega online programi
ile, gen dizilerinin hizalamas1 yapildi (URL-4). Niikleotit dizilerinin amino asit dizilerine
ceviriminde Expasy Bioinformatics Resourse Portal online programi kullanildi (URL-5).
SnapGene®Viewer 3.3.4 ile vektor ve plazmit sekilleri ¢izildi.

Protein aminoasit sirasi, protein benzerliklerinin ve 0Ozglin domainlerinin
belirlenmesinde NCBI veritaninda bulunan Conserved Domain Database CDD
sunucusundan faydalanildi (URL-7). PyMOL Molecular Graphics System ile enzimin {i¢
boyutlu yapisi ¢izildi.
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2.2. Metot

2.2.1. Ribulokinaz / Hiicre Duvan Litik Enzimi (Rib-AgCWL) Fiizyon
Proteininin Olusturulmasi

2.2.1.1. Hiicre Duvar Litik Enzim Geninin PCR ile pET-Lyz’den Cogaltilmasi

AgCWL, daha oOnceden laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda Anoxybacillus
gonensis PDF21 susundan spesifik primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmig, pET-28a(+)
vektoriine klonlanarak E. coli JIM101 susuna transform edilmistir. E. coli JM101 susundan
izole edilen pET-Lyz vektorii kalip olarak kullanilarak, LmtFuz-R ve RibLmt-F primerleri
(Tablo 3) ile PCR gergeklestirildi. PCR sartlar1 su sekildedir: 94°C’de 3 dakikalik
denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 54°C’de 60 sn
baglanma (annealing) ve 72°C’de 70 sn uzama (extension) ve son olarak da 72°C’de 5
dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. PCR sonucunda olusan
fragmentler, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %0,7’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
BioDocAnalyze jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi. Bunun sonucu olarak 597 bg¢’lik

AgCWL’nin tamaminin elde edildigi belirlendi.

Tablo 3. Rib ve AQCWL nin fiizyonunda kullanilacak primerlerin niikleotit dizilimi. (Alt1
cizili bolgeler restriksiyon tanima bolgelerini gostermektedir.)

Primer Primer Sirasi:
Ada:
LmtFuz-R | 5°-CgqgATCCTCAAACQATgTgACTTgC-3’

RibLmt-F | 5’-AAAAATCTATAAQTTTATCgggTACCATggAATTgCT-3’
LmtRib-R | 5>-CAgTTCAAgAAgCAATTCCATggTACCCgATAAACTTA-3’
RibikF 5’-CqCTAQCATQggggAAAAAQGTATQTCATTgg-3’

2.2.1.2. Ribiilokinaz Geninin PCR Yontemi ile pAC26RK’dan Cogaltilmasi

Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari susuna ait Ribulokinaz (Rib) geni
laboratuvarimizda daha once yapilan ¢alismalarda pAC26RK vektorii icerisine klonlanarak
karakterize edilmis ve literatiire kazandirilmigtir (Tokgoz ve ark., 2014). E. coli JIM101
susundan izole edilen pAC26RK plazmiti kalip olarak kullanilarak, RibikF ve LmtFuz-R
primerleri ile PCR reaksiyonu gerceklestirildi. PCR sartlar1 su sekildedir: 94°C’de 3
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dakikalik denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii, 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 58°C’de
60 sn baglanma (annealing) ve 72°C’de 85 sn uzama (extension) ve son olarak da 72°C’de
5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi. PCR Reaksiyonu
sonucunda olusan fragmentler 0,5 pg/ml etidyum bromdir ihtiva eden %0,7’lik agaroz jelde
yiriitilerek BioDocAnalyze jel goriintileme sistemi ile goriintiillendi. 1827 bg’lik

ribiilokinaz geninin tamaminin elde edildigi belirlendi.

RibLmt-F

|ggTACC|
TgC

[AAAAATCTATAAGTTTATCG—ATGQAAT

GAAAAAATCTATAAGTTTATCGTGAATGGAATTGCTTCTTGAACTGCAAGCGTTACAAAAT
1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 1 1 1

T T T T T T T T T u I
WCTTTTTTAGATATTCAAATAGCACTTACCTTAACGAAGAACTTGACGTTCGCAATGTTTT

Rib [ AgCWL

il Lys Lys Ser Ile Ser Leu Ser E Met Glu Leu Leu Lleu Glu Leu Gln Ala Leu Gln Asn

ATTCAAATAQC—ITACCTTAACQAAQAACTTgAC

|CCAng| LmtRib-R

Sekil 8. Rib ve AgCWL’nin fiizyonu igin dizayn edilen primerlerin niikleotit
dizilimi. RibLmt-F ve LmtRib-R primerleri, biiyiik oranda birbirine
komplementer olup daha sonra gerekli oldugunda iki genin
ayrilabilmesini saglayacak bir restriksiyon endoniikleaz tanima bolgesi
(Kpnl) icermektedir.

2.2.1.3. AGCWL ve Rib Fragmentlerinin Birlestirilmesi

RibLmt-F primeri, AQCWL nin 5’ ucuna ve Rib’nine 3’ ucuna spesifik olarak dizayn
edilmis olup, her iki fragmentin birlestirilmesinde kullanilmistir (Sekil 8). PCR’da, daha
once elde edilmis AQCWL ve Rib fragmentleri kalip olarak kullanilmigtir. Ayn1 reaksiyonda
3 primer (RibikF ve RibLmt-F ve LmtFuz-R) ayn1 anda kullanilarak Rib geninin 3’ ucuna
AgCWL eklenmis ve iki genin birlestirilmesi saglanmistir (Sekil 9). PCR sartlar1 su
sekildedir: 94°C’de 3 dakikalik denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii 94°C’de 45 sn
denatiirasyon, 57,5°C’de 40 sn baglanma (annealing) ve 72°C’de 150 sn uzama (extension)
ve son olarak da 72°C’de 7 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi.
PCR reaksiyonu sonucunda olusan fragmentler 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden
%0,7’lik agaroz jelde yiiriitiilerek BioDocAnalyze jel goriintiilleme sistemi ile goriintiilendi.

Bunun sonucu olarak 2424 bg’lik fiizyon genin tamaminin elde edildigi belirlendi.
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2007 15007 20007

Rib-AgCWL \ /

— —
500" 10007 15007 20007
e —— — " »
[ Rib > AGEWL

Rib-AgCWL

2292 bp

Sekil 9. Rib ve AgCWL genlerinin PCR ile fiizyon yontemi

2.2.1.4. Rib-AgCWL Fiizyon Geninin pGEM-T Easy Klonlama Vektoriine
Klonlanmasi

PCR ile ¢ogaltilan gen bolgesi, pPGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak pGEM-T
Easy klolanlama vektoriine, firmanin belirttigi sartlarda (5 pul 2X tampon, 1 pl pPGEM-T Easy
vektor, 3 ul PCR iiriinii ve 1 ul T4 DNA Ligaz), 16 °C’de bir gece inkiibe edilerek ligasyon
islemi gergeklestirildi. Elde edilen ligasyon iiriinii, kompetent olarak hazirlanan E. coli
JM101 hiicresine CaCl, metoduyla transforme edildi. Transformasyon islemi su sekilde
gerceklestirildi: 200 pl kompetent hiicre igeren tiipe 10 pl ligasyon tirtlinii eklendi ve tiip, 30
dakika buz i¢inde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda drnekler 42°C 1sitict blokta 2 dakika
soklanarak plazmitin hiicre i¢ine girmesi saglandiktan sonra her bir tiipe 200 pl LB besiyeri
eklendi. Tiipler 37°C’de iki saat bekletildikten sonra LBA petrilerine (50 pg/ml ampisilin
igeren) yayilarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. inkiibasyon 6ncesinde LBA petrilerine
eklenen X-gal ve IPTG vasitasi ile mavi-beyaz koloni olusmasi saglandi. Transformasyon
sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve ark. (1982) gelistirdigi
plazmit izolasyon ydntemine gore izole edildi ve agaroz jelde yiiriitiildii. Izole edilen
plazmitler EcoRI restriksiyon enzimiyle kesildi ve kesim sonuglart agaroz jelde kontrol
edildi. EcoRI kesim sartlari; 1X enzim tamponu igerisinde, 3 U enzim varliginda 37°C’de 2
saat boyunca gerceklestirildi. Klon oldugu tesbit edilen rekombinant plazmitler sonraki

calismalarda kullanilmak tizere -20 °C de muhafaza edildi.
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2.2.1.5. Rib-AgCWL’nin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Rib-AgCWL fiizyon genini tasidig1 belirlenen rekombinant pPGEM-T Easy vektorii ve
bu vektorden ¢ikarilacak fragmentin klonlanacagi pET-28a(+) ekspresyon vektorii, Nhel ve
BamHI restriksiyon endoniikleazlar1 ile firmalarin onerdigi sartlar altinda kesildi. Ayni
yapiskan uglara sahip Rib-AgCWL nin ve pET-28a(+) vektori %0,7’lik agaroz jelde
yiriitillerek jelden kesilip alindi ve Jelden Cikarma Kiti (Fermentas) ile temizlendi.
Temizlenen Rib-AgCWL filizyon geni ve pET-28a(+) vektorii, DNA ligaz enzimi ile
firmanin 6nerdigi sartlar altinda yapistirildi. Elde edilen ligasyon iiriinii 6nce E. coli JM101
hiicresine CaCl> metoduyla transforme edildi. pET28a (+) vektorii kanamisine direngli
oldugu i¢in transformasyondan sonra hiicreler 1 mg/ml kanamisin iceren LBA’l1 petriye
yayild1 ve 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Transformasyon sonunda olusan kolonilerden
rekombinant plazmitler izole edilerek Nhel/BamHI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve
kesim tirtinleri agaroz jelde kontrol edildi. Klon oldugu tespit edilen rekombinant plazmitler
E. coli BL21(DE3) pLys hiicresine transforme edildi. Olusturulan bu plazmite pET-Rib-
AQCWL ad1 verildi (Sekil 10). Enzim aktivitesinin olup olmadigimi transformant E. coli
BL21’den enzim izolasyonu yapilarak, AQCWL aktivitesi tayini ile kontrol edildi. AgCWL

aktivitesi goriildiikten sonra enzim karakterizasyonu ¢aligmalarina gegildi.

pET-Rib-AgCWL
7650 bp

EcoRI

Nhel

T7 promoter

Sekil 10. pET-Rib-AgCWL vektorii.
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2.2.2. AQCWL-Pro Fiizyon Proteininin Olusturulmasi

2.2.2.1. Prolince Zengin Dizinin PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

Anoxybacillus gonensis PDF21 hiicre duvar litik enzim geninin, XylA ait prolince
zengin dizi ile fiizyon yapilabilmesi igin Tablo 4’de belirtilen spesifik primerler dizayn
edildi. Prolince zengin dizinin, AQCWL 'nin 3’ ucuna eklenebilmesi i¢in AQCWL 'nin son 15
bazlik kismu, ileri primerin (LMT-ProR) 5” ucuna homolog olacak sekilde tasarlandi (Sekil
11). Dizayn edilen primerlerin belirlenen bolgelerine restriksiyon endoniikleaz tanima

dizileri (BamHI) eklendi.

Tablo 4. Prolince Zengin Dizinin ¢ogaltilmasinda kullanilacak primerlerin niikleotit dizilimi
(alt1 ¢izili bolgeler restriksiyon tanima bolgelerini gostermektedir).

Primer Adi Primer Sirasi

LMT-ProR 5'-TgCCgCCgCTTTCATAACQATgTgACTTgC -3'

Prol-1F 5-ATgAAAgCggCggCATggCCCATCCCCgAgAAACCYJAAACCCAACC-3
Prol-2R 5'- CgCCACgACggCgCTgACgCTgCTggTTggggTTgggTTTCggTT-3'
Prol-3F 5'- AgCgCCgTCgTggCggATTTggCggTCCACAgCYgTCCTCCTTTCA-3'
Prol-4R 5'- CAggTTgCTCggCgAAAgCCAgTgCgggATTgAAAQIAggACCT-3'
Prol-5F 5'- TCgCCgAgCAACCTggCgTgAAAQAQgATTTCgTgCCCTCTgAgC-3'
Prol-6R 5'- cgcggATCCCTATCCAggCTggTTgAgCTCAgAgggCACgA -3'
Lyz_RibF 5'-CgCggATCCATggAATTgCTTCTTgAAC- 3

Dizayn edilen spesifik primerlerin homolog bolgelerinin birbirleriyle ¢akismasindan
yararlanilarak, kalip kullanilmadan LMT-ProR, Prol-1F, Prol-2R, Prol-3F, Prol-4R, Prol-5F
ve Prol-6R primerleri ile PCR reaksiyonu gergeklestirildi. PCR sartlar1 su sekildedir:
94°C’de 3 dakikalik denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
61°C’de 60 sn baglanma (annealing) ve 72°C’de 1,25 sn uzama (extension) ve son olarak da
72°C’de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. PCR sonucunda
olusan fragmentler 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %0,7’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
BioDocAnalyze jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi. 188 b¢’lik prolince zengin dizinin

elde edildigi belirlendi.
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Prolince zengin dizi

LMT-ProR

Prol-2R

LMT'nin C- / Prol-3F

Terminaline
homolog dizi

Prol-4R

Prol-5F

Prol-6R

0 ) 45 S 90 135 183 nt

Sekil 11. Prolince zengin dizinin PCR ile ¢ogaltilmasi.

2.2.2.2. AgCWL’nin PCR ile pETLyz’den Cogaltilmasi

E.coli IM101 susundan izole edilen pET-Lyz plazmiti kalip olarak kullanilarak LMT-
ProR ve Lyz_RibF primerleri (Tablo 4) ile PCR reaksiyonu gergeklestirildi. PCR reaksiyon
sartlar1 su sekildedir: 94°C’de 3 dakikalik denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongi
94°C’de 30 sn denatiirasyon, 60°C’de 60 sn baglanma (annealing) ve 72°C’de 70 sn uzama
(extension) ve son olarak da 72°C’de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak
gerceklestirildi. PCR sonucunda olusan fragmentler 0,5 pg/ml etidyum bromidir ihtiva eden
%0,7’lik agaroz jelde yiiriitiilerek BioDocAnalyze jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi.

Bunun sonucu olarak 597 bg’lik AQCWL nin tamaminin elde edildigi belirlendi.

2.2.2.3. AQCWL ve Prolince Zengin Dizinin Birlestirilmesi

LMT-ProR primeri AQCWL’nin 3’ ucuna ve Prolince zengin dizinin 5’ ucuna
komplementer olacak sekilde dizayn edilmis olup, her iki fragmentin birlestirilmesinde
kullanilmigtir. PCR ile dnceden ¢ogaltilmis AQCWL ve Prolince zengin dizi fragmentleri
kalip olarak kullanilmistir. Ayni reaksiyonda 3 primer (LMT-ProR, Lyz_RibF, Prol-6R)
ayni anda kullanilarak AGCWL’nin 3’ ucuna Prolince zengin dizi eklenmis ve iki genin

birlestirilmesi saglanmistir (Sekil 12). PCR sartlar1 su sekildedir: 94°C’de 3 dakikalik
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denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii 94°C’de 45 sn denatiirasyon, 57,5°C’de 40 sn
baglanma (annealing) ve 72°C’de 150 sn uzama (extension) ve son olarak da 72°C’de 7
dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. PCR sonucunda olusan
fragmentler 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %0,7’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
BioDocAnalyze jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi. Bunun sonucu olarak 780 bg’lik

fiizyon genin tamaminin elde edildigi belirlendi.

StarTJzF LMT-ProR End Prol-BamHIR

200! 400! 600"

AgCWL >1 Pro >

AgCWL-Pro
780 bp

Sekil 12. AQCWL ve Pro’nun PCR ile flizyonu

2.2.2.4. AQCWL-Pro Fiizyon Geninin pGEM-T Easy Klonlama Vektoriine
Klonlanmasi

PCR ile gogaltilan gen bolgesi, pPGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak, pPGEM-T
Easy kolanlama vektoriine, firmanin dnerdigi sartlarda (5 pl 2X tampon, 1 ul pPGEM-T Easy
vektor, 3 ul PCR dirtinii ve 1 pul T4 DNA Ligaz), 16 °C’de bir gece boyunca ligasyona tabi
tutularak gerceklestirildi. Ertesi giin elde edilen ligasyon iirlinii, kompetent olarak hazirlanan
E. coli JM101 hiicresine CaCl, metoduyla transforme edildi ve transformasyon islemi
gerceklestirildi. Klon oldugu tespit edilen rekombinant plazmitler sonraki c¢alismalarda

kullanilmak tizere -20 C° de muhafaza edildi.

2.2.2.5. AgCWL-Pro Fiizyon Geninin pET28a (+) Ekspresyon Vektoriine
Klonlanmasi

AQCWL-Pro fiizyon genini tasidig1 belirlenen rekombinant pPGEM-T Easy vektorii ile
PET28a (+) ekspresyon vektorii BamHI restriksiyon endoniikleazi ile kesildi. Ayni yapiskan
uclara sahip AQCWL-Pro fiizyon fragmenti ve pET-28a(+) vektori %0,7’lik agaroz jelde
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yiiriitiilerek jelden kesilip alindi ve Jelden Cikarma Kiti (Fermentas) ile firmanin 6nerdigi
kosullar dogrultusunda temizlendi. Temizlenen LMT-Pro flizyon geni ve pET-28a(+)
vektorii, DNA ligaz enzimi ile ligasyona tabi tutuldu. Ligasyon sonucu olusturulan
rekombinant vektére pET-AgQCWLPro adi verildi. Elde edilen ligasyon iiriinii 6nce E. coli
JM101 hiicresine CaCl, metoduyla transforme edildi. Transformasyon sonunda olusan
kolonilerden rekombinant plazmitler izole edildi ve BamHI restriksiyon enzimiyle kesildi.
Kesim sonuglar1 agaroz jelde kontrol edildi. Klon oldugu tespit edilen rekombinant
plazmitler, E. coli BL21 (DE3) pLys hiicresine transform edildi. Enzim aktivitesi olup
olmadigimi transformant E. coli BL21 hiicresinden enzim izolasyonu yapilarak, AQCWL
aktivitesi tayini kontrol edildi. AgCWL aktivitesi tespit edildikten sonra, enzim

karakterizasyon ¢aligmalarina baslandi.

2.2.3. Protein Ekspresyonu ve Saflagtiriimasi

2.2.3.1. AQCWL, Rib-AgCWLve AgCWL-Pro Gen Uriinlerinin Ekspresyonu

Enzim iiretimi igin AQCWL, Rib-AgCWLve AgCWL-Pro genlerini tasiyan vektorleri
iceren E.coli BL21 hiicrelerinin gece kiiltiirlerinden ayr1 ayri sivi LB besiyerine O.D.’si 0,1
olacak sekilde taze kiltiirler ekildi. Taze kiltir O.D.’si 0,6-0,9 oluncaya kadar inkiibe
edilerek 1 mM IPTG ile indiiklendi ve 3,5-4 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicreler
10.000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilarak ¢oktiirtildii.

2.2.3.2. Hiicre Ekstraktinin Elde Edilmesi

Elde edilen pellet, 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) igerisinde ¢oziilerek %70
siddetinde, 0,6 devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikator ile sonike edildi. Elde edilen hiicre
soliisyonu, 14.800 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet kismi atilarak, proteini

iceren siipernatant alindi. Elde edilen siipernatantin saflastirilmasi asamasina gegildi.
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2.2.3.3. AgCWL, Rib-AgCWLve AGCWL-Pro Proteinlerinin Saflastirilmasi

2.2.3.3.1. Is1 Soku Uygulamasi

Istenmeyen proteinlerin uzaklastirilmast i¢in elde edilen kaba ekstrat, 15 dk siireyle
65°C’de bekletildi. Bekletildikten sonra 15 dk 14.800 rpm’de santrifiij islemi

gergeklestirildi. Santrifiijden sonra slipernant alinarak ¢oken kisim uzaklastirildi.

2.2.3.3.2. Kobalt-Afinite Kromatografi Yontemi ile Saflastirma

AgCWL, Rib-AgCWLve AgCWL-Pro proteinlerinin saflastirilmasi, sirasiyla C-
terminaline (AgCWL, Rib-AgCWL) ve N-terminaline (AgCWL-Pro) ilave edilen HisTaq
kuyrugundan yararlanilarak, kobalt (Co*?) iceren bir saflastirma kiti olan TALON®Metal
Affinity Resin (Takara) vasitasiyla, firmanin 6nerdigi kosullarda gergeklestirildi. Tampon
icerikleri Tablo 5’de belirtilmistir. 1-2 mL Co*? bagli His-boncuklari, 10 mL yikama
tamponu ile 15 mL’lik falkon tiip igerisinde 3 kez yikanarak pH adaptasyonu saglandi.
Ardindan proteinler ayr1 ayr1 (4 mL) His-boncuklar1 iceren falkon tiiplere transfer edilerek
yikama tamponu ile son hacim 15 mL’ye tamamlandi. En az 2 saat diisiik hizda alt st
edilerek dikkatlice galkalandi. Inkiibasyon siiresi sonunda gergeklestirilen santrifiigasyonu
takiben silipernatant pipetdr yardimi ile uzaklastirildi. His-boncuklari en az 3 kez yikama
tamponu ile yikanarak baglanmamais ilgisiz proteinler elimine edildi. Eliisyon basamagina
gecmeden Once yikama tamponu, His-boncuklardan pipetér yardimi ile tamamen
uzaklagtirildi. Eliisyon tamponu kullanilarak, baglanmis proteinlerin ayrilmasi saglandi.

SDS-PAGE’de proteinlerin saflig1 kontrol edilerek +4°C’de muhafaza edildi.

Tablo 5. Kobalt-Afinite Kromatografisinde kullanilan tamponlar.

Tampon NaH2POs (mM) NaCl (mM) Imidazol (mM) pH
Liziz 50 300 10 7
Yikama 50 300 20 7
Ellisyon 50 300 250 7
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2.2.3.3.3. Kiiciik Molekiillerin Diyalizle Uzaklastirilmas1 ve Proteinlerin
Konsantre Edilmesi

Kobalt-Afinite Kromatografisi ile saflastirilan proteinlerden metal iyonlari, imidazol
ve tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz islemi ger¢eklestirildi. Uygun boyutta kesilen diyaliz
membrani (Sigma-Aldrich), ImM EDTA iceren %20’lik gliserol ¢ozeltisinde 1-2 dk
kaynatildi. Saf su ile yikandiktan sonra saflastirilan protein ¢ozeltisi bir pipet yardimiyla
membrana aktarildi ve en az 10 kat1 hacimde diyaliz tamponu (50 mM MOPS AgCWL i¢in
pH 6,5 AgCWL-Pro i¢in pH 7) igerisinde diyalize birakildi. Diyaliz tamponu bir kez
yenilenerek, +4°C’de 1 gece magnetik karistiricida karistirilarak  bekletildi. Islem
tamamlandiktan sonra diyaliz membrani i¢indeki proteinler temiz bir tiipe alinarak, 14.800
rpm’de 15 dk santrifiij edildi ve bozunan (denatiire olan) proteinlerin pellet ile

uzaklastirilmasi saglandi.

2.2.3.3.4. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforezde, %15°lik SDS-PAGE
jeli kullanilarak 15 mA’lik akim altinda gergeklestirildi. AQCWL, Rib-AgCWLve LMT-Pro
proteinlerinin molekiiler agirligini hesaplamak ve safligini kontrol etmek amaciyla
saflagtirilan enzimler, molekiiler agirligi belli olan bir protein markirt (NEB, P7710S) ile
birlikte SDS poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiildii. Uygulamada her bir 6rnekten 50
ug protein kullanildi. Her bir 6rnegin tizerlerine esit miktarlarda muamele (0,15 M Tris-HCI
pH 6,8; %4 SDS; %20 Gliserol; %6 B-merkaptoetanol) tamponu ilave edildi ve sonrasinda
99°C’de 4 dakika bekletilerek Maniatis ve arkadaslar1 (1982) tarafindan tanimlanan %15°lik
SDS-PAGE yiiklendi. Yiiriitme islemi sonrasinda jel, Commasie Brillant Blue (%0,125
Commasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 1 saat boyandi ve
hemen ardindan 1. yikama soliisyonunda (%50 Metanol, %10 Asetik asit %40 ddH20) 1 saat
bekletildi. Daha sonra 2. yikama soliisyonunda ( %7 asetik asit ve %5 metanol) bantlar

belirginlesinceye kadar bekletildikten sonra bilgisayar tarayicisi ile fotograflandi.
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2.2.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

2.2.4.1. Zimogram

Zimografik analizler Bernadsky ve ark. (1994) ve Watt ve Clarke (1994)’in
protokolleri temel alinarak uygulandi. Bu yontemde, liyofilize edilmis Micrococcus
lysodeikticus hiicreleri (substrat), SDS-PAGE ayirma jeli igerisine katildi. SDS-PAGE’de
yiiriitiilen proteinler, renatiire edildikten sonra metilen mavisi ile muamele edildi. CWL
aktivitesi ile Micrococcus lysodeikticus ’da bulunan PG pargalandiginda bu alanlarda
boyanin uzaklastirilmasi daha kolay olacaktir. Bu nedenle yikamanin ardindan jelde goriilen
acik renkli bolgeler, PG’ nin par¢alandigin1 yani enzim aktivitesinin var oldugunu gosterir.

Bu islemde %0,3 Micrococcus lysodeikticus 50 mM MOPS tamponu pH 7,0 iginde
sonike edildikten sonra, %12’lik poliakrilamid jel icine eklendi. Uygulamada her bir
ornekten 50ug protein kullanildi. her bir 6rnegin lizerlerine esit miktarlarda muamele
tamponu (10mM DTT, 100 mM Tris-HCI tamponu pH 6,5, %1 SDS, %6 Siikroz, %0,0025
Bromofenol blue) ilave edildive sonrasinda 100°C’de 4 dk bekletilerek, Maniatis ve ark.
(1982) tarafindan tanimlanan %12’lik SDS-PAGE yiiklendi. Ardindan jel, 18 mA’de
yiiriitiildi. Jel durulandiktan sonra, SDS’1 uzaklastirmak amaci ile 30 dk. oda sicakliginda
saf suda inkiibe edildi. Devaminda oda sicakliginda 30 dk renatiirasyon tamponunda (25 mM
MOPS, 10 mM MgCly, 0,1 %Triton X-100, pH 6,5) inkiibasyona birakildi. Renatiirasyon
tamponu tazelenerek, 40°C’de lizis bantlar1 belirgin hale gelinceye kadar inkiibasyona
devam edildi. Inkiibasyon sonrasi, jel saf suyla yikand:1 ve oda sicakliginda 2 saat boyandi
(%0,1 metilen mavisi, %0,01 KOH). Ardindan jel, aktivite bantlar1 belirginlesene kadar su
ile yikandi. Pozitif kontrol olarak lizozim (10-20 pg) kullanildi.

2.2.4.2. Turbidimetrik Analiz

Hash’in tiirbidimetrik analizi (1967), otolitik enzimlerle PG'min degredasyonuna
dayanan ve solusyondaki bulanikligin azalmasina bagli olarak enzim aktivitesinin varliini
gosteren bir yontemdir.

Litik aktiviteyi degerlendirmek i¢in Micrococcus lysodeikticus hiicre duvart (Sigma-
Aldrich) substrat olarak kullanilarak tiirbidimetri deneyi gergeklestirildi. M. lysodeikticus,
50 mM MOPS tamponu (pH 6,5-7,0) igerisinde sonike edildi. Reaksiyon sartlar1 su sekilde
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gerceklestirildi: 0,35 mg/ml substrat igeren 200 ul 50 mM, pH 6,5-7,0 MOPS tamponu
icerisine 0,5 mg/ml enzim ilave edilerek, optimum sicaklikta 30 dk. inkiibe edildi (Fibriansah
ve ark., 2012). Pozitif kontrol olarak lizozim kullanilirken, negatif kontrolde enzim
bulunmamaktadir. Ttiim aktivite dlgtimleri 96 kuyulu mikroplate reader (SpectraMax M5)’da
600 nm absorbansta gergeklestirildi

2.2.4.3. Petri Deneyi

Lizozim ve benzeri enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan geleneksel
yontemlerde karsilagilan zorluklardan dolayi, petri deneyi (lyso-plate) gelistirilmistir. Bu
yontemde substrat (lizozim ve AGCWL i¢in substrat Micrococcus lysodeikticus’dur) 50 mM
MOPS tamponu pH 6,5-7,0 icerisinde ¢oziilerek eritilmis agaroz icerisine karistirilarak
petriye dokiildii. Agaroz katilagtiktan sonra enzim eklenmesi i¢in, yaklagik 2 mm ¢apinda
kuyucuklar agildi ve enzim bu kuyucuklara inokiile edilerek uygun sicaklikta 12-18 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda kuyucuklarin etrafinda olusan seffaflasmis zon, enzim
aktivitesinin varhigmi gosterir. Aktivite zonunun 6l¢iilmesi ile enzim aktivitesinin miktari da

belirlenebilmektedir (Minagawa ve ark., 2001).

2.2.5. AgCWL, Rib-AgCWLve AgCWL-Pro Proteinlerinin Biyokimyasal
Karakterizasyonu

2.2.5.1. Optimum Sicaklik

Enzimlerin en iyi ¢alistig1 optimum sicaklik degeri sirasiyla 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80°C’ ye ayarlanmus 1s1tic1 bloklarda gergeklestirilen S0mM MOPS tamponu
pH 7,0 icerisinde 30 dk’lik seri reaksiyonlar sonucu belirlendi. Bu reaksiyon serisinde
enzimin en iyi ¢alistig1 sicaklik degeri sonraki ¢alismalarda inkiibasyon sicakligi olarak

kullanildi.

2.2.5.2. Optimum pH

Enzim aktivitesine pH’nin etkisini incelemek tizere, pH 5,0- 5,5 i¢in 50 mM sitrat
tamponu, pH 6,0- 6,5- 7- 7,5 i¢in 50 mM MOPS tamponu, pH 8,0- 8,5- 9,0 i¢cin 50 mM Tris-
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HCI ve pH 9,5- 10 i¢in 50 mM glisin tamponlar1 kullanildi (reaksiyon siiresi 30 dk).
Belirlenen optimum pH aktivite degerleri daha sonra kinetik parametrelerin belirlenmesi

calismalarinda kullanildi.

2.2.5.3. Metal Iyonlarmin Etkisi

Enzim aktivitesi ilizerine metal iyonlarmin etkisini belirleyebilmek icin Oncelikle
AgCWL ve AgCWL-Pro enzimleri ImM EDTA ile 5 dk inkiibe edildi. Sonra, optimum
sartlarda enzim reaksiyonunun igerisine 1 mM’lik MgClz, MnClz, CaCly, ZnCly, LiCl ve KCI
gibi ¢esitli metal iyonlar1 ilave edilerek belirlendi. Icerisinde metal iyonu ve kimyasal
bulundurmayan kontrol reaksiyonunun aktivitesi %100 olarak kabul edildi. Reaksiyonlar,

spektrofotometrede 600 nm’de 6lgiildii ve kalna aktivite hesaplandi.

2.2.5.4. Isil Kararhhg

Enzim kararliligina 1sinin etkisini incelemek i¢in saflastirilan enzimler AQCWL i¢in
50 mM MOPS tamponu pH 6,5 ve AgCWL-Pro icin 50 mM MOPS tamponu pH 7,0
kullanilarak, belirli zaman araliklarinda (0. dk ve 1-10. Giin) +4°C, 25°C, 45°C, 50°C, 65°C,
ve 75°C “de inkiibe edildi. Reaksiyonlar, spektrofotometrede 600 nm’de 6lgiildii. Ik anda
alian aktivite 6l¢iimii %2100 olarak kabul edildi.

2.2.5.5. pH Kararhhg

pH kararliligin belirlemek igin saf enzim ¢ozeltisi, pH 5-5,5 sitrat tamponu (50 mM);
pH 6-6,5-7,0-7,5 MOPS tamponu (50 mM); pH 8-8,5-9 Tris-HCI tamponu (50 mM) ve pH
9,5 i¢in glisin (50 mM) tamponlarinda oda sicakliginda inkiibe edildi. Cesitli zaman
araliklarinda inkiibe edilen enzimlerden numune alinarak optimum c¢alisma sartlarinda
aktivite dlgiimii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesaplandi. Ilk anda alinan aktivite

Ol¢timii %100 olarak kabul edildi.
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2.2.5.6. Tuz Konsantrasyonunun Enzim Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine tuz konsantrasyonunun etkisini belirlemek i¢in optimum
sartlarda, enzim reaksiyonunun igerisine 5-10-20-30-40-50-100-150-200-250-300 mM
NaCl ilave edildi. Igerisinde tuz bulunmayan kontrol reaksiyonunun aktivitesi %100 olarak
kabul edildi.



3. BULGULAR

3.1. Rib-AgCWL’nin Baz Diziliminin Belirlenmesi

Rib-AgCWL geninin baz dizilimini belirlemek amaciyla, ilk olarak Anoxybacillus
kestanbolensis AC26 Sar1 bakterisinin ribulokinaz genini iceren pAC26RK plazmit DNA’s1
kalip olarak kullanilarak ribulokinaz geni ve Anoxybacillus gonensis AQCWL igeren pET-
Lyz plazmit DNA’s1 kalip olarak kullanilarak, AQCWL PCR ile ¢ogaltildi. Uygun primerler
kullanilarak gergeklestirilen PCR ile bu iki gen birlestirildi ve pGEM-T Easy klonlama
vektoriine klonlandi (Sekil 13). Elde edilen 2400 bg’lik fiizyon geninin baz dizileri belirlendi
(Macrogen, Hollanda) ve Genbank’taki (NCBI, NIH, Washington, DC) verilerle
karsilastirildi. Sonucta genin ilk 1827 bg’lik kismin ribulokinaz genine, geri kalan 597 b¢’lik
kismm ise AGCWL genine tekabiil ettigi goriildi. Elde edilen baz dizilimi Ek.1°de

verilmistir.

Sekil 13. Rib-AgCWL'yi tasiyan pGEM-T Easy rekombinantlarinin
EcoRl endoniikleazi ile kesim sonucu, 1-9: EcoRI

endontikleazi ile kesimi yapilan rekombinant plazmitler, PCR:
Kontrol olarak Rib-AgCWL PCR fragmenti.

3.2. AQCWL-Pro Fiizyon Geninin Baz Diziliminin Belirlenmesi

AgCWL-Pro’nin baz dizilimini belirlemek amaciyla, ilk once pET-Lyz plazmit
DNA’s1 kalip olarak kullanilarak AQCWL PCR ile ¢ogaltildi. Prolince zengin dizinin
cogaltilmasi i¢in ise kalip kullanilmadan Lmt-ProR, Prol-1F, Prol-2R, Prol-3F, Prol-4R,
Prol-5F ve Prol-6R primerleri ile PCR gergeklestirildi ve 183 b¢’lik prolin kuyruk elde
edildi. Uygun primerler kullanilarak gercgeklestirilen PCR ile bu iki gen fragmenti
birlestirildi ve pPGEM-T Easy klonlama vektoriine aktarildi (Sekil 14). Dizin analizi sonucu
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elde edilen veriler Genbank’taki (NCBI, NIH, Washington DC) verilerle karsilastirildi ve
elde edilen DNA bolgesinin 5° ucundaki 597 be¢’lik kismimn AQCWL genine, geri kalan 3’
ucundaki 183 bg¢’lik kismin da prolince zengin diziye tekabiil ettigi belirlendi. Elde edilen

baz dizilim Ek.2’ de verilmistir.

6000 bg

3000 bg

1000 bg
750 bg

Sekil 14. AQCWL-Pro genlerinin pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasi
AgCWL-Pro genini tagtyan pGEM-T rekombinantlarinin EcoRl
endontikleaz1 ile kesim sonucu, 1: DNA Markir, 2-5. EcoRl
endoniikleazi ile kesimi yapilan rekombinant plazmitler.

3.3. Rib-AgCWL ve AgCWL-Pro Fiizyon Genlerinin pET-28a(+) Vektoriine
Klonlanmasi ve Ekspresyonu

Nhel ve BamHI restriksiyon enzimlerine ait tanima bdlgelerini tagiyan Rib-AgCWL
geni, bu enzimler kullanilarak uygun kosullarda pET-28a(+) ekspresyon vektoriine
klonlanirken, 5° ve 3’ uclarinda ayni tanima bdlgesini (BamHI) tastyan AQCWL-Pro flizyon
geni de yalnizca BamHI restriksiyon enzimi kullanilarak pET-28a(+) ekspresyon vektoriine
klonlandi (Sekil 15). Elde edilen rekombinant vektorler ayri ayri E. coli BL21 (DE3) pLys

susuna transform edildi.
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Sekil 15. Rib-AgCWL ve AgCWL-Pro genlerinin pET-28a(+) vekoriine
klonlanmasi. A 1: BamHI restriksiyon endoniikleazi ile lineer hale
getirilen  pET28a(+)  vektori  2-3:  BamHI  restriksiyon
endoniikleazlar1 ile kesilen pET-AQCWL-Pro 4: DNA Markir. B 1:
DNA Markir 2-3: BamHI restriksiyon endoniikleaz: ile kesilen pET-
RibAgCWL 3: Kontrol olarak kullanilan AgCWL-Pro PCR fragmenti
(777 bg).

3.4. Protein Ekspresyonu ve Saflagtimasi

E.coli BL21 (DE3) pLys hiicresine transform edilen AQCWL, AgCWL-Pro ve Rib-
AgCWL genlerinin uygun sartlarda ekspresyonu saglanarak hiicre oziiti elde edildi.
Ardindan 1s1 soku uygulamasi ile ekstraktta bulunan ve E. coli hiicresine ait 1s1l kararli
olmayan proteinler denatiire edildi. Son olarak proteinlerde bulunan HisTaq kuyrugu
araciligiyla TALON®Metal Affinity Resin (Takara) saflastirma kiti yardimi ile enzimler
saflagtirildi. Saflastirilan enzimler, SDS-PAGE’de yiirtitiilerek enzimlere ait protein bantlari
gosterildi. ExXPASy programi (URL-5) ile proteinlere ait amino asit dizileri kullanilarak
AgCWL proteininin 22,24 kDa, Rib-AgCWL’nin 84,33 kDa ve AQCWL-Pro’nun da 29,37
kDa oldugu belirlendi. Protein markir ile birlikte gerceklestirilen SDS-PAGE analizinde
saflagtirilan proteinlerin molekiiler agirliklarinin beklendigi gibi oldugu goriildi. AgCWL
enziminin bulundugu kuyuda ekstra 15-20 kDa biiylikliiglinde bir banta rastlanmistir (Sekil
16). Bu bantin, post traslasyonel modifikasyondaki varyasyonlar veya degredasyon sonucu
olustugu diisiiniilmektedir (URL-6).
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Sekil 16. AQCWL, AgCWL-Pro ve Rib-AgCWL proteinlerinin
SDS-PAGE analizi 1: Rib-AgCWLfiizyon proteininin
kaba ekstrakti, 2: His tag kuyrugu ile saflastirilmig
AgCWL proteini, 3: protein marker, 4: His tag ile
saflagtirllmig AQCWL-Pro fiizyon proteini.

3.5. AQCWL-Pro ve Rib-AgCWL Proteinlerinin U¢ Boyutlu Yapisi

E. coli BL21 (DE 3) hiicresine transform edilerek ekspresyonu saglanan proteinlerin
amino asit dizileri EXPASy programi kullanilarak belirlendi ve bu diziler vasitasi ile her bir
proteinin ti¢ boyutlu yapisi olusturuldu. Proteinlerin ti¢ boyutlu yapist PyMOL (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrodinger, LLC.) programi kullanilarak
olusturuldu (Sekil 17).

Sekil 17. Fiizyon proteinlerin 3 boyutlu yapilari (a) AQCWL-Pro proteini pembe
renkli kisim prolin kuyrugu gostermektedir. (b) Rib-AgCWL fiizyon
proteini
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3.6. Enzim Aktivitesinin Zimogram ve Petri Deneyi ile Belirlenmesi

AgCWL, AgCWL-Pro ve Rib-AgCWLnin litik aktivitesi, zimogram ve petri deneyi
ile tespit edildi. AQCWL enzimi igin substrat olarak Micrococcus lysodeikticus bakterisinin
kullandigi bu iki yontemde, yaban AgCWL, rekombinant AgCWL-Pro ve Rib-AgCWL
proteinlerine uygulandiginda, Rib-AgCWL enziminde aktivite goriilmezken, AQCWL ve
AgCWL-Pro enzimlerinin aktivite verdigi goriildii. Jel goriintiisii Sekil 18a’da gosterildigi
gibi enzimin substrati pargaladigi bolgeler agik renkli olarak goriintiilendi. Petri deneyi
sonucunda Sekil 18b’de gosterildigi gibi kuyucuklarin etrafinda olusan seffaf zon ile enzim

aktivitesi goriildii.

b)

Sekil 18. AGCWL ve AgCWL-Pro enzimlerinin zimogram goriintiisii ve petri
deneyi a). 1: pozitif kontrol lizozim 10 mg/ml, 2: bos kuyu, 3-4:
AgCWL 10 mg/ml, 5-6: AgCWL-Pro 10 mg/ml, b) Petri deneyi 1:
pozitif kontrol (Lizozim), 2: AgCWL, 3. AgCWL-Pro, 4: negative
kontrol BSA.

3.7. AgCWLve AgCWL-Pro Enzimlerinin biyokimyasal Karakterizasyonu

Rib-AgCWL enziminde aktiviteye rastlanmadigi i¢in karakterizasyon g¢alismalarina

AgCWL ve AgCWL-Pro enzimleri ile devam edildi.
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3.7.1. Optimum Sicakhk

Enzimlerin optimum sicakligini belirlemek igin 50, 55, 60, 65, 70, 75 ve 80°C’lerde
enzim aktivitesi ol¢iimii gerceklestirildi. Sicaklik—aktivite grafigi olusturulmasi sonucu
AQCWL enziminin optimum sicakligi1 45°C iken, AQCWL-Pro fiizyon proteininin optimum
sicakligr 50°C olarak belirlendi. Bundan sonraki ¢alismalarda reaksiyonlar bu sicakliklar

kullanilarak gergeklestirildi (Sekil 19).
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Sekil 19. AQCWL ve AgCWL-Pro enzimlerinin optimum sicaklik grafigi

3.7.2. Optimum pH

Enzim aktivitesine pH’nin etkisinin arastirilmasinda, pH 5,0- 5,5 igin 50 mM sitrat
tamponu, pH 6,0- 6,5- 7- 7,5 i¢in 50 mM MOPS tamponu, pH 8,0- 8,5- 9,0 i¢cin 50 mM Tris-
HCI ve pH 9,5- 10 igin glisin tamponlar1 kullanildi. Sonug olarak AQCWL nin en yiiksek
aktiviteyi pH 6,5’da, AQCWL-Pro’nun ise pH 7,0’de verdigi belirlendi (Sekil 20).
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Sekil 20. AQCWL ve AgCWL-Pro enzimlerinin optimum pH grafigi

3.7.3. Metal iyonlarmin Etkisi

Enzim aktivitesine metal iyonlarinin etkisini aragtirmak igin yapilan deneyde; MnCly,
MgCl,, KCI, LiClz, ZnSO4ve CaCl, metal iyonlar1 kullanildi. Bu maddelerden, reaksiyona,
son hacimde konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde ilave edildi. Metal iyonu igermeyen
6l¢tim sonucu, %100 olarak kabul edildi.

Yapilan bu deney sonucunda CaClz, AQCWL’ nin aktivitesini %70’lere diistirtirken
AQCWL-Pro’nun aktivitesini inhibe ettigi gortildi. MgClz, AQCWL nin aktivitesini %15’ e
diigiiriirken, AQCWL-Pro’nun aktivitesini %50 arttirdigt goriildii. MnCly, LiCl2 ve KCI’nin

her iki enzimin de aktivitesini artirdigi goriildii. Sonuglar, Sekil 21 ve Sekil 22°de verilmistir.
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Sekil 21. Metal iyonlarinin AQCWL enziminin aktivitesi {izerine etkisi.
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Sekil 22. Metal iyonlarinin AQCWL-Pro enzim aktivitesi lizerine etkisi.

3.7.4. Isil Kararhhg:

Enzimlerin kararliligina 1sinin etkisini incelemek i¢in saf enzimler belirli sicakliklarda,
belirli zaman araliklarinda (0. dk, 1-10 giin) 4°C, 25°C, 45°C, 50°C, 65°C, ve 75°C’de inkiibe
edildi. Enzim aktivitesinin %olarak zamana gore degisen grafigi ¢izilirken, ilk alinan aktivite
degeri (0. dk) %100 kabul edildi. inkiibasyon sonrasinda AGCWL enzimi 4°C, 25°C ve 45°C’
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de 8. giine kadar aktivitesini onemli derece korudugu goézlendi (Sekil 23). AQCWL-Pro
enziminin de benzer sekilde 4°C, 25°C ve 50°C’ de, diger sicakliklara gore aktivitesinin daha

1yl oldugu belirlendi. 70°C’de, 2. saatten sonra her iki enzimin de aktivitesini kaybettigi

gozlendi (Sekil 25).
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Sekil 23. AQCWL enziminin 1s1l kararlilig
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Sekil 24. AQCWL-Pro enziminin 1s1l kararlilig

3.7.5. pH Kararhhg:

pH kararliligini belirlemek i¢in saf enzim, pH 4-4,5-5-5,5- 6- 6,5- 7-7,5- 8- 8,5- 9,0 ve
9,5’da, 25°C’de inkiibe edildi ve %kalan aktiviteleri hesaplandi. Enzim aktivitesinin
%olarak zamana gore degisen grafigi ¢izilirken ilk 6l¢tim degeri (0. dk) %2100 kabul edildi.
96. saate kadar, ¢aligilan tim pH degerlerinde AQCWL enzimi birbirlerine yakin ve yiiksek
aktivite gosterirken, 96. saatten sonra pH 4,5’ta %20 ve pH 8,5’da %60 aktivite gdstermistir
(Sekil 25).
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Sekil 25. AQCWL enziminin pH kararliliginin belirlenmesi.

96. saatte pH 9,5’ta %60 aktivite gosterirken, diger pH degerlerinde aktivitesini
kaybettigi gozlendi. AQCWL enziminin aktivitesi tim pH degerlerinde 72. saate kadar enzim
aktivitesi 6nemli derecede korunurken, AQCWL-Pro enziminin 24. saatten sonra aktivitesini

kaybetmeye basladig1 gozlendi (Sekil 26).
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Sekil 26. AQCWL-Pro enziminin pH kararliliginin belirlenmesi.
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3.7.6. Tuz Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine tuz konsantrasyonunun etkisini belirlemek igin optimum
sartlarda reaksiyonuna 5-10-20-30-40-50-100-150-200-250-300 mM NaCl ilave edilerek
inkiibe edildi ve %kalan aktiviteleri hesaplandi. Yapilan deney sonucunda, tuz miktarinin
enzim aktivitesini onemli derecede azalttigi belirlendi. AGCWL enzimi 40 mM NaCl
kullanildiginda %60 aktivite gosterirken (Sekil 27), AGCWL-Pro enzimi, ayni1 miktarda
NaCl kullanildiginda aktivitesinin %20’ye kadar diistiigii gozlendi (Sekil 28).
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100
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E’\./ m
® m20 mM
E 60
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< u40 mM
<CE 40 =50 mM
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Y ® 150 mM
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- 200 mM
. m 250 mM
0 m 300 mM
NaCl (mM)

Sekil 27. Tuz konsantrasyonunun AgCWL enzim aktivitesi tizerine etkisi.
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Sekil 28. Tuz konsantrasyonunun AgCWL-Pro enzim aktivitesi tizerine etkisi.




4. TARTISMA

Bakteriler hem kendi hiicre duvarlarini hem de bir¢ok mikroorganizmanin hiicre
duvarin1 pargalayan birka¢ enzime sahiptir. PG’de etkili olan ve kendi hiicre duvarin
pargalayan enzimler ya da otolizinler olarak ifade edilen hidrolazlarin antimikrobiyal
etkilerinin saglik, gida ve ilag endiistrisinde kullanilmasi agisindan 6nem arz etmektedir
(Leclerc, 1989). Son yillarda biyoteknolojinin ilerlemesi ile birlikte rekombinat proteinlerin
ozelliklerinin gelistirilmesine yonelik pek ¢ok yontem one siiriilmiistiir. Proteinlerin iglev ve
kararliliklarinin arttirilmasi endiistriyel uygulamalarda biiylik 6nem tasimaktadir. Bu amagla
gerceklestirilen calismalarda en sik karsilagilan uygulamalardan birisi proteinin C veya N
terminal bolgelerine kararliliklarini arttiracak bir takim amino asit birimlerinin veya metal
baglanma domainlerinin eklenmesidir. Buradan yola ¢ikarak, bu tez kapsaminda daha 6nce
karakterizasyonu yapilmamis olan Anoxybacillus cinsine ait bir CWL enziminin C-
terminaline prolin kuyruk eklenerek biyokimyasal 6zelliklerdeki iyilesme belirlenmistir.

A. gonensis PDF21 bakterisine ait CWL genini tasiyan pETLyz plazmitinden uygun
primerler kullanilarak 597 b¢ uzunlugundaki AQCWL c¢ogaltilmigtir. AQCWL enziminin
biyokimyasal 6zelliklerini 1yilestirmek amaciyla iki farkl fiizyon proteini olusturulmustur.
Birincisi, AQCWL’nin C terminalinde histidin kuyrugu ve N terminalinde ribiilokinaz geni
olacak sekilde pET28a(+) vektdriine klonlanmustir. ikincisi ise AQCWL’nin C terminalinde
prolince zengin dizi ve histidin kuyrugu icerecek sekilde pET28a(+) vektoriine klonmustir.
Her ii¢ vektor de E. coli BL21(DE3) LysS susuna aktarilarak, genlerin ekspresyonlari
basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Kobalt-afinite kromatografisi kullanilarak
saflagtirlldiktan sonra, diyalizle tuz ve metal iyonlar1 uzaklastirildaktan sonra, enzim assay
caligmalarina baslanmistir.

PyMOL (Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrédinger, LLC.) programi
kullanilarak proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi ¢izilerek incelenmistir. Elde edilen bulgular
1s181inda prolin kuyrugun AgCWL enziminin katlanmasinda 6nemli bir degisiklige neden
olmadig1 belirlenmistir. Yine bu program kullanilarak 3-boyutlu yapilar incelendiginde,
RibAgCWL fiizyon proteininde, ribiilokinaz enzimi ile AgCWL enziminin herhangi bir
etkilesimde bulunmadigr gorilmiis, fakat AgCWL’nin molekiiler agirligi arttigi icin

mobilitesini kaybettigi diisiilmektedir.
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AgQCWL (yaban tip) ve AgCWL-Pro fiizyon proteinlerininin enzim aktivitesi
tirbidimetrik analiz, zimogram ve lyso plate ile test edilmistir. Bulgular 15181nda, AQCWL
ve AgCWL-Pro fiizyon proteinlerininin aktivite gosterdigi fakat Rib-AgCWL fiizyonunun
aktivitesini kaybettigi belirlenmistir. Rib-AgCWL fiizyon proteinin aktivitesini kaybetmesi
birka¢ nedene bagli olabilir. Birincisi, enzimin N-terminalinde 80 kDa biiyiikliigiinde bir
proteinin eklenmis olmasinin enzimin mobilitesini sinirlandirmis olmast, ikincisi de enzim-
substrat etkilesimini olumsuz yonde etkilemis olmasi olabilir. Bu yiizden, bundan sonra
yapilan arastirmalarda AQCWL ve AgCWL-Pro ile galisilmustir.

AgCWL-Pro’nun optimum pH ve optimum sicakliginin AgCWL’ye gore daha yiliksek
oldugu belirlenmistir. AQCWL-Pro’nun optimum sicaklik degeri 50°C iken, AgCWL’nin
optimum sicaklik degeri 45°C olarak belirlenmistir. AQCWL-Pro’nun optimum pH degeri
7,0 iken, AgCWL’nin pH degerinin 6,5 oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular dogrultusunda,
prolin kuyrugun AgCWL enziminin optimum sicaklik ve optimum pH’sin1 arttirdig: tespit
edilmistir. Lie ve ark., (2014)’nin yaptig1 benzer bir calismada, C-terminalinde prolince
zengin dizi iceren XynA’nin yaban tipe gére optimum pH ve optimum sicakligi 0,5 birim
arttirdi@ ve katalitik aktiviteyi de 27 kata kadar arttirdigi belirlenmistir. Bagka bir caligmada,
XynAS27°deki prolin/glisin bdlgesi delesyonla ¢ikarilmis XynAS27 enziminin, optimum pH
ve sicaklik degerinin degistigi fakat katalitik aktivitesinin degismedigi tesbit edilmistir (Wen
ve ark., 2005). Irfan ve ark., (2016) yaptig1 bir ¢alismada, Geobacillus thermodenitrificans
C5 bakterisinin ksilanaz enziminin (GthC5Xyl) C-terminaline prolince zengin dizi ekleyerek
rekombinat protein GthC5ProXyl’yi olusturmuslardir. Enzimin optimum sicaklik, pH ve
aktivitesi incelenmis ve sonug olarak prolin kuyrugun enzim aktivitesini arttirdigi, optimum
sicakligint 60°C’den 70°C’ye yiikselttigi ve optimum pH’1 pH 6’dan pH 7’ye yiikselttigi
belirlenmistir. Yang ve arkadaslar1 (2013), alkali bir a-Amilaz enziminin N-terminaline bir
oligopeptit takilmasinin, enzim stabilitesini 4,1 kat arttirdigini, optimum sicakligini ise
50°C’den 55°C’ye yiikselttigini ve pH stabilitesini 0,5 birim arttirdigini tesbit etmislerdir.

Metallerin enzimler tizerine etkisi incelendiginde ti¢ temel fonksiyona sahip oldugu
bilinmektedir. Metaller enzimlerin katalitik merkezinde hizmet edebilir, bir baglayict grup
olarak enzim-substrat komplesi olusumunda gorev alabilir ve bir bagka enzimin, enzim
sistemi Uzerindeki etkisini antagonize ederek, fizyolojik etkisini siirdiirmesi i¢in gerekli
olabilir. Bununla birlikte, enzimler, ¢6zelti igerisinde su disinda protein ve substrata
baglanmak i¢in metallere ihtiya¢ duyabilir. Enzimlerin katalitik aktivitesi; metalin kiitlesine,

iyonik ytikiine, iyonik yaricapina (sulu ¢ozeltilerdeki iyonik yaricap farkli olabilir), yayilma
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oranina, elektriksel alanda hareketine, ¢6zeltideki metalik iyonlarin hidratlarinin
konfigiirasyonuna ve kararliligina bagli olarak degisiklik gostermektedir (Leninger, 1950).
Metal iyonlariin AgCWL ve AgCWL-Pro enzim aktiviteleri lizerine etkilerini belirlemek
i¢cin, enzimler saflastirilarak yapilarindaki ya da tampon ¢ozelti i¢indeki metal iyonlar
ortamdan uzaklastirllmis ve enzimler MnClz, MgClz, KCI, LiClz, ZnSO4 ve CaClz metal
iyonlari igeren soliisyon iginde inkiibe edilmistir. Boylece, AQCWL enziminin aktivitesini
KCI, LiCl; ve MnCl; arttirirken, AgCWL-Pro enziminin aktivitesini sadece MnCl;
arttrmisgtir. Bununla birlikte, KCI ve LiCl> ise, AGCWL-Pro enziminin aktivitesini
etkilememistir. CaCl, AgCWL’nin aktivitesini azaltirken, AgCWL-Pro enziminin
aktivitesini ise tamamen inhibe etmistir. Bu durum, prolin kuyrugun, AgCWL-Pro’nun 3-
boyutlu yapisini ve iyon yiikiinii degistirerek, metal iyonlar ile farkli bir etkilesim yaptigini
disiindiirmektedir. Yapilan caligmalar incelendiginde Zn-bagimli bir peptidaz olan
AmiB’nin ZnClz varliginda aktivitesinin arttig1 (Korndorfer ve ark., 2006) ve +2 degerlikli
metal iyonlarinin proteinin katalitik fonksiyonu iizerine etkilerinin oldugu bilinmektedir
(Liu, 2009). Alquéres ve ark., (2011) yaptig1 baska bir ¢calismada ise, PF2001 enziminin N-
terminaline tioredoksin kuyrugu takilarak TRX-PF2001A60 fiizyon proteini olusturulmustur
ve enzimin metal iyonlar1 {izerine etkisi arastirilmistir. Sonuglar, K™ iyonunun enzim
aktivitesini etkilemedigi, Mg*?, Ca*? iyonlarinin enzim aktivitesini sirasiyla %20 ve %45
kadar 6nemli derecede diislirdiigii belirlenmistir. Ancak, AgCWL enzimi iizerine metal
iyonlarinin etkisi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmamais olup, bu ¢aligmada
yalnizca AgCWL enzimi ile AGCWL-Pro flizyon proteini, metal iyonlar: etkisi yoniinden
karsilastirilmistir.

Enzimlerin kararlili1 iizerine 1sinin etkisini tespit etmek icin, AGQCWL ve AgCWL-
Pro enzimleri, 4°C, 25°C, 45°C, 50°C, 65°C ve 75°C de inkiibe edilmistir. Sonug¢lar, AQCWL
enziminin aktivitesini diger sicakliklara gore, 4°C, 25°C ve 45°C’de 8. giine kadar 6nemli
derece korudugunu gostermistir. AQCWL-Pro ise, 4°C, 25°C ve 50°C’ de 8. giine kadar
aktivitesini onemli derecede korudugunu gostermistir. Ayrica, her iki enzimin de 70°C lik
inkiibasyonun 2. saatinin sonunda aktivitelerini kaybettigi belirlenmistir. Buna dayanarak
prolin kuyrugun AgCWL enziminin termal kararlili1 iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1
goriilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada, P. aeruginosa'dan izole edilen ve bir LT ¢esidi olan
tAmiB enziminin +4°C’de enzim aktivitesinin 8-10 giin devam ettigini belirlemistir (Mark,

2011).
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Ortamdaki tuz konsantrasyonunun artmasi ozmotik basing degisikliklerine neden
oldugu i¢cin PG’de etkili olan enzimlerin ¢aligmasini etkilemektedir. Bu sebep ile, tuz
konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerine etkisi incelendiginde AQCWL enzimi, 40 mM
NaCl konsantrasyonunda %40 aktivite kaybi gosterirken, AQCWL-Pro enziminin %80’e
kadar aktivite kaybi yasadigi belirlenmistir. Sonuglar, her iki enzimin de artan
konsantrasyonuna bagli olarak enzim aktivitelerinin 6nemli 6l¢iide kayboldugu fakat artan
tuz konsantrasyonuna karst AQCWL enziminin AQCWL-Pro enzimine gore daha yliksek
aktivite gosterdigi gézlenmistir. Bu durum, AgCWL-Pro enziminin sahip oldugu prolince
zengin dizinin, NaCl ile hidrofobik etkilesim yaparak, enzimin 3 boyutlu yapisinda bir
degisiklige sebep olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda, hiicre duvan litik enzimi olan AgCWL enzimi ile
olusturulan AQCWL-Pro enziminin karsilastirmali biyokimyasal karakterizasyonu
yapilmistir. Bulgular 1s1¢inda, belirli metal iyonlarin varhiginda, AgCWL enzim
aktivitesinin, AgCWL-Pro enzim aktivitesine gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
AgCWL enziminin metal iyonlarina daha kararli olmasmin nedeninin, AgCWL-Pro
enzimindeki prolince zengin dizinin metal iyonlarindan etkilenmesi olabilecegi
diistiniilmektedir. Isil kararlilik agisindan, her iki enzimin kararliliginda 6nemli bir degisiklik
gozlenmemistir. Ancak, AGCWL-Pro’nun aktivitesinin, AgCWL’ye gore, optimum pH’inin
0,5 birim, optimum sicakligi 5°C yiiksek oldugu gozlenmistir. Sonug olarak, bu ¢alisma ile
AgCWL-Pro enziminin C-terminaline prolin kuyruk eklenmesi ile enzimlerin optimum

sicaklik ve optimum pH degerlerinin arttirilabilecegi gozlenmistir.



5. SONUCLAR

“Anoxybacillus gonensis PDF21 susunun hiicre duvari litik enziminin optimum
sicaklik, pH ve 1s1] kararliliginin iyilestirilmesi” baslikli bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
asagidaki gibidir.

1. A. gonensis PDF21 susunun AQCWL pET28a(+) vektoriine klonlanarak E.
coli BL21 (DE3) LysS susunda ekspresyonu yapilmustir.

2. AgCWL enziminin optimum sicaklik, pH ve 1s1l kararliliginin iyilestirilmesi
amaciyla C terminalinde histidin kuyruk igerecek sekilde ribiilokinaz proteini ve prolin
kuyruk ile birlestirilerek Rib-AgCWL ve AgCWL-Pro fiizyon proteinleri olusturulmustur.
Fiizyon proteinlerinden Rib-AgCWL enzim aktivitesini kaybetmistir. Bu durum enzimin N-
terminaline 80 kDa biiyiikliigiinde bir proteinin takilmasi ile enzimin 3 boyutlu yapisin
olumsuz yonde etkilemis olabilecegi, ayni zamanda enzimin biiyilikliigiiniin artmasi ile
enzim-substrat iligskisinin olumsuz yonden etkilenmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

3. Prolin kuyrugun, AQCWL enziminin, optimum pH degerini 6,5’dan 7,0’ye
cikardigi, optimum sicakligini ise 45°C’ den 50°C’ ye yiikselttigi belirlenmistir.

4. AgCWLve AgCWL-Pro enzimlerinin 1sil kararliliklarinin +4°C de 8. giine
kadar korundugu tespit edilmistir.

5. CaClz, AgCWL’nin aktivitesini %70’lere distiriirken, AgCWL-Pro’nun
aktivitesini inhibe etmistir. MgCl., AQCWL nin aktivitesini %15’ e diisiiriirken, AQCWL-
Pro’nun aktivitesini %50 arttirdigi belirlenmistir. MnClz, LiCl2 ve KCI’nin her iki enzimin
de aktivitesini artirdig belirlenmistir.

6. Tuz (NaCl) miktarmin her iki enzimin aktivitesini azalttigi belirlenmistir. Bu
azalmanin AgCWL-Pro enziminde daha ¢ok fazla oldugu tespit edilmistir. AQCWL enzimi
40 mM NaCl kullanildiginda %40 aktivite kayb1 gosteritken AgCWL-Pro enzimi ayn

miktarda NaCl kullanildiginda aktivitesinin %80°e kadar aktivitenin diistiigli gozlenmistir.



6. ONERILER

Hiicre duvan litik enzim ailesi liyelerinden olan AgCWL enziminin peptidoglikan
tabakadaki hangi bagi kirdigit HPLC analizleri ile belirlenerek enzimin hangi cesit
CWL grubuna ait oldugu tespit edilmelidir.

AgCWL enzimi aktivitesini arttiracak yonde baska mutasyonlarin yapilmasi nerilir.



7. KAYNAKLAR

Abergel, C., Monchois, V., Byrne, D., Chenivesse, S., Lembo, F., Lazzaroni, J.-C. and
Claverie, J.-M., 2007. Structure and Evolution of the Ivy protein family, Unexpected
Lysozyme Inhibitors in Gram-negative Bacteria, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 104, 6394-6399.

Alquéres, S. M. C., Branco, R, V., Freire D. M. G., Alves, T. L., Martins, O.mB. and
Almeida, R. V., 2011. Characterization of the Recombinant Thermostable Lipase
(Pf2001) from Pyrococcus furiosus: Effects of Thioredoxin Fusion Tag and Triton
X-100, SAGE-Hindawi Access to Research Enzyme Research, 10.4061, 316939.

Blackburn, N.T., and Clarke, A.J., 2001. Identification of Four Families of Peptidoglycan
Lytic Transglycosylases, Journal of Molecular Evolution, 52, 78-84.

Borysowski, J., Weber-Dabrowska, B. and Goérski, A., 2006. Bacteriophage Endolysins As
A Novel Class Of Antibacterial Agents, Experimental Biology and Medicine,
(Maywood) 231, 366-377.

Brendel, V., Buche,r P., Nourbakhsh, IR., Blaisdell, B.E. and Karlin, S., 2002. Methods and
Algorithms for Statistical Analysis of Protein Sequences, Proceedings of the National
Academy of Sciences 1992; 6.

Cantarel, B.L., Coutinho, P.M., Rancurel, C., Bernard, T., Lombard, V. and Henrissat, B.,
2009. The Carbohydrate-Active Enzymes Database (Cazy): An Expert Resource For
Glycogenomics, Nucleic Acids Research 37, 233-238.

Demchick, P. and Koch, A.L., 1996. The Permeability Of The Wall Fabric of Escherichia
coli and Bacillus subtilis, Journal of. Bacteriology, 178, 768-773.

Dramsi, S., Magnet, S., Davison, S. and Arthur, M., 2008. Covalent Attachment Of Proteins
To Peptidoglycan, Federation of Europlan Microbiolgycal Society Reviews, 32, 307—
320.

Evrard, C., Fastrez, J. and Soumillion, P., 1999. Histidine modification and mutagenesis
point to the involvement of a large conformational change in the mechanism of action
of phage lambda lysozyme, Federation Europen Biochemical Societies Letter, 460,
442-446.

Fibriansah, G., Gliubich, F. I. and Thunnissen, A. M. W., 2012. On the Mechanism of
Peptidoglycan Binding and Cleavage by the Endo-Specific Lytic Transglycosylase
MItE from Escherichia coli, Biochemistry, 51(45), 9164-9177.

Gan, L., Chen, S. and Jensen, G.J., 2008. Molecular organization of Gram-negative
peptidoglycan, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 105, 18953-18957.

Glauner, B., Holtje, J.V. and Schwarz, U., 1988. The Composition of the Murein of
Escherichia coli, Journal of Biological Chemistry, 263, 10088-10095.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brendel%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1549558
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bucher%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1549558
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nourbakhsh%20IR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1549558
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blaisdell%20BE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1549558
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karlin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1549558

55

Harz, H., Burgdorf, K. and Holtje, J.V., 1990. Isolation and Separation of The Glycan
Strands From Murein Of Escherichia Coli By Reversed-Phase High-Performance
Liquid Chromatography, Analytical Biochemistry, 190, 120-128.

Heidrich, C., Ursinus, A., Berger, J., Schwarz, H. and Holtje, J.V., 2002. Effects of Multiple
Deletions Of Murein Hydrolases On Viability, Septum Cleavage, And Sensitivity To
Large Toxic Molecules In Escherichia Coli, Journal of Bacteriology, 184, 6093-
6099.

Henrissat, B. and Bairoch, A., 1993. New Families In The Classification Of Glycosyl
Hydrolases Based On Amino- Acid Sequence Similarities, Biochemical Journal, 293,
781-788.

Héltje, J. V, and Tomasz, A., 1975. Lipoteichoic Acid: A Specific inhibitor Of Autolysin
Activity in Pneumococcus, National Academy of Sciences of the United States of
America, 72, 1690-1694.

Huang B, Yu BZ, Rogers J, Byeon IJL, Sekar K, Chen X, Sundaralingam M, Tsai MD and
Jain M. K., 1996. Phospholipase A2 Engineering Deletion Ofthe C-Terminus
Segment Changes Substrate Specificity And Uncouples Calcium And Substrate
Binding At The Zwitterionic interface, Biochemistry, 35, 12164-12174.

Hurley JH, Mason D.A. and Matthews B.W., 1992. Flexible Geometry Conformational
Energy Maps For The Amino Acid Residue Preceding A Proline, Biopolymers, 32,
1443-1446.

Ikeda, M., Wachi, M., Jung, H.K., Ishino, F. and Matsuhashi, M., 1991. The Escherichia
coli mraY gene encoding UDP-N-acetylmuramoyl-Pentapeptide: Undecaprenyl-
Phosphate Phospho-N-Acetylmuramoyl-Pentapeptide Transferase, Journal of
Bacteriology 173, 1021-1026.

Irfan, M., Giiler, H. 1., Ozer, A., Tungel Sapmaz, M., Beldiiz, A. O., Hasan, F. and Shah, A.
A., 2016. C-Terminal proline-rich sequence broadens the optimal temperatureand pH
ranges of recombinant xylanase from Geobacillus thermodenitrificans C5, Enzyme
and Microbial Technology, 91, 34-41.

Karamanos, Y., 1997. Endo-N-acetyl-beta-D-glucosaminidases and Their Potential
Substrates: Structure/Function Relationships, Research in Microbiology, 148, 661
671.

Karaoglu, H., Yanmis, D., Sal, FA., Celik, A., Canakci, S. and Belduz, A. O., 2013.
Biochemical Characterization Of A Novel Glucose Isomerase From Anoxybacillus
gonensis G2 T that Displays A High Level Of Activity And Thermal Stability,
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 97, 215-224.

Koraimann, G., 2003. Lytic Transglycosylases In Macromolecular Transport Systems of
Gram-Negative Bacteria, Cellular and Molecular Life Sciences, 60, 2371-2388.

Labischinski, H., Goodell, E.W., Goodell, A. and Hochberg, M.L., 1991. Direct Proof Of A
More-Thansingle-Layered” Peptidoglycan Architecture Of Escherichia Coli W7: A
Neutron Small-Angle Scatteringstudy, Journal of Bacteriology, 173, 751-756.

Lantz, M. S. and Ciborowski, P., 1994. Zymographic techniques for detection and
characterization of microbial proteases, Methods Enzymology, 235:563-594



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lantz%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8057927
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ciborowski%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8057927
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8057927

56

Leclerc, D. and Asselin, A., 1989. Detection of bacterial cell wall hydrolases after denaturing
polyacrylamide gel electrophresis, De'partement de phytologie, Faculte' des sciences
de 1 'agriculture et de 1 'alimentation, 749-753

Lehninger, A. L., 1950. Role of metal ions in enzyme systems, Physiological Reviews, 30,
393-429

Li, Z., Xue, X., Zhao, H., Yang, P., Luo, H., Zhao, J., Huang, H. and Yao, B., 2014. A C-
Terminal Proline-Rich Sequence Simultaneously Broadens the Optimal Temperature
and pH Ranges and Improves the Catalytic Efficiency of Glycosyl Hydrolase Family
10 Ruminal Xylanases, Applied and Environmental Microbiology, 34263432

Liu, S. W. and Li, Y-K., 2009. Expression, Purification and Characterization of Human -L-
Fucosidase, Journal of the Chinese Chemical Society, 56, 850-858

Lommatzsch, J., Templin, M.F., Kraft, A.R., Vollmer, W. and Héltje, J.V., 1997. Outer
Membrane Localization Of Murein Hydrolases: Mita, A Third Lipoprotein Lytic
Transglycosylase 1n Escherichia coli, Journal of Bacteriology, 179, 5465-5470.

Mark, A.L., 2011. Development of A Method To Generate A Soluble Substrate for Lytic
Transglycosylases, MSc Thesis, The University of Guelph, Faculty of Graduate
Studies, Guelph.

Mengin-Lecreulx, D., Texier, L., Rousseau, M., and van Heijenoort, J., 1991. The Murg
Gene of Escherichia coli Codes for The UDP-N-Acetylglucosamine: N-
Acetylmuramyl- (Pentapeptide) Pyrophosphoryl-Undecaprenol N-
Acetylglucosamine Transferase involved In The Membrane Steps of Peptidoglycan
Synthesis, Journal of Bacteriology, 173, 4625-4636.

Meroueh, S.O., Bencze, K.Z., Hesek, D., Lee, M., Fisher, J.F., Stemmler, T.L. and
Mobashery, S., 2006. Three-Dimensional Structure of The Bacterial Cell Wall
Peptidoglycan, National Academy of Sciences of the United States of America, 103,
4404-4400.

Minagawa, S., Hikima, J., Hirono, 1., Aoki, T. and Mori, H., 2001. Expression of Japanese
Jounder c-Type Lysozyme cDNA in insect cells, Developmental and Comparative
Immunology, 25, 439+445.

Mohammadi, T., van Dam, V., Sijbrandi, R., Vernet, T., Zapun, A., Bouhss, A., Diepeveen-
de Bruin, M., Nguyen-Distéche, M., de Kruijff, B., and Breukink, E, 2011.
Identification of FtsW as a transporter of lipid-linked Cell Wall Precursors Across
The Membrane, European Molecular Biology Organization Journal, 30, 1425-1432.

Murray, R.G., Steed, P., Elson, H.E., 1965. The Location of the Mucopeptide in Sections of
the Cell Wall of Escherichia coli and Other Gram-Negative Bacteria, Canadian
Journal of Microbiology, 11, 547-560.

Neuhaus, F.C. and Baddiley, J., 2003. A Continuum If Anionic Charge: Structures and
Functions Of D-Alanyl-Teichoic Acids in Gram-Positive Bacteria, Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 67, 686—723.

Nicholson H, Tronrud D, Becktel W and Matthews B., 1992. Analysis of The Effectiveness
of Proline Substitutions and Glycine Replacements In Increasing The Stability of
Phage T4 Lysozyme, Biopolymers, 32, 1431-1441.



57

Pikuta, E., Lysenko, A., Chuvilskaya, N., Mendrock, U., Hippe, H., Suzina, N., Nikitin, D.,
Osipov, G. and Laurinavichius, K., 2000. Anoxybacillus pushchinensis gen. nov., sp.
nov., a Novel Anaerobic, Alkaliphilic, Moderately Thermophilic Bacterium from
Manure, and Description of Anoxybacillus flavithermus comb. Nov., International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 50, 2109-2117.

Rogers, H.J., Perkins, H.R. and Ward, J.B. 1981. Microbial Cell Walls and Membranes,
Journal Medicine of Microbiology, 14, 501-508.

Romeis, T. and Héltje, J. V., 1994. Specific Interaction of Penicillin-Binding Proteins 3 and
7/8 with Soluble Lytic Transglycosylase in Escherichia coli, Journal Biological
Chemistry, 269, 21603-21607.

Scheurwater, E.M. and Clarke, A.J., 2008. The C-Terminal Domain of Escherichia coli Yfhd
Functions As A Lytic Transglycosylase, J. Biol. Chem, 283, 8363-8373.

Schleifer, K.H. and Kandler, O., 1972. Peptidoglycan Types of Bacterial Cell Walls and
Their Taxonomic Implications, Bacteriolgy Reviews, 36, 407-477.

Terpe, K., 2003. Overview of Tag Protein Fusions: From Molecular And Biochemical
Fundamentals to Commercial Systems, Applied Microbiology and Biotechnology,
60, 523-533.

Trent, D. J., 2000. Extremophiles in Astrobiology: Per Ardua ad Astra, Gravitational and
Space Biology Bulletin, 13, 2, 5-11.

URL-1, www.bacterionet/anoxybacillus, 20 Mayis 2018.

URL-2, http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases, 05 Haziran 2018.
URL-3, https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi, 12 Mayis 2018
URL-4, https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, 20 Mayis 2018.
URL-5, https://www.expasy.org/, 20 Mayis 2018.

URL-6, https://www.researchgate.net/post/Double_band_in_western_blot, 13 Temmuz
2018
URL-7, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml, 15 Mayis 2018.

Verwer, R.W., Nanninga, N., Keck, W. and Schwarz, U, 1978. Arrangement of Glycan
Chains in The Sacculus of Escherichia coli, Journal of Bacteriology, 136, 723-729.

Vollmer, W., 2008. Structural variation in The Glycan Strands of Bacterial Peptidoglycan.
Federation of Europlan Microbiolgycal Society Reviews, 32, 287—306.

Vollmer, W., Blanot, D., and de Pedro, M.A., 2008. Peptidoglycan Structure and
Architecture, Federation of Europlan Microbiolgycal Society Reviews, 32, 149-167.

Vollmer, W. and Tomasz, A., 2000. The Pgda Gene Encodes For A Peptidoglycan N-
Acetylglucosamine Deacetylase in Streptococcus pneumoniae, The Journal of
Biologycal Chemistry, 275, 20496-20501.



http://www.bacterionet/anoxybacillus
http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.expasy.org/
https://www.researchgate.net/post/Double_band_in_western_blot
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml

58

Watt, S.R. and Clarke, A.J., 1994. Initial Characterization of Two Extracellular Autolysins
From Pseudomonas aeruginosa PAO1, Journal of Bacteriology, 176, 4784-47809.

Weadge, J.T., Pfeffer, J.M., and Clarke, A.J., 2005. Identification of A New Family of
Enzymes with potential O-acetylpeptidoglycan Esterase Activity in Both Gram-
Positive and Gram-Negative Bacteria, Biomedicine Microbiolgy, 5,49.

Wen TN, Chen JL, Lee SH, Yang N. S. and Shyur LF., 2005. A Truncated Fibrobacter
Succinogenes 1,3-1,4-B-D-Glucanase with Improved Enzymatic Activity and
Thermotolerance, Biochemistry, 44, 9197-9205.

Wientjes, F.B., Woldringh, C.L., Nanninga, N., Amount of Peptidoglycan in Cell Walls of
Gramnegative Bacteria, Journal of Bacteriology, 173, (1991) 7684—7691.

Williamson MP., 1994. The Structure And Function Of Proline-Rich Regions in Proteins,
Biochemical Journal, 297, 249-260.

Yang, H., Lu, X,, Liu, L., Li, J., Shin, H., Chen, R., Du, G. and Chen, J., 2013. Fusion of an
Oligopeptide to the N Terminus of an Alkaline a-Amylase from Alkalimonas
amylolytica Simultaneously Improves the Enzyme's Catalytic Efficiency, Thermal
Stability, and Resistance to Oxidation, Applied and Environmental Microbiology,
79, 3049-3058.

Yao, X., Jericho, M., Pink, D. and Beveridge, T., 1999. Thickness and Elasticity of Gram-
Negative Murein Sacculi Measured by Atomic Force Microscopy, Journal of
Bacteriology, 181, 6865-6875.

Young, R., 1992. Bacteriophage Lysis: Mechanism and Regulation, Microbiological.
Review, 56, 430-481.

Zeikus, J. G., Vieille, C. and Savchenko, A., 1998. Thermozymes: Biotechnology and
Structure-Function Relationships, Extremophiles, 3, 179-183.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zeikus%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9783163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vieille%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9783163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Savchenko%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9783163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9783163

8. EKLER

Ek 1. A. gonensis PDF21 litik miirein transglikozilaz geninin niikleotit sirasi

ATGGAATTGCTTCTTGAACTGCAAGCGTTACAAAATTTACAAGGGAAAAAAGAAGCGCCGA
CAACACCGTTTCACGACTTGTTTCGCGAGTTGTTAACGACGGAAATGAATGAAGAAACCGA
AACGATGCGTCCGTCACTTCCACTCATGACGACGCAAGAAACGAACGCACCAACATATGAG
AAAGAAAATGCCTCGCTTTCTTCAAACAGCATGCAGCAGTGGATCGACGAAGCCGCTACAA
AATATGATGTCGATCCGAAGCTCATTTATGCAGTCATTCGCCATGAGTCAAATTTTAACCC
ACAAGCAAAAAGCCGCGTCGGTGCGATGGGGCTGATGCAGTTAATGCCGAGCACGGLCGLGL
ATGCTAGGGGTACAAGACGCATTCGATCCGAAACAAAACATTGAAGGTGGGACAAAATATT
TACGCCAACTTCTCGATCGTTATGACGGGAATGTGGCGCTTGCGCTTGCGGCCTATAACGC
AGGGCCGGGAAATGTCGATAAACACGGAGGCATTCCACCTTTTCGCGAAACGATAAACTAC
GTCAAAAAAGTCATGCAAACGTACTATGCCGCAAGTCACATCGTTTGA

597 be

Ek 2. A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz geninin niikleotit sirasi

ATGGGGAAAAAGTATGTCATTGGTATCGACTATGGGACGGAATCGGGACGCGCCGTCCTCG
TTGATCTGGAAGGGAACGAAATTGCGGACCACGTCACCCCGTATCATCACGGAGTCATTGA
TGAAGTGTTGCCGGAATCGAACGTACAACTAGAACCAGACTGGGCACTGCAGCACCCGGGL
GATTATATCGAAGTGTTGGCGACCGCTGTTCCAGCTGTATTGCAAAAGTCAGGGGTTAACC
CGGCGGATGTGATCGGGGTCGGAATTGATTTTACAGCTTGTACGATGTTGCCGATCTCTGG
CTCCGGCGAGCCGCTTTGCTTGAAGCCCGAATTCAAGCATCGCCCACACAGCTGGGTGAAA
TTGTGGAAGCATCATGCTGCCCAGGATGAAGCGAACTTGCTCAATGAAATGGCGGCGAAAA
GGGGGGAAGCGTTTTTACCGCGCTACGGTGGAAAAATTTCATCGGAATGGATGATTGCGAA
AATTTGGCAGATTCTGAATGAAGATCCGGATATTTATGACCAAACCGATCTCTTTTTAGAG
GCAACCGACTGGGTGATCTTCAAAATGACCGGTCAACTTGTGCGCAACAGCTGCACGGLCCG
GTTATAAGTCGATTTGGCATAAACAAGACGGCTATCCGAGTAAGGAGTTTTTCAGAGCGCT
TGATCCGCGACTGGAACACTTAACAGAATCGAAACTTCGCGGTTCGATCGTTCCGCTCGGC
ACAAGGGCAGGAGTACTGACGAAGGAAATGGCGGCCATGATGGGCCTTCTTCCGGGAACAG
CCGTTGCAGTCGGAAATGTCGATGCTCATGCGGCCGTACCGGGTGTCGGGGTCGTTGAACC
GGGCAAAATGGTGATGGCGATGGGAACATCGATATGCCATATGTTACTTGGTACGGAAGAA
AAGTATGTGGAAGGAATGTGCGGGGTTGTCGAGGATGGCATCATTCCGGGATATTTCGGCT
ATGAAGCCGGGCAGTCAGCGGTGGGCGACATTTTCGCTTGGTATGTTGAACAAAGTGTTCC
GGCCTATGTGAAAGAAGCAGCGGAAAAAGAGGGAGTTAGTGTCCATGAGTGGCTTGAAAAG
CGAGCCGCTGCCTATCGGCCGGGGGAAACAGGACTGCTCGCTTTAGACTGGTGGAACGGAA
ACCGTTCAGTATTGGTCGACACGGATTTAACCGGGTTGATCATCGGTTATACGTTGCTGAC
GAAACCGGAAGAAATTTACCGTGCATTGCTTGAAGCAACGGCCTTCGGTACACGGAAAATT
ATCGACGCCTTTGTTGGAAGCGGTATCAATGTGGATGAGCTGTATGCATGTGGCGGATTGC
CACAAAAAAATAAGTTACTCATGCAAATTTATGCCGATGTGACCAACCGTGAGATTAAAAT
TGCAGCGTCGAAGCAAACTCCAGCGGTAGGAGCTGCTATGTTCGCGGCGGTCGCGGLLCGGL
AAAGAAAACGGTGGGTATGAATCAATTATTGAAGCGGCACGAAACATGGGGAAAGTACGGG
AAGAAACATTCAAGCCAATTCCGGAGAATGTCGCCATTTATGAACAGTTGTATCAAGAATA
TACGAAGCTGCATGACTATTTTGGTCGTGGGGAAAACGATGTGATGAAGCGGCTTAAACAT
TGGAAAGAGACCGCACGGGCGGTGAAAAAATCTATAAGTTTATCGTGA

887 bg
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Ek 3. XylA’ya ait Prolince Zengin Dizinin niikleotit sirasi

ATGAAAGCGGCGGCATGGCCCATCCCCGAGAAACCGAAACCCAACCCCAACCAGCAGCGTC
AGCGCCGTCGTGGCGGATTTGGCGGTCCACAGCGTCCTCCTTTCAATCCCGCACTGGCTTT
CGCCGAGCAACCTGGCGTGAAAGAGGATTTCGTGCCCTCTGAGCTCAACCAGCCTGGATAG

180 bg



OZGECMIS

1987 yilinda Yozgat’ta dogdu. Ilkogrenimini Ertugrul Gazi ilkdgretim Okulu’nda,
Lise 6grenimini Sorgun Yabanci Dil Agirlikli Lisesi’nde tamamladiktan sonra 2007-2008
ogretim yilinda K.T.U Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde, Lisans 6grenimine basladi. 2012
yilinda bu bédliimden ikincilik ile mezun oldu. 2013-2014 Sgretim yilinda K.T.U Fen

Bilimleri Enstitiisii’nde yiiksek lisans 6grenimine basladi.





