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ONSOZ
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Saadettin GUNER’e de huzurlarinizda tesekkiir ederim.
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OZET

Bu calismada, 100 mM’a kadar Al*e direncli oldugunu belirledigimiz,
Anoxybacillus gonensis G2 termofilik bakterisinin aliiminyum direnglilik genine ait
ozellikler arastirilmistir. Ilgili gen klonlandiktan sonra DNA dizin analizi yapildi ve amino
asit sirast tespit edildi. Gen dizisi, Genbank ile karsilastirilarak, gen hakkinda detayl
bilgilere ulasildi. Karsilastirmalar sonucunca ATPaz’lara olan benzerligi nedeniyle, ilgili
gen Once bir ekspresyon vektoriine klonlandi ve bu sayede bol miktarda iiretilerek
saflastirildi. Saf enzimin ATPaz aktivitesi belirlendikten sonra, bu aktiviteye ait
biyokimyasal karakterizasyon ¢alismalart yapildi.

A. gonensis G2 bakterisinin sahip oldugu aliiminyum direnglilik geni, 666 baz ¢ifti
biiyiikliigiinde ve 222 amino asit icerdigi bulundu. AI® geninin Genbank karsilastirmalar
da hem aliiminyum direngliligi genlerine yiiksek oranda benzedigini hem de ATPaz
benzerligini ortaya koydu. Enzimin ¢alistigi optimum pH 6,0 ve sicaklik degeri ise 73°C
olarak belirlendi. Enzimin K,, degeri 10 uM, V,,,, degeri ise 7,2 iinite olarak tespit edildi.
Zn*? ve Al™ iyonlarinin enzimin aktivitesini arttirdigy, Ag*, Li*, Mn*2, Co*, Cu** ve Cd*™
iyonlarinin ise aktiviteyi azaltig bulundu. 100 mM Li*, 100 mM Co** ve 200 mM Cu*
iyon konsantrasyonlarinin aktiviteyi tamamen inhibe ettigi belirlendi. EDTA’nin aktiviyi
80 mM konsantrasyonda % 62 ve sodyum azidiirin 50 mM konsantrasyonda % 86
azalttigi, 200 mM pS-merkaptoetanoliin ve 7 mM Ouabainin konsantrasyonlarinin ise
enzimi tamamen inhibe ettigi tespit edildi. Enzimin kristallendirilebilmesi icin en uygun
sartlarin, % 10 izopropanol ve % 22 PEG-4000 iceren 1 M HEPES (pH 7.,5) tamponun
oldugu tespit edildi. Enzimin, bu sartlar altinda igne seklinde kristal yapilar olusturdugu

gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus, Aliminyum, ATPaz, Enzim Kristalizasyonu.
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SUMMARY

Cloning, Expression and Characterization of the Aluminum Resistancy Gene
of Anoxybacillus gonensis G2

In this study, we studied the properties of aluminum resistance gene from a
thermophilic bacteria, A. gonensis G2 that is resistant up to 100 mM A", First of all, the
gene was cloned and then, the nucleotide and amino acid sequences oh this gene were
determined. We obtained more information about the gene after Genbank similarities of
the gene were done. According to these data, we found that the gene is similar to some
ATPases. This gene also was cloned into the expression vector in order to obtain more and
pure gene product. This gene product was used to determine the ATPase activity and the
biochemical features of the activity.

We found that the aluminum resistance gene from A. gonensis G2 has 666 base
pairs and 222 amino acids. It was confirmed that this gene is responsible for aluminum
resistancy and is similar to some ATPases by Genbank comparisons. We determined the
optimum pH value for the activity is 6,0 and the temperature is 73°C. We calculated that
K,,is 10 uM and V,,,,, is 7,2 units for the activity. The activity was increased by Zn*? and
AlI™ jons and decreased by Ag*, Li*, Mn*, Co*™, Cu**, and Cd*™ ions. Especially, Li*,
Co*?, and Cu** ions completely inhibited the activity at high concentration, 100, 100, and
200 mM, respectively. We determined the activity was reduced to 62% with 80 mM of
EDTA and 86% with 50 mM sodium azide. 200 mM of B-mercaptoethanol and 7 mM of
ouabain completely inhibited the activity.

The optimum crystallization conditions were determined as 1 M HEPES (pH 7,5)
including 10% isopropanol, 22% PEG-4000. We obtained the crystal structure of the

enzyme likes needle.

Key words: Anoxybacillus, Aluminum, ATPase, Enzyme Crystallization.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Metallerin Canh Yasamindaki Rolii

Insanoglu, yasam kalitesini arttirmak ve sonsuz beklentilerini karsilamak amaciyla
endiistriyel gelismeleri basdondiiriicii bir hizla gerceklestirmektedir. Endiistrinin ve
endiistriyel biyoteknolojinin gelismesiyle birlikte, aslinda son teknolojiyle donatilmis olan
canlilara 6zellikle de mikroorganizmalar1 anlamaya ve kesfetmeye dogru yeniden bir doniig
olmakta ve bu organizmalar taklit edilen canli ve model organizma olarak karsimiza
yeniden ¢ikmaktadir. Biyolojik sistemler iizerinde yapilan ¢aligmalar arttik¢a canlilarin
yapisint olusturan ve cesitli fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde rol oynayan, siirekli
etkilesim iginde bulunduklar1 metallerin de aslinda canli-metal iliskisi ¢ercevesinde ayri
birer arastirma alani olarak karsimiza cikmasi hi¢ de sasirtici degildir.

Biyosferde yer alan mikro alemden makro aleme kadar gerek hiicresel seviyede
okaryotlarda oldugu gibi gelismis bir hiicre sistemine sahip olsun gerekse prokaryotlarda
oldugu gibi daha basit hiicrelere sahip olsun goézle goriilebilen veya goriinemeyen tiim
canli gruplarimt ele aldigimizda, canliligin en kiiciik birimi olan hiicre karsimiza
cikmaktadir. Biyolojik manada hiicre, kimyasal manada milyonlarca metalin ve ametalin
sistemli bir sekilde birarada bulunmasini gerektirmektedir. Hiicrenin temel yapisini,
olusturan hidrojen, karbon, oksijen, azot, fosfor ve kiikiirt gibi elementleri makro
elementler; yine hiicresel fonksiyonlarin gerg¢eklesmesinde rol oynayan sodyum, klor,
magnezyum, potasyum ve kalsiyum gibi elementleri de mikro elementler olarak
adlandirmaktayiz (Harrison ve Hoare, 1980; Keha ve Kiifrevioglu, 1997). Bu temel
elementlerin yanisira, iz elementler olarak bilinen demir, c¢inko, bakir, mangan, kobalt,
iyot, molibden ve aliiminyum gibi elementler daha ¢ok enzimatik reaksiyonlarda kofaktor
olarak rol oynayan elementlerdir (Harrison ve Hoare, 1980; Keha ve Kiifrevioglu, 1997;
Kiziroglu, 1990). Buraya kadar bahsedilen elementler, anorganik ve organik molekiillerin
olusmasim ve islevsel olmalarin1 saglarlar ve organizma biinyesinde belli oran ve diizen

icerisinde yer almaktadir.



Canlilikta bu kadar onemli roller iistlenen metaller igerisinde biyolojik rolleri
olmayan ve her organizmada bulunmayan aliiminyum, kursun, civa, giimiig, altin gibi
metaller 0Ozellikle mikroorganizmalar olmak iizere potansiyel toksik etkiler
gosterebilmektedirler (Harrison ve Hoare, 1980; Hussein vd., 2005). Gerekli olmayan
metallerin toksikligi, ligand etkilesimlerinden dolay1 gerekli olan metaller yerine baglanma
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bunlara ilave olarak hem gerekli olan hem de olmayan
metaller organizma biinyesinde yiiksek oranda bulunduklarinda hiicre membrani, enzim
spesifikligi, DNA yapisi1 gibi yap1 ve fonksiyonlara zarar verebilmektedir (Hussein vd.,
2005).

Endiistriyel atiklarin kontrolsiizce atilmasi ve madenlerin islenmesi gibi insan
aktiviteleri cevrede metallerin birikmesine neden olmaktadir. Metallerin ve agir metallerin
endiistriyel atik sularda ve toprakta varligi, sadece biiyiik bir cevresel kirlilige yol agmayip
aym zamanda da ortamin mikroorganizma biitiinliigiinii degistirmektedir. Sadece cesitli
metal tiirlerinin birikimi degil, konsantrasyonu, ortamin pH’st ve metal iyonlarinin
¢oziinebilirliligi gibi faktorler de cevresel toksisiteyi arttirmaktadir. Sonu¢ olarak, bu
durum karsisinda mikroorganizmalar kendi yasamlarini devam ettirebilmek i¢in cesitli
tolerans veya direnglilik mekanizmalann  gelistirmislerdir. Metal toksikliginin
azaltilmasinda veya Onlenmesinde, metallerin disar1 atilmasi, selatlayici ajanlar ile
tutulmasi veya metabolize edilmesi gibi mekanizmalar bilinmektedir (Fischer vd., 2002).
Bu sistemler icerisinde molekiiler mekanizmalara 6rnek olarak Synechococcus PCC 7942
bakterisinin Cd** direngli susu verilebilir. Artan Cd** konsantrasyonuna bagl olarak smtA
geninin kopya sayisinin attirtlmasiyla hem Cd+2’ye hem de diger divalent katyonlara
baglanma yetenegindeki bir prokaryotik metalotionin kodlanmaktadir (Geisler vd., 1998).
Biyoteknolojik arastirmalarda model ve konak organizma olarak kullanilan E. coli’ye ait
insA-7 geninin ekspresyonunun Zn**, Cd*> ve Co**’ye adapte olabilen suslarinda arttigi
bulunmustur. Bugiin, insA-7 geninin Zn+2’ye toleransinda rol aldig1 tespit edilmistir
(Brocklehurst ve Morby, 2000).

Metaller icerisinde aliminyumun insan sagligina olan etkilerinin tespit edilmesiyle
birlikte, bu metale olan ilgi de artmistir. Aliiminyumun hiicresel seviyedeki zararlarinin
belirlenmesinden sonra, tolerans ve diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi iizerine olan
arastirmalar da artmaktadir. Bitkilerdeki organik asit salimimiyla aliiminyumun

selatlanmas1 mekanizmasi1 disinda hiicresel toksisitenin onlenmesi veya tolere edilmesiyle



ilgili caligsmalar hentiz tamamlanamamistir (Fischer vd., 2002). Bu bakimdan aliiminyum

direncliligi ile ilgili akilda olan sorular devam etmektedir.

1.2. Aliiminyum (Al)

Aliiminyum, diinya yiizeyinde % 8,3 bulunma yogunlugu ile oksijen (% 45,5) ve
silisyumndan (% 25,7) sonra en ¢ok bulunan tiiglincii elementtir (Fischer vd., 2002).
Toprakta ve dolayisiyla suda, magnezyum, demir, ¢inko gibi metallerden daha cok
bulunabilmesine ragmen, fizyolojik fonksiyonelligi acisindan diinyada yasayan
organizmalar icin biyolojik olarak gerekli metaller i¢inde bulunmamaktadir (Hickman vd.,
1982). Dogada bol ve toksik formlarda bulunmasina ragmen organizmalara neden belli
formlarinin etki ettigi yoniinde sorularin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Aliminyumun
diinyada en bol bulunan element olan silisyum ile kolaylikla reaksiyona girerek
aliminyumsilikat ve oksijenle bauxite olusturabilmesi sadece bazi ¢6ziinebilir formlarinin
toksik etkide olmasini saglamaktadir (URL-1, 2004). Iste bu nedenle de aliiminumun
biyolojik olarak bulunabilirliligi azalmaktadir. Ornegin, insanda bulunabilecek
aliminyumun kaynagi, alinan aliiminyum katkili ilaglar, suya veya yiyeceklere karigsmis
aliiminyumdur.

Topragin veya suyun pH’sinin diismesi, aliiminyumu daha ¢oziinebilir ve biyolojik
olarak bulunabilir duruma sokmaktadir. Aliiminyumun dogal olarak bulundugu topraklarda
toprak asitligi, aliiminyumlu bilesiklerin ¢oziinebilir formlara doniismesinden dolay1
diismekte ve bu da ozellikle tahil iiretiminin azalmasina yol a¢gmaktadir. Diinya tarim
alanlarinin yaklasik % 40’lik bir kism1 asidik topraklardan olugmaktadir. Diisiik su tutma
kapasitesi, toprak kabuklanmasi ve erozyon gibi fiziksel etkiler asidik topraklarin diisiik
tiretkenligini daha da kétiilestirilir (Hamilton, 2002). Normalde, aliiminyum toksikligi
topragin kireclenmesiyle iyilestirilebilir. Bu islem topragin pH’ s arttirir ve aliiminyumun
cOziinemeyen formlara doniistiiriilmesini saglar. Ancak bu islemler, olduk¢a pahalidir ve
topragin gercek pH degerinde kalmasinm saglamaz. Bu nedenle, gelismis iilkeler
aliminyuma direncli bitkilerin kullanim {izerine durmaktadirlar.

Bazik, nétral veya hafif asidik topraklarda bitkiler i¢in zararli etki olusturmamasina
ragmen, pH’min 4,5’tan diisiik oldugu durumlarda ¢6ziinebilir toksik formlar

olusturmaktadir (Fischer vd., 2002; Jo vd., 1997; Kawai vd., 2000). Aliminyum bulundugu



ortamlarda, floriir, siilfat ve fosfatlarla kompleks bilesikler olusturur. Bu formlar arasinda
inorganik monomerik aliiminyum, Al toksikligi ile ilgili olan formdur. Total Al yerine
inorganik monomerik aliiminyum miktarinin bilinmesi, Al toksikliginin belirlenmesinde
olduk¢a iyi bir indikatordiir. pH 4’tn altindaki soliisyonlarda Al-“tolerans”
mikroorganizmalar ancak “asit-tolerans” bakteriler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Toprakta
Al iceren bir mineral ¢oziildiigii zaman, alt1 H,O grubuyla bag yapabilen form olan AI*?
salinir. Toprak soliisyonunun asitligi diistigiinde AI(OH)*?, AI(OH),*, AI(OH);, AI(OH),
formlart olugsmaktadir. Yine, OH: Al orani arttiginda, poliniiklear hidroksil-Al tiirleri (Al;3
= AlO4A112(OH)24(H20)12+7) olusur (Gabelich vd., 2004; Mossor-Pietraszewska, 2001).
Tiim bu formlar icerisinde AlP digerlerine nazaran daha fazla toksik etkidedir. Toprak

pH’s1 5 ve asagisina diistiigiinde, ¢oziinebilir Al toprak suyuna karigir. Bu durumda

¢Oziinebilir Al, olduk¢a 6nemli biiylime engelleyici faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

1.2.1. Aliiminyumun Bitkiler Uzerindeki Etkisi

Diinyamizda tarima elverigli alanlarin % 49’u ve tahil iiretim alanlarinin yaklasik
olarak % 12’si asidik topraklardan olusmaktadir (Kim vd., 2001). Mineral asit topraklar,
Ca*™, Mg*%, K* ve Na* gibi iyonlar1 dogal olarak bulunduran topraklardir. Bu iyonlarin
toprakta olmasi, pH’nin diismesine neden olmaktadir. Diisiik asitlikteki topraklarda Al,
bitkiler acisindan toksik etkiye sahip c¢Oziinebilir formlar olarak bulunur. Biiyiik
miktarlarda humik asit ve bitki artig1 iceren organik asitli topraklar, daha az miktarlarda Al
icerigine sahiptirler. Cogu ekonomik Oneme sahip zirai bitkiler igcin Al iyonlari,
mikromolar konsantrasyonlarda kok biiyiimesini inhibe eder. Ornegin, bugdayda Al’nin +1
ve +2 degerligine sahip olan formlarina nazaran, +3 degerligindeki formu daha da toksik
etkiye sahiptir (Mukherjee, 1997).

Al’nin bitkilerdeki ilk hedef dokusu kok apeksidir. Daha sonraki etkileri, hiicre
duvar1 ve membran sistemi ve hiicre i¢i fonksiyonel molekiillerdir (DNA, proteinler,
enzimler ve polisakkaritler). Eger kok ucu bolgesi etkilenirse, bitkinin topraktan su ve
diger besin maddelerini alimi engellenmis olacaktir. Al’'nin yan kok olusumunu
engellemesinin yaninda, kok hiicresi boliinmesini ve biiyiimesini de inhibe edici etkileri
bulundugu tespit edilmistir. Boylece kokten suyun alinimini, hiicreler arasi madde alis-

verigini engeller (Schildknecht ve Vidal, 2002). Bu etkiler sonucunda, verim olumsuz



yonde etkilenmektedir (Echart vd., 2002; Nawrot vd., 2001; Silva vd., 2001a ve b).
Ozellikle, bugday, kanola, soya, yulaf, cavdar, turp ve piring gibi onemli tarim bitkileri
basta olmak iizere bir ¢ok bitki, aliiminyuma kars1 toleranslidir (Echart vd., 2002; Fischer
vd., 2002; Silva vd., 2001a ve b; Wu vd., 1997).

Aliiminyumun bitkiler {izerine etkilerini su sekilde siralayabiliriz. Hiicre
duvarindaki pektin molekiillerine baglanir ve biiylimeye engel olur. Membrana bagh
proteinlere ve lipit tabakaya baglanir. Al stresi altinda kok hiicreleri, vakuol olusumu
gozlenir, golgi fonksiyonlar1 azalir, plastid bolinmesi azalir, niikleus yapis1 degisiklige
ugrar, sitopldzma kayb1 olur. Meristem hiicrelerin biiyiime farklilifindan dolay1
organizasyonu ve diizeni bozulur ve vaskiiler sistem tanimlanamaz. Topraktan fosfor,
kalsiyum, demir, magnezyum ve mangan alimi durur. Boylece hiicresel olarak yerine
getirilmesi gereken tiim canlilik fonksiyonlar1 durmus olur (Delhaize ve Ryan, 1995).

Elbette ki Al’ye kars1 olusan cevaplar, her bitkide ayni degildir. Atlas 66, Chinese
Spring, BH1146, Chisholm ve Century gibi bugday kiiltiivarlar1 altiminyumun toksik
etkisine kars1 toleransli, Redcoat, Arthur, Canadian Hard Red Spring gibi diinyada yaygin
olarak kullanilan bugday kiiltiivarlart ise oldukca duyarhidirlar. Bunlara benzer olarak
kanola, soya, yulaf, cavdar, turp ve piring gibi 6nemli tarim bitkilerinin gelistirilmis baz1
kiiltiivarlan aliiminyuma kars1 toleranshdir (Echart vd., 2002; Fischer vd., 2002; Silva vd.,
2001a ve b; Wu vd., 1997).

1.2.2. Aliiminyumun Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkisi

Aliiminyumun toksik etkisi sadece bitkiler i¢in degil, ayn1 zamanda bakteriler icin
de gecerlidir. Mikroorganizmalarin biinyesinde veya yasadiklar1 ortamda fazla miktarda
bulunmasi durumunda ortamdaki aliiminyum iyonlari, DNA ve proteinlerle bag yaparak
fonksiyonlarini inhibe etmektedir. Bunun yani sira, hiicrede aktif rol oynayan Fe*?, Fe® ve
Ca*™ gibi iyonlar1 da inhibe etmektedir (Schott ve Gardner, 1997). Ornegin, canlihk
faaliyetleri i¢in gerekli olan ATP’ye, hidrolizi i¢in mutlak gerekli olan magnezyum
iyonlarindan 10" kat daha fazla baglanmakta ve bdylece kullanimuni engelleyerek
mikroorganizmalarin bilytimesini durdurmaktadir (Fischer vd., 2002). Bunlarin diginda
AI"™ iyonlar, hiicrenin yapitaslari olan niikleik asit, protein ve polisakkaritlerdeki oksijen

atomlarinin en Onemli baglayicisidir (Mossor-Pietraszewska, 2001). Bakteriler bu tiir



toksik etkilere karsi, hiicre i¢i metal konsantrasyonlarini belli sinirlar icerisinde tutmak
zorundadir. Bu dengenin yani sira, bu tiir metallere yonelik tolerans mekanizmasi
gelistirerek kendilerini bu zararli etkilerden korumaya caligsmaktadirlar. Hiicre igindeki
aliminyumu, aliiminyuma toleranshiligi saglayan proteinlerle baglayarak toksik etkiyi

minimuma indirmeye ¢alistiklart diisiiniilmektedir (Jo vd., 1997).

1.2.3. Aliiminyumun Hayvan ve insan Saghg Uzerindeki Etkileri

Aliiminyum, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaptig1 etkiler kadar, bu metalle
kirlenmis su, hava ve gidalar ile beslenen diger organizmalar1 da etkileyecektir.

Yapilan deneyler, aliiminyumun hayvanlar iizerinde ©nemli derecede zararh
etkisinin oldugunu gostermistir. Deneklere, aliiminyum kloriir, aliiminyum nitrat ve
aliminyum siilfat icme sularina katilarak verilmis ve 6nemli fonksiyonel bozukluklarin
ortaya c¢ciktigi saptanmistir. Bu bozukluklar; kilo alimminin yavaglamasi veya kaybi,
karaciger hiicrelerinde irilesme, hiicresel AMP, ADP ve ATP seviyelerinde diisiis, beyinde
ATPaz aktivitesinin belirgin bir sekilde diismesi, 6grenme ve aktivitelere cevapta kayiplar,
motor reflekslerinin calismasinin yavaslamasi, kanin hematokrit ve hemoglobin
konsantrasyonunda diigiis ve organlarin viicut biiyiikliigiine olan oranlarinin degigsmesi
seklinde olmaktadir (URL-1, 2004 ve URL-2, 2004).

Insan hayati acisindan ele alindiginda, giinliik hayatimizda siklikla kullandigimiz
aliminyum, hiicrelerde farkli bilesikler meydana getirerek oldukca zararli bir etkide
bulunmaktadir. Aliiminyumun insan viicuduna alinimi genellikle kirlenmis igme sularinin
kullanimi, antasit tiirii ilaglarin agir bir sekilde tiiketilmesi ve solunum yolu ile olmakta ve
etkisi, gastrointestinal, hematolojik, steskeletal (iskelet sistemi ile ilgili) ve noral olmak
tizere 4 kisimda incelenebilir. Gastrointestinal etkiler, magnezyum, demir, flor, fosfor ve
kalsiyum gibi olduk¢a 6nemli iyonlarin geri emiliminin engellenmesi ve bu etkilere bagl
olarak ortaya cikan sekonder hastalik durumlaridir. Iskelet sistemine etkileri, kalsiyum ve
fosfor kaybina bagl olarak kemik yumusamasi ve kemiklerde minerallesmenin diismesidir.
Kanda oksijen taginmasini saglayan hemoglobinin yapiminin ve kaslara oksijen ileten
miyoglobinin kullaniminin engellenmesi, viicudun gereksinim duydugu demirin emilim
yeri olan bagirsaklardan ihtiya¢ duyulan diger dokulara tasimakla sorumlu transferrin

proteinin is géremez hale gelmesi hematolojik olarak verdigi zararlardandir. Insan iizerine



zararli etkileri olan aliiminyumun bir diger onemli etkisi de norolojik olarak beyin
izerinedir. Aliminyumun kronik dozda aliiminyum alimi (normalden 10 ila 30 kat fazla)
dolayistyla beyin hiicrelerinde birikimi ile ciddi beyin rahatsizliklarina, beyin hiicrelerinin
yikimina ve sinirlerin caligmasina engel olmaktadir. Bu etkiler, Alzheimer, Parkinson,
Amiotrofik Lateral Sklerozis veya Lou Gehrig’s hastaliklar1 gibi bulgular ortaya
cikarmaktadir (Srinivasan vd., 1999; URL-1, 2004; URL-2, 2004).

1.3. Metallere Kars1 Hiicresel Sistemler ve ATPaz’larin Rolii

Bir¢ok metal iyon formlari, histidin ve sistein birimleri gibi fonksiyonel gruplarla
cok kuvvetli baglar yapmaktadir. Boyle bir reaksiyon gerceklestiginde, katalitik veya
biyolojik aktiviteleri inhibe etmektedir. Fizyolojik calismalar gOstermistir ki, hiicre
icerisinde biriken ihtiya¢ fazlasi veya toksik etkili metal iyonlari, ya hiicre igerisinde
metallotiyoninler veya fitogelatorler ile selatlanmaktadirlar ya da sitoplazmik membrana
yerlesik durumdaki iyon pompalar1 kullanilarak digar1 atilmaktadir (Rosen, 2002; Rensing
vd., 1999; Solioz ve Vulpe, 1996). Bu yontem canlilar tarafindan ayni zamanda, metal
toleranst veya direngliliginde de kullanilan bir yontem olarak goriilmektedir (Tong vd.,
2003; Bernard vd., 2004; Tong vd., 2002; Capelli, 2002). Yukarida bahsedilen ve hiicre
digina iyonlarin aktarilmasinda gorevli olan iyon pompalari, membrana yerlesmis durumda
bulunan adenozin trifosfatazlar (ATPaz’lar) olarak karsimiza c¢cikmaktadir (Koolman ve
Rohm, 2003). Bu giine kadar konu ile ilgili yapilan calismalarda, Zn**, Cd**, Co**, Hg*,
Pb*?, Ni*? ve Cu** gibi zehirli iyonlara kars: toleransta veya direnglilikte yine ATPaz’larin
rol aldiginm1 goérmekteyiz (Stoyanov vd., 2003; Ridder ve Dijkstra, 1999; Solioz vd., 1994;
Nies, 1999; Jensen vd., 1999; Rensing vd., 1998).

ATPaz’lar, ATP’yi ADP ve serbest fosfat iyonlarina hidrolizleyen Kkatalitik
enzimlerdir (URL-3, 2006). ATPaz’lar icin adenozintrifosfataz, adenilpirofosfataz,
adenozintrifosfat hidrolaz sinonim isimleri de kullanilabilir (URL-4, 2006). Bu olay
sirasinda elde edilen enerji, diger kimyasal reaksiyonlarin islemesi i¢in kullanilir. Bu olay,
canliligin tiim formlarinda kullanilir (URL-3, 2006). Canli ortamda ATP’nin ATPaz’lar
tarafindan pargalanmasi daima hiicrenin 6zel bir is yapmasina baglidir. Buna 6rnek olarak,
aktif tasima ve kas hareketi verilebilir (Karlson, 1992). Aktif transport sayesinde,

membrana yerlesik durumda yer alan ATPaz’lar sayesinde konsantrasyon veya yiik



gradientine kars1 ilerlemeyi saglar. Dolayisiyla genellikle ATP hidrolizi sonucunda
olusturulan enerji girisine ihtiyaclar1 vardir. Iste bu durumlarda tasiyict ATPaz’lar
karsimiza ¢ikmaktadir. Tasiyict ATPaz’larin bir ¢ok ¢esidi vardir. Katyonlar, peptidler,
coklu ila¢ direng proteinleri gibi apolar bilesikler tasinan maddelere 6rnek olarak verilebilir
(Koolman ve Rohm, 2003). Katyon tagiyan iyon pompalart olan ATPaz’lar ayn1 zamanda
metal direncliligi gibi 6nemli fonksiyonlarda da rol oynamaktadirlar (Stoyanov vd., 2003;
Ridder ve Dijkstra, 1999; Solioz vd., 1994; Nies, 1999; Jensen vd., 1999; Rensing vd.,
1998).

Miyozin proteini ¢izgili kaslarda yer alan miyofibrillerin en 6nemli proteinidir.
Molekiilin bas kismi, Ca+2—bag1m11 ATPaz olarak gorev yapar. Bu sayede ATP
hidrolizlenerek enerji agiga cikarilir ve bu enerji kas kasilmasinda kullanilir (Koolman ve
Roéhm, 2003). ATP’nin hidrolizini daha iyi anlamak i¢in miyozin-ATPaz’imin suyla
tetiklenen katalitik mekanizmasina bakabiliriz. Miyozinin ATP baglanma cebinde 3 farkli
loop bolgesi bulunur: Anahtar-1, Anahtar-2 ve P-loop bolgeleri. Sekil 1’de bu bolgeler
sirasiyla mor, yesil ve turuncu olarak verilmistir. Anahtar-1’de yer alan 237. pozisyondaki
serin ve P-loop’ta yer alan 186. pozisyondaki treonin amino asitlerinin hidroksil gruplar
ile magnezyum iyonu (Mg+2), Mg+2 ile birlikte de ATP’nin [ ve 7y fosfatlar1 koordinasyon
icinde tutulur. Ayn1 zamanda Anahtar-1’in 236. pozisyondaki bir bagka serin amino
asidinin hidroksil grubu, P-loop’un 181. pozisyonundaki serin amino asidinin hidroksil
grubu ile Y fosfatin bir oksijeni etkilesim icerisindedir. Daha sonra bir su molekiili y
fosfata saldirir. B ve vy fosfatlar arasindaki bag kirilir ve hidrolizin hizla gerceklesmesiyle
Anahtar-1 eski konumuna doner (Sekil 1). Burada ATP hidrolizi ile ilgili olarak suyun
aktiflestirmesine yonelik olarak 3 farkli mekanizma ortaya atilabilir. Mor ok direk yolu,
yesil ok Ser236 yolunu ve kirmizi ok ise Ser181 yolunu gostermektedir. Kesikli cizgiler ise
aktiflestirilmis suyun, ATP’nin 7y fosfatina saldirmasin gostermektedir (Sekil 2).

Bugiin bilinen ATPaz’lar, P, F, ABC, AAA ve E tipi siiperailelere dahildir.
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Sekil 2. Miyozin-ATPaz’in ATP hidrolizindeki muhtemel reaksiyon yollari.
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1.3.1. P-tipi ATPaz (P-ATPaz) Siiperailesi

Bu siiperaileye dahil olan ATPaz’larin tamami bakterilerde, arkebakterilerde ve
okaryotlarda bulunmaktadir. ATP’yi hidrolize ederek katyon alinimini/salintmini kontrol
ederler. Plazma veya endoplazmik retikulum membraninda yer alirlar. Bu protein
komplekslerinin ¢ogu birden fazla alt birime sahiptir. Okaryotlarda plazma membranina
veya endoplazmik retikular membran sisteminde bulunurlar. Prokaryotlarda ise,
sitoplazmik membran igerisinde yerlesiktirler (URL-5, 2006). P tipi ATPaz’larda
genellikle korunmus bolge, 7 aminoasitlik D-K-T-G-T-[LIVM]-[TIS] seklindedir.
PROSITE korunmus motif verilerine gore 6 farkli motif olarak go6zlenmektedir.
DKTGTLT motifi 356 iiye ile en fazla goriilen motiftir. Bunun yanisira, 28 iiye ile
DKTGTIT, 3’er iiye ile DKTGTVT ve DKTGTLS, 1 iiye ile DKTGTMT motifi
gelmektedir. Insanda ise DKTGTII motifi goriilmektedir. 27 farkli alt aileye sahiptir
(URL-6, 2006).

Bir¢ok okaryotik P tipi ATPazlar, ATP’yi hidrolizleyerek iyon tasinmasinda gorev
alan Katalitik alt initelerinde homodimerlere sahiptir. Na*/K*-ATPaz, Ca*>-ATPaz ve
fungal H-ATPaz buna en iyi drnektir. Bu giine kadar iizerinde ¢alisilms P tipi ATPaz’lara
ornek vermek gerekirse, Na'/K'-, (Na* disari; K" igeri), H/K" (gastrik; H" disar1; K"
iceri), Na*-ATPaz, Ca*>-ATPaz (atim, vakuolde birikim), Ca**/Mn**-ATPaz (disar1),
Mn**/Cd**-ATPaz (MntA), Mg"*/Ni*>-ATPaz (birikim), Cu*/Ag"-ATPaz (atim), Ag'-
ATPaz (atim), Cu" tasiyan ATPaz (hiicreici, transgolgi membranda), S. aureus plazmit
p1258’te yer alan Cd**-ATPaz (CadA), Zn*>-, Cd**-, Pb**-ATPaz (atim), Zn*>-, Cd**-,
Co*%, Hg™-, Ni*%, Cu**, Pb*>-ATPaz (atim), Cd**, Zn*-, Co**-ATPaz (atim), Pb*-
ATPaz (atim), K*-ATPaz (birikim), Na"™-ATPaz (atim) ve K*-ATPaz (atim) bu siipersinifa
dahil olan ATPazlardandir (Axelsen ve Palmgren, 1998; Stoyanov vd., 2003; Capelli,
2002; Tong vd., 2003; Bernard vd., 2004; Tong vd., 2002; Ridder ve Dijkstra, 1999; Solioz
ve Vulpe, 1996; URL-4, 2006). Orneklerden de goriildiigii izere, mono ve divalent agir
metal (Ag’, Zn**, Co**, Pb**, Cd**) direnclilik veya tolerans sistemlerinde yer alan
ATPaz’lar da bu sinifa dahildir. Sinifin katalizledigi reaksiyonu, Me, metal ve n, herhangi
bir tamsay1 olmak iizere asagidaki sekilde 6zetleyebilmekteyiz (URL-5, 2006).

nMe; (disar1) + mMe; (iceri) + ATP — nMe; (igceri) + mMe,; (disar1) + ADP + Pi
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1.3.2. F-tipi ATPaz Siiperailesi (H" veya Na*-tasiyan F, V ve A Tipi ATPaz)

F tipi ATPaz’lar, bakterilerde oldugu kadar Okaryotik mitokondri ve
kloroplastlarinda yeralmaktadir. V tipi ATPaz’lar Okaryotlarin vakuollerinde ve
bakterilerde bulunurlar, protein trafigi, attk madde islenisi ve pH diizenlenmesi gibi
hiicresel islerden sorumlu ATPaz’lardir. Beyin izoform ATP6B2 bu gruba ornek olarak
verilebilir. A tipi ATPaz’lar ise arkebakterilerde bulunurlar. Biitiin sistemler, membrana
gomiilii en az 3 Fy (a:b:c = 1:2:~12) ve en az 5 F;’e bagh (F;, a:B:y:56:&epsilon) birbiriyle
benzersiz altiiniteye sahip ¢oklu altiinite sistemleridir. Okaryotik sistemler bakteriyel
olanlardan daha kompleks yapiya sahiptirler (URL-5, 2006).

Biitiin okaryotik F tipi ATPaz’lar, 1 ATP basina mitokondri disina veya kloroplast
tilakoitlerinin i¢ine 3-4 H™ pompalarlar. Bakteriyal F tipi ATPaz’lar ise bakteri disina 1
ATP basina 3-4 H" veya Na* (sistemlerine bagh olarak) pompalarlar. Ayrica bu enzimler
aksi istikamette proton akisiyla birlikte bir “elektrokimyasal gradient = proton akis
kuvveti” olustururlar ve ATP sentaz olarak gorev alarak ATP sentezlerler. V tip ATPaz’lar
ATP basina 2-3 H" pompalarlar fakat bu enzimlerin ATP sentaz ozellikleri yoktur. F tipi
ATPaz’lar ile V tipi ATPaz’lar arasinda, V tipi ATPaz’larin membran sektoriindeki
diizenleyici yapilardan kaynaklanan bir “proton kaymasi” olarak karsimiza c¢ikan belirgin
bir fark vardir (URL-5, 2006).

Smifin katalizledigi reaksiyonu n, herhangi bir tamsay1 olmak iizere asagidaki
sekilde ozetleyebilmekteyiz (URL-5, 2006).

nH" (igeri) [veya nNa" (iceri)] + ATP == nH" (disar1) [veya nNa" (disar1)] + ADP + Pi

1.3.3. ABC-tipi (ATP-Binding Cassette) ATPaz Siiperailesi

ABC siiper ailesi, hem birikim hem de atim tasima sistemlerini igerirler ve bazi
istisnalar disinda genellikle iki farkli grupta yer alirlar. ABC tipi ATPaz ailesi, protein
fosforilasyonu yapmaksizin tasima islerinde kullanilacak olan ATP hidrolizini
saglamaktadirlar (URL-5, 2006). Prokaryotlardan insana kadar genis bir canli grubunda
bulunabilen bu tiir ATPaz’lar, metabolik diiriinler, lipidler, steroller ve ilaclar gibi
bilesenleri hiicre digina atilimimi veya hiicre i¢ine alimmimi saglamakla gorevlidirler.

Prokaryotlarda genellikle seker ve vitaminler gibi gerekli bilesikleri ve metal iyonlarinin
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hiicre i¢ine alimminda, Okaryotlarda ise molekiilleri plazma membraninin disina veya
endoplazmik retikulum, mitokondri gibi membranla sarili organellerin icine aktarmakta
gorevlidirler (URL-7, 2006; URL-8, 2006).

Bir¢ok alt aileye sahip olan ABC tipi ATPaz’lar istisnalar olmakla birlikte transfer
ettikleri substratlara gore simiflandirilmaktadirlar. Yapilarinda 2 integral membran
birimi/proteini ve bir yada iki sitoplazmik birim/protein (ATP baglanma domaini veya
niikleotit baglanma birimi-NBF) i¢ermektedirler (URL-5, 2006; URL-7, 2006; URL-8,
2006). Birikim fonksiyonu olan sistemlerde ilave olarak, Gram negatif bakterilerde
periplazmada, Gram pozitif bakterilerde ise ya sitoplazmik membranin dis yiizeyinde bagh
bir lipoprotein olarak yada dis membrana bagh olarak bir hiicre yiizeyi ilisikli protein
olarak bir veya daha fazla sayida -ekstrasitoplazmik solute-binding reseptor de
icermektedirler. Hem integral membran kanal bilesenleri hem de sitoplazmik ATP
hidrolizleyici birimleri homo- yada heterodimer yapida bulunabilirler. ABC
transporterlarin her iki ailesi de translokasyon membran proteininin ya N yada C ucuna
bagh bir yada iki reseptor igcermektedir. Bu durum, enzim kompleksinin iki hatta dort
substrat baglanma bolgesine sahip olduklarim1 gostermektedir (URL-5, 2006). ABC-tipi
ATPaz’lar 6zellikle insanda ¢oklu-ila¢ direngliligi (multidrug resistance) fonksiyonunun
olusmasinda etkindirler. Bugiine kadar insanda kolesterol, lipid, peptid ve iire gibi
bilesenlerin tasinmasinda rol oynayan 7 altsinifta toplam 50 ve prokaryotlarda karbohidrat,
lipid, vitamin B12, nikel/demir/mangan/kobalt gibi metallerin alinimin1 saglayan 25 alim,
lipopolisakkarit, B-glukan, B-eksotoksin, lipoprotein, ila¢ gibi bilesenlerin ve sodyum
iyonunun hiicreden disart atitliminmi saglayan 29 atim olmak iizere 54 altsinif tanimlanmistir
(URL-7, 2006; URL-8, 2006).

Smifin katalizledigi reaksiyonlari, birinci reaksiyon birikim, ikinci reaksiyon ise
disar1 atim mekanizmasini gostermek iizere asagidaki sekilde 6zetleyebilmekteyiz (URL-5,

2006).
Solut (disart) + ATP [ Solut (igeri) + ADP + P; 1

Substrat (iceri) + ATP — Substrat (disar1) + ADP + P; 2
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1.3.4. AAA-tipi ATPaz Siiperailesi

AAA tip ATPaz’lar ise, hiicresel fonksiyonlardan sorumlu olan ATPaz’lar
(ATPases Associated with various cellular Activities) iceren iiyelerden olusmaktadir.
ATP:ADP antiporter ATPaz’lar olarak da anilirlar. Ozellikle hiicre dongiisii fonksiyonlari,
vezikiiler tasima, mitokondriyal fonksiyonlar, peroksizom paketlemesi ve proteolizis gibi
fonksiyonlarda gorev alirlar. ATP baglanma bolgesi igeren yaklagik 230 aminoasitlik
olduk¢a korunmus bolgeye sahip ATPaz’lardir. Biitiin organizmalarda bulunmaktadirlar

(URL-5, 2006; URL-9, 2006).

1.3.5. E-tipi ATPaz Siiperailesi

“Ecto-ATPaz” veya “Extracellular ATPase” olarak da anilan E-tipi ATPaz’lar,
hiicredis1 ATP hidrolizi yapan enzimlerin genel adidir. Ca* veya Mg+2 iyonlar tarafindan
aktive edilmeleri, F-, P- ve V-tipi ATPaz’larin duyarli olduklar inhibitorlere kars1 direncli
olmalar1 ve siklikla niikleosittrifosfatlar hidrolize etme 6zellikleri ile tanimlanirlar. Birgok
plazma membran preparatlarindaki dominant ATPaz aktivitesi iyon pompasi ATPaz’lardan
farklilik gostermektedir. Bu nedenle, E-tipi ATPaz aktivitesi tanimlamasi bu karakteristik
ozellikler icin uygundur. E-tipi ATPaz’lar, hem coziinebilir hem de membrana bagh
ATPaz’lan igerirler. Lenfosit fonksiyonlari, bobrek rahatsizliklari, epilepsi, kanser gibi
klinik olgulardaki E-tipi ATPaz’larin rolleri muhtemeldir. 1999 yilinda Belcika,
Diepenbeek’te yapilan Ikinci Uluslararasi Ekto ATPaz ve Iliskili Ekto-niikleotidaz
Calistay1’nda (2™ International Workshop Ecto ATPases and Related Ecto-nucleotidases)
E-tipi ATPaz’lar, ekto niikleosidtrifosfat difosfohidrolazlar1 igeren 6 alt aileye sahip E-
NTPDaz ve ekto niikleotid pirofosfataz/fosfodiesterazlart iceren 4 alt aileye sahip E-NPP
olarak iki aileye ayrilmiglardir (URL-10, 2006).

1.4. Termofilik Bakteriler ve Termofilik Enzimlerin Onemi

Diinya {iizerinde yasayan canlilara bakildiginda oOkaryotlar, bakteriler ve

arkebakteriler olarak ii¢ ana grup altinda toplandig1 goriilmektedir (Inan, 2005). Genellikle
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bakteriler, en iyi biiyiiyebildikleri sicaklik degerlerine gore siniflandirilmaktadirlar. Bu
siniflandirmaya gore, optimum 15°C’de biiyiiyen fakat -10°C’lerde bilyiime gosteren
bakterileri de igeren “sakrofiller”, 20-45°C sicaklik araliginda yasayabilen ve insan patojen
bakterileri de iceren “mezofiller” ve 55-105°C arasinda yasayabilen  bakteriler
“termofiller” olarak gruplandirilabilirler. Sicaklik degerlerinden de anlasilabilecegi gibi
termofilik bakteriler, kaplica sularinda, tropikal topraklarda, giibre yiginlarinda, sicak su
kaynaklarinda yasayabilirler (URL-11, 2006).

Enzimler, gerek bakterilerin gerekse mayalarin kullanimiyla birlikte indirek olarak
gida tiretiminde kullanilmaktadir. Mikroorganizmalardan izole edilmis enzimlerin ilk defa
kullanimiysa 1914 yilinda deterjan endiistrisinde ve ilk defa biiyiik capta elde edilmeleri ve
kullanimlar1 da 1960’larda baglamistir. Endiistriyel enzim iiretimi, enzim 6zelliklerinin
tamimlanabilmesiyle ve iiretim teknolojilerinin gelismesiyle birlikte hizla artmustir. ilk
ticari bakteri kokenli enzim, 1959 yilinda Bacillus cinsinden elde edilen protezlar olmus ve
Novozyme (Danimarka) firmasi ile biiyiiyerek 1965 yillarinda biiyiik bir deterjan sektorii
haline gelmistir. Giiniimiizde endiistriyel enzim firmalar1 bir ¢ok alanlar i¢in enzim
tiretmekte ve pazarlamaktadirlar. 2005 yili itibariyle ticari degeri 2 milyar dolan bulan
ticari enzimler, toplam enzim tiretiminin % 74’tinii olusturmakta ve deterjan (% 37), tekstil
(%12), nisasta (% 11), firincilik (%8) ve hayvan besini (%6) gibi alanlarda
kullanilmaktadir (URL-12, 2005).

Endiistriyel amach kullanilacak olan enzimlerin, yiiksek sicakliklarda bozulmadan
kalabilmeleri, fizyolojik pH ve sicakliklarda aktifligi, alkalin kosullara dayanikliligi gibi
ozellikleri tagimalar1 kullanim maliyetini diisiirmektedir (URL-12, 2006). Normal sartlarda
yasayan bir mezofil bakteriden gerekli enzimlerin eldesi, kolay olabilir ancak bu enzimin
fabrikasyon sartlarinda kullanilabilmesi i¢in anilan ozelliklere getirilmesi gereklidir.
Bugiin bu tiir 6zelliklerin kazandirilmasi icin DNA teknolojisi, protein miihendisligi gibi
bilim dallar1 ¢aligmalar yapmaktadir. Termofilik organizmalar, yiiksek sicaklik, asir1 pH,
yiiksek tuz konsantrasyonu ve yiiksek basingh ortamlarda yasayabilen organizmalardir. Bu
organizmalarin bu tiir ekstrem sartlara olan adaptasyonu, bunlarin yapisal ve fonksiyonel
adaptasyonlarina dayanmaktadir (Saglam-Ertunga, 2006). Mezofilik bir organizmadan elde
edilen enzim, yiiksek sicaklikta kararliligim yitirirken, termofilik karakterde olan bir enzim
uzun siire dayanikli kalacaktir. Ornegin, nisasta iiretiminde nisastanin jelatinizasyonu
esnasinda enzim ile hidrolizinden 6nce 80°C’ye kadar 1sitmak gereklidir. Bu nedenle de

kullanilacak olan enzim en az bu sicaklia kadar dayanikli olmak zorundadir (Duchiron
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vd., 1997). Bir diger 6rnek seker endiistrisinde dekstranazlarin kullanimidir. Dekstranazlar
(EC. 3.2.1.11), polisakkarid dekstranin o-1,6-glikosidik bagini hidrolize eden enzimlerdir
ve endiistride ham seker iiretiminde sukrozun elde edilmesi i¢in dekstranin parcalanmasi
sirasinda kullanilirlar. Burada karsilasilan problem, pahali tiretim metodlarindan kurtulmak
icin islemin 55-60°C sicakliginda buhar basincinda gerceklestirilmesi gerekliligidir. Bu
nedenle kullanilacak olan dekstranaz enziminin 75°C’ye kadar dayanikli olmas1 gereklidir.
Bu noktada da yine Thermoanaerobacter genusuna dahil bakterilerden elde edilen
termofilik dekstranazlar is gormektedir (Wynter vd., 1997). Anilan 6zelliklerinden dolay1
termofilik bakteriler ve bu tiir organizmalardan elde edilen enzimlerin yada bu bakterilere

has ozelliklerin arastirilmas1 uygulanabilirlilik agisindan énem kazanmaktadir.

1.4.1. Anoxybacillus gonensis G2 Bakterisi

Anoxybacillus gonensis G2 bakterisi Balikesir Gonen Kaplicasi’ndan 2003 yilinda
Beldiiz ve ark. tarafindan izole edilerek literatiire kazandirilmis yeni bir termofilik bakteri
tiriidiir. Comak sekilli, gram pozitif, kendine 6zgii hareketli ve spor olusturabilen, 0,75 x
5,0 pum biyiikliigiinde bir bakteridir. Besi ortaminda olusturdugu koloniler, piiriizli ve
krem renkli goriiniimdedir. Onemli biyokimyasal 6zellikleri, zayif katalaz-pozitif, oksidaz-
pozitif, nisasta ve jelatini parcalayabilen, karbon kaynagi olarak glukoz, glikojen, raffinoz,
sukroz, ksiloz, fruktoz ve mannitol kullanabilme yetenegindedir. % 4 NaCl iceren sivi
besiyerinde biiyiiyebilen A. gonensis bakterisinin pH araligi 6,0-10,0 olarak belirlenmistir.
Termofilik bir organizma olmasi dolayisiyla biiyiime sicaklik araligi, 55-60°C’dir. Oksijen

kullanimi a¢isindan fakiiltatif anaerobiktir (Beldiiz vd., 2003).

1.5. Cahsmanmin Amaci ve Onemi

Yer kabugunda dogal olarak cesitli seviyelerde var olan metaller, madencilik,
endiistri ve zirai ¢aligmalar neticesinde ekosisteme salinmakta ve dolayisiyla dogal dengeyi
bozarak basta insan saglhigi olmak {izere canlilarin yasamlarim kotii  yonde
etkilemektedirler. Dogal konsantrasyonlarinin iizerine c¢ikildiginda hemen hemen biitiin

metaller toksik etki olusturmaktadir. Cevresel metal toksikliginin giderilmesinde, bugiin
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kullanilan teknolojilerin basinda bitkiler ve mikroorganizmalar yoluyla metallerin
tutulmas1 veya metabolize edilmesiyle bertarafi gelmektedir. Metallerle kirlenmis
maddelerin veya ¢evrenin, endiistriyel olarak temizlenmesi gerekli islemlerin zaman almasi
ve maliyetlerinin pahalilifi nedeniyle tercih edilmemektedir. Alternatif olarak, bitkisel
aritimin (fitoremedasyon) yanisira metallerin mikroorganizmalarca tutulmasi ve ortamdan
arindirilmas1 daha kullanisli ve maliyeti diisiik calismalar olarak kargimiza ¢imaktadir.
Ornegin, metaller ile kirletilmis ortamlarin temizlenmesinde ABD’nin 2000 y1l1 biitcesi 7-8
milyar dolardir ve bu paranin % 35’1 metal remedasyonu icin harcanmistir. Yine 2000 y1lt
verilerine gore metallerin bitkisel olarak aritilmasinda 20 milyon dolarlik market pay1 2005
yilinda 150 milyon dolara ¢ikmistir (Pilon-Simits ve Pilon, 2002).

Metallerin organik kirleticiler gibi degrede olmamasi, bu metallerin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in gerek bitkilerin gerekse bakterilerin kullanimini zorunlu kilmistir. Son
yillarda metal tolere edebilen veya metallere direncli bakterilerin bu tir kullanim
alanlarinin  olmasi, biyominerilizasyon, biyoremedasyon veya biyoleaching gibi
biyoteknolojik calisma alanlarin1 dogurmustur. Mikrobiyal-aritim sistemleri bugiin
madencilik, mineral ve atik su temizligi gibi kullanim alanlarina sahiptir (Klaus-Joerger
vd., 2001). Bakteriler tarafindan metal tolerans ve direnclilik mekanizmalarinin bilinmesi,
hem bu sistemlerin aydinlatilmasi hem de bu 6zelliklerin kullanilabilir diger canlilara
aktarilmasiyla (transgenik bitkiler) bu 6zelliklerden daha farkli sekilde yararlanilabilmeyi
saglayacaktir. Hiicresel sistemlerin metal tolerans yollari, insan sagligi basta olmak iizere
canlilarda goriilen metal kaynakli hastaliklarin tedavisinde de 6nemli bir rol oynayacaktir.

Hayatimizin her alaninda etkilesim icerisinde bulundugumuz metallerden biri olan
aliminyuma kars1 tolerans veya diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasinda yapilan
calismalara bakildiginda, genellikle bitkilerin sahip oldugu mekanizmalar tam olarak
bilinmekte fakat bakterilerin tolerans mekanizmalar1 tam olarak agiklanamamaktadir
(Echart vd., 2002; Fischer vd., 2002; Silva vd., 2001a ve b; Wu vd., 1997; Suwalsky vd.,
2004). Onerilen bu ¢alisma, Molekiiler Biyoloji Laboratuari aragtiricilart (Prof. Dr. Ali
Osman Beldiiz ve Yrd. Dog. Dr. Sabriye Canakg¢1) tarafindan 2003 yilinda Balikesir Gonen
Kaplicasi’'ndan izole edilerek yeni bir tiir olarak literatiire kazandirilan Anoxybacillus
gonensis G2 bakterisinin aliiminyuma direnglilik seviyesinin tespitini, direnclilik ile ilgili
genin belirlenmesini ve bu mekanizmada rol oynayabilecek olan enzimin biyokimyasal
karakterizasyonunu icermektedir. Aliiminyum direnglilik geninin termofilik bir bakteriden

klonlanarak ekspres edilmesi, saflastirilmast ve biyokimyasal ozelliklerinin ortaya
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konulmasi ile aliiminyum tolerans veya direnglilik mekanizmalarinin arastirilmasina 11k

tutacak ve biyoremedasyon ile ilgili uygulama alanlarinda kullanilabilecegi agiktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Anoxybacillus  gonensis G2 bakterisinin genomik DNA kiitiiphanesinin
olusturulmasi sirasinda tespit edilen aliiminyum direngliligi geninin klonlanmasi,
bakterinin direnclilik 6zelliginin belirlenmesi ve gen iiriiniiniin karakterizasyonunu igeren

calismalar asagida verilmistir.

2.1. Calismada Kullanilan Materyaller

Calismamiz sirasinda kullanilan kimyasal maddeler, enzimler, gerekli sarf
malzemeler, gen aktariminda kullanilan plazmit vektorleri, konak bakteri suslart ve cesitli
gen ¢ogaltim ¢alismasi igin gerekli primerler ile ilgili bilgiler asagida verilmistir.

Caligmada kullanilan kimyasal maddeler ve ilgili bilgileri su sekildedir. f-
merkaptoetanol (Merck, 805740), agaroz type II medium EEO (Sigma, A5093), agar
(Merck, VM259713), AgNO; (Merck, K25387510), akrilamid (Sigma, A8887),
AICl36H,0 (Fluka, 237078), amonyum molibdat (AppliChem, A2246.0250), amonyum
persiilfat (Merck, A734116), amonyum siilfat (Sigma, A4418), ampisilin (AppliChem,
A0839.0100), ATP.2Na (Sigma, A2383), BamHI restriksiyon enzimi (New England
BioLabs=NEB, R0136S), bromofenol mavisi (Sigma, B5525), bisakrilamid (Sigma,
M2022), CaCl, (Merck, 137923), CdCl,, Merck, CC655817), CoCl, (Aldrich, 25,559-9),
Coomassie Brillant Blue G (Fluka, 27815), Coomassie Brillant Blue R (Fluka, 27816),
Cu(Cl, (Sigma, C3279), dNTP (Promega, U120-4B), dual color protein marker (Precision
Plus Protein Standards Dual Color, Bio-Rad, 161-0374), Dral restriksiyon enzimi (NEB,
RO129S), EcoRI restriksiyon enzimi kesim tamponu (=NEBuffer EcoRI, NEB, B0101S),
EcoRI restriksiyon enzimi (NEB, R0O101S), EDTA (Merck, K90262021), etanol (Sigma,
A3678-1000), etidyum bromiir (Sigma, E7637), formaldehit (Promega, Q427B), fosfoenol
piruvat (Fluka, 79415), glasiyel asetik asit (Merck, K19581956), gliserol (Riedel-deHaé&n,
15524), glisin (Sigma, G7126), glukoz (Roche, 1929526), gres yagi, H,SO, (Fluka,
339741), HEPES (Sigma, HO891), HiLoad (Superdex 200, 16/60) (Amersham Pharmacia,
17-1043-01), Hindll restriksiyon enzim (NEB, R104S), HotGoldStar DNA polimeraz
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enzimi (Eurogentec, ME-0073-05), IPTG (Sigma, 15502), izopropanol (Riedel-deHaén,
24137), karbenisilin (Sigma, C1389), KCl (Merck, K23759135), KH,PO, (AppliChem,
A2945,100), ksilen siyanol (Sigma, X4126), laktat dehidrogenaz (Sigma, L1006), LiCl
(Sigma, 1.9650), maya oziitii (Sigma, Y4000), MES Na tuzu (AppliChem, A3101.0025),
metanol (J. T. Baker, TBF0196396 1499), MgCl,s6H,0O (Merck, TA682332), MnCl,
(Merck, A665517), Mohr tuzu (ferrik amonyum siilfat = FAS«6H,0, Merck, A384191),
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED, Janssen Chimika, 13.84571), Na,CO3; (Merck,
A339898), Na,HPO, (Merck, A664174), NayS,035H,O (Fluka, 72048), NaCl
(AppliChem, A2942,5000), NADH (Sigma, N4505), NaN; (Sigma, S8032), Ndel
restriksiyon enzimi (NEB, RO111L), NEBuffer BamHI (NEB, B0136S), NEBuffer 2
restriksiyon enzimi kesim tamponu (NEB, B7002S), NEBuffer 4 restriksiyon enzimi kesim
tamponu (NEB, B7004S), ouabain (Sigma, O3125), PCR tamponu (10X Taq DNA
polimeraz tamponu, Promega, M190G), PEG 4000 (Fluka, 95904), pepton (Oxoid, L37),
Midrange protein marker (Promega, V5231), pTOPO salt solution (Invitrogen,
KNM4500), piirivat kinaz (Sigma, P7768), fosfoenol piruvat (Fluka, 79415), Q-Sepharose
Fast Flow (Pharmacia, 17-5072-01), SDS (Amresco, 0227), Smart DNA Ladder
(Eurogentec, MW-1700-02), sodyum asetat (Merck, TA404965), S-Sepharose Fast Flow
(Pharmacia, 17-0511-01), T4 DNA ligaz enzimi (Promega, M1804), T4 DNA ligaz
tamponu (Promega, C1263), TCA (ACROS Organics, 152130010), tiyoiire (AppliChem,
A2535.0500), tripton (Merck, V441613949), Tris-HCl (Sigma, TI1503), X-gal
(AppliChem, A1007.0005), Y*/Tango Buffer (NEB, BY5), ZnCl, (Merck, K3318113),
Xbal restriksiyon enzimi (NEB, R0145S).

Calismada kullanilan besi yerleri igeriklerine gore laboratuarda hazirlandi.
Kullanilan besi yerleri, LB (Lauria-Bertani) besi yeri litrede 10 g tripton, 5 g maya 0ziitii
ve 10 g NaCl (pH 7.,4), LBA besi yeri 1 litre LB besi yerine 12 g agar ilavesiyle
hazirlanmistir. GM besi yeri, litrede % 1 glukoz, % 0,05 pepton, % 0,02 maya 6ziitii ve %
0,02 MgSO4+7 H,0 igerecek sekilde hazirlandi. Kullanilan bir diger besi yeri olan SOC
besi yeri ise litrede %?2 tripton, % 0,5 maya oziiti, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSO, ve 20 mM glukoz (pH 7.4) icerecek sekilde hazirlandi. Otoklavda
121°C’de 1,1 atm basing altinda 20 dakika tutularak steril edildi.

Calismada kullanilan diger sarf malzemeler ile ilgili bilgiler su sekildedir. Amicon
filtrasyon membran1 (Millipore, UFC9 010 24), 18 mm cam plaka (Hampton Research,
HR3-239), diyaliz membranm1 (Medicell Int. Ltd.), PVDF-Membran Immobilon P5Q Protein
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Membram1 (Millipore, ISEQ26260 veya IPVHO00010), Whatman kagidi (Whatman,
GBO005).

Calismada kullanilan kitler ve ilgili bilgiler su sekildedir. Bio-Rad Protein Assays
Kit (Bio-Rad, 500-0002), DNA Extraction Kit (MBI Fermentas, K0513), PCR QIAquick
Purification Kit (Qiagen, 28106), Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega,
A1120), QIAGEN Plasmid Isolation Kit (Qiagen, 12165), Structure Screen-1 Kit
(Molecular Dimension Ltd., MD1-01), Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega, A1330), TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, KNM4500).

Calismada kullanilan vektorler ve bunlarin aktariminda kullanilan bakteri suslari
sunlardir. pET11a (Novagen, 69436-3), pGEM-T Easy (Promega, A1360), pTOPO-T/A
(Invitrogen, 710-021849), pUC18 (MBI Fermentas, SD0051), E. coli BL21(DE3)pLysS
(Promega, P9811), E. coli C43(DE3)pLysS (Avidis, CC-002B), E. coli IM101 (NEB,
E4106S), E. coli MC1061, E. coli TOP 10 (Invitrogen, C664).

Yapilan PCR c¢alismalarinda ve DNA dizi analizi sirasinda kullanilan primerlerin
adlar1, 5’23’ yoniinde DNA siralart ve sentez ettirildikleri firmalar ile ilgili bilgiler ise su
sekildedir. M13-Forward (-21) primeri (TgT AAA ACg Acg gCC AgT, Promega, Q5391),
M13-Reverse (-49) primeri (gAg Cgg ATA ACA ATT TCA, Promega, Q5401), HK281
primeri (gCg gAA ACg Tgg AAg CTT, lontek, Tiirkiye), Fatihl (CAT ATg AAA AAg
gAA AAA gCA gTT g) ve Fatih2 (ggA gCA AAT gTg CgA TgA ggA TCC) primerleri
(Gent University, Faculty of Science, Department of Biochemistry, Physiology and

Microbiology, Laboratory of Microbiology, Belgika).

2.2. Anoxybacillus gonensis G2 Bakterisinin Al Direncliliginin Tespiti

Anoxybacillus gonensis G2 bakterisinin Al direngliliginin tespiti i¢in, sivi LB
besiyerinde hazirlanan gece kiiltiirii kullanilarak, farkli konsantrasyonlarda Al iceren GM
besiyerinde 3 giin boyunca kiiltiir edildi (Kawai vd., 2000). Kontrol grubu olarak Al
icermeyen GM besiyeri kullanildi. Kiiltiir serilerinde 1, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 ppm ve
mM seviyelerinde olacak sekilde steril AlCI3e6H,0 ilavesi yapildi. Konsantrasyonlar
disinda Al'un farkli pH degerlerindeki verebilecegi muhtemel sonuglar1 da gorebilmek
amaciyla, tiim besiyerleri 4,1 — 5,5 — 6,0 ve 7,0 olmak iizere dort farkli pH degerinde

inkiibasyon gerceklestirildi. Biiylime olup olmadigina bakilarak direnclilik tespit edildi.
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2.3. Anoxybacillus gonensis G2 Bakterisinin Al Diren¢ Geninin (AI®)
Klonlanmasi

Anoxybacillus  gonensis G2 bakterisinin genomik DNA kiitiiphanesinin
olusturulmasi esnasinda ii¢ farkli yaygin kullanilan enzim ele alinarak baglandi. Bu amag
icin, BamHI, EcoRI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile genomik DNA kesildi ve pUC18
vektoriine klonlandi. Calismalar sonucunda belirlenen aliiminyum direnglilik geni, EcoRI
restriksiyon enzimi ile olusturulmus kiitiiphanedeki daha sonra “pHK281” olarak

adlandirilan plazmitte tespit edildi.

2.3.1. Genomik DNA (gDNA)’nin izolasyonu

Anoxybacillus gonensis G2’den saf ve temiz halde DNA izolasyonu yapabilmek
icin gerekli olan alt kiiltiir, 6nceden hazirlanilan gliserol stogundan LBA besiyerine tek
koloni diisiiriilecek sekilde ¢izgi ekim yapilarak bir gece boyunca 55°C’de biiyiitiilerek
hazirlandi. Elde edilen bu alt kiiltiirden alinan tek bir koloni, 30 ml LB besiyerine inokiile
edildi ve calkalayicili su banyosunda 55°C’de 200 rpm’de biiyiitiilmesi ile hazirlandi. Bu
kiiltir daha sonra steril 30 ml’lik propilen tiiplerde 6000xg’de 10 dakika boyunca
coktiiriildii ve elde edilen pelletten gDNA izolasyonu “Promega Wizard Genomic DNA
Purification Kit” (Promega Corporation, Madison, WI, USA) kullanilarak iiretici firmanin
talimatlarina uyularak yapildi. Elde edilen genomik DNA steril ddH,O’da ¢oziilerek %
0,7°1ik agaroz jel elektroforezine tabii tutularak tespit edildi ve kullanilana kadar -20°C’de

saklandi.

2.3.1.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Calisma boyunca izole edilen, restriksiyon endoniikleazlarla kesilen genomik DNA
ve plazmid DNA’larin ve ligasyon iirlinlerinin kontrolii veya saflastiritlmasi islemlerinde

agaroz jel elektroforezi teknigi uygulandi.
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Jel elektroforezinde genellikle % 0,7-1’lik agaroz orami tercih edildi. Agaroz
seciminde Type II, Medium EEO (Sigma) tercih edildi. Oncelikle istenen hacimde uygun
miktarda agaroz tartilip bir erlene dokiildii ve iizerine istenen hacimde tampon % 1 TAE
tamponu (40 mM Tris-HCI pH 8,0, 20 mM Asetik asit, 2 mM EDTA igerek sekilde 5X
stok olarak hazirlanir) eklenir ve mikrodalga firinda kaynatilarak eritildi. Elle tutulacak
kadar (yaklasik 45-50°C) sogutulan jel soliisyonuna son hacimde 0,5 pg/ml etidyum
bromiir (stok 10 mg/ml) eklendi ve kabarcik olusturmayacak sekilde calkalandi. Daha
sonra istenen jel tepsisine dokiildii. Jele uygulanacak DNA orneginden calismaya uygun
miktarda alindi ve 1 pl yiiriitme boyasi (% 0,25 bromofenol mavisi, % 0,25 ksilen siyanol,
% 30 gliserol) eklenerek karistirildi ve pipetdr yardimiyla kuyulara yiiklenir. Jelin
hazirlandig1 tampondan igeren jel tankina kondu ve yiiriitme (genellikle 100-150 V akim
ile) yapildi. Yiiriitme sonrasi jel, BioDoc Analyze (Biometra) sistemi yardimiyla UV 1s1kta

goriintiilendi ve kaydedildi.

2.3.2. Klonlama Vektorii pUC18’in izolasyonu

Genomik DNA kesim iiriinlerinin ve daha sonraki ¢alismalarda tekrar kullanilacak
olan pUCI18 klonlama vektorii, icerisinde bulundugu E. coli JM101 konak hiicresinden
izole edilerek hazirlandi. Bunun i¢in Oncelikle plazmidi tasiyan konak hiicre gliserol
stogundan 50 pg/ml ampisilin iceren 3 ml LB besiyerine ekilerek 37°C’de 200 rpm’de bir
gece boyunca biiyiitiildii. Elde edilen kiiltiirden 50 pg/ml ampisilin iceren LBA petrisine
tek koloni diisecek sekilde ¢izgi ekim yapildi ve petri 37°C’de bir gece boyunca biiyiitiildii.
Bu petriden alinan tek bir koloni 50 pg/ml ampisilin iceren 10 ml LB besiyerine ekildi ve
aym sartlarda biiyiitiildiikten sonra, 13000 rpm’de 2 dakika c¢oktiiriilerek elde edilen
pelletten plazmid DNA izolasyonu “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System”
(Promega) kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina uyularak yapildi. Elde edilen pDNA
nuclease-free suda ¢oziildii ve % 0,7’lik agaroz jel elektroforezine tabii tutularak tespit

edildi ve kullanilana kadar -20°C’de saklandi.
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2.3.3. gDNA’nin ve Klonlama Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleriyle
Kesilmesi

Izole edilen gDNA’dan 100 pl almarak, 15 pl EcoRI kesim tamponu, 2 ul EcoRI
restriksiyon enzimi kullanilarak toplam 150 pl son hacimde 37°C’de gece boyunca kesildi.
Kesim iiriinleri, % 1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek belirlendi. Bu kesimle es
zamanl olarak kesim iiriinlerinin klonlanacagi pUCI18 vektorii de aym enzim ile 10 pl
pDNA, 2 ul kesim tamponu, 1 pl enzim kullanilarak toplam 20 pl son hacimde 37°C’de 2
saat boyunca kesildi. Kesim iiriinleri daha sonra % 0,7’lik agaroz jel elektroforezine tabi

tutularak tespit edildi.

2.3.4. Kesim Uriinlerinin Ahc1 E. coli JM101 Konak Hiicrelerine Aktarilmasi
ve Klon Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Kesim sonucu elde edilen DNA parcalar, klon kiitiiphanesi olusturmak icin daha
onceden ayni enzimle kesilerek hazirlanan pUCI18 plazmidine klonlandi. pUCI8
plazmidine klonlama islemi, 10 pl son hacimde olmak iizere 6 pl gDNA kesim iiriinii, 2 pl
pUC18 kesim {iriinii, 1 pl yapistirma tamponu (T4 DNA ligaz tamponu) ve 1 pl enzim (T4
DNA ligaz) kullanilarak 16°C’de 15 saat siire ile gerceklestirildi.

Yapistirma isleminden sonra, Maniatis vd.’ne (1982) gore CaCl, metodu ile alici
ozellik kazandirilmis olan E. coli JM101 suslarina aktarim yapildi. Bunun i¢in 3 ml LB
besiyerine stok kiiltiirden ekim yapilarak sulu sallayicida 37°C’de 200 rpm’de gece kiiltiirii
atildi. Biiylime sonrasinda ODgyy = 0,1 olacak sekilde 30 ml LB besiyerine bu kiiltiirden
ekim yapilarak ayni sartlarda biiyiimeye devam ettirildi. ODgyy = 0,45-0,55 oldugunda
4°C’de 4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra her bir
tipe 10 ml 0,1 M CaCl, ilave edilerek pellet dikkatli bir sekilde ¢oziildii. Tiipler 30 dakika
buz icinde bekletildikten sonra aymi kosullarda santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildiktan sonra her bir tiipe 2 ml 0,1 M CaCl, ilave edildi. Pelletler ¢oziildiikten
sonra elde edilen son siispansiyon 200’er pl olacak sekilde steril ependorf tiiplerine
boliindii ve 2 saat buzda bekletildikten sonra kullanima hazir hale getirilmis oldu.

Kullanilmayacak tiipler ise 4°C’de saklandi.
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Transformasyon i¢in, 200 pl alici konak hiicre igeren tiipe 1 ul ligasyon iiriinii
eklendi ve tiip, 30 dakika buz icinde bekletildi. inkiibasyon sonrasinda daha &nceden
hazirlanan 42°C su banyosunda 2 dakika bekletilerek plazmidin hiicre i¢ine ge¢mesi
saglandiktan sonra her bir tiipe (igerisine ligasyon iiriinii konulmayan kontrol tiipii de
dahil) 200 pl LB besi yeri eklendi. Tiipler 37°C’de iki saat bekletildikten sonra daha 6nce
hazirlanmis olan LBA petrilerine (50 pg/ml ampisilin iceren, iizerine 100 mg/ml IPTG
¢ozeltisinden 40 pl ve 20 mg/ml X-gal c¢ozeltisinden 40 pl siiriilmiis 9 cm caph petriler)
yayilarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Biiylime sonucunda igerisine plazmit alan

hiicrelerin beyaz koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar secildi.

2.3.5. Rekombinant Plazmidlerin izolasyonu

Mavi/beyaz koloni morfolojisine gore ayrim yapilarak secilen beyaz kolonilerden
icerdikleri plazmid DNA’larin1 izole etmek icin 50 pg/ml ampisilin iceren LB besiyerine
ekim yapilarak 37°C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildiler. Elde edilen kiiltiirler
13.000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Plazmid DNA’lar Birnboim ve Doly’e
(1979) gore izole edildi. Daha sonra bu plazmid DNA’lar aymi restriksiyon enzimi ile
yukarida bahsedildigi gibi kesilerek kesim {iriinleri % 0,7°lik agaroz jelde elektroforez
islemine tabi tutularak tespit edildi. DNA baz dizilimi analizi islemine tabi tutulmak
istenen klonlar tespit edilerek bu klonlardan, gliserol stoklar1 hazirlanarak daha sonra

kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edildi.

2.3.6. Klonlarin Icerdigi gDNA Parcalarinin Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

Elde edilen klonlardan baz dizilimine tabi tutulmaya karar verilmis olanlardan
(yaklasik 2 kbp’den daha biiyilk DNA pargalarini iceren rekombinant plazmidler) uygun
miktar ve saflikta plazmid DNA izole edilebilmesi i¢in gliserol stoklarindan ampisilinli LB
besi yerlerine ekim yapildi ve 37°C’de 200 rpm’de gece kiiltiirleri hazirlandi. 14-16 saatlik
biiylime sonucu elde edilen kiiltiirler, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten
sonra “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, USA) kiti

kullanilarak izole edildi. Plazmid DNA konsantrasyonlari ODyey’da belirlendikten sonra
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DNA baz dizilimi analizi i¢in Macrogen Inc.(Giiney Kore) firmasina gonderildi. Sira
analizi i¢cin, pUC18 plazmidinde yer alan evrensel M13-Reverse (-49) (5’-gAg Cgg ATA
ACA ATT TCA-3’) ve Ml13-Forward (-21) (5’-TgT AAA ACg Acg gCC AgT-3’)

primerleri kullanildi.

2.3.7. Elde Edilen DNA Baz Dizilimlerinin incelenmesi

EcoRI restriksiyon enzimi kullanilarak yapilmis olan klonlamalar sonucu elde
edilen pHK281 plazmidinin DNA baz dizi analizleri sonucunda elde edilen veriler, hem
direk DNA baz dizilimleri kullanilarak hem de Expasy DNA—Protein Translate Tools
(URL-13, 2006) internet ara yiizii ile aminoasit sirast belirlenerek elde edilen veriler ile
NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST (The Basic Local
Alignment Search Tool) (URL-14, 2006) internet ara yiizii kullanilarak gen bankasindaki

verilerle karsilastirildi ve sonuglar degerlendirildi.

2.3.8. Plazmide Aktarilan gDNA Parcasimin Tiim DNA Baz Diziliminin Eldesi

Yapilan karsilagtirmalar sonucunda elde edilen sonuclarin gerek birbirleriyle
cakisan bolgelerinin bulunmamasi gerekse aktarilmig olan toplam gDNA parg¢asinin toplam
biiyiikliigiine sahip olmamasi nedeniyle gereken ara parcanin tamamlanmasi icin ikinci bir
DNA dizi analizine ihtiya¢ duyuldu. Aliiminyum diren¢ geninin 5° kismu tespit edildigi
ancak 3’ ucunun eksik kalan bolgede oldugu belirlendi. Bu nedenle, niikleotid sirasi
belirlenmis olan Reverse ve Forward siralarin arasinda kalan eksik kismin baz diziliminin
belirlenmesi i¢in, bu kisma dogru bir primer tasarlanarak elde edilebilecek olan PCR
iriiniin pGEM-T Easy vektoriine aktarilarak DNA dizi analizi diisiiniildii. Reverse siranin
son kisminda bulunan GC igerigi yiiksek olan kisimlar1 dikkate alinarak 20 niikleotit
uzunlugundaki 5’-gCg gAA ACg Tgg AAg CTT-3’ primeri tasarlandi ve bu primere,
“HK281” ad1 verildi.

Ara bolgenin PCR’de yakalanabilmesi icin HK281 primeri ile evrensel M13-
Forward primeri birlikte kullanildi. Yapilan PCR sartlarinda, 1’er ul HK281 ve evrensel
M13-Forward primerleri, 2,5 ul dNTP (2 mM), 2,5 ul MgCl, (25 mM), 5 ul PCR tamponu
(10X Taq DNA Polimeraz Tamponu, Promega), 1 pl plazmid DNA’s1 ve 1 tinite Taq DNA
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polimeraz enzimi (Promega) kullanildi. Son hacim 50 pl’de Biometra PCR cihazinda

asagidaki program ile yiiriitiildii.

1. On ayrilma 95°C’de 1 dakika,
2. Ayrilma 94°C’de 1 dakika,
3. Primerin Baglanmasi 50°C’de 1,5 dakika,
4. Uzama 72°C’de 1,5 dakika,

2-3. basamaklar 41 kez tekrarlandiktan sonra,

5. Final Uzama 72°C’de 5 dakika,

6. Bekleme 4°C’de oo,

PCR iiriinleri % 0,7°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulduktan sonra, ara
bolgeye ait oldugu bilinen DNA parcasi, MBI Fermentas DNA Extraction Kit # K0513
kullanilarak iiretici firmanin protokoliine uyularak jelden izole edildi. Izole edilen parca,
daha sonra pGEM-T Easy Vektorii'ne (Promega, USA) aktarildi. Bunun i¢in, 1 pl jelden
izole edilmis DNA pargasi, 1 pl vektor, 5 ul T4 DNA ligaz tamponu (2X) ve 1 ul T4 DNA
ligaz kullanilarak 10 pl son hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon, 16°C’de bir gece
bekletilerek tamamlandi. Bu c¢alismadan elde edilen klonlardan istenen sonug
almamayinca, ikinci bir yol olarak ara bolgenin restriksiyon enzimleri araciligiyla
kesilmesi diisiiniilerek bu yola bagvuruldu. Bu nedenle, oncelikle pHK281 plazmidinin
siras1 bilinen bolgelerinin restriksiyon haritasi ¢ikarildi ve plazmid, EcoRI ve Hindlll
restriksiyon enzimleriyle ayni1 anda kesildi. Bu kesim islemi, 10 pul plazmid DNA, 1’er ul
EcoRI1 ve Hindlll restriksiyon enzimleri, 2 pul Y'/Tango Buffer (NEB) kesim tamponu
kullanilarak 20 pl son hacimde 37°C’de gerceklestirildi. Elde edilen kesim iiriinleri, %
1’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutularak tespit edildi. Ikili kesim sonucunda istenen
parca yine MBI Fermentas DNA Extraction Kit # K0513 kullanilarak jelden izole edildi ve
ayn1 enzimlerle kesilerek hazirlanmis pUCI18 plazmidine klonlandi. Yukarida bahsedilen
transformasyon islemleri gergeklestirilerek alict E coli JIM101 hiicresine aktarild1 ve yine
ayn1 se¢im metodu ile dogru klon tespit edildi. Bu se¢im sonucunda tespit edilen “pF2”
plazmidi evrensel M13-Reverse (-49) ve M13-Forward (-21) primerleri kullanilarak aymi

sekilde DNA dizin analizine tabi tutuldu.
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2.3.9. DNA Sira Analizi Sonuclarmin Genbank Verileri ile Karsilastirilmasi

pF2 plazmidinin sahip oldugu DNA parcasindan elde edilen ve bir onceki sira
analizi sonuclan ile karsilastirilarak aktarilmig olan DNA parcasi tespit edildi. Bu parca
icerisinde yer alan aliiminyum diren¢ genine ait DNA baz dizilimi ve ilgili genin protein
siras1 ayni sekilde internet ara yiizleri kullanilarak degerlendirildi. Bununla birlikte benzer
geni iceren organizmalarin protein siralart CLUSTAL-W (1.82) programi (URL-15, 2006)
ile birlikte degerlendirildi.

2.4. ilgili Gen Uriiniiniin Biyokimyasal Karakterizasyonu

flgili gen iiriiniiniin karakterizasyonu igin 6ncelikle tam siras1 belirlenmis olan gen
uygun bir sekilde bir ekspresyon vektoriine aktarildi. Bu vektor vasitasiyla elde edilen

protein saflastirildi ve biyokimyasal 6zellikleri tespit edildi.

2.4.1. AI® Geninin pET11a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

2.4.1.1. AI® Geninin Yakalanmasi icin Primer Dizayni ve Genin Eldesi

pHK281 pDNA’smi igeren E. coli JM101 bakterisinin gliserol stogundan 50 pg/ml
karbenisilin iceren 6 ml LB besi yerine ekim yapildi ve 37°C’de 200 rpm’de gece kiiltiirii
atildi. 14-16 saatlik biiytime sonucu elde edilen kiiltiir, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca
¢oktiiriildiikten sonra plazmid DNA izolasyonu, QIAGEN Plasmid Isolation Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA) kullanilarak {iretici firmanin protokoliine uyularak tamamlandi. izole
edilen pDNA’dan 3 pl alinarak, 2 pl 10X EcoRI kesim tamponu ve 1ul EcoRI restriksiyon
enzimi ile toplam 20 pl son hacimde 37°C’de 2 saat boyunca kesildi ve aktarim
dogrulandi. Kesim iirtinii, DNA standardi olarak Smart DNA Ladder (200 lanes, MW-
1700-02, Eurogentec) ile birlikte % 1’lik agaroz jel elektroforezi ile tespit edildi.

pHK281 plazmidinde genin iist ve alt bolgelerinde de bakteriyel siralar

bulundugundan bu siralardan kurtulmak ve sadece ilgili geni bir ekspresyon vektoriine
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aktarabilmek icin uclarinda BamHI ve Ndel restriksiyon enzimleri kesim bolgeleri bulunan
iki adet primer tasarlandi. Bu primerler su sekildedir:
Fatihl : Ndel kesim bolgesi ve Al’nin baslangic kodonunu (ATG) igeriyor,
genin 5’ ucuna uyumlu.

5'— CATATgAAAAAggAAAAAgCAgTTg -3’ (¥)
(I —

Ndel

Fatih?2 : BamHI kesim bolgesi ve Al®"nin stop kodonunu (TGA) igeriyor,
genin 3’ ucuna uyumlu.

5'— ggAgCAAATgTgCgATgAggATCC -3’ (¥)
[

BamHI

* Alti ¢izili kisimlar, AI® geninin kendisinde var olan siralardir. Italik yazimlar,
baslangi¢ ve bitis kodonlarin1 géstermektedir.

Bu primerler ve pHK281 plazmid DNA’s1 kalip olarak kullanilarak yapilan PCR
calismasi sonucunda, 5’ ucunda Ndel ve 3’ ucunda BamHI restriksiyon enzimleri kesim
bolgeleri bulunan aliiminyum diren¢ geni elde edildi. Yapilan PCR sartlarinda, 1’er pl
Fatih1 ve Fatih2 (stok: 200 pmol/ul), 1 ul ANTP (20 mM), 5 pul PCR tamponu (10X; Hot
Gold Star Buffer, Eurogentec), 1 ul plazmid DNA’s1 ve 1 iinite Hot Gold Star DNA
polimeraz enzimi (Eurogentec) kullanildi. Son hacim 50 ul’de Eppendorf Gradient Cycler
(Eppendorf) cihazinda asagidaki program ile yiiriitiildii.

1. On ayrilma 95°C’de 2 dakika,
2. Ayrilma 95°C’de 45 saniye,
3. Primerin Baglanmasi 50°C 1 dakika,
4. Uzama 72°C’de 1,5 dakika,
2-4. basamaklar 5 kez tekrarlandiktan sonra,

5. Ayrilma 95°C’de 30 saniye,
6. Primerin Baglanmasi 55°C 45 saniye,
7. Uzama 72°C’de 1 dakika,

5-7. basamaklar 30 kez tekrarlandiktan sonra,
8. Final Uzama 72°C’de 10 dakika.
9. Bekleme 4°C o
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Reaksiyon sonucu, DNA standardi olarak Smart DNA Ladder (Eurogentec) ile
birlikte % 1’lik agaroz jel elektroforezi ile tespit edildi ve kullamima kadar -20°C’de
bekletildi.

2.4.1.2. AI® Geninin pTOPO-T/A Vektoriine Aktarimm

Elde edilen PCR iiriinii, % 1’lik agaroz jel elektroforezine tabii tutulduktan sonra
PCR QIAquick Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) ile iiretici firmanin
protokolii kullanilarak jelden saflastirildi ve “desalting” islemi yapildi. Saflastirilmis
fragment, pTOPO-T/A klonlama vektoriine (Invitrogen) aktarildi. Bunun igin, 4 pl
saflastirilmis PCR f{iriinii, 1 pl pTOPO Salt Solution ve 1 pul pTOPO-T/A vektorii son
hacim 6 pl’de 1 saat oda sicakliginda bekletilerek reaksiyon tamamlandi. Elde edilen

pTOPO-AI® plazmidi, elektrokompotent E. coli TOP10 hiicresine aktarildi.

2.4.1.3. pTOPO-AlR Plazmidinin Ahc1 E. coli TOP10 Hiicresine Aktarmmi

Kullanilacak olan E. coli TOP10 hiicresi gliserol stokundan 5 ml LB besi yerine
37°C’de 200 rpm’de gece kiiltiirii atildi. Bu kiiltiirden, yine Maniatis vd.’ne (1982) gore
CaCl, metodu ile alic1 6zellik kazandirilmig olan E. coli TOP10 hiicreleri elde edildi.
Aktarim i¢in pDNA’dan 2 pl alindi ve 50 pl alict hiicreye eklendi. Karisim 30 dakika buz
icerisinde bekletildikten sonra 30 saniye 42°C’de bekletildi ve yine 2 dakika buzda
bekletildi. Daha sonra reaksiyon karisimi, igerisinde 250 pl SOC besi yeri eklendi ve
37°C’de 300 rpm’de 1 saat biiylimeye konuldu. Siire sonunda 100 pul SOC kiiltiiriinden
almarak 25 mg/ml kanamisin iceren LBA petrilerine yayildi ve gece boyunca 37°C’de
biiytimeye konuldu.

Dogru klonlar elde edildikten sonra hazirlanan gece kiiltiirlerinden Birnboim ve
Doly’e (1979) gore pDNA’lar izole edildi ve yukarida bahsedildigi gibi EcoRI kesimi
yapilarak dogrulandi. Daha sonra istenen o6zellikte bir plazmid secilerek, EcoRI,
BamHI/Ndel ve Hindlll restriksiyon enzimleriyle kesilerek pTOPO-T/A vektoriine dogru
klonlanip klonlanmadigi kontrol edildi. Bunun i¢in ayrn ependorf tiiplerinde EcoRI,

BamHI/Ndel ve Hindlll kesim reaksiyonlarn hazirlandi. Reaksiyonlarda 1 pl restriksiyon



30

enzimi, 1X olacak sekilde ilgili enzime uygun tampon, 1 pl pTOPO-AI® plazmidi ve 20
ul’ye tamamlanacak sekilde dH,O eklendi ve reaksiyonlar 37°C’de 2 saat boyunca
yiiriitiildii.

Yukaridaki kesimler tamamlanarak yapilan agaroz jel elektroforezi ile klonun
istenen dogru parcay: icerdigi tespit edilmis oldu. Daha sonra bu klon tekrar kiiltiire
edilerek igerdigi plazmid DNA, QIAGEN Plasmid Isolation Kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA) ile izole edildi.

2.4.1.4. AI® Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi ve Alici Konak
Hiicrelere Aktarim

pTOPO+AI® plazmidi, ilgili proteinin ekspresyonunun saglanmasi amaciyla genin
pET11a ekspresyon vektoriine aktarilmasinda araci vektor olarak kullanildi. Bunun igin
kullanilan pET11a vektoriiniin konak hiicresi kiiltiire edilerek pET11a plazmidi, QTAGEN
Plasmid Isolation Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) ile daha 6nce de belirtilen sekilde izole
edildi.

Hem aktarimda kullanilacak olan AI® geni pTOPO-AI® plazmidinden hem de
pET11a plazmidi Ndel ve BamHI enzimleriyle kesilerek klonlama icin hazirlandilar. Bu
reaksiyonlarda, 5 pl plazmid DNA, 5 ul BamHI kesim tamponu, 2,5 er pl Ndel ve BamHI
enzimleri alinarak son hacim 50 pl olacak sekilde 35 pl steril ddH,O ile tamamlanarak
37°C’de 3 saat boyunca kesildi.

Kesim iiriinleri % 1’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulduktan sonra klonlamada
kullanilacak olan pET11a vektor kismi ve AI® geni, QIAquick Purification Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA) ile iretici firmanin protokolii kullanilarak jelden saflastirildi.
Klonlama i¢in 6 pl 2X T4 DNA ligaz tamponu (Promega), 1 pul T4 DNA ligaz enzimi, 5 pl
pET11a vektorii (50 ng/ul) ve 1 ul insert DNA (AI® geni, 21 ng/ul) kullanlarak reaksiyon
4°C’de gece boyu siirdiiriildii. Ligasyon iiriinii daha sonra % 1 agaroz jel elektroforezine
tabi tutuldu ve QIAquick Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) ile iiretici firmanin
protokolii kullanilarak jelden izole edildi.

Kullanilacak olan E. coli MC1061 hiicresi gliserol stogundan 5 ml LB besi yerine
37°C’de 200 rpm’de gece kiiltiirii atildi. Bu kiiltiirden, 1/100 oraninda 200 ml LB besi
yerine sulandirilarak 1 litrelik erlen igerisinde 37°C’de 300 rpm’de bir gece biiyiimeye

konuldu. Kiiltiiriin ODgyy degeri, 0,6 olunca 30 ml’lik propilen tiiplere esit bir sekilde
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boliindiikten sonra buz icerisinde 30 dakika tutuldu. Bu tiipler, 5.000 rpm’de 4°C’de 15
dakika santrifiij edildi. Stipernatant dokiildiikten sonra pellete 100 ml steril soguk ddH,O
eklendi ve siispanse haline getirildi. Ayn1 sartlarda tekrar santrifiijlendikten sonra, 4 ml
steril soguk % 10 gliserol eklendi ve yine siispanse edildi. Tekrar santrifiijlenerek elde
edilen pellet 600 pl soguk steril % 10 gliserolde ¢oziildii. Elde edilen siispansiyon 40 ul
hacimlerde 500 pl’lik tiiplere aktarildi ve kullanima kadar -70°C’de saklandi.

Yukanidaki isleme gore hazirlanan elektrokompotent E. coli MCI1061 hiicre
kiiltiirlerinden 2 tiip alnarak icerikleri 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarildi ve buza
yerlestirildi. Tiiplerin birine 3 pl ligasyon iiriinii kondu, digerine hicbir sey eklenmeyerek
kontrol olarak kullanildi. Tiipler iyice karistirildi ve tekrar 1 dakika buzda bekletildi.
Elektroporasyon cihazi (BioRad Micro Pulser) 25 uF, 2,5 kV ve 200 Q’a ayarlandi.
Tiiplerdeki karigimlar, onceden sogutulmus 0,2 cm.lik elektroporasyon kiivetlerine
aktarild1 ve cihazin elektriksel tetik kismina yerlestirildi. 4,5-5 milisaniye siire ile elektrik
uygulanarak elektroporasyon tamamlandi. Kiivetler cihazdan alinarak hizlica iclerine 1 ml
SOC besi yeri eklendi ve karistirildi. Daha sonra steril bir cam tiipe dokiilerek 37°C’de 225
rpm’de 1 saat boyunca biiyiimeye birakildi. Inkiibasyon sonunda, 100’er ul SOC
kiiltiirlerinden almarak 50 pg/ml karbenisilin iceren LBA petrilerine yayildi ve gece
boyunca 37°C’de biiylimeye konuldu. Aktarim sonunda segilen bir koloniden elde edilen
plazmidler, Birnboim ve Doly’e (1979) gore izole edildikten sonra uygun restriksiyon
enzimleriyle kesilerek dogrulandi. Bunun i¢in ayri ependorf tiiplerinde Dral, Hindlll,
EcoRl/Xbal ve BamHI/Ndel kesim reaksiyonlar1 hazirlandi. Reaksiyonlarda 1 pl
restriksiyon enzimi, 1X olacak sekilde ilgili enzimlere uygun kesim tamponu, 7,5 ul pDNA
ve 20 ul’ye tamamlanacak sekilde dH,O eklendi ve reaksiyonlar 37°C’de 2 saat boyunca
yiiriitiildii.

Istenen klon dogrulandiktan sonra, tekrar kiiltiire edilip QTAGEN Plasmid Isolation
Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) ile temiz ve saf bir sekilde izole edilerek tekrar DNA
sira analizine tabii tutuldu. Elde edilen bu yeni plazmid, pET1 la+AI® olarak adlandirildu.
Daha sonra bu plazmid Maniatis vd.’ne (1982) gore CaCl, metodu ile alici 6zellik

kazandirilmis olan E. coli BL21(DE3) ve C43(DE3) konak hiicrelerine aktarildi.
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2.4.2. Proteinin Ekspresyonu

2.4.2.1. Genin Uygun Ekspresyon Zamaninin Belirlenmesi

flgili proteini eksprese etmek icin pET11a+AlI}, E. coli BL21(DE3) ve E. coli
C43(DE3) konak hiicrelerine aktarildi. Aktarim sonucunda olusan kolonilerden bir tanesi,
iki farkli tiip olacak sekilde 100 pug/ml karbenisilin iceren LB ortamina ekildi. Bu tiipler,
200 rpm’de hem 28°C’de hem de 37°C’de bir gecelik biiylimeye konuldu. Elde edilen
kiiltiirler, 100 kez sulandirilmis ve ODggp = 0,6 oldugunda son hacimde 1 mM IPTG olacak
sekilde IPTG ilave edilerek (uyarilarak) tekrar biiylimeye kondu. Uyarimdan sonraki 0., 2.,
4. saatlerde ve gece kiiltiiri 6rnekleri alindi ve c¢oktiiriildii. Bu 6rnekler, uygun ekspresyon

zamani ve sicakligini belirlemede kullanilda.

2.4.2.2. Proteinin Coziinebilirlilik Karakterinin Belirlenmesi

Coktiiriilmiis hiicreler, 1X PBS tamponu (1,4 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM
Na,HPOy, 18 mM KH,POy, pH 7,3; 20 ml/L kiiltiir)’de ¢6ziildii. Daha sonra -80°C’de 30
dakika siire ile donduruldu ve oda sicakliginda eritildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandu.
Eritme isleminden sonra ornekler, 15 ml hacimlerde 50 ml’lik falkon tiiplere boliindii ve
sonikator yardimiyla parcalandi. Sonikasyonda, 20 saniye Pulse ON, 20 saniye Pulse OFF
olacak sekilde 2 dakika boyunca % 30 amplitude degerleri kullanildi. Elde edilen
siispansiyondan alinan 1,5 ml 6rnek, 13.000 rpm’de 30 dakika 4°C’de coktiiriilerek
siipernatant kismi farkli bir tiipe aktarildi. Boylece elde edilen siipernatant ve pellet
kisimlarindan 15’er pl alimarak, % 12’lik sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezine (SDS-PAGE) tabi tutuldu ve proteinin ¢oziinebilir olup olmadigi

gozlemlendi.

2.4.2.2.1. SDS-PAGE Analizi

Protein ekspresyonu ve saflastirilmasi ile ilgili 6zelliklerinin (uygun ekspresyon

zamani ve sicakligl, ¢coziinebilir karakteri, par¢alanma sicakligr ve zamani, kromatografik
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yontemler ve saflastirma basamaklar1 gibi) belirlenmesi esnasinda Maniatis vd.’ne (1982)
gore % 12’lik SDS-PAGE analizine tabi tutuldu. Elektroforez, 0,75 mm kalinhiginda %
5’lik yiikleme ve % 12’lik ayirma jeli olacak sekilde hazirlandi (Tablo 1) ve elde edilen jel,
Coomassie-Blue boyasi ile boyanarak sonuclar tespit edildi. Uygulanan yontem su
sekildedir.

Poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutulacak Ornekler belirtilen miktarlarda
alinarak bir ependorf tiip icerisine aktarildi. Icerisine 1:1 oraninda yiikleme tamponu (150
mM Tris-HCl pH 6,8, % 4 SDS, % 0,1 bromofenol mavisi, % 20 gliserol, % 6 [-
merkaptoetanol) eklendi ve 6rnekler 1sitic1 blok iinitede (Eppendorf Thermomixer Comfort
1,5 ml) 95°C’de 10 dakika inkiibe edilerek proteinler par¢alandi. Hazirlanan jel donduktan
sonra tanka yerlestirildi ve tank SDS yiiriitme tamponu (25 mM Tris bazi, 250 mM glisin,
% 0,1 SDS, pH 8,3) ile dolduruldu. Pipetér yardimu ile ilk kuyuya 5 pl protein markir
(Promega Midrange Marker) olmak iizere ornekler kuyulara yiiklendi. Boya, jelden ¢ikana
kadar 1 saat 27 mA’de (150 V) yiriitildii. Jel, Coomassie Brillant mavisini igeren
“boyama ¢ozeltisi” (% 0,125 Coomassie Brillant Blue R-250, % 10 glasiyel asetik asit, %
50 metanol) i¢inde hafifce sallanacak sekilde yaklasik 2-3 saat bekletildi. Boyanan jel daha
sonra “boya uzaklastirma ¢ozeltisi” (% 36 metanol, % 9 glasiyel asetik asit) ile gece boyu
yikanarak protein bantlarimin goriiniir hale ge¢cmesi saglandi. Elde edilen sonuglar bir

bilgisayar tarayicisi ile taranarak goriintiilendi.

Tablo 1. Kullanilan SDS-PAGE bilesenleri

Bilesenler Yiikleme Jeli | Ayirma Jeli
(% 5) (% 12)
Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI pH 6,8) 1,25 ml -
Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI pH 8,8) --- 2,5 ml
% 10 SDS 0,1 ml 0,1 ml
% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 1,67 ml 4 ml
dH,O 6,87 ml 3,29 ml
% 10 Amonyum persiilfat (APS) 0,1 ml 0,1 ml
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,01 ml 0,004 ml
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2.4.2.3. Proteinin Sicakhga Dayamklihk Derecesinin ve Zamaninin
Belirlenmesi

Proteinin sicakliga baghi dayanikliliginin test edilmesi icin bakterinin termofilik
karakterinden dolayi, 50, 55, 60, 65 ve 70°C olmak iizere bes sicaklik degeri secildi. Bu
sicakliklarda, 15, 30, 45, 60, 120, 180 dakika ve gece boyu olmak iizere 6 farkli siirede
tutularak uygulama gerceklestirildi. Tiim bu uygulamalarin ardindan 1 pl 1s1 muameleli
ornek alindi ve % 12’lik SDS-PAGE analizine tabi tutuldu. Bu islemler sonucunda

belirlenen sicaklik ve siire daha sonraki islemlerde temel alinarak kullanildi.

2.4.2.4. Proteinin Iyon Degisim Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Protein ornegi 65°C’de 30 dakika tutulduktan sonra 13.000 rpm’de 45 dakika
4°C’de ¢oktiiriildii ve tiim siipernatant ayn bir tiipte toplandi. Bu 6rnek, 3 tiipe boliinmiis
ve 3 farkli tampon sistemi kullanilarak diyaliz yapildi. Diyaliz esnasinda 0,2 pm’lik diyaliz
membran (Membran Immobilon P*, Medicell International Ltd.) kullanilds. 1. tiip icin, 20
mM Tris-Cl, pH 7,5, 2. tiip icin 20 mM Tris-Cl, pH 8,0 ve 3. tiip i¢in ise 20 mM MES pH
6,0 tamponlar1 hazirlandi. Her bir 6rnek ayn diyaliz tiiplerine kondu ve kendisine uygun
tamponun igerisine konarak oda sicakliginda 3 saat veya 5°C’de gece boyu diyaliz edildi.

Her bir 6rnek, 4 tiipe boliindii ve 10 kez ilgili tamponla sulandirildi. Bu 6rnekler,
tamponlaria uygun olarak, MES tamponu kullanilan 6rnekler i¢in S-Sepharose Fast Flow
ve Tris-Cl tamponu i¢in Q-Sepharose Fast Flow kolonlarina yiiklendi. Bu islemler i¢in
2,5x20 cm kolon secildi ve kolona iist tarafindan 2-3 cm asagisina kadar matriks yiiklendi.
Matriksin kolon igerisinde dengeye ulagmasi i¢in beklendi. Kolon dengelendikten sonra 50
mM NaCl iceren tamponlarla yikandi. Kolon tam olarak kurumadan protein 6rnekleri her
biri kendi tamponu ile ilgili kolona yiiklendi. Yiikleme esnasinda elde edilen fraksiyonlar
falkon tiip vasitasiyla toplandi. Kolon, 10 ml 4X tampon ile birlikte yikandi ve yikama
esnasinda olusan fraksiyonlar ayn bir falkon tiipte toplandi. Daha sonra sirasiyla 50, 100,
150, 200, 300, 400 ve 500 mM NaCl ile muamele edildi ve fraksiyonlar 1’er ml olacak
sekilde 1,5 ml ependorf tiiplere alindi. Son olarak 1 M NacCl ¢ozeltisi kolondan gecirildi ve
kolona 20 mM tampon eklenerek kromatografi sonlandirildi. Kromatografi sonucunda elde

edilen fraksiyonlar, % 12’1ik SDS-PAGE’e tabi tutuldu.
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En iyi sonucu veren kromatografi yontemi belirlendikten sonra, bu Ornege ait
protein iceren fraksiyonlar tek bir tiipte toplandi. Amicon filtrasyon membrani (cut off 5 ve
10 kDa, Millipore) kullanilarak 13.000 rpm’de 5 dakika 4°C’de santrifiijlendi ve iistte
kalan kisim yeni bir tiipe alindi. Bu filtrasyon sonucu elde edilen Ornekler, boylece

yogunlastirilarak jel filtrasyonuna hazir hale getirildi.

2.4.2.5. Proteinin Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Yogunlastirilmasi

Filtrasyon ile yogunlastinlan protein Ornegi, jel filtrasyon kromatografisi
uygulanarak daha da yogun hale getirildi. Uygulamada, “AKTA™explorer
Chromotography Systems” cihazi ile HilLoad (Superdex 200, 16/60, Amersham
Pharmacia) kolonu kullamldi. Oncelikle kolondan dengeleyici tampon (50 mM Tris-HCI
pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,22 um filtre sterilizasyonlu) gecirildi. Daha sonra 6rnek kolona
yiiklendi. Fraktor, her bir ependorf tiipiine 1 ml olacak sekilde ayarlanarak fraksiyonlar
alindi. Elde edilen fraksiyonlardan 5’er pl alinarak 1:1 oraninda yiiriitme boyasi ile
birlikte, % 12’lik SDS-PAGE’e tabi tutuldu. Saf protein konsantrasyonu, Bradford
metoduna dayamlarak Bio-Rad Protein Assays kiti ile iiretici firmanin yonergelerine

uyarak belirlendi.

2.4.2.6. Protein Orneginin Giimiis Boyamasi

S-Sepharose pH 6,0 kolonundan elde edilen protein 6rneginin farkli proteinler ile
kirlenip kirlenmediginin arastirilmasi i¢cin Ornek giimiis boyama islemine tabi tutuldu.
Bunun i¢in % 12’lik SDS-PAGE yapildiktan sonra jele asagidaki islemler uygulandi.

e Jel oncelikle temiz bir kap icerisinde % 50 metanol ve % 12 glasiyel asetik asetik
karisiminda gece boyu bekletilerek fikse edildi.

e Fiksasyon isleminden sonra 3 kez 20’ser dakika boyunca % 50’lik etanolde
yikandi.

¢ Yikama isleminden sonra jel, 1 dakika 50 mg Na,S,03¢5H,0/250 ml H,O’da
bekletildi ve akabinde 3 kez 20’ser dakika saf su ile yikandi.
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e 250 ml son hacimde 500 mg AgNOs ve 188 ul formaldehit iceren suda 20 dakika
tutuldu ve 3 kez 20’ser dakika saf su ile yikandi.

¢ Ardindan, 250 ml son hacimde 15 g Na,CO;, 1 mg Na;S;03¢5H,O ve 125 ul
formaldehit iceren suda bantlar goriinene kadar bekletildi ve bir kez saf su ile
yikandi.

e Jel, % 50 metanol ve % 10 glasiyel asetik asit karisiminda 10 dakika bekletildikten
sonra % 50 metanolde 30 dakika bekletilerek tespit edildi.

2.4.2.7. Proteinin Aminoasit Sirasinin N-Ucu Sira Analizi ile Belirlenmesi

Proteinin N-ucu sira analizi (N-terminal protein/peptide sequencing) i¢in tekrar %
12°1ik SDS-PAGE analizi yapildi. Farkli olarak jelde markir olarak dual color protein
marker kullanildi. Yiiriitme sonunda jel herhangi bir boyama islemine tabi tutulmadan
“blotting buffer” (25 mM Tris-HCI, 192 mM glisin ve % 10 absolii metanol) igerisine
konuldu. Farkli bir kap icerisinde de jel ile ayni biiyiiklikte PVDF protein membrani
(Millipore) ayn1 % 100 metanolde bekletildi. Es biiyiikliikte 6 adet Whatman kagidi
(GB005, 1,2 mm) ve protein membrani blotlama tamponunda iyice islanana kadar
bekletildi. Blotlama diizenegine, 3 tane Whatman kagidi, PVDF membrani, jel, 3 tane
Whatman kagidi olacak sekilde yerlestirildi ve diizenek kapatilarak yiiriitme tankina
yerlestirildi. Tank blotlama tamponuyla dolduruldu ve 50 voltta 2-3 saat yiiriitiildii. Daha
sonra membranin 5 dakika Coomassie Brillant boyamasi ile boyandi ve yikama

tamponuyla yikanarak dizi analizine gonderildi.

2.4.3. Proteinin ATPaz Ozelliginin Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.4.3.1. Kullamlan ATPaz Reaksiyonlari

2.4.3.1.1. ikili Enzim Yéntemi (Coupled Enzyme Assay)

ATPaz aktivitesi, NADH oksidasyonu ile ATP hidrolizinin oraninin belirlenmesine
dayanan standart ikili enzim yontemi kullamildi. Asagidaki sekilde yOntemin Ozeti

verilmektedir (Sekil 3). Spektroskobik ol¢iimler, 340 nm’de yapildi. Proteinin ATPaz
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aktivitesi, Ogawa vd.’ne (2000) gore miligram proteinin dakikada hidrolizledigi mmol
ATP olarak hesaplandi. Denemeler 37°C’de 1sitmali spektroskopi kiivetinde
gerceklestirildi.

Reaksiyon i¢in once 10 pg/ul saflagtinnlmis proteinin, S00 pl reaksiyon karisimina
(50 mM HEPES, pH 7,4, 50 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 0,2 mM NADH, 0,5 mM fosfoenol
piruvat, 18 inite laktat dehidrogenaz, 24 iinite piruvat kinaz/1 ml) ilavesiyle baslatildi.
Karisim 5 dakika 37°C 6n inkiibasyondan sonra, son hacimde 0,5 ve 1 mM olacak sekilde
ATP ilave edilerek reaksiyon baslatildi. ATPaz aktivitesini gosterecek olan 340 nm’deki
optik yogunluktaki diisiis, bilgisayar yardimiyla belirlendi ve hesaplamalar bilgisayar
kontroliinde gerceklestirildi.

Py =
L maotor ATFaz
Az40 A260
ADP ATP MADH + HY MaD*
FPEF g Pirlivat M Lactat
Pk LDOH

Sekil 3. ATPaz reaksiyonunda kullanilan standart birlestirilmis
enzim yontemi reaksiyon gemast.

2.4.3.1.2. Standart ATPaz Yontemi

ATPaz reaksiyonu sonucunda substrat olan ATP’nin, ADP ve inorganik fosfata (Pi)
parcalanmasiyla aciga c¢ikan Pi'nin kolorimetrik olarak molibdat c¢oktiirmesiyle
belirlenmesi esasina dayanan bu yontem, Goldenberg ve Fernandez’e (1966) gore
uygulandi.

Reaksiyonun birinci basamagini standart ATPaz reaksiyonu olusturmaktadir.
ATPaz reaksiyonunda, 50 mM Tris-Cl (pH 8,0), 400 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 2 mM ATP
ve 10 pg/ul saf enzim kullanildi ve 500 pl son hacimdeki reaksiyon bakterinin bilyiime

sicaklig1 olan 55°C’de 15 dakika siire ile yiiriitiildii.
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Reaksiyonun ikinci basamaginda ise, ATPaz reaksiyonu sonucu olusan Pi’nin
dolayisiyla ATPaz aktivitesinin belirlenmesidir. Birinci basamakta elde edilen
reaksiyondan 20 pl alinarak 1,5 ml ependorf icerisinde 500 pl tampon 1 (litrede 100 g
TCA, 10 g Thiourea, 30 g Mohr tuzu (ferrik amonyum siilfat = FAS+.6H,0)) eklendi ve oda
sicakliginda 10 dakika bekletildi. Siire sonunda 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek
siipernatant yeni bir tiipe alind1. Uzerine tampon 2 (200 ml’de 45 ml konsantre H,SOy, 22
g amonyum molibdat) eklendi ve karistm 1 saat boyunca oda sicakliginda tutuldu. Siire
sonunda, enzim icermeyen reaksiyon karsimi kor olarak kullanilarak fosfor standardi (5
mg/100 ml fosfor standardi olarak 0,2197 g/l KH,PQOy) ile birlikte ODgg Ol¢timleri yapildi.
Enzimli ve enzimsiz reaksiyonlar arasindaki fark alinarak formiilde yerine konuldu ve
enzimin saliverdigi Pi miktari, mg/100 ml olarak hesaplandi. Bu aynm1 zamanda enzimin

ATP’yi parcalama degeri olarak alindi. Kullanilan formiil agagida verilmistir.

Reaksiyon farkinin absorbansi

mg/100 ml fosfor olusumu = x5

Standart reaksiyonun absorbansi

2.4.3.2. Biyokimyasal Karakterizasyonlar

2.4.3.2.1. ATPaz Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Aliiminyum diren¢ geni ATPaz aktivitesine pH’nin etkisini belirlemek amaci ile
yukaridaki yontem kullanilarak reaksiyon ¢ozeltisinin hazirlandigi tampon ¢ozeltinin tiirii
ve pH’s1 degistirilerek reaksiyon 55°C’de gerceklestirildi. Yapilan deneylerde, pH 4,0-6,0
araligi icin asetik asit-sodyum asetat tamponu, pH 7,0-8,0 araliginda HEPES, pH 9,0 i¢in
Tris ve pH 10,0 i¢in glisin-NaOH tamponlar1 kullanildi. Sonuglarin degerlendirilmesi ile

kullanilmasi gereken optimum pH ve tampon belirlendi.

2.4.3.2.2. ATPaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgm Etkisi

ATPaz aktivitesine optimum reaksiyon sicakliginin belirlenmesi icin, 24-100°C

araliginda 10°C’lik artislarla su banyolar1 ve termal 1sitict tiniteler kullanilarak reaksiyonlar
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gerceklestirildi. pH’st 6,0 olan asetik asit-sodyum asetat tamponunda hazirlanan
reaksiyonlar, 24, 35, 45, 55, 65, 75, 85 ve 100°C’lerde yiiriitiildii. Bu araliklarda belirlenen
sicaklik degerinden sonra gercek optimum degerinin belirlenmesi i¢in hazirlanan benzer
reaksiyonlar, ilk reaksiyonda elde edilen degerin +5°C farklarinda 1°C’lik artiglarla

yenilendi. Elde edilen sonuglar kullanilarak enzimin optimum sicaklig: tespit edildi.

2.4.3.2.3. ATPaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Yukandaki iki basamakta (optimum pH ve sicaklik) elde edilen veriler kullanilarak,
kullanilan enzim miktar sabit tutularak farkli substrat (ATP) konsantrasyonlart ile yapilan
reaksiyonlar sonucunda enzimin ATPaz aktivitesine etkisi belirlendi. 50 mM asetik asit-
sodyum asetat tamponu (pH 6,0), 400 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 10 pg/ul enzim
kullanilarak 1-100 uM konsantrasyonlarda ATP icerecek sekilde hazirlanan reaksiyonlar
73°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Elde edilen verilerden substrat doygunluk ve
Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek optimum substrat konsantrasyonu ve Vi.x ve Kpy

kinetik verileri elde edildi.

2.4.3.2.4. ATPaz Aktivitesi Uzerine Protein Miktarmin Etkisi

Kullanilmasi gereken ATP konsantrasyonu belirlendikten sonra farkli miktarlarda
saf protein kullamlarak, ATPaz aktivitesi iizerine protein konsantrasyonu iligkisi incelendi.
Bu nedenle, 0,1; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10; 20 ve 30 ul protein reaksiyon karigiminda
kullanilarak deneyler gerceklestirildi. Elde edilen veriler sonucunda Michaelis-Menten

Egrisi ¢izilerek kullanilmas1 gereken protein miktar1 belirlendi.

2.4.3.2.5. ATPaz Aktivitesi Uzerine Tuz Gerekliligi

Bilindigi iizere ATPaz’lar, Na*, K", Mg"™" gibi metallerin bir veya birkagina
kofaktor olarak ihtiyag duymaktadir (Schirmer vd., 1998; Herdendorf vd., 2002; Geisler
vd., 1998; Melkani vd., 2003). Bu nedenle enzimin hangi tuza veya tuzlara ihtiyag
duydugunun belirlenmesi icin farkli konsantrasyonlarda NaCl (0, 50, 100, 150, 200, 400,
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600 ve 1000 mM), MgCl; (0, 2, 8, 10, 20, 40, 100 ve 200 mM) ve KClI (0, 5, 10, 15, 20, 50,
100 ve 200 mM) ile deneyler yiiriitiildii. Her bir tuzun maksimum gereklilik gosteren
noktalar1 belirlendikten sonra, Mg**/Na®, Mg /K* ve Na'/K' reaksiyonlari da

gerceklestirildi.

2.4.3.2.6. ATPaz Aktivitesi Uzerine Diger Metallerin Etkisi

ATPaz reaksiyonuna, metallerin etkisini belirlemek amaciyla monovalent olarak
Ag’, Li*, K* ve Na*, bivalent olarak Mg**, Mn*?, Zn*?, Cu*?, Co*?, Cd** ve trivalent olarak
da AI” iyonlarinin kloriir ve nitrat tuzlart (KCl, NaCl, MnCl,, MgCl,, ZnCl,, CuCl,,
CoCl,, LiCl, AgNO3, CdCl, ve AICl3) kullanildi.

KCI, NaCl ve MgCl, konsantrasyonlar1 yukarida belirtilen sekilde kullanild.
MnCl; 0,05; 0,1; 10 ve 50 mM, ZnCl, 0, 5, 10, 50, 100 ve 200 mM, LiCl, CuCl,, CoCl,,
CdCl, ve AgNOs 0,05; 0,1; 1; 5; 10; 50; 100 ve 200 mM konsantrasyonlarda denendi.
AlCl; icin ise 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 20, 30, 40 ve 50 mM konsantrasyonlarda kullanildi. Bu
deneylerde elde edilen sonuglarla, hangi metalin aktivator hangisinin inhibitor oldugu veya

metallerin hangi konsantrasyonda reaksiyonun gidisatina nasil yon verdikleri gosterildi.

2.4.3.2.7. ATPaz Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin Etkisi

ATPaz reaksiyonuna, enzim inhibitorlerinin etkisini incelemek icin genel enzim
inhibitorleri olarak bilinen EDTA ve f-merkaptoetanol ve ATPaz enzimi inhibitorleri
olarak bazi ¢aligmalarda karsimiza ¢ikan sodyum azid ve ouabain gibi bilesiklerin inhibitor
etkisi incelendi (Hoffmann ve Dimroth, 1991; Muneyuki vd., 1993; Gao vd., 2002;
Schneider vd., 1998).

Bu reaksiyonlarda, 50 mM asetik asit-sodyum asetat tamponu (pH 6,0), 400 mM
NaCl, 10 mM MgCl,, 25 uM ATP, 5 pg/ul enzim kullanildi. EDTA i¢in 0; 0,1; 0,5; 1; 5;
10; 50 ve 80 mM, p-merkaptoetanol i¢in 0; 1; 5; 10; 100; 200 ve 300 mM, sodyum azidiir
icin 0; 0,05; 0,1; 1; 10; 50; 100 ve 200 mM ve ouabain i¢in ise 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5 ve 7

mM konsantrasyonlarinda c¢alisildi.
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2.5. Aliiminyum Direncliliginin E. coli’de Disk Difiizyon Metodu ile Yeniden
Belirlenmesi

Disk difiizyon metodu, antibiyotik direnglilik testi metodunun bir adaptasyonu
olarak uygulandi. Bunun igin, yaklasik 7 mm ¢apinda filtre kagidindan yapilmig steril
disklere 2 M aliiminyum tuzundan (AICl3*6H,0O) 5 pl emdirildi. Aliiminyum direng
plazmidini tastyan E. coli C43(DE3)/pET11a+AI® hiicreleri indiiksiyondan 1 ve 2 saat
sonra petriye ekildi. Her bir petriye tek bir disk kullamildi. Kontrol grubu olarak da,
plazmid aktarilmamis E. coli C43(DE3) konak hiicresi kullanildi. Kontrol grubu petrileri,
ODgqo degerleri 0,6, 0,8, 1,0 ve 1,2 olduklarinda petrilere ekildi. Biitiin petriler 37°C’de
gece boyu inkiibe edildi. Olusan zonlarin ¢aplari, mm olarak 6l¢iildii ve uygun kontrol

grubuyla karsilastirildi.

2.6. Enzimin Kristallendirme Calismalar:

flgili proteinin kristal haline ulasilabilmesi igin, oncelikle farkli kristallendirme
ortamlan igeren Structure Screen-1 Kit (Kod No: MD1-01, Molecular Dimension Ltd.)
kullanildi. Kitin kullamiminda “Hanging drop (asili damla)” metodu esas alinarak
deneylere basland1 (Sekil 4).

Buna gore, 6nce inkiibasyon petrisindeki ilgili kuyuya ilgili tampondan 500 pl
eklendi. Daha sonra bu tampondan 1 pl alinarak 1 pl protein 6rnegi ile 18 mm ince cam
plaka (Hampton Research Siliconized Glass Circle Cover Slides, Kod No: HR3-239)
izerinde karistirildi. Bu cam ortii plakasi, damla icte kalacak sekilde dnceden gres yagi ile
yaglanmis inkiibasyon petrisindeki ilgili kuyuya hava gecisi olmayacak sekilde
yerlestirildi. Tiim kuyularda ayni1 islem ilgili tamponlarla yapildi. Calisma petrileri, 5°C’de
bir hafta inkiibe edildi. Deneyde kullanilan bilesenler Tablo 2’de verildi. inkiibasyon
sonrasinda mikroskobik incelemelerle hangi tamponun uygun olduguna karar verildi.

Daha iyi sonuglara ulagabilmek icin, secgilen tampon ortamlar1 (¢Oktiiriicli tampon,
soliisyon ve tuzun farkli konsantrasyonlan ile farkli pH’lar) degistirilerek yeniden deneyler
sonradan belirlenen konsantrasyonlara gore tekrarlandi. Yeniden olusturulan tampon
ortamlar1 Tablo 2’de verilmistir. Bu denemelerde hanging drop ile beraber prensip olarak
aym fakat uygulamada farkli olan “sitting drop (oturan damla)” yontemi de kullanildi

(Sekil 5).



Protein = 1 ul
Tampon = 1 ul cam plaka / gres yagi cam plaka / gres yagi
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Sekil 4. Asili damla yontemi

Protein 1 pul H.0O
Tampon 1 pl

Sekil 5. Oturan damla yontemi

Tablo 2. Asili damla yontemine gore kullanilan kristallendirme ortamlari

Sira Tampon Tuz Coktiiriici
1 % 10 amonyum siilfat

2 %20 "

3 %30 "

4 %40 "

5 %50 "

6 %60 "

7 HEPES 0,1 M pH 7,5 % 10 2-izopropanol % 22 PEG 4000
8 " " %20 "
9 " " %18 "
10 " " %16 "
11 " " %14 "
12 " " %12 "
13 " % 12 2-izopropanol %20 "
14 " %10 " "

15 " %8 " "

16 " %6 " "

17 " %3 " "

18 " %0 " "

19 " %20 "

20 " %18 "

21 " %15 "

22 " % 25 PEG 4000
23 " %22 "
24 " %17 "




3. BULGULAR

3.1. Anoxybacillus gonensis G2 Bakterisinin Al Direncliliginin Tespiti

Anoxybacillus gonensis G2 bakterisinin Al direncliliginin tespitinde farkl
konsantrasyonlarda Al igeren ve pH’larda GM besiyerlerine yapilan ekimlerde

inkiibasyonlar sonucu asagidaki sonuglar elde edildi (Tablo 3).

Tablo 3. A. gonensis G2 bakterisinin Al direngliliginin gosterilmesi icin farkli pH ve
konsantrasyonlarda AlClz«6H,O iceren GM ortamindaki inkiibasyon
sonuglarinin ODggo’deki dl¢iim degerleri

Tanim pH: 4,1 pH: 5,5 pH: 6,0 pH: 7,0

Kontrol 0,484 + 0,397 + 0,406 + 0,395 +
50 ppm 0,494 + 0,581 + 0,509 + 0,603 +
100 ppm 0,466 + 0,579 + 0,491 + 0,541 +
200 ppm 0,424 + 0,533 + 0,461 + 0,464 +
10 mM 0,429 + 0,444 + B* B 0,536 +
50 mM 0,495 + 0,419 + 0,418 + 0,427 +
100 mM 0,452 + 0,436 + 0,383 + 0,466 +
150 mM - - - - - - - -
200 mM - - - - - - - -

*B: belirlenemedi
Bu sonuclara gore Anoxybacillus gonensis G2 bakterisinin Al’ye kars1 direngliligi

tiim pH’larda 100 mM olarak belirlendi.

3.2. Anoxybacillus gonensis G2 Bakterisinin Al Diren¢ Geninin Klonlanmasi ve
Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

Anoxybacillus  gonensis G2 bakterisinin genomik DNA kiitiiphanesinin
olusturulmasi esnasinda ii¢ adet yaygin kullanilan enzim (BamHI, EcoRI ve HindIll)

kullanildi. Calismalar sonucunda belirlenen aliiminyum direnclilik geni, EcoRI restriksiyon
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enzimi ile olusturulmus kiitiiphanede tespit edildi ve geni igceren plazmid, “pHK281”

olarak adlandirildi. pHK281 plazmidinin kesim sonuglari ise Sekil 6’da goriilmektedir.

~
0 %

— =
) S
-] I S
o a

pUCI18 x
EcoRI
pHK281

Sekil 6. pUC18 ve pHK281’in kesim sonuglart

Ilgili plazmidin DNA dizin analizinde, pHK281 plazmidinin olusturulmasinda
pUCI18 plazmidi kullanildigi i¢in evrensel M13-Reverse (-49) (5’-gAg Cgg ATA ACA
ATT TCA-3’) ve M13-Forward (-21) (5°-TgT AAA ACg Acg gCC AgT-3’) primerleri
kullanildi. Bu sonuglarda, M13-Reverse primeri ile 833 baz cifti (bp), M13-Forward
primeri ile de 845 bp’lik kisimlar elde edildi (Sekil 7, 8 ve 9).
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ATGATTICGAATTCTICGCTGCTGGCGTAGGAGAGGTTCTAGAACACCCTCTATAAAAAAACT
AGGGATCGCTATGTCCTTAGGGGGTATAGCGTTTTTIGTTTTAGAACGCTCTTTICTTCTTAC
GATGTTAGAAAGGAGAGCGAAAGATGAAAAAGGAAAAAGCAGTTIGTITGTTITTCAGCGGTGG
CCAAGATAGCACAACGTGTTTATTITGGGCGAAAAAACATTTTGCTGAAGTGGAAGCGGTG
ACGTTTIGACTATAACCAACGACATCGACTTGAAATTGACGTTGCCGCTTCGATTGCTAAAG
AGCTGAATGTACCCCATACGGTGCTTGATATGTCGCTATTAAATCAGCTCGCACCAAATGC
GCTTACAAGAAGCGATATAGCAATCGAGCAAAAAGAAGGACAATTGCCGTCCACGTTTGTC
GATGGGCGCAATTTATTGITTTTATCATTTGCGGCGGTGCTGGCAAAACAAAAAGGGGCAC
GTCATCTCGTGACAGGGGTIGTGCGAAACGGATTTTAGCGGCTATCCGGACTGTCGCGACGT
ATTTATTAAATCGTTAAACGTGACGCTAAATTTAGCGATGGATTACCAATTITGTCATTCAT
ACGCCGCTTATGTGGCTCAATAAAGCGGAAACGTGGAAGCTTGCAGATGAGTTAGGTGCGC
TTGAGTTCGTGCGCAATAAGACGCTCACGTGCTATAACGGCATCATCGCTGACGGGTGCGG
CGAATGTCCAGCGTGCGTGTTGCGCAACGCGGTCTTGACCATATATGAATGAAAGAAGGGA
CAAATGTGCGAGATTCACAAATTTATCCGAAGTCATCATC

Sekil 7. M13-Reverse (-49) primeri ile elde edilen DNA siras1 (833 bp)

AGGGTCGCGGTCGCTCTGAGGATCCCGGGGTACCGAGCTCGAATTCACAAGGGTTTAGCCG
ACAGTGTCACCACTGAAGTGTGCCCTCATTGACACAAGCTCGTAAACTCCGGACAGTTAAA
TTTGACAAAATAATCGCGATCTGGATGTTTGTTGTCGAACACTTICTAAAATGTCAGGACTA
TATTCAAATACATATTTICGTTCCTTGGTTGCCAAGAAGTGTGACGCCTTGTAATTCCTCTT
CTTTTCTCATGATTCCTTCCTCCTTTATTTATACGCCGCGGCGATTGCCCCATAATAACGT
GTGTAGTTGTGGCAAGACGCGGACGTTGTTCATCTCTTTAGACTGTACTACTTTGTCAACG
AGCCATTCAAGTTTTTGCAATAATTGAAGGCGAAGCGTAACATCATCCGCTTCGTGTATGT
GATCGTTTCCGACTTGTACGTAAAACGGGACGGTTGGATAGCGTTGATGCACATGTTTGGC
GTATGCAAAATCTTCATCGTCAAACACGACAACTTTTAAGCTCACATGCCCGCGATGCGCT
GTAAGTCGTTCCATTATCATATCAAGCATTGTAAAATTTGTTTTCATATTTGAACTTGGCG
GCTTTGGTGAAATCGTTAAATCGTCAATGTCATAAAACCAATCTTGCCATACGCTCCCTTG
CGTTTCTAAGCCGATGCGTATGTITATGTTCTTTTAATAATGAAATAAGAGCACGAAGTCCT
TTTAATAACGCTGGGTTACCTCCAGAAATCGTCACGTGGTTAAAACGGTCCCCACCCATTG
GTTTCAGCTGTITGCAAATGTCTTCAGCCGCCATTTGCTTACTTCATTTITTGG

Sekil 8. M13-Forward (-21) primeri ile elde edilen DNA sirasi (845 bp)
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1 EcoRlI
] _XbaI

M13-reverse

pHK281

yaklagik olarak
4700 bp

kabul edersek

{ara bélgenin biyiklidind bilmivoruz)

HindIII

sirasi bilinmeyen bélge

I

—

Lac promotoru /
-/ M13-forward
HindIII / :
: HinclIl
Hinell .
b I'I Hinfl
Aa Taql

EcoRI

Sekil 9. pHK281 plazmidi (M13-Reverse kismindaki tarali bolge AI® geninin bir
kismim gostermektedir)

M13-Reverse primeri ile elde edilen siranin son 607 bp’lik kisminin yapilan protein
BLAST karsilagtirmalar1 sonucunda “muhtemel aliiminyum direng geni” olabilecegi
goriildii (Sekil 10).

Yapilan DNA dizi analizi verileri incelendiginde, M13-Reverse ve M13-Forward
primerleriyle elde edilen iki siranin da birbirleriyle cakismadigi bulundu. Ayrica, her iki
siranin toplam uzunluguna (833+845=1678 bp) ve dahil olduklar1 pUC18 plazmidinin
biiyiikliigii (2686 bp) de ilave edilirse (4364 bp) elde edilen biiyiikliik pHK281 plazmidinin
varsayilan bityiikliigiinii (yaklasik 4800-5000 bp) karsilamamaktadir. Dolayisiyla analiz

edilen her iki gen kisminin arasinda yer alan bir DNA kisminin bulunmasi gereklidir.
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ATGATTICGAATTCTICGCTGCTGGCGTAGGAGAGGTTCTAGAACACCCTCTATAAAAAAACT
AGGGATCGCTATGTCCTTAGGGGGTATAGCGTTTTTGTTTTAGAACGCTCTTTICTTCTTAC
GATGTTAGAAAGGAGAGCGAAAGATGAAAAAGGAAAAAGCAGTTIGTITGTTITTCAGCGGTGG
CCAAGATAGCACAACGTGTTTATTTITGGGCGAAAAAACATTTTGCTGAAGTGGAAGCGGTG
ACGTTTGACTATAACCAACGACATCGACTTGAAATTGACGTTGCCGCTTCGATTGCTAAAG
AGCTGAATGTACCCCATACGGTGCTTGATATGTCGCTATTAAATCAGCTCGCACCAAATGC
GCTTACAAGAAGCGATATAGCAATCGAGCAAAAAGAAGGACAATTGCCGTCCACGTTTGTC
GATGGGCGCAATTTATTGITTTTATCATTTGCGGCGGTGCTGGCAAAACAAAAAGGGGCAC
GTCATCTCGTGACAGGGGTIGTGCGAAACGGATTTTAGCGGCTATCCGGACTGTCGCGACGT
ATTTATTAAATCGTTAAACGTGACGCTAAATTTAGCGATGGATTACCAATTTGTCATTCAT
ACGCCGCTTATGTGGCTCAATAAAGCGGAAACGTGGAAGCTTGCAGATGAGTTAGGTGCGC
TTGAGTTCGTGCGCAATAAGACGCTCACGTGCTATAACGGCATCATCGCTGACGGGTGCGG
CGAATGTCCAGCGTGCGTGTTGCGCAACGCGGTCTTGACCATATATGAATGAAAGAAGGGA
CAAATGTGCGAGATTCACAAATTTATCCGAAGTCATCATC

Sekil 10. M13-Reverse (-49) primeri ile elde edilen DNA sirasinda ortaya konulan AI® gen
bolgesi (alt1 ¢izili kisim)

Eksik par¢anin yakalanabilmesi i¢in tasarlanan M13-Reverse primeri ile elde edilen
parcanin son kismina uygun olan 20 niikleotid uzunlugundaki HK281 primeri (5’-gCg
gAA ACg Tgg AAg CTT gC-3’) dizayn ettirildi. HK281 ve M13-Forward primerleri
kullanilarak yapilan PCR ile elde edilen DNA pargasi EcoRI ve Hindlll enzimleriyle
kesildi ve elde edilen parca ayni1 enzimlerle kesilen pUC18’e klonlandi. Elde edilen klonlar
icerisinden secilen dogru klonlardan biri DNA dizi analizine tabi tutuldu. “pF2” olarak
adlandirilan bu klonun 846 bp biiyiikliigiinde bir DNA pargasi tasidigi belirlendi (Sekil
11).

GNGGCAGCTGCGAGAGTTGGTGCGCTTGAGTTCGTGCGCAATAAGACGCTCACGTGCTATA
ACGGCATCATCGCTGACGGGTGCGGCGAATGTCCAGCGTGCGTGTTGCGCAAACGCGGTCT
TGACCAATATATGAATGAAAAGAAAGGAGCAAATGTGCGATGATTCAACAAATTTATCCGC
AAGTCATTCATCCGTITTCGCTATGAGCTAAATAAAGATATGCAAATTGCGGCGGCGCACTT
TATTCCACATGAAGCGGCCGGGCAATGTGCGAACATGCACGGACATACGTATTTTATCAAC
ATTACCGTTGCTGGTGACGAGCTGGATGATTCCGGTTTTTTAATTAACTTTCAACAGTTAA
AAAAACTCATCCACAATCGTITTTGACCATACGTTAATGAACGATCATACCGATGTATTTAG
CAACACGCAGGCGGAACATTTTCCGACGACAGAAGTCGTAGCGCGCAAAATTGCTGAAATC
GTGCAACAACATTTAGACACGTTGCCAAACAAACCGACGTGTGTCCAAGTIGTITTGTGCGGG
AGTCCCCGACAAGCTATGTCGTATATCGTCCGAAAGCAGGGAAACAATAATGGAGCGCATT
CCCGTCATTGAAATGTTTGGACCAACGATTCAAGGAGAAGGGATGGTCATCGGACAAAAAA
CGATGTTCGTGCGCACCGCCGGATGCGATTATCGTIGTCGCTGGTGCGATTCATCGTTTAC
GTGGGACGGTTCTGCAAAAAATGAAGTAAAGCAAATGACGGCTGAAGACATTTGGCAACAG
CTGAAACAACTGGGTGGTGACCGTTTTAACCACGTGACGATTTCTGGAGGTAA

Sekil 11. pHK281’deki eksik bolgeyi iceren pF2’nin sahip oldugu DNA siras1 (846 bp)
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Sonug olarak pUC18’e klonlanmis olan bakteriyel DNA parcasi 2210 bp’dir ve 666
bp’lik muhtemel aliiminyum diren¢ geni icermektedir. pHK281 plazmidinin tasidigi
aliiminyum diren¢ geninin DNA ve amino asit (aa) sirast Sekil 12’de verilmistir.

Yapilan sira analizleri sonucunda elde edilen agik okuma dizilerinin (ORF), NCBI
veri tabaninda bulunan The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) verileri
kullanilarak niikleotid ve protein sira analizleri ve karsilastirmalar1 yapildi. Niikleotid
karsilastirmalar1 icin genin 5°—3’ yonii esas alinirken, protein karsilastirmalarinda
ExPASy Proteomics Server kullanilarak 6 ihtimal dahilindeki amino asit siralar1 kullanildi.
Boylece pHK281 plazmidinin yukarida adi gecen 666 bp’lik aliiminyum direng geni (AIY)
oldugu ortaya c¢ikarilmis oldu. BLAST verilerine dayamilarak benzerligi bulunan

organizmalar ve benzerlik oranlar1 Tablo 4’te verilmistir.
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M>
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S
91 gaa
E
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D
181 gtg
\
226 aca
T
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S
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A
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406 ttt
F
451 caa
Q
496 acg
T
541 aat
N
586 ggc
G
631 tat
Y
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Tablo 4. AI® geninin aminoasit sirasinin protein-BLAST karsilagtirmasi sonucu
elde edilen benzerlik kategorileri ve oranlart

Sira Organizma % Benzerlik

Aliiminyum direncliligi agisindan;

1 Bacillus cereus ATCC 14579 91
2 | Bacillus cereus E33L 91
3 | Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 91
4 | Geobacillus kaustophilus HTA426 90
5 | Bacillus sp. NRRL B-14911 88
6 | Arthrobacter viscosus 87
7 Clostridium acetobutylicum ATCC 824 85
8 | Bacillus halodurans C-125 85
9 | Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 83
10 | Streptococcus mutans UA159 83
11 | Staphylococcus aureus RF122 82
12 | Bacillus clausii KSM-K16 80
13 | Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 80
14 | Bacteroides fragilis YCH46 79
15 | Neisseria meningitidis MC58 76
16 | Salmonella typhimurium LT2 71

ATPaz benzerligi agisindan;

1 Bacillus anthracis A2012 91
2 Clostridium acetobutylicum ATCC 824 85
3 Streptococcus mutans UA159 83
4 Vibrio splendidus 12B01 77
5 Vibrio sp. MED222 77
6 Vibrio cholerae 0395 77
7 Vibrio sp. Ex25 76
8 Vibrio vulnificus CMCP6 76
9 Vibrio vulnificus YJ016 76
10 | Haemophilus influenzae R2866 76
11 | Vibrio cholerae RC385 76
12 | Haemophilus influenzae 86-028NP 76
13 | Haemophilus influenzae R2846 76

Hem aliiminyum direncliligi hem de ATPaz 6zelligi bakimindan;

1 Clostridium acetobutylicum ATCC 824 85
Streptococcus mutans UA159 83

Aliiminyum direncliligine sahip oldugu bilinen organizmalarin direnglilik genleri
ile pHK281 plazmidinde bulunan direnclilik geninin aa siralarinin karsilagtirmalar ise

CLUSTAL W (1.82) program ile yapilmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. AI® geni aa sirasinin diger organizmalarla karsilastirilmasi

pHK281

Bacillus cereuc ATCC 14579
Arthrobacter viscosus 1
Arthrobacter viscosus 2

Bacillus halodurans strain C-125
Neisseria meningitidis MC58
Streptococcus mutans UA159
Staphylococcus aureus subsp. aureus
Bacteroides thetaiotaomicron VPI

Clostridium acetobutylicum ATCC 8

Salmonella typhimurium LT2

pHK281

Bacillus cereus ATCC 14579
Arthrobacter viscosus 1
Arthrobacter viscosus 2

Bacillus halodurans strain C-125
Neisseria meningitidis MC58
Streptococcus mutans UA159
Staphylococcus aureus subsp. aureus
Bacteroides thetaiotaomicron VPI
Clostridium acetobutylicum ATCCS
Salmonella typhimurium LT2

PHK281

Bacillus cereus ATCC 14579
Arthrobacter viscosus 1
Arthrobacter viscosus 2

Bacillus halodurans strain C-125
Neisseria meningitidis MC58
Streptococcus mutans UA159
Staphylococcus aureus subsp. aureus
Bacteroides thetaiotaomicron VPI

Clostridium acetobutylicum ATCCS8

Salmonella typhimurium LT2

PHK281

Bacillus cereus ATCC 14579
Arthrobacter viscosus 1
Arthrobacter viscosus 2

Bacillus halodurans strain C-125
Neisseria meningitidis MC58
Streptococcus mutans UA159
Staphylococcus aureus subsp. aureus
Bacteroides thetaiotaomicron VPI
Clostridium acetobutylicum ATCCS
Salmonella typhimurium LT2

———-MK-—————————— KEK-——--AVVVFSGGQDSTTCLFWAKKHF--AE
-———-MK-—————————— KEK-———-AVVVFSGGQDSTTCLFWAIEQF-—-AE
———MLRVRGSSYPLKKTKEKQYSILRVVFSGGQDSTTCLFWAMERF--EE

-——-MMK-—————————— KEK-———-AVVVFSGGQDSTTCLFWAMERF--EE
-———-ME-————————— NKKKK---AVVVFSGGQDSTTCLFWALKTF-—-DE

MS———- ——NQQ ALVIFSGGODSTTCLIQATIQTYGREN
-———-MK-—————————— RQS-——-ALVVFSGGQDSTTCLFWAMKHY--EY
MESVLN-—————————— NEK-—-—-—-AIVVFSGGQDSTTCLFYAKKHF--KE
———MMN-—————————— RET-——-ALVVFSGGQDSTTCLFWAKRNF--KK
MEISIN-—————————— KEK-——--ALVVFSGGQDSTTCLFWAKKRY--KE

MKR-—— ————AVVVFSGGQODSTTCLAQARHQY--DE

ke kkkhkkhkkkhk kK *

VEAVTEFDYNQRHRLEIDVAASIAKELNVP-HTVLDMSLLNQLAPNALTRS
VEAVTENYNQRHKLEIDCAAEIAKELGIK-HTVLDMSLLNQLAPNALTRT
VEAVTFDYNQRHSLEIECAQKIAKELGIT-HHILDMSLLNQLAPNALTRS
VEAVTFDYNQRHSLEIECAQKIAKELGIT-HHILDMSLLNQLAPNALTRS
VATVTFDYGQRHAEEIECAKEIAEQLGVS-FRVLDMTLLNQLTESALTRE
VOAITFQYGQRHAVELERARWIAQDLGVK-QTVLDLSLMRQITHNALMDD
VETVTEFSYGQRHSQELEVAKETIAAEQGVK-HHILDMSLLGQITENALTSD
VELVTENYGQRHDTEIEVAKQIAQDQGMK-HHVLDMSLLSQLTPNALTQH
VYALSFLYGQKHQKEVELAREIARKAEVE-FDVMDVSFIGTLGHNSLTDT
VVAVSEFDYNQKHKLELECAKDICKKHGVE-HHILDMKLLNQLAPNSLTRA
VHCVTEFDYGQRHRAEIDVARALALKLGARAHKVLDVTLLNELAVSSLTRD
I HE I : L

DIATIEQ---KEGQLPSTFVDGRNLLFLSFAAVLAKQKGARHLVTGVCETD
DMEITH---EEGELPSTFVDGRNLLFLSFAAVLAKQVGARHIVTGVCETD
DIAVEDG--EDGELPSTFVPGRNLLFLSFAGVLASQIGAKHIVTGVCETD
DIAVEDG--EDGELPSTFVPGRNLLFLSFAGVLASQIGAKHIVTGVCETD
EIAVKDG--ENGELPSTEFVPGRNQLFLSFAAVYAKQIGARHLVIGVCETD
TAATET---AENGVPNTFVDGRNALFLLYAAIYAKGQGIRHITIAGVCETD
—-IAIET---KDGEVPNTFVDGRNHLFLSFAAVLAKQRKIRDIVTGVCQTD
DMEITN---NEDGIPNTFVPARNLLFLSFAGALAYQIGAKHIITGVCETD
TMVMDQEK-PAGSVPNTFVPGRNLFFLSIAAVYARERGINHLVTGVSQTD
DMKVDEDA-PKDGPPNTFVDGRNLLFLSFAAVFAKQRGINNIITGVSQSD
SIPVPDYEPNADGIPNTFVPGRNILFLTLAAIYAYQVKAEAVITGVCETD

KKk K Kk akx kK Sk sk
FSGYPDCRDVFIKSLNVTLNLAMDYQFVIHTPLMWLNKAETWKLADELGA
FSGYPDCRDVFVKSLNVTLNLSMDYPFVIHTPLMWIDKAETWKLSDELGA
FSGYPDCRDVFIKSLNVTLNLSMDQSFVIDTPLMWLNKEETWELA-————
FSGYPDCRDVFIKSLNVTLNLSMDQSFVIDTPLMWLNKEETWELA—————
YSGYPDCRDVFIKSLNVTLNLAMDDQFVIHTPLMWLDKAETWKLADELGA
FSGYPDCRDVFVKSMNVTLNLAMDYDFQIHTPLMYLTKAQTWALADEMGV
FSGYPDCRDVFVKSLNVTLNLAMDYEFVIQTPLMWLDKAETWELADQLGK
FSGYPDCRDSFIKSMNVTLSLAMDKDFVIHTPLMWLNKAETWKLSDELEV
FSGYPDCRDAFIKSLNVTLNLAMDEQFVIHTPLMWIDKAETWALADELGV
FSGYPDCRDVFIKSLNVTLNLAMDYQFVLITPLMWIDKAETWKLADDLGV
FSGYPDCRDEFVKALNHAVNLGMAKDIRFETPLMWIDKAETWALADYWGQ
:******** *:*::* ::.*'*

KhkkKk oo K ekk Ko

29
29
45
30
31
31
29
33
30
33
27

78
78
94
79
80
80
78
82
79
82
77

125
125
142
127
128
127
124
129
128
131
127

175
175
187
172
178
177
174
179
178
181
177
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PpHK281

Bacillus cereus ATCC 14579
Arthrobacter viscosus 1
Arthrobacter viscosus 2

Bacillus halodurans strain C-125
Neisseria meningitidis MC58
Streptococcus mutans UA159
Staphylococcus aureus subsp. aureus
Bacteroides thetaiotaomicron VPI
Clostridium acetobutylicum ATCCS8
Salmonella typhimurium LT2

pHK281

Bacillus cereus ATCC 14579
Arthrobacter viscosus 1
Arthrobacter viscosus 2

Bacillus halodurans strain C-125
Neisseria meningitidis MC58
Streptococcus mutans UA159
Staphylococcus aureus subsp. aureus
Bacteroides thetaiotaomicron VPI
Clostridium acetobutylicum ATCCS8
Salmonella typhimurium LT2

LEFVRNKTLTCYNGIIADGCGECPACVLRKRGLDQYMNEKKGANVR---- 221
FEFVREKTLTCYNGIIGDGCGECPACQLRKAGLDTYLQEREGANN————— 220
LDFVREKTLTCYHGIRGDGCGECPACMLRRRGLELYLAEKEGDRA—-———— 223
LDYIREQTHTCYNGIVG-GCRECPSCILRERGLAEYLESKKAV-—————— 219
FDYVROQKTLTCYNGIRGTGCRQCPACHLRQAGLEKYLSQKGKN—-—————— 217
LDYIRTKTLTCYNGIIGDGCGECPACHLRQRGLNQYLESKGAL-—————— 222
LDLIRNETLTCYNGIQGDGCGHCPACTLRREGLEKYLKKKNQ———————— 220
LDIVKNETLTCYNGIKGNGCGECPACKLRKNGYVEFKRLYK————————— 222

LDLVREETLTCYNGIKGDGCGHCAACNLRANGLNHYLSNKAAVMAAMKQK 227

TGLR 231

A. gonensis G2 bakterisinin AI® geninin aa sirasmin karsilastirmas: yapildiginda
genin “PP-loop superfamily” ATPaz’larina benzerligi de ortaya kondu. Bu karsilastirmanin

sonuclar1 Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. A. gonensis G2 bakterisinin diger bazi1 organizmalardaki PP-loop superfamily ATPaz’larla aa siras1 karsilastirmasi

Feature 1 ##H# #HH# # #

E coli. 15 QILVAFSGGLDSTVLLH. [4] .W.[ 9] .RAIHVHHGL. [7] .VTHCEN. [23] .EAQ ARQARYQAFAR. [6]. 110

A. gonensis G2 05 KAVVVFSGGQDSTTCLF W.[ 8].EAVTFDYNQ. [5].IDVAAS.[32].EQK.[10].GRNLLFLSFAA.[9]. 115

Nephroselmis 08 RLLISCSGGQDSVTLLFE.[4].L.[ 8].GVVYCNHMW. [7] .PAKLAR. [20] .EEE GRSWRLRVLCR. [8]. 151

Bifidobacterium 45 LVLVACSGGRDSMALAA.[4].V.[ 8].GAVIVDHGL.[7].ASEAAD. [24] .EAA ARQARYDELCA.[8]. 142

Desulfotalea 30 KIIVGVSGGADSIALLH.[4].L.[ 6] .IAIYIDHGL.[8].ISFVKG.[27].EDA ARRLRYQAFAE. [8]. 129

Desulfovibrio 64 HCVVALSGGADSTALLL.[4].L.[ 8].SALHVDHGL.[7].ARAAVT.[27] .EEA GRKARYDLLAA.[8]. 164

Mesorhizobium 21 GAVAAVSGGSDSTALLL.[4].H.[10].LAVTIDHGL.[7].AQAVAK. [23].PAA ARDARYHLLAE.[8]. 119

Legionella 21 KLIVGFSGGLDSTVLLH.[4].T.[ 7].LAVHINHGI.[7].QRHCEQ.[22].EEA ARNARYDFFSS.[6]. 113

Helicobacter 15 KNLLGFSGGLDSTCLFF.[4].E.[ 4] .DIALVDYNT. [7].IQHAQK. [21].EMQ ARKIRYDFFET. [8]. 105

Buchnera 13 SFLVAYSGGLDSTVLLY.[4].I.[ 8].RAIHINHNL.[7].SEHCKK.[23].EEK LRIKRYNIIYN.[6]. 107
* Kk *x kK

Feature 1

E coli. 111 VLVTAQ. [5] .CETFLLALK RG.[19] .LIRPLLARTRGEL. [33] 197

A. gonensis G2 116 HLVTGV CETDFSGYP. [2] .RD.[19] .IHTPLMWLNKAET. [33] 199

Nephroselmis 152 YISTGH. [5].IETLLSNVL RG.[27] .IIRPLLGISRLEL. [33] 246

Bifidobacterium 143 AVLLAH. [5] .AETVLIGLL RS.[19] .FARPLLTLTRAET. [33]. 229

Desulfotalea 130 YIMVAH. [5].VEEFFIRLL RG.[15] .LLRPLLSLTKADL. [33]. 212

Desulfovibrio 165 WICTGH. [5] .AEDVLMRLV RG.[17].ILRPLLLTEKDRL. [33] 249

Mesorhizobium 120 LIVTGH.[5].AETVLMRHA RD. [25] . IVRPLLGTRRSAL. [33] 212

Legionella 114 CLVLGH. [5] .AETVLLQLF RG.[19] .LARPFLTCPRVEL. [33] 200

Helicobacter 106 HLILAH.[5].LEWFLMQLS KG.[19].IVRPLLYTPKDTL. [31]. 190

Buchnera 108 ILLTGH.[5].CETFFLSLK RG.[19] .IVRPFLKKTKIEL.[33]. 194

€S
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3.3. ilgili Gen Uriiniiniin Biyokimyasal Karakterizasyonu

flgili gen iiriiniiniin karakterizasyonu igin 6ncelikle tam siras1 belirlenmis olan gen
uygun bir sekilde bir ekspresyon vektoriine aktarildi. Bu vektor vasitasiyla elde edilen

protein saflastirildi ve biyokimyasal 6zellikleri tespit edildi.

3.3.1. AI® Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

llgili gen iiriiniiniin karakterizasyonu icin oncelikle tam sirasi belirlenmis olan
genin ekspresyon vektoriine aktariminin saglanabilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan restriksiyon
kesim bolgelerini icerecek sekilde tasarlanan primerler (Fatihl ve Fatih2) kullanildi. Bu
primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda 675 bp biiyiikliigiinde, 5° ucunda Ndel ve 3’
ucunda BamHI kesim bolgeleri iceren AI® geni elde edildi (Sekil 13).

Sekil 13. pHK281’in Fatihl ve Fatih2 primerleriyle verdigi PCR
sonucunun % 1’lik agaroz jel elektroforezi (M: Smart
DNA Ladder (Eurogentec)

Bu DNA parcasi, TOPO-T/A (Invitrogen) klonlama vektoriine klonlandi. Boylece
pTOPO—AlR plazmidi elde edildi ve bu plazmid, E. coli TOP10 hiicresine aktarildi.
pTOPO-AI® plazmidinin DNA’s1, EcoRI, Hindlll ve BamHI/Ndel enzimleriyle kesilerek
dogruluklan tespit edildi. Boylece ilgili plazmidin dogrulugu ortaya konmus oldu (Sekil
14).
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1000 bp
800 bp

600 bp

Sekil 14. pTOPO—AlR plazmidinin DNA’sinin kesim sonucunun %
I’lik agaroz jel elektroforezi (1: EcoRl, 2: Hindlll, 3:
BamHI/Ndel ve 4: Smart DNA Ladder (Eurogentec)

Tek bir dogru koloni secilerek QIAGEN Plasmid Isolation Kit (Qiagen, Valencia,
CA) ile firmanin 6ngordiigii sekilde izole edildi ve hem bu DNA hem de bu klon sonraki
calismalarda kullanildi. pTOPO+AI® den Ndel ve BamHI enzimleriyle ilgili gen bdlgesi
kesildi ve agaroz jelden temiz bir sekilde izole edilerek yine ayni enzimlerle kesilmis olan
pET11a ekspresyon vektoriine klonlandi (Sekil 15 ve 16). pET11a+A1R plazmidi daha
sonra elektrokompotent E. coli MC1061 konak hiicrelerine aktarildi. Elde edilen
kolonilerden izole edilen pDNA’larin enzim kesimleri sonucu dogru olan (C5 nolu klon,
Sekil 17) secilerek bundan sonraki calismalarda kullanildi. C5 plazmid DNA’s1, Dral,
Hindlll, BamHI/Ndel ve EcoRl/Xbal enzimleriyle kesilerek dogruluklari tespit edildi.
Kesim sonuglarina gore Dral kesiminin sonucunun 5600+700 bp, Hindlll kesiminin
sonucunun 5677+600 bp, BamHI/Ndel kesiminin sonucunun 5677+600 bp ve EcoRl/Xbal
kesiminin sonucunun 5377+900 bp seklinde yapilan hesaplara uydugu goriildii. Boylece

ilgili plazmidin dogrulugu ortaya konulmus oldu (Sekil 18).
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1000 bp —p

800 bp —»
600 bp —p

Sekil 15. pET1la ve pTOPO—AlR plazmidlerinin Ndel ve BamHI
kesim sonuglarinin % 1’lik agaroz jel elektroforezi (M:
Smart DNA Ladder, 1: pET11a’nin Ndel ve BamHI kesim
sonucu, 2: pTOPO-AI*"nin Ndel ve BamHI kesim sonucu)

1000 bp —p
800 bp —»
600 bp —»

Sekil 16. Kesim sonrast % 1’lik jelden saflastirilmis Ndel ve BamHI
bolgeli AI® ve aymi enzimlerle kesilmis alict pETIla

vektoriiniin % 1’°lik agaroz jel elektroforezi (M: Smart DNA
Ladder, 1: A}, 2: pET11a)
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6000 bp —

1000 bp
800 bp —
600 bp —

Sekil 17. C5 plazmidinin % 1’lik agaroz jel elektroforezi (M: Smart
DNA Ladder)

M Dral HindIlll Ndel/ EcoR1/
BamHI  Xbal

1000 bp —» B
800 bp —» =

Sekil 18. pETl1la-AI® plazmidinin 4’li kesiminin % 1’lik agaroz jel
elektroforezi (M: Smart DNA Ladder)
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3.3.2. Proteinin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

Ekspresyon calismalarinda pET11a+AI%, E. coli BL21(DE3) ve E. coli C43(DE3)
konak hiicrelerine aktarildi. Baslangicta iki ayr1i (28 ve 37°C) sicaklikta inkiibasyon
yapildi. Ayrica E. coli BL21(DE3) konak hiicresinde elde edilen ekspresyonda, daha fazla
hiicresel protein olmasi ve zaman zaman iyi sonu¢ vermemesi nedeniyle E. coli C43(DE3)
konak hiicresi caligmalarda tercih edilmistir (Sekil 19). Yine ekspresyon siiresinin
belirlenmesinde, gece boyu olarak inkiibe edilen kiiltiirden, 0., 2., 4. saatlerde ve gece boyu
olarak 1,5 ml ornekler alind1 ve bu ornekler Coomassie Brillant Blue boyali SDS-PAGE
analizine tabi tutuldu. Bunun sonucunda ekspresyon siiresinin, 37°C’de ve gece boyu
inkiibasyonda daha verimli oldugu saptandi. Bundan sonraki ¢aligmalarda, bu degerler esas

alindi (Sekil 20).

25 kDa ——»

Sekil 19. E. coli BL21(DE3) ve C43(DE3) konak hiicrelerinde ekspresyonun
kargilastirilmas: (1: BL21(DE3) Kontrol, 2: BL21(DE3)/pET11a—A1R, 3:
C43(DE3) Kontrol, 4: C43(DE3)/pET11a- AR pellet sonuclart 5: Protein
Markiri, 6-7-8-9: Aym sira ile siipernatant sonuglart)
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Sekil 20. Farkli inkiibasyon sicaklik ve siirelerinin C5 plazmidini iceren E. coli
C43(DE3) hiicresinde denenmesi (1 ve 7: Markir, 2: E. coli C43(DE3)
kontrol, 3: 37°C’de 0. saat, 4: 37°C’de 2. saat, 5: 37°C’de gece boyu, 8: E.
coli C43(DE3) kontrol, 9: 28°C’de 0. saat, 10: 28°C’de 2. saat, 11:
28°C’de gece boyu inkiibasyon, Ok: 25 kDa)

Coktiiriilmiis hiicreler, 1X PBS tamponu (20 ml/L kiiltiir)’de ¢oziildii, iki kez
dondurma ve eritme isleminden sonra, sonikator (%30 amplitude, 2 dakika toplam islem
siiresi, 20 saniye pulse ON/OFF) yardimiyla parcalandi. Elde edilen siispansiyon, yiiksek
hizda santrifiijlenerek coktiiriildii ve siipernatant farkl bir tiipe aktarildi. Hem siipernatant
hem de pellet kismi, Coomassie Blue-boyali SDS-PAGE’e yiiklendi. Bu islem sonucunda
proteinin “sitosolik” (soluble = ¢oziinebilir) karakterde oldugu saptandi (Sekil 21).

PELLET SUPERNATANT-----------—-

Sekil 21. Proteinin sitosolik karakterde oldugunun gosterilmesi (M: Markir, Knt: kontrol)
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Proteinin denatiirasyon sicakligi ve siiresinin tespit edilebilmesi icin, 50, 55, 60, 65
ve 70°C’ler olmak iizere 5 farkli sicaklik derecesi, 15, 30, 45, 60, 120 dakika ve gece boyu
olmak iizere 6 farkl siirede uygulama gerceklestirildi (Sekil 22). Tim bu uygulamalar
sonucunda proteinin, 65°C’de 30 dakika muamele edilmesiyle, ortamda bulunan konak

hiicre kaynakl diger proteinlerin uzaklastirildig: goriildii (Sekil 23).

Sekil 22. Pellet ve siipernatant kisimlarina ait denatiirasyon sicakligi
uygulamasi (M: Markar; Ok 25 kDa)

M Knt 15 300 45 60" 90" 120" O/N

Sekil 23. 65°C sicaklikta farkli siirelerde denatiirasyon (M: Markir; Knt:
Kontrol; Ok 25 kDa)

Protein 6rneginin saf olarak elde edilebilmesini saglamak i¢in kullanilacak olan
kolonun ve uygun tamponun se¢iminde, proteinin sahip oldugu pl noktasi (6,94) esas
alindi. Buna dayanarak, 3 farkli pH’da tampon ve buna uygun da matriks secildi. Bunlar,

1. S-Sepharose kolonu i¢in MES, pH 6,0 tamponu,

2. Q-Sepharose kolonu i¢in Tris-Cl, pH 7,5 tamponu,
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3. Q-Sepharose kolonu i¢in Tris-Cl, pH 8,0 tamponu seklindedir.

Protein Orneginin denatiirasyonundan sonra elde edilen siipernatant, 3 tiipe
boliinerek ilgili tamponlarin 20 mM’lik konsantrasyonlarinda diyaliz edildi. Diyaliz
isleminden sonra Ornekler tekrar 5 tiipe boliindii ve her tiipte 10 kez ayni tamponla
sulandirildi. Kolon isleminden sonra elde edilen fraksiyonlar, SDS-PAGE analizine tabi
tutulmus ve saflastirma i¢in gerekli en uygun ortamin S-Sepharose matriksi ile MES pH
6,0 tamponu olduguna karar verilmistir (Sekil 24). Ayrica kolondan sonra ortamda
herhangi bir kontaminant proteininin olup olmadiginin daha iyi tespiti icin ise, Coomassie
Blue boyali SDS-PAGE’in yam sira daha hassas sonu¢ veren giimiis boyama teknigi de
uygulandi. Bu kolondan elde edilen fraksiyonlar biriktirilerek, Amicon filtrasyon
membrani (cut off 5 kDa) kullanilarak konsantre edilmistir. Daha sonra bu 6rnek, Hiload
(Superdex200 16/60) kolonundan gecirilerek daha da saflagtinnlmistir. Elde edilen
fraksiyonlar SDS-PAGE ile tespit edildikten sonra, Bio-Rad Protein Assay kiti yardimiyla

protein konsantrasyonu belirlendi.

FT W e 100 mM NaCl fraksiyonlan

M
;E

Sekil 24. S-Sepharose matriksi MES pH 6,0 tamponu kullanilarak yapilan iyon degisim
kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlar (M: Markir; FT: Flow Through;
W: Wash; Ok 25 kDa).

Filtrasyon ile yogunlastirilan protein ornegi, “AKTAT™explorer Chromotography
Systems” cihaz1 ile HiLoad (Superdex 200, 16/60, Amersham Pharmacia) kolonu
kullanilarak jel filtrasyon kromatografisine tabi tutuldu. Boylece protein daha saf ve yogun
olarak elde edildi (Sekil 25).
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Sekil 25. Proteinin HiLoad (Superdex 200, 16/60) kolonu ile jel filtrasyon
kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlar (M: Markir, sayilar
elde edilen fraksiyon sayilarinm ifade ediyor; Ok 25 kDa).

3.3.3. Proteinin Enzimatik Ozelliklerinin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Protein-BLAST karsilastirmalart sonucunda elde edilen verilerde, direnclilik
geninin aym1 zamanda “PP-loop superfamily ATPaz’lara olan benzerliginden dolay1
proteinin enzimatik karakterde olabilecegi diisiiniildii (Tablo 6). Bu nedenle, literatiire
bakilarak belirlenen ikili enzim yontemi denendi. Fakat yontemin yiiksek sicakliklarda

kararli olmamas1 nedeniyle standart ATPaz aktivite testleri kullanildi.
3.3.3.1. ikili Enzim Yontemi fle Aktivitenin Varhginin Tespiti

Bu yontemde ATPaz aktivitesi, Ogawa vd.’ne (2000) géore NADH oksidasyonu ile
ATP hidrolizinin oraninin belirlenmesine dayanan standart ikili enzim yonteme gore
yapildi. Spektroskopik Olctimler, 340 nm’de yapildi ve proteinin ATPaz aktivitesi,
miligram proteinin dakikada hidrolizledigi mM ATP olarak hesaplandi. Denemeler
37°C’de 1sitmali spektroskopi kiivetinde yiiriitiildii. ATPaz aktivitesini gosterecek olan 340
nm’deki optik yogunluktaki diisiis, bilgisayar yardimiyla belirlendi (Sekil 26). Bu deney
sonucunda spesifik aktivite 0,1423 puM/mM protein/dakika olarak hesaplandi.
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1930

0990

Sekil 26. 0,5 mM ATP kullanilarak yapilan ATPaz aktivite tespiti

3.3.3.2. Standart ATPaz Yontemi ve Biyokimyasal Karakterizasyonlar

Standart ATPaz yontemi, ATPaz’in substrati olan ATP’yi, ADP ve inorganik
fosfata (Pi) parcalanmasiyla agiga cikarttigi Pi’nin kolorimetrik olarak belirlenmesi esasina
dayanan Goldenberg ve Fernandez’e (1966) gore gerceklestirildi. Enzimin saliverdigi Pi
miktart mg/100 ml olarak hesaplandiktan sonra bu deger, 1 iinite, 100 ml’de 1 dakika

siirede hidroliz olan nM ATP degerini verecek sekilde iinite birimine doniistiiriildii.

3.3.3.2.1. ATPaz Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Enzimin en iyi ¢aligabildigi tampon ve pH’y1 bulabilmek i¢in, asetik asit (pH: 4,0—
5,0-6,0), HEPES (pH: 7,0-8,0), Tris (pH: 9,0) ve Glisin-NaOH (pH: 10,0) tamponlar1
kullanildi ve deneyler bakterinin biiylime sicakligi olan 55°C’de yiiriitiildii. Yapilan
caligsma ile enzimin en iyi aktivite gosterdigi pH noktas1 6,0 olarak belirlendi (Sekil 27). Bu
pH degerinin +1 degerlerinde % 70-80’lik bir aktivitenin oldugu goriildii.
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Sekil 27. pH-ATPaz aktivitesi grafigi

3.3.3.2.2. ATPaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgm Etkisi

Uygun pH belirlendikten sonra, bu pH ve tampon kullanilarak, 25, 35, 45, 55, 65,
75, 85 ve 100°C’lere ayarlanmis su banyolar1 ve termal 1siticilar kullanilarak aktivite-

sicaklik iliskisi incelendi. Denemeler sonucunda en uygun sicaklik noktasinin 73°C oldugu

belirlendi (Sekil 28).

140
120
100

% Aktivite

Sekil 28.

T
20 30 40 50 60 70 80 J‘HO 110

oC

Sicaklik-ATPaz aktivitesi grafigi
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3.3.3.2.3. ATPaz Aktivitesi Uzerine Kinetik incelemeler

Uygun tampon, pH ve sicaklik belirlendikten sonra Michaelis-Menten Egrisi ¢izildi
(Sekil 29). Daha sonra cizilen Lineweaver-Burk egrilerinin olusturdugu dogrunun x
eksenini kestigi nokta -1/ K, ’ye esitlenerek enzimin K,, degeri 10 uM, y eksenini kestigi

nokta ise 1/V,,,, "a esitlenerek V,,,, degeri ise 7,2 iinite olarak hesapland1 (Sekil 30).

012 4
011 o
0.1 -
0.09 4
0.09 4

0.07 4
0.06

Alktivite (Pi salinim maf1 00 mil)

0.05 4

Dnd T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
o5 10 15 20 254 30 35 40 45 50 55 GO 65 70 75 8O 85 90 45 100

rmikrob ATF

Sekil 29. ATP icin Michaelis-Menten Egrisi

. y = 3,5174 + 0,0373
0,15 - R = 0,9945

W
=
b

1is

Sekil 30. ATP i¢in Lineweaver-Burk Egrisi
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3.3.3.2.4. ATPaz Aktivitesi Uzerine Tuz Gerekliligi

ATPaz’larin kofaktor olarak bir veya birkac metale ihtiyag duymalarindan dolay1
Na*, Mg**, K* gibi kofaktorlerin aktivite iizerine etkisi incelendi. Bu nedenle, 0, 50, 100,
150, 200, 400, 600 ve 1000 mM konsantrasyonlarda Na®, 0, 2, 8, 10, 20, 40, 100 ve 200
mM konsantrasyonlarda Mg** ve 0, 5, 10, 15, 20, 50, 100 ve 200 mM konsantrasyonlarda

K" ile deneyler yiiriitiildii.
3.3.3.2.4.1. Magnezyum (Mg*?)

Bilindigi gibi Mg*?, bircok ATPaz’in kofaktoriidiir. Fakat literatiire baktigimizda,
bu iyonun kullanilmadigi ATPaz reaksiyonlarina da rastlamaktayiz (Schirmer vd., 1998;
Herdendorf vd., 2002; Geisler vd., 1998; Melkani vd., 2003). Enzimimizin Mg*z’ye
bagimliligim test etmek i¢in reaksiyon ortamina kontrol grubu haric, 2, 8, 10, 20, 40, 100
ve 200 mM konsantrasyonlarda olacak sekilde MgCl, ilave edildi. Sonug¢ olarak 10 mM
Mg** ilavesinin aktiviteyi 2,85 kat daha fazla arttirdign tespit edildi. Fakat 10 mM’dan
sonra aktivite magnezyum kullanilmada yapilan reaksiyondaki aktiviteye gore 1,34 kata

kadar gerilemektedir (Sekil 31).

100 ~

80 -

60 -
40 -
20
0.
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mM Mg+2

% Aktivite

Sekil 31. ATPaz aktivitesine Mg** iyonunun etkisi
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3.3.3.2.4.2. Sodyum (Na*)

Magnezyumda oldugu gibi Na* iyonu da bircok ATPaz’in ¢alismasi igin gereklidir
(Schirmer vd., 1998; Herdendorf vd., 2002; Geisler vd., 1998; Melkani vd., 2003). Bu
nedenle, kontrole karst 50, 100, 150, 200, 400, 600 ve 1000 mM son konsantrasyonda
NaCl ilave edilerek reaksiyon gerceklestirildi. Yapilan deneyler sonucu enzimin 400 mM

Na”de maksimum verimi verdigi gozlendi. Bu konsantrasyonda aktivite 5,7 kat artmistir

(Sekil 32).
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Sekil 32. ATPaz aktivitesine Na* iyonunun etkisi

3.3.3.2.4.3. Potasyum (K")

Benzer sekilde, kontrole karsi 5, 10, 15, 20, 50, 100 ve 200 mM son
konsantrasyonlarda KCI igeren reaksiyon serileri hazirlanmis ve reaksiyona K™ iyonunun

etkisi gosterilmeye calisildi. K™ iyonunun 50 mM konsantrasyonda aktiviteyi 3,3 kat

artirdig1 gozlendi (Sekil 33).
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Sekil 33. ATPaz aktivitesine K" iyonunun etkisi

Her bir tuzun maksimum gereklilik gosteren noktalar belirlendikten sonra,
Mg**/Na*, Mg*/K* ve Na'/K* reaksiyonlar da yiiritiildii. Yapilan deneyler sonucunda
enzimin, 10 mM Mg ve 400 mM Na* iyonlan konsantrasyonlarinda daha iyi aktivite
gosterdigi belirlendi (Sekil 34).
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Sekil 34. ATPaz aktivitesinde kofaktor etkisi
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3.3.3.2.5. ATPaz Aktivitesi Uzerine Metallerin Etkisi

ATPaz aktivitesi tizerine yukarida bahsi gecen metallerden baska cinko, bakir,
kobalt, kadmiyum, mangan, lityum, giimiis ve aliiminyum (Zn**, Cu*?, Co*?, Cd**, Mn*,
Li*, Ag* ve AI*®) iyonlarimin da etkisi incelendi.

Bu metaller igerisinde yalnizca Zn*? iyonu 100 mM konsantrasyonda aktiviteyi 1,2
kat arttirdig1 gozlendi (Sekil 35). Diger metaller ise genel olarak konsantrasyona bagh
olarak aktiviteyi azaltic1 veya sonlandirict etkide bulunmakta olduklan tespit edildi. Cu*
iyonunun, aktiviteyi goreceli olarak azalttigt ve 200 mM konsantrasyonda aktiviteyi
durdurdugu (Sekil 36); Co** iyonunun, 0,005 mM konsantrasyonda bile aktiviteyi %
40’lardan asagiya cektigi ve 100 mM’dan sonraki konsantrasyonlarda durdurdugu (Sekil
37); Cd** iyonunun, 0,05 mM konsantrasyondan itibaren aktiviteyi %80’ lere kadar azalttig1
ve 200 mM konsantrasyonda yartya kadar diisiirdiigii (Sekil 38); Mn*? iyonunun, 0,1 mM
konsantrasyonda aktiviteyi % 53 azaltug (Sekil 39); Li" iyonunun, 0,1 mM
konsantrasyonda aktiviteyi yariya diisiirdiigii ve 100 mM konsantrasyonda ise durdurdugu
(Sekil 40) ve Ag" iyonunun ise 0,05 mM konsantrasyonda aktiviteyi % 30 kadar azalttig
ve 200 mM’da % 4’lere cektigi gozlendi (Sekil 41). A" iyonunun etkisine baktigimizda
ise 7 mM konsantrasyonda aktiviteyi % 96’ya kadar arttirdi (Sekil 42).
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Sekil 35. ATPaz aktivitesine Zn*> iyonunun etkisi
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Sekil 36. ATPaz aktivitesine Cu** iyonunun etkisi.
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Sekil 37. ATPaz aktivitesine Co* iyonunun etkisi
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Sekil 38. ATPaz aktivitesine Cd** iyonunun etkisi
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Sekil 39. ATPaz aktivitesine Mn** iyonunun etkisi
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Sekil 40. ATPaz aktivitesine Li* iyonunun etkisi
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Sekil 41. ATPaz aktivitesine Ag* iyonunun etkisi
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Sekil 42. ATPaz aktivitesine Al iyonunun etkisi.

3.3.3.2.6. ATPaz Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin Etkisi

i. EDTA

ATPaz aktivitesine EDTA’nmin etkisini anlamak i¢in kontrol grubu yaninda, 0,1;

0,5; 1; 5; 10; 50 ve 80 mM EDTA kullanildi. Deneyler sonunda, 0,1 mM EDTA’nin
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aktiviteyi % 24 azalttig1 ve kullanilan en yiiksek konsantrasyon olan 80 mM EDTA’nin ise

aktiviteyi % 62 oraninda azalttigr goriildi (Sekil 43).
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Sekil 43. ATPaz aktivitesine EDTA nin inhibitor etkisi

ii. f-merkaptoetanol

ATPaz aktivitesine f-merkaptoetanol’iin etkisini anlamak i¢in kontrol grubu
yaninda, 1; 5; 10; 100; 200 ve 300 mM konsantrasyonlarda fS-merkaptoetanol’li
reaksiyonlar diizenlendi. Sonug¢ olarak pg-merkaptoetanol’iin, 1 mM konsantrasyonda
aktiviteyi % 38 inhibe ettigi ve 200 mM’dan sonraki konsantrasyonlarda aktiviteyi

tamamen durdurdugu goriildii (Sekil 44).
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Sekil 44. ATPaz aktivitesine S-merkaptoetanol’iin inhibitor etkisi

3.3.3.2.6.3. Sodyum Azidiir

ATPaz aktivitesine sodyum azidiiriin (NaNj3) etkisini belirlemek i¢in kontrol grubu
yaninda 0,05; 0,1; 1; 10; 50; 100 ve 200 mM konsantrasyonlarda sodyum azid kullanildi.
Denemeler sonucunda, 0,05 mM sodyum azidiiriin aktiviteyi % 37 diisiirdiigii, 10 mM’da

% 83 ve 50 mM ve sonrasinda ise % 86 inhibe ettigi goriildii (Sekil 45).
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Sekil 45. ATPaz aktivitesine sodyum azidiiriin inhibitor etkisi

3.3.3.2.6.4. Ouabain

ATPaz aktivitesine ouabainin etkisini belirlemek kontrol grubu yaninda reaksiyon
karisimlarina 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5 ve 7 mM konsantrasyonlarinda ouabain eklendi. Deney
sonucunda 0,1 mM konsantrasyonda aktiviteyi % 53 diisiirdiigii ve konsantrasyon artigina
bagl olarak inhibitor etkisinin arttigi ve 7 mM konsantrasyonda kullaniminin ise ATPaz

aktivitesini durdurdugu goriildii (Sekil 46).
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Sekil 46. ATPaz aktivitesine ouabainin inhibitor etkisi

3.4. Aliminyum Direngliliginin E. coli Hiicresinde Yeniden Belirlenmesi

Aliiminyum direncliliginin E. coli hiicresinde belirlenmesi i¢in disk difiizyon

metodu segildi.

3.4.1. Disk Difiizyon Metodu

Disk difiizyon metodu, antibiyotik direnglilik testi metodunun bir adaptasyonu
olarak uygulandi. Olusan zonlarin ¢aplari, mm olarak 6l¢iilmiis ve uygun kontrol grubuyla
karsilastirildi. 1ndiiksiyondan sonraki 1. ve 2. saatlerde, ekimden Once Kkiiltiiriin ODggg

degerleri okundu ve buna gére uygun kontrol grubuyla karsilastirildi (Tablo 7).

3.5. Enzimin Kristallendirme Calismalari

Ilgili proteinin kristal haline ulasabilmek icin, oncelikle farkli kristallendirme
ortamlar1 iceren Molecular Dimension Structure Screen 1 Kit kullanildi. Inkiibasyon
sonrasinda, yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda kristallesmenin 0,1 M HEPES pH
7,5, % 10 izopropanol ve % 22 PEG-4000 iceren tamponun kullanimiyla olustugu
gozlendi. Olusan kristallerin “igne” seklinde oldugu goriildii (Sekil 47).
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Tablo 7. Disk difiizyon deneyi sonuglari

ODego | Kontrol Kontrol E. coli . Diren¢ | Indiiksiyon
Ortalama | C43(DE3)/pET11a+Al" | Ortalama Siiresi

13 14

1.0 13 13 15 14,3 0.5 saat
13 14
14 15

1.2 15 14 16 15,3 1 saat
13 15
14 16

1.6 16 15,3 17 16,3 1.30 saat
16 16
15 14

1.7 15 15 14 14 2 saat
15 14 .

3ok # Tl

¥ f‘?, A

Sekil 47. Enzimin kristallendirme caligmalar1 sonucunda elde edilen igne seklinde
kristalleri



4. TARTISMA

Anoxybacillus gonensis bakterisi Balikesir Gonen Kaplicasi’'ndan 2003 yilinda
Beldiiz ve ark. tarafindan izole edilerek literatiire kazandirilmis yeni bir termofilik bakteri
tiriidiir. Termofilik bir organizma olmasi dolayisiyla, biiyiime sicaklik araligi, 55-60°C’dir
(Beldiiz ve ark., 2003). Termofilik bakterilerin 6zellikle biiyiime sicaklik araligi, diger
ortam bakterileri ile kiyaslandiginda yiiksek olmasi nedeniyle endiistriyel agidan oldukga
onem arz etmektedirler. Endiistride, 0zellikle deterjan sanayi, kati atik iiniteleri, icecek
endiistrisi gibi gerek termofilik bakterilerin gerekse bu bakterilerden elde edilen enzimlerin
kullanimi oldukga siktir (URL-12, 2006). ilgilenilen bakterinin termofilik karakteri ve yeni
kesfedilen bir tiir olmas1 6zellikle iizerine egilinmesi gereken bir durumdur. Bu nedenle,
yeni bir termofilik bakteri tiirii olan Anoxybacillus gonensis G2 susunun shotgun klonlama
teknigi kullanilarak bakteriye ait genlerin belirlenmesi diisiiniilmiistiir. Bu amacla bakteri
DNA’st EcoR1, Hindlll ve BamHI restriksiyon endoniikleazlariyla kesilmis ve ayni
enzimlerle kesilerek hazirlanan pUC18 plazmidine klonlanmislardir. Elde edilen her yeni
dogru klon DNA sira analizine gonderilerek elde edilen sonuglar degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeler sirasinda goze carpan genlerden biri de “muhtemel aliiminyum direng
geni’ne ait olan kisimdir. Gen, EcoR1 kesimleri sonucu elde edilen “pHK281” adh
plazmitte yer almaktadir. Termofilik bakterilerin atik katt madde ve su temizleme
tinitelerinde kullanilmalar konuya olan ilgiyi arttirmistir. Bu amacla, genin tamaminin elde
edilmesine ve gen iirliniiniin karakterize edilmesine karar verilmistir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada, Anoxybacillus gonensis G2 susunun aliiminyuma
direnclilik geni tam olarak elde edildikten sonra genin ATPaz 6zelliginin arastirilabilmesi
icin indiiklenebilir T7 RNA polimeraz promotoru iceren pET11a vektoriine klonlanarak
Escherichia coli BL21(DE3) konak hiicresinde ekspres edilmistir. Ekspres edilen enzim
saflastirilip ATPaz aktivitesi spektroskopik olarak ortaya konulmustur. Spektrofotometrik
aktivite testi ile enzimin baz1 biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

Calismanin ilk asamasi, Anoxybacillus gonensis G2 bakterisinin aliiminyuma
direncliliginin belirlenmesini icermektedir. Bu amagla, Jo ve ark. (1997)’na gore bakterinin
aliminyuma olan tolerans veya direnclilik ©zelligi tespit edilmistir. Baslangicta LB

besiyeri kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 ppm ve mM)
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aliminyum (AICl36H,0) iceren sivi LB besiyerleri iceren tiipler hazirlandi. Daha 6nceden
hazirlanan A. gonensis G2 gece Kkiiltiirii aliiminyum iceren LB besiyerlerine inokiile
edildikten sonra 55°C’de biiylimeye birakilmistir. Denemeler esnasinda kiiltiir besiyerinde
bir gecelik bir biiyiimeden sonra aliiminyum konsantrasyonunun artisina baglh olarak
“beyaz” ¢okelek goriilmiistiir. Literatiirde kullaniminin tavsiye edilmesine ragmen (Jo ve
ark., 1997), olusan ¢okeltinin sivi besiyerinde bulunan AICIs’lin iyonlasarak besiyeri
ortaminda bulunan hidroksil iyonlariyla, AI(OH); seklinde beyaz ¢okelti olusturabilecegi
diisliniildii. Bu olusumun ortamda biiyliyen bakterinin biiyiimesini ve biiyiime olup
olmamasinin kontroliinii ters yonde etkileyecegi diisiiniilerek kullanilan besiyeri
degistirildi. Bu nedenle, daha az besin igerigine sahip GM besiyeri kullanilarak deneyler
gergeklestirildi. Denemeler sonucunda Anoxybacillus gonensis G2 bakterisinin 100 mM
aliminyum direncine sahip oldugu goriildi. Bu oran, aliiminyuma direngli diger
mikroorganizmalar ve hatta bitkilerle karsilagtirlldiginda yiiksek bir orandir.

[k yapilan DNA sira analizlerinden sonra ilgilenilen geni tastyan pHK281 plazmidi
ele alinarak genin tamami elde edilmeye calisilmistir. Baslangigta, Macrogen (Kore)
firmasina yaptiritlan DNA sira analizi sonucunda pUC18’e aktarilan parcanin 5’ yoniinden
833 baz, 3’ yoniinden itibaren ise 845 bazlik kismu tespit edildi. 833 bp’lik siranin son
tarafinda yaklagik olarak 600 bp’lik bir kismin aliiminyum diren¢ genini icerdigi yapilan
BLAST karsilastirmalarinda goriilmiistiir. Fakat genin son kismi ve stop kodonu
yakalanamamistir. Aktarilan par¢anin yaklasik olarak 2200 bp’lik oldugu hesaba katilirsa,
arada tespit edilemeyen ve diren¢ geninin son kismimi iceren parcanin olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Bu nedenle 833 bp’lik parcanin son kisminda GC igerigi yiiksek olacak bir
kistmdan 20 bazlik bir primer (HK281 primeri) tasarlanmistir. Yapilan bu sira analizi
sonucunda elde edilen veriler ile ilk sonuglar cakistirilarak pUCI18’e aktarilan DNA
pargasina ait sira tam olarak ortaya konmustur. Bunun sonucunda elde edilen genin 666 bp
biiyiikliigiinde ve 222 aminoaside sahip oldugu belirlenmistir. Teorik olarak agirhigr 24
kDa olarak hesaplanmustir. ileri asamalarda yapilan SDS-PAGE analizleri de bu sonucu
desteklemistir. Amino asit sirasinin protein-BLAST karsilastirmas1  yapildiginda,
aliminyum direngliligi, ATPaz benzerligi ve hem aliiminyum direncliliginden sorumlu
hem de ATPaz 6zelligi gosterebilmesi acisindan degerlendirildiginde elde edilen benzerlik
degerleri Tablo 4’de verilmistir.

Yukarida bahsedildigi lizere amino asit sirasinin protein-BLAST karsilastirmalari

sonucunda ilgili gen {riiniiniin PP-loop superfamily ATPaz’lara benzerliginden dolayi,
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ilgili proteinin ATPaz Ozelliginin arastinlmas1 c¢alismamizin ikinci asamasim
olusturmaktadir. PP-loop superfamily iiyeleri, “Pyrophosphate-loop ATPases” olarak
anilirlar ve tipik olarak ATP’deki o-f baginin hidrolizinden sorumlu reaksiyonlar
katalizleyen domaine sahip genis bir siiperailedir. PP-loop ATPazlarda tipik olarak N-
ucunda “SXGXDS” (X, herhangi bir amino asidi ifade etmektedir) korunmus bolgesi
vardir (Aravind ve ark., 2002). Uzerinde calistigimiz genin amino asit sirasina
baktigimizda, "SGGQDS' sirasma sahiptir. PP-loop ATPaz ozelligi tasiyan benzer
proteinler incelendiginde, ortak siranin “SGGXDS” oldugunu gérmekteyiz (Tablo 6).

ATPaz ozelliginin ¢alisilabilmesi i¢in gen, pET11a ekspresyon vektoriine primerler
vasitasiyla elde edildikten sonra klonlanmistir. Klonlama sonrasinda iki farkli konak
hiicresine aktarilmis ve ekspresyonu saglandiktan sonra karakterize edilmistir. Proteinin
saflastirilmasi esnasinda kullanilan klonlama ve ekspresyon vektorleri ve konak hiicreler,
daha oOnceki benzer caligmalarda defalarca kullanilmis ve bu tiir ¢calismalara uygunlugu
calisanlar tarafindan da benimsenmis vektorlerdir. Ayrica E. coli BL21(DE3) konak
hiicresinde elde edilen ekspresyonda, daha fazla hiicresel protein olmasi ve zaman zaman
iyi sonu¢ vermemesi nedeniyle E. coli C43(DE3) konak hiicresi caligmalarda tercih
edilmistir. Yapilan on karakterizasyon testlerinde proteinin sitosolik karakterde oldugu
belirlenmistir. Sitosolik karakterde olan ATPazlarla ilgili olarak literatiirlere bakildiginda,
bu 6zellige sahip Methanococcus janashii arkebakterisine ait bir P-tipi ATPaz karsimiza
cikmaktadir (Ogawa, 2000). En uygun ekspresyon sicakligt 37°C’de 1 mM IPTG
varliginda geceboyu olarak tespit edilmistir. Proteinin saflastirilmasi esnasinda konak
hiicreye ait proteinlerin uzaklastirilmasinda gerekli denatiirasyon sicaklign 65°C ve
denatiirasyon siiresinin 30 dakika oldugu belirlenmistir. Proteinin belirtilen sicaklikta gece
boyunca muamelesinde safliginin degismedigi bulunmustur. Bu durum, proteinin
termofilik karakterde olan bir bakteriden izolasyonunun verdigi avantaj olarak karsimiza
cikmaktadir. Boylece rekombinant protein bir mezofilik bakteri kullanilarak ekspresyon
edildiginde, bu sicaklik ve siire kullanilarak konak bakteriden kaynaklanabilecek protein
kontaminasyonu bertaraf edilmistir.

Proteinin biyokimyasal karakterizasyonuna ge¢meden Once sicaklik muamelesi ve
diyaliz islemlerinden sonra ortamda kalabilecek olasi kontaminantlarin uzaklastirilmasi
icin iyon degisim kromatografisi uygulanmistir. Proteinin teorik izoelektrik noktasinin 6,94
olmasi1 nedeniyle iki farkli dzellikte matriks (anyon ve katyon degistirici) ve 3 farkli pH

degeri (6,0-7,5-8,0) secilmistir. Denemeler sonucunda en uygun matriks ve uygulama
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pH’sina karar verilmistir. Yapilan protein jeli analizleri sonucunda proteinin saf olarak elde
edildigi goriilmiistiir.

Proteinin ATPaz aktivitesinin belirlenmesinde baslangigta “coupled enzyme assay”
(ikili enzim yontemi) kullanilmistir (Ogawa, 2000). Yontemin ilk denemelerinde reaksiyon
37°C’de yapilmistir. Bu sicaklik degerinde enzimin aktivitesi, 0,1423 uM/mM
protein/dakika olarak belirlenmistir. Enzimin termofilik karakterinden dolayi, optimum
sicaklik calismalarinda 37 ile 100°C arasindaki farkli noktalarin denenmesi gerekmektedir.
Fakat kullanilan yontem bir sonraki denenen sicaklik olan 45°C’de sonu¢ vermemektedir.
Bu yonteme has olan bir enzim etkilesimi olarak agiklanabilmektedir. Etkilesim, NAD"
tarafindan piriivat kinazin inhibe edilmesi ile ac¢iklanabilir (Newsholme ve Sugden, 1970).
Bu nedenden o6tiirii yiiksek sicakliklarda caligsabilmek icin bu yontemden vazgecilmis ve
standart ATPaz yontemlerine bagvurulmustur. Enzimin biyokimyasal karakterizasyonunda
bundan sonra Goldengerg ve Fernandez (1966) tarafindan gelistirilen yontem
kullanilmigtir. Yontemin esasi, enzim tarafindan ATP’nin par¢alanmasindan dolay1 olusan
inorganik fosfatin amonyum molibdat ile baglanarak verdigi renk degisiminin
spektroskobik olarak ODggp’da Olciilmesidir. Yontem, tim sicakliklarda uygulanabilme
esnekligine sahiptir. Ciinkil ilk asamada enzim ile ATP, uygun sartlarda parcalanmaktadir.
Reaksiyon sonlandirildiktan sonra olusan inorganik fosfatin molibdat ¢oktiirmesi ise bu
noktadan sonra baslamaktadir. Yontemin istenen hacimlerde uygulanabilmesi de bir
avantajdir (Goldengerg ve Fernandez, 1966). Yapilan kinetik analiz ¢aligmalarinda,
enzimin K, degeri 10 uM olarak hesaplanmistir. Bu deger, literatiir ile karsilastirildiginda
normal sinirlar icerisindedir (Ogawa, 2000).

Yapilan c¢alismalarda aktivite-sicaklik iligkisini gosteren grafik incelendiginde
(Sekil X), 37-55°C arasinda plato olusturdugu ve buradaki aktivitenin % 40 oraninda
oldugu, bununla beraber sicakligin artmasiyla aktivitenin arttign goriilmektedir. Enzimin
optimum sicakligi, 73°C olarak belirlenmistir. Bu sicaklik noktasindan sonra aktivite hizla
diigsmekte ve 85°C’den sonra enzim inhibe olmakta, dolayisiyla aktivite sifirlanmaktadir.
ATPaz aktivitesine sahip proteinler ile yapilan caligmalara bakildiginda en yiiksek sicaklik
degerlerini, Archaeoglobus fulgidus CopA (P tipi ATPaz) proteininde 75°C,
Methanococcus jannaschii’de 50°C (Ogawa ve ark., 2000), Thermus thermophilus HBS
UvrB proteininde 65°C (Kato ve ark., 1996), E. coli GroEL proteininde 49°C (Melkani ve
ark., 2003), E. coli VCP proteininde (AAA tip ATPaz) 55°C (Song ve ark., 2003),
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Saccharomyces cerevisiae HSP104 proteinin de 45°C (Schirmer ve ark., 1998) olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Burada bahsi gecen ATPaz 6zelligindeki proteinlerin disinda kalan
ATPaz’larda genel olarak 25-37°C araliginda aktivite gostermektedirler. Bu verilere
dayanarak, Anoxybacillus gonensis G2 bakterisinin aliiminyum direnclili§inden sorumlu
olacagt muhtemel ATPaz’1 termofilik karakterde bir enzimdir. Bakterinin optimum
biiylime sicakligi olan 55°C’de enzimin aktivitesi % 40 olarak goriilmektedir. Biiyiime
sicaklifina ragmen enzimin optimum c¢alisma sicakliginin yiiksek olmasi, aynmi bakteri
kokenli olarak yapilan diger ¢alismalarla da benzerlik gostermektedir. Ornegin, fruktoz-
1,6-bisfosfat aldolaz (FBA) enziminin optimum sicaklifi 60°C (Saglam-Ertunga, 2006),
glukoz izomeraz (GI) enziminin ise 85°C (Karaoglu, 2004) olarak bulunmustur.

Enzimin optimum pH’s1 6 olarak tespit edilmistir. Genel olarak ATPaz’larin
calisma pH’s1 7,0-8,0 arasinda yer almaktadir (Ogawa ve ark., 2000, Kato ve ark., 1996,
Melkani ve ark., 2003, Song ve ark., 2003, Schirmer ve ark., 1998). Bunun yanisira
BRENDA verilerine gore, pH araligi 6,0-9,5 gibi genis bir aralikta degisebilmektedir
(URL-16, 2006).

Rekombinant enzimin kinetik degerlerinin ve optimum substrat konsantrasyonunun
belirlenmesi icin farkli konsantrasyonlarda ATP kullanildi. Protein miktar1 sabit tutularak
yapilan c¢alismada elde edilen Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk egrilerinden
optimum substrat konsantrasyonu 20 uM ATP olarak bulundu. V,,,x ve Ky degerleri sirasi
ile 7,2 iinite ve 10 uM olarak belirlendi. 50 uM substrat konsantrasyonunda, enzimin
substrat1 ile doygunluga ulastigi ve bundan sonraki konsantrasyonlarda hizin degismedigi
saptand1 (Sekil 29 ve 30). Literatiir verileri ile karsilastirildiginda elde edilen verilerin
normal sinirlar igcerisinde oldugunu gérmekteyiz (Ogawa, 2000).

Bir¢ok enzim aktivite i¢in kofaktor olarak metal iyonlarina ihtiyag duymaktadir.
Yapilan literatiir taramalarinda, ATPaz’larin kofaktor olarak Mg**, Na* ve K* iyonlarinin
birinin veya ikisinin enzim aktivitesi i¢in kullamldig1 karsimiza ¢ikmaktadir (Schirmer vd.,
1998, Herdendorf vd., 2002, Geisler vd., 1998, Melkani vd., 2003). Bu nedenle, ATPaz
aktivitesinin {izerine metallerin etkisini incelemek icin baslangicta kofaktor olarak etki
edebilecek olan bu ii¢ metal iyonlarmin etkisine bakilmistir. Ciinkii yaptigimiz deneyler
sonucunda elde ettigimiz degerler literatiir ile uyum saglamaktadir.

Ayni zamanda enzim aktivitesinin, Mg+2 ve Na' iyonlarinin birlikte kullanildig
reaksiyonda daha da arttigim1 gorebiliriz. Buradan enzimin bu iki iyona aym anda ihtiyag

duydugunu soyleyebiliriz. Diger metallerin etkisini incelerken, Zn*>, Cu*?, Co*, Ag*, Li*,



83

Mn*?, Cd** ve AI** kullanilmistir. Bu iyonlar icerisinde Al*® iyonunun en giiclii aktivator
oldugu gozlendi. S6z konusu iyonun 7 mM’lik konsantrasyonu aktiviteyi % 96
artirmaktadir. Bunun yanmi sira Zn*? iyonu da aktiviteyi arttirmakta fakat artis diisiik
seviyelerde olmaktadir. Bu nedenle enzimin aliiminyumca uyarilabilen bir enzim oldugunu
sOyleyebiliriz. Literatiir verileri genellikle aliiminyumun ATPaz’lar iizerine inhibe edici
etkisinin bulundugu yoniindedir (Ahn ve ark., 2001, Silva ve Gongalves, 2003). Denenen
diger iyonlardan Mn**, Ag* ve Cd** aktiviteyi azaltic1 yonde etki ederken, Cu*?, Co** ve
Li* iyonlarinin yiiksek konsantrasyonlari aktiviteyi tamamen inhibe etmektedir.

Yukarida bahsettigimiz metallerden Cu*?, Co* ve Li* iyonlarmm inhibitor etkisi
yaninda EDTA, f-merkaptoetanol, sodyum azidiir ve ouabain gibi bilinen enzim ve ATPaz
inhibitorlerinin de aktivite iizerine etkileri incelenmistir. Bilindigi gibi EDTA, bir¢ok
monovalent, divalent, trivalent ve tetravalent metallerin selatlayici ajanidir (URL-17,
2006). Inhibitor etkinin gosterilmesinde, enzim aktivitesini yar1 yariya azaltan deger olan
ICsp degeri kullamilmistir. Yaptigimiz deneylerde, EDTA’nin ICso degeri, 68 mM olarak
tespit edilmistir. f-merkaptoetanol’iin proteinler tizerindeki denatiirasyon etkisi nedeniyle
ATPaz aktivitesine etkisi calisilmistir (URL-18, 2006). Yapilan deneyler sonucunda,
ATPaz aktivitesi lizerine f-merkaptoetanol’iin etkisinin EDTA’ya gore daha fazla oldugu
goriilmiistiir.  ICsp degeri, 5 mM olarak bulunmus ve 200 mM ve iizerindeki
konsantrasyonlarinda aktiviteyi tamamen inhibe ettigi goriilmiistiir. Sodyum azidiir bilinen
ATPaz inhibitoriidiir (Hoffmann ve Dimroth, 1991; Muneyuki vd., 1993; URL-19, 2006).
Yaptigimiz caligmalarda, sodyum azidin ICsg degeri 80 uM olarak tespit edilmistir. 50 mM
ve ilizeri konsantrasyonlarda ise aktiviteyi % 14’lere kadar inhibe etmektedir. Ouabain ise
bilinen bir Na/K ATPaz inhibitoriidiir (Gao ve ark., 2002, Schneider ve ark., 1998).
Calismamizda ouabainin ICsy degeri ise 94 uM olarak tespit edilmis ve 5 mM’1n iistiindeki
konsantrasyonlarda ise enzim aktivitesini tamamen inhibe ettigi belirlenmistir.

Aliiminyum direngliligini farkli sekilde tekrar gérebilmek amaciyla uygulanan disk
difiizyon testlerinde, 1 mM son konsantrasyonda IPTG ile indiiklenen E. coli
C43(DE3)/pET11a+AI® hiicresi kullanilmistir. Sonuglarm (kontrol grubu ile aliiminyuma
direnclilik plazmidini tagiyan hiicre) arasinda sadece 1 mm fark olmasi diisiindiiriiciidiir.
Sonuglarin yorumlanabilmesi icin daha Once buna benzer bir calismanin olmamasi da
referans ve karsilastirma acisindan bir eksikliktir. Farkin bu derecede olmasi, konak
hiicrenin (E. coli C43(DE3)) toksik etkide bulunmasi muhtemel genlerin ekspresyonu i¢in

gelistirilmesine baglanabilir.
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Enzimin kristallendirme ¢alismalari, 3 boyutlu yapinin aydinlatilmasinda gereklidir.
Proteinin sitosolik karakterde olmasi, muhtemelen aliiminyum direngliliginden sorumlu
olmas1 gibi faktorler enzimin yapisina olan ilgiyi daha da arttirmaktadir. Calismamizda
enzimin 3 boyutlu yapisinin elde edilebilmesi icin gerekli olacak olan kristal halinin
olusturulmasinda kullanilacak sartlar belirlenmistir.

Biitiin bu veriler birlikte degerlendirildiginde, A. gonensis G2 susundan klonlanarak
E. coli BL21(DE3) konak hiicresinde ekspres edilen AI® gen iiriiniiniin korunmus bolgesi
itibariyle PP-loop siiperailesine dahil oldugu goriilmektedir. ATPaz o6zelligi gostermesi
nedeniyle aliiminyum direnglilik geninin AAA tipi ATPaz olabilecegi de muhtemeldir.
Termofilik karakter tastyan bir gen iirlinliniin hem direnglilikten sorumlu olmasi1 hem de
ATPaz ozelligi gostermesi nedeniyle, calisma sonucunda elde edilen verilerin metal

direncliligi ile ilgili arastirmalar agisindan da cazip kilmaktadir.



5. SONUCLAR

Bu calismada, A. gonensis G2 termofilik bakterisine ait aliiminyum direnglilik

genine ait 6zellikler calistlmistir. Oncelikle ilgili gen klonland1 ve DNA ve aa siras1 tespit

edildi. Gene ait NCBI-BLAST karsilastirilmalart yapilarak gen hakkinda detayl bilgilere

ulagildi. Karsilastirmalar sonucunca ATPaz’lara olan benzerligi nedeniyle, ilgili gen 6nce

bir ekspresyon vektoriine klonlandi ve bu sayede bol miktarda iiretilerek saflastirildi. Saf

enzim izerinde ATPaz aktivitesi belirlendikten sonra bu aktiviteye ait biyokimyasal

karakterizasyon ¢alismalar1 yapildi. Asagida bu ¢alismaya ait sonuglar maddeler halinde

verilmistir.

1.

2.

R

Denemeler sonucunda A. gonensis G2 bakterisinin 100 mM AI™

e direncliligi
tespit edildi.

A. gonensis G2 bakterisinin sahip oldugu aliiminyum direnclilik geni, 666 bp
biiyiikliiglinde olup 222 aa igermektedir. AR geninin NCBI-BLAST
karsilastirmalar1 da gerek aliiminyum direngliligi acisindan gerekse ATPaz
benzerligini acisindan dogrulamaktadir (Tablo 4 ve 6).

flgili gen iiriiniiniin {iretimi icin en uygun sartlar, I mM IPTG varliginda 37°C’de
gece boyu inkiibasyon oldugu belirlendi.

Enzim soluble karakterde olup, 65°C’de gece boyu dayanikli kalabilmektedir.
Enzimin ¢alistig1 optimum pH 6,0 ve sicaklik degeri ise 73°C’dir.

Enzimin K, degeri 10 uM, V,,,degeri ise 7,2 tinite olarak tespit edildi.

Enzimin aktivitesi Zn** ve Al*® tarafindan artmakta fakat Ag*, Li*, Mn*, Co*?, Cu*
ve Cd*? tarafindan azaltlmaktadir. Ozellikle 100 mM Li*, 100 mM Co* ve 200
mM Cu* konsantrasyonlarinda tamamen inhibe olmaktadir.

Enzim aktivitesini EDTA’nin 80 mM konsantrasyonda % 62, sodyum azidin 50
mM konsantrasyonda % 86 azalttig1, S-merkaptoetanoliin 200 mM ve ouabainin 7
mM konsantrasyonlarda ise tamamen inhibe ettigi belirlendi.

Enzimin kristallendirilebilmesi i¢in en uygun sartlarin, % 10 izopropanol ve % 22
PEG-4000 iceren 1 M HEPES (pH 7,5) tamponun oldugu tespit edildi. Enzim

kristallerinin ise “igne” seklinde oldugu gozlendi.



6. ONERILER

Biyolojik sistemlerin dzelliklerinin arastirilmasi, biyoteknoloji pazarinda kullanim
alanlarim da arttirmaktadir. Endiistriyel biyoteknolojinin gelismesiyle birlikte, tercih edilen
biyolojik model organizmalarin sayis1 ve ozellikleri de degismektedir. Endiistriyel atiklarin
temizlenmesinde, bugiin canli veya 6lii organizmalarin kullanilmas: tercih edilmektedir.
C)megin, metallerle Kirletilmis olan sularin temizlenmesinde, sudaki metalleri tutabilen
bitkilerin kullamimi disinda ayn1 6zellige sahip bakterilerin kullanilmasi da Onem
kazanmaktadir. Ayrica sadece metal tutma 6zelliklerinin degil aym1 zamanda bakterilerin
metallere karsi tolerans gelistirmesinde hiicresel sistemlerini nasil kullandiklarinin da
bilinmesi hem mekanizmanin aydinlatilmasim1 hem de bakterilerin kullanim alanlarinin
farklilagsmasin1 saglayacaktir. Bu bilgiler sadece sdz konusu olan bakterinin degil, dahil
oldugu sistematik gruba ait diger bakterilerin veya ayn1 metale kars1 diren¢ kazanmis diger
mikro veya makroorganizmalarin hiicresel sistemlerini molekiiler seviyede anlamamiza
yardimei1 olacaktir.

Bu calismada termofilik bir bakteri tiirli olan Anoxybacillus gonensis G2
bakterisinin aliiminyuma karst diren¢ seviyesinin belirlenmesini ve direnclilik 6zelligi
kazandiran hiicresel mekanizmasindan sorumlu genin ve O&zelliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Yapilan caligsmalar neticesinde aliiminyuma kars1 bir diren¢ sinir1 ortaya
konmus, direnglilikten sorumlu olan bir gen tespit edilmis ve gen iiriiniiniin biyokimyasal
analizleri tamamlanmistir. Hiicresel mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in ise direnglilikten
sorumlu oldugu diisiiniilen enzimin ii¢ boyutlu yapisinin aydinlatilmasi ve metal-enzim
iliskisinin ortaya konulmasi konunun aydinlatilmasinda daha da yararli olacaktir. Ayni
amac¢ dogrultusunda, gerek bakterinin metal tutma kapasitesinden gerekse enzimin metal
iligkisinin ortaya konulmasindan sonra bu o6zelliginden faydalanilarak bakterinin veya
enzimin bir kolon icerisindeki recineye tutturulmasi yani immobilizasyonu metal aritma
islemlerinde faydali olabilecektir.

Konuya paralel olarak, bakterinin biyoteknolojik olarak ozellikle de
biyoremedasyon islemlerinde kullanim alaninin genisletilebilmesi i¢in, farkli agir metallere

kars1 verdigi cevaplarin belirlenmesinin de faydali olacagi diisiincesindeyim.



7. KAYNAKLAR

Ahn, S. J., Sivaguru, M., Osawa, H., Chung, G. C. ve Matsumoto, H., Aluminum inhibits
the H-ATPase activity by permanently altering the plasma membrane surface
potentials in squash roots, Plant Physiology 126 (2001) 1381-1390.

Anoop, V. M., Basu, U., McCammon, M. T., McAlister-Henn, L. ve Taylor, G. J.,
Modulation of citrate metabolism alters aluminum tolerance in yeast and transgenic
canola overexpressing a mitochondrial citrate synthase. Plant Physiology 132 (2003)
2205-2217.

Axelsen, K. B. ve Palmgren, M. G., Evolution of substrate specificities in the P-Type
ATPase superfamily, J. Mol. Evol. 46 (1998) 84-101.

Belduz. A. O., Dulger, S. ve Demirbag, Z., Anoxybacillus gonensis sp. Nov., a moderately
thermophilic, xylose-utilizing, endospore-forming bacterium, International Journal of
Systematic Evolutionary Microbiology, 53 (2003) 1315-1320.

Bernard, C., Roosens, N., Czernic, P., Lebrun, M. ve Verbruggen, N., A novel CPx-
ATPase from the cadmium hyperaccumulator Thlaspi caerulescens, FEBS Letters,
569 (2004) 140-148.

Birnboim, H. C. ve Doly, J. A., A rapid alkaline extraction procedure for screening
recombinant plasmid DNA, Nucl. Acid. Res. 7 (1979)1513-23.

Brocklehurst, K. R. ve Morby, A. P., Metal-ion tolerance in Escherichia coli: analysis of
transcriptional profiles by gene-array technology, Microbiology, 146 (2000) 2277-
2282.

Capelli, S. M., CopB from Archaeoglobus fulgidus: a thermophilic Cu®* transporting CPx-
ATPase. Doktora Tezi, Worcester Polytechnic Institute, Worcester, MA, USA, 2002.

Delhaize, E. ve Ryan, P., Aluminum toxicity and tolerance in plants, Plant Physiology, 107
(1995) 315-321.

Duchiron, F., Legin, E., Ladrat, C., Gantelet, H. ve Barbier, G., New thermostable
enzymes for crop fractionation, Industrial Crop and Products, 6 (1997) 265-270.

Echart, C. L., Barbosa-Neto, J. F., Garvin, D. F. ve Cavalli-Molina, S., Aluminum
tolerance in barley: methods for screening and genetic analysis, Euphytica 126
(2002) 309-313.

Fischer, J., Quentmeier, A., Gansel, S., Sabados, V. ve Friedrich, C. G., Inducible
aluminum resistance of Acidiphilium cryptum and aluminum tolerance of other
Acidophilic bacteria, Arch. Microbiol., 178 (2002) 554-558.




88

Gabelich, C. J., Ishida, K. P., Gerringer, F. W., Evangelista, R. ve Kalyan, M., Control of
Residual Aluminum from Conventional Treatment To Improve Reverse Osmosis
Performance. 9th World Filtration Congress, April, 2004, New Orleans, LA, USA, 1-
16.

Gandolfi, L., Sitella, M. P., Zambenedetti, P. ve Zatta, P., Aluminiums alters intracellular
calcium homeostasis in vitro, Life Sciences, 66, 23 (1998) 2261-2266.

Gao, J., Wymore, R. S., Wang, Y., Gaudette, G. R., Krukenkamp, 1. B., Cohen, I. S. ve
Mathias, R. T., Isoform-specific stimulation of cardiac Na/K pumps by nanomolar
concentrations of glycosides, J. Gen. Physiol., 119 (2002) 297-312.

Geisler, M., Koenen, W., Richter, J. ve Schumann, J., Expression and characterization of a
Synechocystis PCC 6803 P-type ATPase in E. coli plasma membranes, Biochimica et
Biophysica Acta, 1368 (1998) 267-275.

Hamilton, Christie Anne, Possible role for the vacuolar H*-ATPase and FyF;-ATPase in
aluminum resistance, Doktora Tezi, University of Alberta, Kanada, 2002.

Harrison, P. M. ve Hoare, R. J., Metals in Biochemistry, First Edition, The Chapman and
Hall Ltd., NY., USA, 1980.

Herdendorf, T. J., McCaslin, D. R. ve Forest, K. T., Aquifex aeolicus PilT, Homologue of a
Surface Motility Protein, Is a Thermostable Oligomeric NTPase, Journal of
Bacteriology, 184, 23 (2002) 6465-6471.

Hickman, C. P., Roberts, L. S. ve Hickman, F. M., Biology of Animals, 4 Edition, The C.
V. Mosby Co., USA, 1982.

Hoffmann, A. ve Dimroth, P., The ATPase of Bacillus alcalophilus: Reconstitution of
energy- transducing functions, European Journal of Biochemistry, 196 (1991) 493-
497.

Hussein, H., Farag, S., Kandil, K. ve Moawad, H., Tolerance and uptake of heavy metals
by Pseudomonads, Process Biochemistry, 40 (2005) 955-961.

Inan, Kadriye, Tiirkiye’nin Cesitli Kaplicalarindan Anoxybacillus Tiirlerinin [zolasyonu,
Karakterizasyonu ve Tammlanmasi, Yiiksek Lisans Tezi, KTU, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Trabzon, Tiirkiye, 2005.

Jensen, P. E., Gibson, L. C. D. ve Hunter, C. N., ATPase activity associated with the
magnesium-protoporphyrin IX chelatase enzyme of Synechocystis PCC6803:
evidence for ATP hydrolysis during Mg®* insertion, and the MgATP-dependent
interaction of the Chll and ChlD subunits, Biochem. J., 339 (1999) 127-134.

Jo, J,, Jang, Y., Kim, K., Kim, M., Kim, I. ve Chung, W., Isolation of ALUI-P gene
encoding a protein with aluminum tolerance activity from Arthrobacter viscosus,
Biochemical and Biophysical Research Communications, 239 (1997) 835-839.




89

Jones, D. L. ve Kochian, L. V., Aluminium interaction with plasma membrane lipids and
enzyme metal bindings sites and its potential role in aluminium cytotoxicity, FEBS
Letters, 400 (1997) 51-57.

Kacar, Burhan, Cayin Giibrelenmesi, 1. Baski, Cay-Kur Yayinlar1 No: 4, Ankara, 1984.
Karaoglu, Hakan, 'Anoxybacillus gonensis glukoz (D-ksiloz) [zomeraz Qeninin
Klonlanmasi, Izolasyonu Ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, KTU, Fen

Bilimleri Enstitiisii, Trabzon, Tiirkiye, 2004.

Karlson, P., Tip ve Fen Bilimciler igin Biyokimya, Cev: Azmi Telefoncu, 11. Baski,
Arkadas Tip Kitaplari, Semet Matbaasi, Kirklareli, 1992.

Kawai, F., Zhang, D. ve Sugimoto, M., Isolation and characterization of acid- and Al-
tolerant microorganisms, FEMS Microbiology Letters, 189 (2000) 143-147.

Keha, E. E. ve Kiifrevioglu, O. I. Biyokimya, 1. Baski, Safak Yaymevi, Erzurum, 1997

Kim, B. Y., Baier, A. C., Somers, D. J. ve Gustafson, J. P., Aluminum tolerance in triticale,
wheat, and rye, Euphytica, 120 (2001) 329-337.

Kiziroglu, [Thami. Genel Biyoloji, 2. Baski, Desen Ofset AS Yayinlari, Ankara, 1994.
Klaus-Joerger, T., Joerger, R., Olsson, E. ve Granqgvist, C. G., Bacteria as workers in the

living factory: metal-accumulating bacteria and their potential for materials science,
Trends in Biotechnology,19, 1 (2001) 15-20.

Koolman, J. ve Rohm, K. H., Renkli Biyokimya Atlasi, Cevirenler: Do¢. Dr. Akin
Yesilkaya, Dog. Dr. Asli Baykal ve Dr. Ozgiil Alper, 1. Baski, Nobel Tip Kitabevleri
Yayinlari, Istanbul, 2003.

Maniatis, T., Fritsch, E. F. ve Sambrook, J., Molecular Cloning A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1982.

Melkani, G. C., Zardeneta, Z. ve Mendoza, J. A., The ATPase activity of GroEL is
supported at high temperatures by divalent cations that stabilize its structure,
BioMetals, 16 (2003) 479-484.

Mossor-Pietraszewska, T., Effect of aluminium on plant growth and metabolism, Acta
Biochimica Polonica, 48, 3 (2001) 673-686.

Mukherjee, K., Response of near isogenik wheat lines for an aluminum tolerance gene to
variable levels of aluminum stress in a soil system, Yiiksek Lisans Tezi, University of
Alberta, 1997.

Muneyuki, E., Makino, M., Kamata, H., Kagawa, Y., Yoshida, M. ve Hirata, H., Inhibitory
effect of NaN3 on the FOF1 ATPase of submitochondrial particles as related to
nucleotide binding, Biochim Biophys Acta., 1144, 1 (1993) 62-68.




90

Nawrot, M, Szarejko, 1. ve Maluszynski, M., Barley mutants with increased tolerance to
aluminium toxicity, Euphytica, 120 (2001) 345-356.

Newsholme, E. A. ve Sugden, P. H., The apparent inhibition of phosphofrunctokinase by
reduced nicotinamide-adenine dinucleotide: a problem of coupled-enzyme assays,
Biochem J., October; 119, 4 (1970) 787-789.

Nies, D. H., Microbial heavy-metal resistance, Appl. Microbiol. Biotechnol., 51 (1999)
730-750.

Ogawa, H., Haga, T. ve Toyoshima, C., Soluble P-type ATPase from an archaeon,
Methanococcus jannaschii, FEBS Letters, 471, 1 (2000) 99-102.

Pilon-Smits, E. ve Pilon, M., Phytoremediation of Metals Using Transgenic Plants, Critical
Reviews in Plant Sciences, 21, 5 (2002.) 439-456.

Rensing, C., Ghosh, M. ve Rossen, B. P., Families of Soft-Metal-Ion-Transporting
ATPases, J. of Bacteriology, 181, 19 (1999) 5891-5897.

Ridder, I. S. ve Dijkstra, B. W., Identification of the Mg2+—binding site in the P-type
ATPase and phosphatase members of the HAD (haloacid dehalogenase) superfamily
by structural similarity to the response regulator protein. CheY, Biochem. J., 339
(1999) 223-226.

Rosen, Barry P., Transport and detoxification systems for transition metals, heavy metals
and metalloids in eukaryotic and prokaryotic microbes, Comparative Biochemistry
and Physiology Part A, 133 (2002) 689-693.

Saglam Ertunga, Nagihan, Termofilik Bir Bakteride Aldolaz Kodlayan Genin Klonlanmasi
ve Karakterizasyonu, Doktora Tezi, KTU, Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon, Tiirkiye,
2006.

Schildknecht, P. H. P. A. ve Vidal, B. C., A role for the cell wall in AI’" resistance and
toxicity: crystallinity and availability of negative charges, Int. Arch. Biosci., (2002)
1087-1095

Schirmer, E. C., Queitsch, C., Kowali, A. S., Parselli, D. A. ve Lindquist, S., The ATPase
Activity of Hsp104, Effects of Environmental Conditions and Mutations, The Journal
of Biological Chemistry, 273, 25, Issue 19 (1998) 15546-15552.

Schneider, R., Victor, W., Manfred, N., Wolf, D. L., Ulrike, K., Roberto, A. ve Wilhelm,
S., Bovine Adrenals Contain, in Addition to Ouabain, a Second Inhibitor of the
Sodium Pump, The Journal of Biological Chemistry, 273, 2 (1998) 784-792.

Schott, E. J. ve Gardner, R. C., Aluminum-sensitive mutants of Saccharomyces cerevisiae,
Mol. Gen. Genet., 254 (1997) 63-72.




91

Silva, I. R., Smytha, T. J., Israel, D. W. ve Rufty, T. W., Altered aluminum inhibition of
soybean root elongation in the presence of magnesium, Plant and Soil, 230 (2001a)
223-230.

Silva, I. R., Smytha, T. J., Rapera, C. D., Carterb, T. E. ve Ruftyb, T. W., Differential
aluminum tolerance in soybean: An evaluation of the role of organic acids,
Physiologia Plantarum, 112 (2001b) 200-210.

Solioz, M. ve Vulpe, C., CPx-type ATPases: a class of P-type ATPases that pump heavy
metals, TIBS, 21 (1996) 237-241.

Solioz, M., Odermatt, A. ve Krapf, R., Copper pumping ATPases: common concepts in
bacteria and man, FEBS Letters, 346 (1994) 44-47.

Srinivasan, P. T., Viraraghavan, T. ve Subramanian, K. S., Aluminium in drinking water:
An overview, Water SA, 25, 1 (1999) 47-56.

Stoyanov, J. V., Magnani, D. ve Solioz, M., Measurement of cytoplasmic copper, silver,
and gold with a lux biosensor shows copper and silver, but not gold, efflux by the
CopA ATPase of Escherichia coli, FEBS Letters, 546 (2003) 391-394.

Suwalsky, M., Norris, B., Villen, F., Cuevas, F., Sotomayor, P. ve Zatta, P., Aluminum
fluoride affects the structure and functions of cell membranes, Food and Chemical
Toxicology, 42 (2004) 925-933.

Tangaromsuk, J., Pokethitiyook, P., Kruatrachue, M. ve Upatham, E. S., Cadmium
biosorption by Sphingomonas paucimobilis biomass, Bioresource Technology, 85
(2002) 103-105.

Tong, L., Nakashima, S., Shibasaka, M., Katsuhara, M. ve Kasamo, K., A novel histidine-
rich CPx-ATPase from the filamentous cyanobacterium Oscilla brevis related to
multiple-heavy-metal cotolerance, Journal of Bacteriology, 184, 18 (2002) 5027-
5035.

Tong, L., Nakashima, S., Hirose, K., Uemura, Y., Shibasaka, M., Katsuhara, M. ve
Kasamo, K., A metallothionein and CPx-ATPase handle heavy-metal tolerance in the
flamentous cyanobacterium Oscillatoria brevis, FEBS Letters, 542 (2003) 159-163.

URL-1: www.hc-sc. gc.ca/hecs—esc/water/factsheets/ aluminum_human_health.htm,
Aliiminyumun Insana Etkisi, 2 Haziran 2004.

URL-2: www.alz.org, Alzheimer’s Association, 2 Haziran 2004.
URL-3: en.wikipedia.org/wiki/ATPase, ATPase, 12 Eyliil 2006.
URL-4: www.ecto.au.dk/nomen.htm, Ecto-ATPases, 9 Mayis 2006.

URL-5: www.neuro.wustl.edu/neuromuscular/mother/atp.htm, ATP, 14 Mayis 2006.



92

URL-6: patbase.kul.dk/Motifs.htm, P-tipi ATPaz Motifleri, 2006

URL-7: en.wikipedia.org/wiki/ATP-binding_cassette_transporter_genes, ~ATP-binding
cassette transporter genes, 9 Mayis 2006.

URL-8: en.wikipedia.org/wiki/ATPbinding_cassette_transporter_genes#Subfamilies,
Subfamilies, 9 Mayis 2006.

URL-9: aaa-proteins.uni-graz.at/AAA.htm, AAA, 9 Mayis 2006.
URL-10: ecto.au.dk/intro.htm, Introduction, 9 Mayis 2006.
URL-11: weblife.org/humanure/chapter3_8.html, Thermophilic Microorganisms, 2006.

URL-12: www.tkk.fi/Units/BioprocessEngineering/Kem-70.415/INDUSTRIAL_USE_
OF_ENZYMES.DOC, Industriyal Use of Enzymes, 20 Ekim 2005.

URL-13: www.expasy.org, Expasy Veri Tabani, 10 May1s 2006.
URL-14: www.ncbi.nlm.nih.gov/blast, NCBI Veri Tabani, 23 Ocak 2006.
URL-15: www.ebi.ac.uk/clustalw, CLUSTAL-W (1,82), 10 Mayis 2006.

URL-16: www.brenda.uni-koeln.de/php/result_flat.php4?ecno=3.6.1.3, Brenda, 12 Mayis
2006.

URL-17: en.wikipedia.org/wiki/Edta, EDTA, 12 Mayis 2006.
URL-18: en.wikipedia.org/wiki/2-Mercaptoethanol, f-merkaptoetanol, 12 May1s 2006.
URL-19: en.wikipedia.org/wiki/Sodium_azide, Sodyum azid, 12 May1s 2006.

Wu, P., Zhao, B., Yan, J., Luo, A., Wu, Y. ve Senadihra, D., Genetic control of seedling
tolerance to aluminum toxicity in rice, Euphytica, 97 (1997) 289-293.

Wynter, C. V. A., Chang, M., De Jersey, J., Patel, B., Inkerman, P. A. ve Hamilton, S.,
Isolation and characterization of a thermostable dextranase, Enzyme and Microbial
Technology, 20 (1997) 242-247.

Yoshimura, E., Nagasaka, S., Satake, K. ve Mori, S., Mechanism of aluminium tolerance
in Cyanidium caldarium, Hydrobiologia, 433 (2000) 57-60.



OZGECMIS

Fatih Saban BERIS, 1977 yilinda Sakarya ili Adapazar ilgesinde dogdu. Ilkogretim
ve lise tahsilini Adapazari’'nda tamamladi. 1998 yilinda KTU Fen Edebiyat Fakiltesi
Biyoloji Boliimii’'nden “biyolog” tinvaniyla mezun oldu. 1996-97 Egitim-6gretim yili yaz
doneminde KTU Tip Fak. Farabi Hastanesi CBC-Biyokimya Laboratuari’nda ve
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma
Enstitiisii’nde stajlar yaptr. 2001 yilinda KTU Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloi ABD’nda
“Cay Bitkisinin (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) Teknigi ile Molekiiler Karakterizasyonu” tezi ile yiiksek lisansim
tamamladi. Ayn1 yil ayni anabilim dalinda doktora egitimine bagladi. 01/10/2004-
31/03/2005 tarihleri arasinda Avrupa Birligi ERASMUS Ogrenci Degisimi Programi’ndan
yararlanarak Belcika’nin Ghent University, Faculty of Science, Department of
Biochemistry, Physiology and Microbiology, Laboratory of Protein Engineering and
Protein Biochemistry’de bulundu. KTU Fen Bilimleri Enstitiisii’ne bagl olarak 31/12/1999
tarihinden beri arastirma gorevlisi olarak calismaktadir. Yabanci dili ingilizcedir. Evli ve

bir ¢cocuk babasidir.



