KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

TERMOFILIK Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 SUSUNDAN
DNA POLIMERAZ I’iN KLONLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

DOKTORA TEZi

Cemal SANDALLI

NiSAN 2007
TRABZON



KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
TERMOFILIK Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 SUSUNDAN

DNA POLIMERAZ I’iN KLONLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Cemal SANDALLI

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
“Doktor”’
Unvam Verilmesi icin Kabul Edilen Tezdir.

Enstitiiye Verildigi Tarih : 10.04.2007
Tezin Savunma Tarihi : 19.04.2007

Tez Damismani : Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Edip KEHA

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Betiil KIRDAR

Jiiri Uyesi : Yrd. Dog. Dr. Sabriye CANAKCI

Enstitii Miidiirii: Prof. Dr. Emin Zeki BASKENT

Trabzon 2007



ONSOZ

“Termofilik Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 Susundan DNA Polimeraz I’in
Klonlanmas1 ve Karakterizasyonu” adli bu calisma TUBITAK-105T216 nolu proje ile ve
K.T.U Bilimsel Arastirma Fonu-2005.111.04.1 nolu projeden saglanan destek ile
Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali’nda
‘Doktora Tezi’ olarak hazirlanmistir.

Doktora tez danismanligimi iistlenerek, konunun sec¢ilmesinde ve calismalarimin
yiiriitiilmesinde yardimlarim ve ilgisini hicbir zaman esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr.
Ali Osman BELDUZ e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarimin cesitli asamalarinda desteklerini esirgemeyen degerli hocam
sayin Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG’a, Yrd. Dog¢. Dr. Sabriye CANAKCI'ya, yiiksek
biyolog Hakan KARAOGLU’na, Ars. Gor. Aykut SAGLAM’a, Ars. Gor. Serdar
ULKER’e ve tiim K.T.U. Trabzon Fen Edebiyat Fakiiltesi ve Rize Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimleri ¢alisanlarina sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ayn1 zamanda bu calismay1 yapabilmem icin desteklerini hi¢bir zaman esirgemeyen
sayin Fakiilte Dekanim Prof. Dr. Nazmi Turan OKUMUSOGLU’na ve degerli Boliim
Baskanim saym Yrd. Dog. Dr. Osman Birol OZGUMUS’e tesekkiirlerimi sunarim.

Erasmus-Socrates 6grenci degisim programi kapsaminda laboratuarinda bulundugum
ve DNA polimeraz I geninin bir kisminin niikleotit sirasini belirlemem i¢in desteklerini
gordiigiim Belgika-Gent Universitesinden Prof. Dr. Marc CLAEYSSENS’e ve Dr. Karl
RUMBOLD’a tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamin enzime ait biyokimyasal karakterizasyonun yapilabilmesi icin gerekli
destegi esirgemeyen New Jersey Medicine and Dentistry Universitesi, Biyokimya
Boliimiinden Prof Dr. Mukund J. MODAK’a ve laboratuar ekibinden Dr. Kamalendra
SINGH’a, Dr. Amit KETKAR’a ve Pinky KUKRETTI ye tesekkiirlerimi sunuyorum.

Akademik hayatim boyunca onlarin maddi ve manevi destekleri ile bu giinlere
geldigim sevgili aileme ve yogun calisma donemimin en yogun zamanlarinda maddi ve
manevi her konuda yamimda olan sevgili esim Aytil SANDALLI'ya tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Cemal SANDALLI
Trabzon 2007

II



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ... I
ICINDEKILER. ..ottt 11
OZET ... VII
SUMMARY ..o VIII
SEKILLER DIZINI.......iiiiiiiiiii e, IX
TABLOLAR DIZINT......ooiiiiii e XI
SEMBOLLER DIZINI........oiiiiiiiiiiiiii e XII
1. GENEL BILGILER..........c.oiiiiiiiiiiii e, 1
1.1. (€31 5 1 T EURTRTR 1
1.2 DNA Polimeraz Familyalart..............c.ooiiiiiiiiiii 3
1.2.1. A Familyast DNA Polimerazlar...............coooiiiiiiiiiiiiiiii i 3
1.2.2. B Familyast DNA Polimerazlar................coooiiiiiiininiiiincecieneeen 3
1.2.3. C Familyasi NA Polimerazlar (PoID).......cccoccviveeiiiiiiiiiiiii i, 4
1.2.4. D Familyast DNA Polimerazlar................coooiiiiiiiiiiiii e, 4
1.2.5. X Familyast DNA Polimerazlar.................oooiiiiiiiiiiiiiiiiie 5
1.2.6. Y Familyas:i DNA Polimerazlar ...........coccoeviriiniiiininicniiicne e 5
1.3. Uc Boyutlu Yap1 Yoniinden DNA Polimeraz I Enzimleri..................... 6
1.3.1. 5’—3’ Ekzoniikleaz Domein “Enzimin N-Ucu”..............c.cooiiinnin. 7
1.3.2. 3’—5’ Ekzoniikleaz Bolge “Enzimin N-ucu ile C-Ucu Aras1 Kisim™......... 8
1.3.3. 5’—3’ Polimeraz Bolge “Enzimin C-Ucu”.............oooviiiiiiiiiiiiinnnn 9
1.4. DNA Sentez MeKanizZmas! ..........cccoeouiiiiiiiiiiiiiniiniii e, 11
1.4.1. Polimereaz Enzimin DNA’ya Baglanmasi ..............ccooviiiiiiiinnninnnnn, 11
1.4.2. Enzimin Niikleotiti Baglamasi .........ccccoeeeiviiiiiiiii i 13
1.5. DNA Polimerazlar I¢in iki-Metal-lyon Mekanizmasi/Niikleofilik Atak..... 15
1.6. DNA Polimeraz Enzimlerinin Hata Yapma Oram (Fidelity)................... 17

1.7. DNA Polimeraz I Familyasi Enzimlerin ANTP ve ddNTP Ilgisindeki
Farkll1Z1in MeKanizZmas.............ccoveurueueuereeeeeeesceeeeeeeesesesesesesaeseseeesenesenans 19

1.8. Prokaryotik DNA Polymerase I'in Evolusyonu, Yapist ve Niikleotit
SeCmME MEKANIZIMASL........c.ovvverereeeeeeeeeececeeeseeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeessesesesene e e e ean 21
1.9. Polimeraz I Enziminin Aktif Bolgesinin U¢ Boyutlu Yapist....................... 22

I



1.10.
1.11.
1.12.
1.13.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.

2.5.1.
2.5.2.
2.5.3.
2.5.4.
2.5.5.
2.5.6.
2.6.

2.7.

2.7.1.
2.7.2.
2.7.3.
2.7.4.
2.8.

2.8.1.
2.8.2.
2.8.3.

2.9.
2.10.
2.10.1.
2.10.2.
2.10.3.

Termofilik Mikroorganizmalarin Orijini.........cceeeeerveernenneenienieiieeeeen e
Endiistriyel Termofilik Organizmalar............cccocceevvininnin i,
Endiistriyel Termofilik Enzimler..............co i,

AMAg Ve ONEMI........uiiiiii i e

YAPILAN CALISMALAR. ..ot
Calismada Kullanilan Kimyasallar, Enzimler, Besiyeri ve Vektorler..........
Cozeltiler ve Tamponlar......... ..o

Calismada Kullanilan Bakteri Tiirleri ve Genel Ozellikleri......................
Kompetant Hiicre Hazirlanmasi ...,

Pol I Geninin Tiim Niikleotit Sirasinin Belirlenmesi Icin Yapilan
CalISMALAT.....oeeiiie e e e e

Gene Ait Korunmug Bolgenin Klonlanmasi.................coooiiiie
Genomik DNA I1Z0IaSYONU............oevevrueieieceeeeeeeeeseeeeesee e
Ters PZR Icin DNA Orneklerinin Hazirlanmast..............o.oooovveveverevernnnnes
Gene Ait Ilgili Kistmlarin Ters PZR ile Cogaltilmast .............cccccvveverennnne.
Ters PZR ile Cogaltilan Fragmentlerin Baz Sirasinin Belirlenmesi.............
Ters PZR ile Elde Edilen Polimeraz I’e Ait Sekanslarin Birlestirilmesi......

Gca TK4 DNA Polimeraz I Enzimine Ait Amino asit Siramin Bilinen
Diger DNA Polimeraz I Enzimleri ile Karsilagtirilarak Incelenmesi...........

DNA Polimeraz I Geninin EKSPreSyOnU.........c.cceccveerieernieeeniieesieeenie e e
PZR ile Genin Cogaltilmast.......c.ceevviieiiieeriieeiiieeieeeie e e e eeee e e e
Genin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmast............ccocceenviiniiiiniienn e
Genin pET-15b Vektoriine Klonlanmasi..........c.ccecveeeieeiiieeniieeenieeniee e,
Genin E. coli BL21 Hiicrelerinde Ekspresyonunun Gozlenmesi ...............
DNA Polimeraz I’in Saflagtirtlmast..........ccueeeveeeeeeenieeiiie e ceeesree e
DEAE-Seliiloz Kromatografi............ccoccoeiieiiiiiiiiieie e
BioRex 70 Katyonik Kromotografi...........ccceeeeviienieneei e,

DNA Polimeraz I Enzimini iceren Fraksiyonlarin Konsantre Edilmesi ve
Protein Miktariin Belirlenmesi..........cccooeviniiiniiiii i

Mutant Proteinlerin Hazirlanmast............ooceeieiiiiniiniiee e
Enzim Substratlarin Hazirlanmast.............cocooeoivniii i,
Karakterizasyon Caligsmalarinda Kullanilan Primerlerin Sentezletilmesi.....
Substratlarin Radyoaktif Olarak 5’ Ucundan Isaretlenmesi.........................

Tek Iplik DNA’nin 3’-ucundan Isaretlenmesi ...........ccoccovvvevernnnevnnnnns.n.

v

23
24
24
27
28
28
29
29
30

30
30
30
31
32
33
34

34
35
35
36
36
37
37
38
39

39
40
41
41
42
43



2.10.4.
2.10.5.
2.11.
2.11.1.
2.11.2.
2.11.3.
2.114.
2.11.5.
2.11.6.
2.11.7.
2.11.8.
2.11.9.
2.11.10.
2.11.11.
2.12.
2.12.1.

2.12.2.
2.13.
2.13.1.
2.13.2.
2.13.3

2.134.
2.14.

2.14.1.
1.14.2.
2.15.

2.15.1.
2.15.2.
2.15.3.
2.16.

2.16.1.

Cift Zincir DNA Substratlarin Hazirlanmasi..........c...oooooviciiiiiin,

Substratlara Ait DeriSimler. .......occccoovieiiii i,
Gca TK4 DNA Polimeraz I Enziminin Karakterizasyonu.......................
pl Degerinin Belirlenmesi..........coeovveeriiriiiiienieeiiie e e e
Ozgiil Aktivitenin Belitlenmesi...........cococoeeevveivnneiieieeiieei e,
Primer Uzatma DEeneYi.........ccueeevveeeiiieriieniieiiiieee e et e eeeeeteeeieeeiaieneenns
Optimum Bir ve iki Degerli Katyon Derisiminin Belirlenmesi..................
pH’ nin Enzim Aktivitesine BtKisi .....cccooveeeneiiiiiiiiiii
Sicakligin Enzim Aktivitesine EtKisi.........ccoeoieiieiiiniinieieieee e
Enzimin Is1l Kararliliginin Belirlenmesi............cccoveieiieninninnieiec e
Ozgiil KpDNA Degerinin Belirlenmesi.............cococovevvvieeeeeeereeerereesenennnn,
K™ ve K,0 Degerinin Presteady Kinetik ile Belirlenmesi.....................
RNA-Bagimli DNA Polimeraz Aktivitesinin Aragtirtlmast.............c..cc..c...
Hata Yapma Oraninin (Fidelity) Belirlenmesi.......c..ccocceeveiniiniiniiinicenenne.
Gca TK4 DNA pol I'in 3’>—5’ Ekzoniikleaz Aktivitesinin Arastirilmasi....

3’-OH Ucta Tek Baz Hatali Eslesmis Cift Zincir DNA Substrat
Kullanilarak 3’ Ekzoniikleaz Aktivitenin Arastirilmasi..........................

Tek Zinzir DNA Kullanilarak 3’ Ekzoniikleaz Aktivitenin Arastirilmast....
Gca TK4 DNA Pol I’in 5’—3’ Niikleaz Aktivitenin Arastirilmasi..............
5’—3’ Niikleaz Aktivitesinin Belirlenmesi .........ccccceceveeveninicnieicncneenne.
5’ Niikleaz Kesim Profilinin Aralik ve Centikli DNA Ile Belirlenmesi.......

Primerin 3’ unda Eslesmemis Tek Bazin Varhifinda 5° Niikleaz
AKEIVIEEST weeneteitieiieiiet ettt et et et ettt s

5°—3’ Ozgiil Niikleaz Aktivitesinin Belirlenmesi............ccccocovovvevevcuennneee.
Enzimin DIG-dUTP’yi Kullanabilme Ozelliginin Aragtirilmasit................
DIG-dUTP’yi Kullanabilirliginin Sentetik DNA ile Gosterilmesi.............
Primer 3’-Ucunun DIG-dUTP ile Doldurulmasi............ccccecuevieiieninincnnennnn.
Gca TK4 DNA Pol I'in ddNTP {lgisinin Belirlenmesi...............cccccovevuee...
Enzimin U¢ ANTP ve Bir ddNTP Varliginda ddNTP’ye Ilgisi....................
Sabit ANTP (50uM) ve Degisik ddNTP Derisiminde ddNTP’ye Ilgi...........
Sabit dANTP (700 pM) ve Degisik dNTP Derisiminde ddNTP’ye {lgi........
F721Y Mutant1 Protein ile ddNTP’ye ilgisinin incelenmesi....................

Sabit ANTP (50 uM) ve Yiiksek dANTP Derisiminde Mutant Enzimin
AANTP’ Y& T1ISi....vvovvveveeeeeeceeeeeeeeeee et e,

44
46
47
47
47
48
48
49
49
50
50
51
52
52
53

53
53
54
54
54

55
55
55
56
56
56
56
57
58
58

58



2.16.2.

2.18.

3.1.
3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.2
3.3.
3.3.1.
3.3.2.

3.4.
3.5.
3.6.
3.6.1.
3.6.2.
3.6.3.
3.6.4.
3.6.5.
3.6.6.
3.6.7.
3.6.8.
3.6.9.
3.6.10.
3.6.11.
3.7.
3.7.1.
3.7.2.

3.7.3.
3.8.

Sabit dNTP (120 uM) ve Diisiik ddNTP Derisiminde Mutant Enzimin
ddNTP’ye T1gisinin Arastirilmast.............ccooveueerereveereeeeeeeseeerens ceeeennn,

Enzimin Zincir Uzaklastirma (Strand Displacement) Ozelliginin
INCEIENMIESI. . .ovoveeeievieii e

BULGULAR. ..ottt ettt ettt ettt saa e enaeenaens
Genin Klonlanmasi...........c.cociiiiiniiiiiieniee et
Ters PZR ile Genin 3’ Kisminin Tamamlanmast..............ccccoeveuevevruennnnne.
Genin 5° Kisminin Ters PZR ile 585. Niikleotite Kadar Tamamlanmasit.....
Genin Baslangi¢ Kodonuna Kadar Niikleotit Sirasinin Belirlenmesi...........
Diger Polimeraz I Ailesine Ait Enzimlerle Karsilastirilmasit.....................
DNA Polimeraz I Geninin EKSPreSyOnU.........c.cceccveerieerriieerieesieeenieesnineenns
Genin pET-15b Vektoriine Klonlanmasi..........c.cceevveeevieeieiernieenniin e eneenen

pGceaPol-1  Vektoriiniin  E.  coli BL21(DE3)pLysS Hiicrelerine
Transformasyonu ve Ekspresyonun GOzlenmesi.........ccoccceveeeeeecieeneeeneennee.

Gca TK4 DNA Polimeraz I’'in Saflagtirilmast........ccoevvevviveeieieenieeenneene,
Mutant Proteinlerin Hazirlanmast........c...oocueeiiiniiiniinnnniiniiiceen e .
Karakterizasyona Ait Bulgular............ccocovvviiiiniieiniiniieieieeeee e .
Enzimin pl Degerinin Belirlenmesi..........c.cccoveeviiniiiiiiieiniiniin e .
Enzimin Ozgiil Aktivitesinin Belitlenmesi................cccoevevrervererererereennae.. :

Optimum Bir ve iki Degerli Iyon Derisiminin Belirlenmesi.....................

Optimum pH Degerinin Belirlenmesi............coccceeveeieniieeinieeniieeiee e .
Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicakligin Belirlenmesi..................
Is1l Kararliliginin Belirlenmesi..........oc.eeeeeriiniiiesieieeie e e .
KpDNA (Dissociation veya Binding rate) Degerinin Belirlenmesi............ .
KDdNTP ve kj, Degerinin Presteady Kinetik fle Hesaplanmasi.....................

RNA-Bagimli DNA Polimeraz Aktivitesinin Belirlenmesi............c...........

Enzimin Hata Yapma Oraninin Belirlenmesi............ccocceeiienee i iieenen .
3’ Ekzoniikleaz Aktivitesinin Arastirtlmasl...........ccccceveeeeeiiieeeeiieee e,
5’ Niikleaz Aktivitesinin Karakterize Edilmesi............ccccovevvevvveencennenee. .

Enzimin 5’ Niikleaz Kesim Profilinin Arastirtlmasi...........ccccceeeeeviennnonnn.

3> Primer Ucta Eslesmemis Bir Baz Varligimin Enzimin 5’ Niikleaz

AKGVItESTNE ELKIST..ccouvieiiiiiiiiiiiieiiicetesiee e ettt .
Ozgiil 5° Niikleaz Aktivitesinin Belirlenmesi.............cccoovevervevevererennnnn ... .
DIG-dUTP ile Enzimin Sentez Aktivitesinin Belirlenmesi..........................

VI

59

59
60
60
60
61
61
62
65
65

65

66
67
68
68
68
69
71
71
72
73
73
75
76
78
81
82

84
85
85



3.8.1. Dana Timus DNA Kullanarak Aktivitenin Belirlenmesi.........cccvvvuuevvnnn.... 81

3.8.2. Sentetik DNA Kullantlarak ... 86
3.8.3. Enzimin Son Niikleotiti Ekleme Ozelliginin Belirlenmesi........................... 87
3.9. ddNTP’ye T1ginin Belitlenmesi.............coevevviemeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e .89
3.9.1. Yaban Tip Enzimin ddNTP Ilgisinin Incelenmesi............ccccccooeevevnn...n 89
3.9.2. F712Y Mutant1 Protein ile ddNTP’ye Ilgisinin Arastirilmast...................... 90
3.9.3. Sabit NTP (120 pM) ve Disiik ddNTP Derisiminde Mutant Enzimin

ddNTP’ye [lgisinin Arastirtlmasi.........ccceereeeiiieiiiieeniieeniee e eeeee e e . 91
3.10. Enzime Ait Zincir Uzaklastirma Aktivitesinin Arastirilmasi..................... . 92
4. TARTISMA L ..ttt ettt saee e e e e e . 94
5. SONUGCLAR.....c ettt et ettt ettt steenaeenee e e e s . 101
6. ONERILER........cooiviiiiieeeeeeeeeeeeee e e renanaan . 103
7. KAYNAKLAR. ..ttt et 104
OZGECMIS

VII



OZET

Bu calismada, Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 (Gca TK4) susundan DNA
polimeraz I geni (DNA pol ) klonland1 ve Escherichia coli’de (E. coli) ekspres edilerek
baz1 biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri incelendi. Gca TK4 DNA polimeraz I genine ait
tiim niikleotit siras1 dejenerat primerler ve ters PZR reaksiyonu ile tamamlandi ve genin
stop kodonu ile birlikte 2637 bg¢ oldugu belirlendi. Amino asit sirasi bakimindan diger
Bacillus ve Geobacillus DNA polimeraz I enzimlerine %89 benzer oldugu bulundu. 5°—3’
nikkleaz ve polimeraz aktivitesi i¢in korunmus amino asitlere sahip oldugu, 3’—5’
ekzoniikleaz aktivitesi i¢in gerekli korunmus amino asitlere ise sahip olmadig1 belirlendi.
Gen pET15b vektoriine klonlanarak, E. coli BL21(DE3)pLysS susunda ekspres edildi ve
protein sicaklik uygulamasi DEAE-selilloz ve BioRex 70 katyonik kromatografi ile
saflastirildi. Rekombinant enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakliginin 55-60 °C,
optimum pH’simin ise 7,5 ile 9,0 arasinda oldugu tespit edildi. Enzimin 70 °C iizerindeki
sicakliklarda 5 dakika bekletilme sonucu aktivitesini kaybettigi belirlendi. DIG-dUTP’yi
normal dNTP gibi kullanarak DNA sentez aktivitesi gosterebildigi ve kalip/primer
kompleksinde, kalip zincir {izerindeki son niikleotiti ekleyerek 3’ ucuna ait bosluklari
doldurabildigi belirlendi. DNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesi icin Mg** metal iyonuna
(7 mM), RNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesi i¢in Mn** metal iyonuna (6 mM) ihtiyac
duymaktadir. Mg* ile 6zgiil aktivitesi 495,000 iinite/mg olarak hesaplandi. K,DNA degeri
0,192 nM, Kp™™" degeri ise 21,64 uM olarak belirlendi. K,,; degeri ise 24,99 s~ olarak
belirlendi. Hem ¢ift zincir DNA hemde tek iplik DNA ile herhangi bir 3°—5’ ekzoniikleaz
aktivitesinin olmadigi, sarkik tek iplik 5’ ug¢ tasiyan DNA oOrnekleri ile 5° niikleaz
aktivitesinin Kp degerinin 2,35 nM oldugu, enzimin ¢ogunlukla 5’ sarkik ucu ve sarkik
ucun bagladigl noktada eslesme yapmis iki niikleotit arasindan kesim yaptigi belirlendi.
Gca TK4 DNA pol 1 yaban tip enzimin ddNTP’ye duyarli olmadig1 ancak 712 numaral
Fenilalanin amino asiti Tirozin amino asitine doniistiiriildiigiinde elde edilen mutant
enzimin dNTP’ye olan ilgisinin nerede ise tamamen ddNTP’ye doniistiigii belirlendi.
Enzimin zincir uzaklagtirma aktivitesine sahip oldugu ve 721 numarali Tirozin amino asiti

Fenilalanin amino asitine doniistiiriildiigiinde ise aktivitenin arttig1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Geca TK4, DNA polimeraz, Mutasyon, Karakterizasyon
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SUMMARY

Cloning and Characterization of the DNA Polymerase I from Thermophilic
Geobacillus caldoxylosilyticus TK4

In this study, DNA polymerase I gene (DNAPOL) of a thermophilic
Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 (Gca TK4) strain, was cloned and overexpressed
in Escherichia coli (E. coli), and then some biochemical and physical properties of the
protein were investigated. The whole sequences of DNA pol I gene was determined
by degenerate primers and inverse PCR. The gene with stop codon are 2637 bp (878
amino acids). In amino acid level, it has 80-90% homology to DNA pol gene of
Bacillus and Geobacillus. While the enzyme has conserved amino acids for 5’
nuclease and polymerase activity, it doesn’t have conserved aminoacids for 3’—5’
nuclease activity. The gene was cloned into pET15b vector and overexpressed in E.
coli BL21(DE3)pLysS strain. The enzyme was purified with heat treatment and
chromatography for biochemical characterization. It was found that enzyme shows
optimal activity at 55-60°C and pH between 7.5-9.0 (Tris-HCI, 50 mM). Incubation
at above 70°C for 5 minutes, it loses its activity above 70°C. Enzeyme can use DIG-
dUTP as a regular ANTP and synthetize the DNA. It can also add the last nucleotite on
DNA. Enzyme needs Mg* (7 mM) ions and Mn** (6 mM) ions for DNA-dependent
and RNA-dependent DNA polymerase activity respectively. Spesific activity of the
enzyme is 495,000 unites/mg with Mg** ions. KpDNA and Kp™"™" are 0.192 nM and
21.64 puM respectively. K,y is 24.99 s, It doesn’t have any 3'—5’ exonuclease
activity with mismatch and single strand DNA. It has 5’—3’ nuclease activity on 5’
overhang DNA with spesific activity of 2,35 nM. It can cut the overhang part of the
DNA or between the two match nucleotide at the overhang part. It is not sensitive to
ddNTP but when we changed the phenilalanine-712 to tyrosine enzyme mostly
recognizes ddNTP instead of dANTP. Enzeyme has strand displacement activity,

especially by mutant enzyme with fenilalanine—721 instead of tyrosine721.

Key Words: Gca TK4, DNA polymerase, Mutant, Characterization
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

DNA Polimerazlar “poliniikleotit polimeraz” olarak adlandirilan daha genis bir
enzim sinifinin i¢inde yer alirlar ve canlilarda genetik materyalin sentezini gerceklestirerek
nesilden nesile tam olarak ge¢mesini saglarlar. Ancak DNA manipulasyonlarinda in vitro
kullanmighiligimin kesfedilmesinden sonra bu enzimler molekiiler biyoloji ¢alismalarinin
vazgecilmezi olmuslardir. Bu enzimler sentez icin DNA’y1 kalip olarak kullanirlar ve
kaliba uygun niikleotitlerin ilavesini katalizleyerek DNA’nin duplikasyononu saglarlar.

DNA’nin tamirinde bir¢ok enzim gorev alirken DNA’nin sentezi sadece DNA
polimeraz enzimleri tarafindan gergeklestirilmektedir (Mirzahi ve Anderson, 1998). Ilk
tanimlanan polimeraz enzimi, E. coli DNA Polimeraz I’dir ve 1956 yilinda Kornberg ve
arkadaslan tarafindan tanmimlanmistir. E. coli’ye ait diger iki polimeraz olan DNA
Polimeraz Il ve DNA Polimeraz III’iin izolasyonu 15 yil siirmiistiir ve DNA Polimeraz
[II'tin DNA Polimeraz I’den farkli oldugu ve E. coli’"de DNA’nin 6nemli kisminin
replikasyononu  gerceklestirdigi  bulunmustur. Daha sonralart DNA  polimerazlar
Okaryotlardan, arkae bakterilerden, viriislerden ve plazmitlerden izole edilmistir.

Ozellikle son yillarda bircok mikroorganizmanin genom sekansmin belirlenmesi
sonucunda ¢ok sayida yeni DNA polimeraz kesfedilmistir. Bu DNA polimerazlar sadece
DNA’nin replikasyonunu saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda DNA’nin tamirini ve
rekombinasyonunu da gerceklestirmektedirler. Ayrica genel bir ti¢ boyutlu ¢alisma yapisini
ve niikleotitlerin eklenmesi ve uzaklastirilmasinda genel bir mekanizmayr paylagmak,
yapisi bilinen tiim DNA polimerazlarin karakteristigidir. Amino asit siras1 benzerlikleri ve
yapisal analizler temel alinarak DNA polimerazlar 6 ailede simiflandirilir (Tablo 1)
(Braithwaite ve Ito., 1993; Cann vd., 1999; Ito ve Braithwaite, 1991; Ohmori ve vd., 2001).

Biitiin Okaryotik ve prokaryotik DNA polimerazlar ayni1 sentez aktivitesini
gosterirler. Buna ilaveten bazi DNA polimerazlar ikinci ve igilincii bir aktivite
gosterebilirler. Bu aktivite, 3°—5’ ekzoniikleaz aktivitesi (proofreading aktivite) ve 5°—3’

niikleaz aktivitesi veya her ikisi birden olabilir.



Tablo 1. DNA polimeraz siiflart

A (pol I) Familyas1 Fonksiyonu

E. colipol 1 Bakteri DNA tamiri ve bosluklarin doldurulmasi
Tag DNA polimeraz Bakteri DNA’sinin replikasyonu

T7 DNA polimeraz Bakteriyofaj replikasyonu

Insan pol 0 Mitokondriyal DNA replikasyonu

Insan pol y DNA c¢apraz baglarin tamiri

B (a-benzeri) Familyasi

Hiicresel olanlar

Insan pol o o Priming leading/lagging strand
Insan pol & Insan genomunun replikasyonu
Insan pol & Insan genomunun replikasyonu
Insan pol & Bypass sentezi

Bakteriyel/Viral olanlar

E. coli pol 11

Tamir

T4 DNA polimeraz

Faj replikasyonu

RB69 DNA polimeraz

Faj replikasyonu

Vaccinia DNA polimeraz

Virus replikasyonu

Herpes simplex DNA polimeraz

Virus replikasyonu

Adenovirus DNA polimeraz

Virus replikasyonu

@29 DNA polimeraz

Faj replikasyonu

pGKLL1

Plazmit replikasyonu

C Familyas1

E. coli pol III

E. coli genomunun replikasyonu

B. subtilis pol 111

B. subtilis genomunun replikasyonu

D Familyasi

DNA pol D Euryarchaeot’larin replikasyonu
X Familyast

Human DNA polymerase 3 Baz kesip-¢ikarma

Human pol A Mayoz esnasinda DNA’nin tamiri
Human pol p Hiicresel hipermutasyon

Human pol ¢

Kardes kromatitlerin yapismast

Human terminal deoxynucleotidyl

Antijen-alic1 ¢esitlilik

Transferase (TdT)

Y (UmuC/DinB/Rev1p/Rad30) Familyasi

E. colipol IV (DinB)

Bypass sentez/amaglanmayan mutasyonlar

E. colipol V (UmuDC)

SOS lezyon tamiri ve ama¢lanmayan mutasyonlar

Human pol «

Bypass sentez

Human pol n (XPV) Hatasiz translezyon sentezi
Yeast pol | (Rad30) Hatasiz translezyon sentezi
Human pol 1 Hata meyilli translezyon sentezi

Human Rev1l

Abazik bolge sentezi




1.2. DNA Polimeraz Familyalari
1.2.1. A Familyas1i DNA Polimerazlar

E. coli DNA polimeraz I’e benzeyen polimerazlar, familya A DNA Polimerazlar
olarak isimlendirilirler ve aym1 zamanda pol I familyasi olarak da bilinirler. Familya A, en
cok calisilan DNA polimeraz enzimlerini kapsamaktadir ve ilk tanimlanan DNA polimeraz
I (E. coli DNA polimeraz I) bu familyaya aittir. Ayrica Klenow fragmenti (5 niikleaz
bolgenin uzaklastirilmasi sonrasi 3’ ekzoniikleaz ve polimeraz kismin tamami) ilk olarak
bu familya DNA polimerazlarinda tanimlanmustir. ilk kristal yapr calismalar1 ve enzim
substrat iligkisi E£. coli DNA polimeraz I’de gosterilmistir. Daha sonralar1 tanimlanan ve
kiit u¢ DNA ile kompleks yapmis 7ag DNA polimeraz I’in kristal yapis1 enzimin aktif
bolgesinin tanimlanmasim saglamis ve E. coli DNA polimeraz I ile ayn1 diizende oldugu
gOsterilmistir.  Yine bu familyaya ait olan T7 DNA polimeraz 1 ve Bacillus
stearothermophilus DNA polimeraz I ile primer-kalip DNA ve niikleotitlerin varliginda
yapilan kristallendirme caligmalari polimerizasyon esnasindaki bir DNA polimeraz

enziminin ¢aligma seklinin belirlenmesini saglamistir.

1.2.2. B Familyas1 DNA Polimerazlar

Bu familya DNA polimerazlari, Polimeraz II olarakta adlandirilmaktadir. B
familyasina ait DNA polimerazlarin ¢ogu okaryotik polimerazlar olan DNA polimeraz a,
9, &, ve { ile arkea bakterilere ait olan replikatif DNA polimerazlari kapsar (Hopfner ve vd.,
1999). Ayrica son zamanlarda ii¢ boyutlu yapisi tam olarak aydinlatilan bazi bakteri ve
bakteriyofaj DNA polimerazlari da bu familya i¢inde yer alir (Wang vd., 1997) ve bunlarin
en iyi bilinenleri T4, Phi29 ve RB69 bakteriyofajina ait olan polimerazlardir. B familyasina
ait DNA polimerazlar sentez esnasinda cift zincir DNA’y1 acarken ayn1 zamanda kalip
tizerinden sentez fonksiyonunu da yiiriitmektedir. Bu familyada yer alan DNA polimeraz
enzimlerinin en 6nemli 6zelligi ektsrem sartlar altinda dahi fevkalade yiiksek dogrulukta
DNA replikasyonunu gerceklestirebilmeleridir. Cogu B familyast DNA polimerazlar ¢ok
giiclii bir 3°—5° ekzoniikleaz aktiviteye sahiptir (DNA polimeraz a ve { haric).

Bu familyaya ait DNA polimeraz enzimleri amino asit diizeyinde N-uctan C-uca
dogru incelendiginde, C-ucta yer alan polimeraz bolgesine ilaveten 3’ —5° ekzoniikleaz

bolgesine ve heniiz fonksiyonu bilinmeyen bir N-u¢ bolgesine sahip oldugu



gozilkkmektedir. Ekzoniikleaz ve palm bolgeleri, A familyas: polimerazlarla aynm genel
yaptya sahip olup, polimeraz ve niikleaz aktivite icin benzer metal esasli mekanizmay1
kullanirlar. Fingers ve thumb bdlgeleri ise diger polimeraz familyalar ile benzerlik
gostermemektedir (Wang vd., 1997).

Sekans benzerligi ve kristal calismalar1 B familyast DNA polimerazlarin niikleotit
transferi icin gerekli olan ii¢c adet korunmus karboksilik amino asit tasidigini
gostermektedir. Thermococcus gorgonarius’de bu korunmus amino asitlerden E578 ve
ES80, Mng2 ve Zn*? icin baglanma 6zelligi gosterirken, diger karboksilik amino asit olan

Asp404, dNTP’nin fosfatina baglanma ve katalizleme 6zelligi gosterir (Hopfner vd., 1999).

1.2.3. C Familyas1 DNA Polimerazlar

C familyas1 DNA Polimerazlar hiicre icinde genetik materyalin replikasyonunu
gerceklestiren esas enzimlerdir. Kendi i¢inde simif-I (E. coli DNA Polimeraz C-tipi), sinif-
II (Bacillus subtilis DNA Polimeraz C-tipi) ve simif-III (Cyanobacteria pol C-tipi) seklinde
en az li¢ farkli simifa ayrilirlar. Su ana kadar tamimlanan bazi bakterilere ait C familyasi
polimerazlara ait enzimlerin molekiiler agirliklar: Aquifex dnaE= 133.200 kDa (Deckert
vd., 1998), Bacillus subtilis E1 = 125.384 kDa (Kunst vd., 1997), E. coli dnaE = 129.903
kDa (Tomasiewicz ve McHenry, 1987) ve Mycbacterium tuberculosis DnaE2 =
116.483.67 (Helena vd., 2003). Bu familya polimerazlar1 3’ ekzoniikleaz aktivitesi igin 3
adet korunmug bolgeye sahiptir (Exo I, Exo II, Exo III). Ancak 3 ekzoniikleaz bolge ITIC
motifi HxAxxD seklindedir ve DNA polimeraz A ve B’de yaygin olan YxxxD motifinden
farklidir (Barnes vd., 1995; Huang vd., 1997; Ito ve Braithwaite, 1998).

1.2.4. D Familyas1 DNA Polimerazlar (PolD)

D familyas1t DNA Polimerazlar, polimerizasyon ve 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesine
sahip olan yeni bir DNA polimeraz familyasidir. 3’—5’ ekzoniikleaz bolgeye sahip olmasi
yiiksek dogrulukta DNA sentezi yapmasina yardimci olur ve bu bolge iizerinde 3°—5’
ekzoniikleaz bolge i¢in korunmus ii¢ adet motife sahiptir. 3’—5’ ekzoniikleaz aktiviteye
ilaveten c¢ok giiclii ve prosesitivitesi bir DNA polimeraz aktivitesi gosterirler. D
familyasina ait DNA polimeraz enzimi daha ¢ok arkaebakterilerde bulunur (Cann vd.,

1998; Uemori vd., 1997; Shen vd., 2001).



Bu familyaya ait DNA polimerazlarda polimerizasyon, enzimin C-terminal kisminda
yer alan katalitik amino asitler tarafindan gerceklestirilmesine ragmen bircok yonii heniiz
aydinlatilmamistir. Cok giiclii bir 3°’—5’ ekzoniikleaz bolgeye sahip olmasina ragmen
diger DNA polimeraz enzimlerinin bu aktivite i¢in sahip oldugu korunmus amino asitlerin
hi¢c birine benzer amino asitlere sahip degildir. Ayrica polimerizasyon aktivitesi i¢inde
diger polimerazlarin sahip oldugu genel motiflere sahip degildir ve magnezyum yerine
manganez metal iyon olarak kullanildiginda daha gii¢li aktivite gostermektedir. Su ana
kadar 12 arkaebakteri tiiriinde bu familyaya ait DNA polimeraz enzimi tanimlanmistir:
Pyrococcus  horikoshii, Pyrococcus abyssi, Pyrococcus furiosus, Methanococcus
Jjannaschii, Methanosarcina mazei, Methanosarcia acetivorans, Methanobacterium
thermoautotrophicum, Archaeoglobus fulgidus, Thermoplasma volcanium, T. acidophilum,

Methanopyrus kandleri, and Halobacterium sp. NRCO1 (Yulong vd., 2004).

1.2.5. X Familyas1 DNA Polimerazlar

X familyasina ait DNA Polimeraz enzimleri viriislere ve Okaryotik DNA
polimerazlara ait DNA polimeraz enzimlerini kapsar ve baz kesip ¢ikarma seklinde
DNA’nin tamirini gerceklestirir. Yapilan kinetik ¢alismalar sonucunda bu enzimin diisiik
dogruluk ile DNA’min sentezini gerceklestirdigini gostermistir. Bu familya DNA
polimerazlar1 metal iyon olarak Mg* yerine Mn**’yi kullanarak aktivite gdsterirler. Bu
familya DNA polimerazlar igerisinde insan polimeraz [, A, pol p ve terminal

deoksiribonukleotidil transferaz ile maya Pol4 enzimi yer almaktadir (Hubscher vd., 2002).

1.2.6. Y Familyas1 DNA Polimerazlar

Y familyasina ait DNA Polimerazlar, diger DNA polimerazlar gibi kaliba bagh
olarak DNA sentezini gerceklestirirler ancak bu familyaya ait DNA polimeraz enzimleri
bilinen DNA polimeraz enzimleri ile amino asit seviyesinde hicbir sekans benzerligi
gostermezler. Yiiksek hata orami ve diisiik prosesiviti ile normal DNA’nin sentezini
gergeklestirirken, zarar gormiis kalip zincir iizerinden de senteze devam edebilirler (Wei,
2005). Bu familya DNA polimerazlarina ait ilk ipuclari maya Rev-1 proteininde gozlenen
dCMP-spesifik niikleotit transferaz aktivitesi ile basladi (Nelson vd., 1996). Daha sonra

maya Rev-1’ine homolog E. coli Rev-1b proteininde aym aktivitenin goézlenmesi ve



bununla beraber UmuC ve DinB proteinlerinin DNA polimeraz aktivitesine sahip olmasi
bu yeni polimeraz familyasinin olusmasini saglamistir. En 6nemli 6zelliklerinden birisi

translezyon DNA sentezi gerceklestirebilmeleridir.

1.3. Uc¢ Boyutlu Yap: Yoniinden DNA Polimeraz I Enzimleri

DNA polimeraz I enzimleri, herbiri farkli bir katalitik aktivite goOsteren ii¢ alt
bolgeden olusurlar ve genel bir ii¢ boyutlu yap1 yoniinden ortak bir yapiy1 paylagirlar.
Protein iizerinde bu bolgeler N-ucundan C-ucuna dogru belli bir sirada yer alirlar. Bunlar:
N-ucunda 5" niikleaz, C-ucunda polimeraz ve N-u¢ ve C-u¢ arasinda ise 3'—5

ekzoniikleaz aktivitesinden sorumlu bolgeler seklindedir (Sekil 1).

Ekzoniikleaz

b

Sekil 1. E. coli DNA polimeraz I enziminin Klenow Fragmentine ait yap1

Enzim 3’—5" ekzoniikleaz bolge ile yeni sentezlenen DNA’da hatalar1 kontrol eder
ve hatali girmis niikleotitleri uzaklastirarak dogrusu ile degistirir. 5’ niikleaz bolge ile yeni

sentezlenen DNA’daki okazaki fragmentlerinin uzaklastirilmasim1 katalizler. Bazi



polimeraz I enzimleri bu bdlgelerden her ikisine sahip olsa da, katalitik amino asitler
korunmamis ise 3’—5" ekzoniikleaz aktivite gostermemektedir. Bilinen tiim DNA
polimeraz enzimleri DNA’nin sentezini 5’—3’ yoniinde gerceklestirir ve bu bolge enzimin

C-ucunda yer alir.

1.3.1. 5°—>3’ Ekzoniikleaz Bolge “Enzimin N-Ucu”

DNA polimeraz I’'in 5’ niikleaz bolgesi, prokaryotik ve okaryotik niikleazlarin
onemli bir stmfinin iiyesidir. DNA tamir ve onariminda fonksiyon gosterirler. Ozellikle de
cift zincir DNA {izerinde, 5’ hibridize olmamis sarkik tek zincir kistm bu enzim icin 6zel
substrattir. DNA polimeraz I enzimlerinin N-ucunda yer alan bu bolge, 6zellikle in vivo’da
DNA  replikasyonu  sirasinda  Okazaki  fargmentlerinden = RNA-primerinin
uzaklagtirrlmasinda ve DNA’nin kesip ¢ikarma tamir mekanizmasinda zarar gormiis
niikleotitlerin uzaklastirilmasinda énemli fonksiyona sahiptir (Kornberg ve Baker, 1992).
Bir ¢cok DNA polimeraz I enzimlerinde ve bazi1 bakteriyofajlarda’da 5’ niikleaz bolgesine
homolog bolgeler bulunurken bazilarinda ise ayri bir polipeptid olarak bulunmaktadir
(Gutman ve Minton, 1993; Xu vd., 1997). 5’ niikleazlar orijinal olarak 5’—3’ niikleaz
olarak tammlanmalarina ragmen daha dogru bir isimlendirme olarak “yapi-spesifik
niikleazlar” olarak isimlendirilmektedirler ve genellikle cift zincir DNA’da 5° sarkik
kismin oldugu bolgede baz eslesmesinin oldugu ilk iki niikleotit arasindan kesim yaparlar
(Lyamichev vd., 1993; Harrington ve Lieber, 1994; Bhagwat vd., 1997). Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda, bakteriyel niikleazlarin 5’ niikleaza ait kesim bolgesinde primerin iist
kisminda yer alan bolgede 3’ eslesmemis niikleotit i¢in baglanma bolgesinin oldugu
belirtilmektedir (Lyamichev vd., 1999; Xu vd., 2000; Xu vd., 2001).

Sekans benzerlik caligmalar bakteriyel ve bakteriyofaj 5’ niikleazlarinin ¢ogunun
FEN-1 niikleaz familyasinda korunmus olan de8ismez 9 adet karboksilat tasidigini
gostermistir (Gutman ve Minton, 1993; Xu vd., 1997). Korunmus karboksilatlarin sayisinin
coklugu 5’ niikleaz aktivitenin olasiligimi yiikseltmektedir. Bu korunmus bolgeler Tablo

2’deki gibidir.



Tablo 2. DNA polimeraz I’e ait 5° niikleaz bolgede yer alan korunmug amino asitler

ﬁﬁifé;?gﬁ‘gggi’ai 4.7 Bakteriyal DNA . 11 Bakteriyel 5’. 4 Faj nijklf.:azda
Korunmus sira polimeraz I’de benzerlik niikleazda benzerlik benzerlik

Aspl13 47 Asp 11 Asp Asp
Arg20 47 Arg 10 Arg, 1 Ala 1 Arg, 2 Gln, 1 Ser
Asp63 46 Asp, 1 Glu 11 Asp Asp
Arg70 47 Arg 11 Arg Arg
Tyr77 47 Tyr 11 Tyr Tyr
Lys78 47 Lys 11 Lys Lys
Arg8l 47 Arg 11 Arg Arg
Glul13 47 Glu 11 Glu Glu
Aspl15 47 Asp 11 Asp Asp
Aspll6 47 Asp 11 Asp Asp
Aspl38 47 Asp 11 Asp Asp
Aspl40 47 Asp 9 Asp, 2 Gly Asp
Aspl85 47 Asp 9 Asp, 11le, 1 Val Asp
Aspl88

47 Asp 9 Asp, 2 Ser Asp

1.3.2. 3’—>5’ Ekzoniikleaz Bolge “Enzimin N-ucu ile C-Ucu Arasi Kisim”

DNA polimeraz I enzimlerin N-ucu ile C-ucu arasindaki bolge 3’—5’ ekzoniikleaz
bolge olarak adlandirilir. Bu bolgenin aktivitesi ile DNA polimeraz I enzimleri, DNA
sentezi esnasinda 3’-OH uca hatali eslesmis niikleotitlerin uzaklastirilmasim katalizleyerek
DNA sentezin sonlanmasini 6nlemis olurlar. Cift iplik DNA’nin 3’ ucunda yer alan hatal
eslesme, DNA’nin polimeraz bolge yerine ekzoniikleaz bolgenin aktif kismina
baglanmasin artirir. E. coli DNA polimeraz I’e ait Klenow fragmenti, 3’-OH ucunda hatali
eslesmis niikleotit iceren cift zincir DNA ile kristallendirildiginde, hatali eslesme yapan
zincire ait 3’-ucunun sarkik kisminin ekzoniikleaz bolgenin aktif bolgesine baglandig
belirlenmistir (Sekil 2). Hatali eslesme polimerazin sentezini engellemekte ve DNA cift
zincirinin ekzoniikleaz bolgeye kaymasim saglamaktadir. Bu da enzimin dogru sentez
yapmasinda polimeraz bélgenin rol oynadigim1 gostermektedir. 3° ekzoniikleaz bolge tek
iplik DNA’ya da baglanabilir ve baglanma hiz1 ¢ift iplik DNA’ya baglanan polimeraz
bolgeden 10 kat daha hizl1 gerceklesir.



Polimeraz Bélge
Fingers Thumb Thumb

Fingers

i

Ekzoniikleaz Bolge Ekzoniikleaz Bolge

Sekil 2. DNA’nin yapisina gore polimeraz ve ekzoniikleaz bolge ile olan
iliskisi. A: polimerizasyon esnasinda B: ekzoniikleaz aktivite
esnasinda

5’niikleaz bolge ile 5’—3’ polimeraz bolge arasinda bulunan 3’—5’ ekzoniikleaz
bolge bu aktiviteyi gosterebilmesi icin dort adet korunmus amino asite ihtiya¢ duyar.
Bunlar D355, E357, D424 ve D501 numarali amino asitlerdir ve bu amino asitlerden
herhangi birinin mutasyonla degismesi bu bolgenin aktivitesini etkiler (Wang vd., 1996).
Ozellikle E. coli DNA polimeraz I’"de D424 nolu aspartik asit amino asiti alanin amino
asitine doniistiiriildiigiinde, 3’—5° ekzoniikleaz bolge sentezlenen yeni zincirin 3’-OH

ucunda olugan hatal1 niikleotitleri uzaklastirma aktivitesini tamamen kaybeder.

1.3.3. 5°—>3’ Polimeraz Bolge “Enzimin C-Ucu”

Yapi analizi ¢alismalart DNA polimeraz I enzimlerinin polimeraz bolgelerinin ortak
bir yapiy1 paylastiklarin1 gostermektedir. Bu yap1 sag ele benzemektedir ve thumb (bas
parmak), palm (avug) ve fingers (parmaklar) kisimlar olarak iice ayrilmaktadir (Sekil 3).
Palm kisminin yapist biitiin DNA polimerazlarda homolog olarak gériinmesine ragmen
fingers ve thumb kisminin yapist DNA polimeraz familyalarinda farklilik gostermektedir.

Palm alt kismu fosforil transferinde gorev alir (Premal vd., 2001).
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Tagpol 1

E.coli Klenow Fragmenti

Sekil 3. Taq polimeraz I ve E. coli DNA polimeraz I Klenow fragmentinin
superpozisyonu. Bu enzimlerin a-heliks ve B-zincir katlanmalar
hemen hemen aymidir. Fingers alt bolgenin farklilik arz etmesi bu
kismin esnek oldugunu gostermektedir. Diger polimeraz [
enzimlerinin superimpoz yapilarida benzer sonucu vermektedir

Thumb kismi direkt olarak ekzoniikleaz bolge ile iliskidedir ve tek zincir
ekzoniikleaz substratlar icin baglanma bolgesine sahiptir. Thumb bolge paralel ve
antiparalel a-helikslerden ibaret olup herbir durumda en az bir a-heliks primer-kalip
iriintin kiiclik oyugu boyunca onemli interaksiyonlar yapar. Thumb alt bolgesinin {ist
kismindaki looplar DNA iskeleti ile onemli ve korunmus interaksiyonlar yapar (Premal
vd., 2001).

Fingers alt kism1 da DNA polimeraz familyalarinda farklilik gosterir ve fingers alt
kismindaki herbir a-heliks primer-kalip kompleksinin kiit ucunda bulunur. Bu bolge
korunmus yan zincirler icerir. Gelen niikleotit trifosfat ile 6nemli interaksiyonlar saglar
(reverse trankriptaz familyasinda fingers bolgesinde dNTP baglayan a-helikse sahip

degildir ve bu fonksiyon B-hairpin tarafindan yiiriitiiliir).
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1.4. DNA Sentez Mekanizmasi

Bir cok DNA polimeraz icin tek bir niikleotitin eklenmesi esnasinda gerceklesen
adimlar ve herbir adimin hizi Taq pol I (Brandis vd., 1996), T7 DNA pol (Patel et al.,
1991) ve E. coli pol 1 (Bryant vd., 1983; Kuchta vd., 1988) i¢in belirlenmistir. DNA
sentezi esnasinda birinci basamakta (Sekil 4-1) polimeraz enzimi (E) kalip-primere (TP)
baglanir. Ikinci basamakta (Sekil 4-2) uygun dNTP polimeraz-DNA kompleksine baglanr.
Uciincii basamakta (Sekil 4-3) niikleofilik atak sonucu fosfodiester bagi olusur. Dordiincii
basamakta ise pirofosfat (PPi) serbest birakilir.

rrl
dNTP
E+1F .T_.' I:'-'ll:'z\'z E-TP-dNTP E_T[L—I'HJL 4= .':'-'[':_‘q_-_

1 ) 3

Sekil 4. Tek bir niikleotitin ilavesi esnasinda gerceklesen adimlar

Presteady kinetik ¢aligmalar1 enzimin, DNA’ya ve dNTP’ye baglanmasinin ¢ok hizl
gerceklestigini ve bu esnada polimeraz enziminin en az dort 6nemli yapisal degisim
gecirdigini gostermektedir. ilk yapisal degisim enzimin DNA’ya baglanmasi esnasinda
gerceklesir. Ikinci yapisal degisim siraya uygun niikleotitin baglanmasi ve baglanmay1
takiben gerceklesen kimyasal katalizleme esnasinda gerceklesir. Bu adimi takiben PPi’nin
serbest birakilmasi esnasinda iigiincii yapisal degisim gerceklesir. Dordiinciisii ise niikleotit
eklenmesi gerceklestikten sonra primerin yeni 3’-OH ucuna enzimin translokasyonu
esnasinda gergeklesir. Enzimin niikleotit ilavesinde ¢oklu yapisal degisim gecirmesi az

hatal1 sentez yapmas katkida bulunmaktadir (Beckman ve Loeb, 1993).

1.4.1. Polimeraz Enzimin DNA’ya Baglanmasi

Polimerizasyonun ilk adiminda, polimeraz enzimi ile kalip-primerin bir araya
gelmesi yer alir. DNA polimerazlara ait kristal yapilari, DNA ile kompleks olusumu
esnasinda thumb alt bolgesinin nerede ise tamamen DNA’nin etrafim sardigini
gostermektedir (Sekil 5). Ornegin Tag polimeraz I'in thumb alt bolgesinde DNA’ya
baglanma esnasinda iki 6nemli yapisal degisim gerceklesir (Li vd., 1998). Birinci olarak

thumb alt bolgesi palm alt bolgesine dogru doner ve ikinci olarakta thumb bdlgesinin
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ucunda yer alan korunmus amino asitler ters yonde donerler. Bu degisim yaklasik 30 A
genigliginde bir silindir seklinde gerceklesir ve nerede ise tamamen DNA’y1 igine alir.
Thumb alt bolgesi i¢indeki korunmus amino asitler (bolge 1 icinde yer alirlar) DNA’nin

kiictik oyugu boyunca DNA’y1 sikica tutar (Patel vd., 1995).

Sekil 5. Bst DNA pol I (Kiefer vd., 1998), Tag DNA pol I (Li vd., 1998) ve T7 polimerazin
(Doublie vd., 1998) aktif bolgesi. Motif A (kirmizi), B (yesil) ve C (mavi)’nin
yerlesim diizeni farkli DNA polimerazlar igerisinde hemen hemen aymidir. Bu
enzimlerin herbiri DNA’ya baglanma esnasinda DNA’nin seklini degistirmektedir

Farkli DNA polimerazlarda, enzim ilk 6nce DNA iskeletinin seker-fosfat kismi ile
iliski kurar ve iliski S-seklindeki yapiya sahip DNA egilimleri ile uyumlu haldedir. Enzim
ve DNA arasindaki ikinci iligki, palm alt bolgesi icinde yer alan korunmus amino asitlerle
(bolge 2 icinde) tek iplik kalip DNA arasinda gerceklesir. DNA ve polimeraz enzim
arasindaki {i¢iincii interaksiyon neticesinde kalibin ilk bazi 90° den daha fazla doner ve
bitigik kalip iplige ait niikleotit ise 180° doner (sanki kalip bazlar DNA heliks yoriingesinin
disina atilarak ANTP baglanma bolgesinden uzaklastiriliyormus gibi). Bu sekil bir DNA
komformasyonel degisiminin, DNA polimerazlar i¢in genel bir mekanizma oldugu

goriilmektedir.
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1.4.2. Enzimin Niikleotiti Baglamasi

DNA polimeraz I’in yapisindaki ikinci yapisal degisim dNTP’yi baglama esnasinda
gerceklesir. Kalip zincirdeki siraya uygun olarak gelen niikleotitin varliginda en az ii¢
degisim meydana gelir (Premal vd., 2001). Birinci yapisal degisim sonucu fingers bolgesi
primerin 3’ ucuna dogru doner ve kapali bir yap: olusur. Ikinci olarak kaliba ait baz Y
aksisine dogru 90° den daha fazla geri doner. Ugiincii olarak gelen niikleotitin baz kismu
kaliba ait baz ile Watson-Crick baz eslesmesi yapar ve niikleotitin trifosfat kismi, aktif
bolgede yer alan katalitik amino asitler ile metal-iyon orijinli interaksiyonlar kurar (Sekil
6). Kalibin sirasina uygun olarak gelen niikleotit ortamda diisiik miktara oldugunda
polimeraz acik yapidadir. Yiiksek derisiminde ise kapali bir iic boyutlu yap1 gosterir (Li
vd., 1998).

Sekil 6. Tag DNA polimeraz I enziminin icindeki 6 korunmus bolgenin kapali ve agik
yapist (Li vd., 1998). Kalip zincir (cyan) T ile primer (sar1) P ile kalip zincir
izerinde eslesmenin olacagi baz mor renk ile, kaliba uygun gelen niikleotit
mor pembe renk ile gosterilmigtir

Birinci bolge (agik yesil) thumb alt bolgesi i¢inde yer alir ve DNA’nin kiiciik oyugu
ile iligki kurar. ikinci bolge (turuncu) palm alt bolgesi icinde yer alir ve DNA’nin kiiciik
oyuguna yakin kisimda DNA ile iliski kurar ve kalip zincirin sikica saglamlagmasini
saglar. A motifi (kirmiz1) metal baglanmis olarak gelen niikleotit ile ilisi kurar. B motifi de

(koyu yesil) gelen niikleotit ile iligski kurar fakat fingers alt bolgesinde yer alir. Niikleotit
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baglama adiminda kapali forma adapte olabilmek i¢in yapisal degisim gecirir. Palm alt
bolgesinde yer alan C motifi (mavi), A motifi ile devam eder ve bu motiflerin her ikiside
katboksilat iceren katalitik amino asitleri igerir. Altinci bolge (sari-yesil) palm alt
bolgesinde yer alir ve baz ayrilmasi noktasinda yakin yerde kalip zincir ile iligki kurar.

Tag DNA polimeraz I ve Bst DNA polimeraz 1 ile yapilan kristallendirme
caligmalari, siraya uygun olarak eklenecek dNTP’nin diisiik yogunlugunda DNA polimeraz
enziminin kapali bir iic boyutlu yap1 sergiledigi gosterilmistir (Sekil 6). Bu durumda kaliba
ait ilk baz heliks ekseninden 90°’den daha fazla uzaklasir ve motif B’de yer alan korunmusg
tirozin amino asiti (Taq Pol-I'de Tyr671 ve Bst DNA Pol-I"de Tyr712) ¢ift zincir DNA’nin
ilk baz eslesmesinin oldugu kismin iist kismina gelecek sekilde pozisyon alir. Boylece
kalip zincire ait baz 671 nolu tirozin ile diizgiin bir iligski kurar. Tag DNA polimeraz I acik
yapida (Pol:DNA:dNTP) niikleotitin trifosfat kismi ile asp610 ve asp785 nolu aspartik asit

amino asitleri ile iliski kurar.

Sekil 7. dNTP baglanma esnasinda goriilen yapisal degisimler

Baslangicta niikleotit (mor pembe) baglanma esnasinda kaliba ait baz (mor) heliks
yoriingesinin digina hareket eder ve boylece gelen niikleotit ile baz eslesmesi yapamaz.

Kalip senteze uygun pozisyonu korunmus Tyr657 amino asiti ile iligki kurar (ki bu amino
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asit ANTP ile hidrojen bagi kurar). Buna ilaveten motif B (O-heliks; yesil) acik bir yapiya
kendini ayarlar.

Gelen niikleotitin yiiksek derisiminde DNA polimeraz enzimleri kapali bir ii¢
boyutlu yap1 sergilerler (Sekil 7A ve Sekil 7B). Bu yapida kaliba ait baz heliksin eksenine
dogru 90°°den daha fazla kayar ve gelen niikleotit ile Watson-Crick baz eslesmesi kurulur.
Bununla beraber O-heliks’de yer alan 667 numarali fenilalanin amino asiti, gelen niikleotit
ile siki bir iliski kurar ve fingers alt bolgesi nerede ise tamamen gelen niikleotiti igine
alacak sekilde yapisal degisim gecirir. Bu yapisal degisim O-heliks iizerinde yer alan B
motifine ait amino asitlerin pozisyonunu onemli Olciide etkiler ve bununla es zamanl
olarak O-heliks Asp610 ve Asp785 nolu aspartik asit amino asitlerinin katalitik yan
zincirlerine dogru 40°’lik bir doniis yapar. Bu yapisal degisimlerin devaminda, gelen
niikleotitin baz kismi, motif B’de yer alan iki hidrofobik amino asite (Tyr671 ve Phe667)
kars1 yerlesir. Bununla beraber niikleotitin riboz kismi1 615 numarali glutamik asitin alifatik
kismi ile 614 numarali izolosin amino asitinin karsisina yerlesir. Boylece gelen niikleotitin
baz ve riboz kismi hidrofobik bir paket ile cevrelenmis olur. dNTP’nin negatif yiiklii
trifosfat kismi, motif A ve C’de yer alan iki asidik yan zincir ile (Asp610 ve Asp785)
niikleotitin trifosfat grubu ile metal esasl iliski kurar.

Tag DNA polimeraz I’in acik ve kapali yapisi, gelen niikleotitin trifosfat kisminin ilk
asamada metal koordinasyonu ile Asp610 ve Asp785’in katalitik kisimlarina yakin
baglandigimi desteklemektedir. Ayrica gelen niikleotit kaliba ait baza uygunsa/tamamlayici
ise o zaman kalip ile kuracagi hidrojen bagi ANTP’yi daha da stabilize edecektir. Uygun
pozisyonda yer almak ve baz eslesmesi, fingers alt bolgesinin O-heliks kisminin palm
bolgesine daha yakin bir konuma gelmesini saglayacaktir. Bu yapisal degisim, gelen
niikleotitin baz ve riboz kismu ile hidrofobik, trifosfat grubu ile de hidrofilik iligskinin

kurulmasiyla sonuglanacaktir.

1.5. DNA Polimerazlar icin iki Metal iyon Mekanizmasi /Niikleofilik Atak

Bugiine kadar kristal yapilar1 bilinen DNA polimerazlara ait superimpoz ¢alismalari
niikleotitin DNA’ya eklenmesinde iki metal iyon mekanizmasinmi desteklemektedir ve bu
mekanizma tiim DNA polimerazlarda ayni sekilde gerceklesmektedir (Sekil 8). DNA
sentezi esnasinda siraya uygun olarak gelen dNTP’ye iki magnezyum iyonu eslik

etmektedir. Magnezyum iyonlarindan bir tanesi niikleotidin fosfatina baglanirken, ikincisi
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DNA ve RNA polimerazlarda korunmus olan aspartik asit amino asitlerine baglanir.
Aspartik aside baglanan metal iyon primere ait 3°-OH’a diisiik afinite gosterir ve buda
primerin 3’-O" kisminin niikleotitin a-fosfatina yonelmesini saglar. Niikleotit tizerindeki
metal iyonu pirofosfatin ayrilmasini kolaylastirir ve her iki metal iyonu birlikte polimeraz

yapisinin stabilizesini saglar (Thomas, 1998).
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Sekil 8. Niikleotit trifosfatin DNA’ya eklenmesindeki iki metal
iyon mekanizmasi

Farkli DNA polimerazlarin katalitik bolgeleri, karboksilik yan zincir tagiyan {i¢
amino asit icerir (Tag DNA Polimeraz I’de bunlar Asp610, Asp785 ve Glu786’dir). Tag
DNA polimeraz I’in ternary yapisi incelendiginde bu amino asitlerden ikisinin (Asp610 ve
Asp785) metal iyon bagladig1 goriilmektedir. Ugiincii karboksilik amino asitin rolii tam
belli degildir. Iki iyon mekanizmasinda metal A iyonu 3’-OH, a-fosfat grubu, Asp610’un
oksijen atomu, Asp785’in yan zinciri ve iki su molekiilii ile birlikte koordineli hareket

eder. Metal iyon B ise a-, B-, ve y- fosfat gruplari, Asp610 ve Asp785’in karboksilati ve
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Tyr611°in karbonil grubu ile koordineli hareket eder. Metal A’nin koordinasyonu
neticesinde iki reaksiyon grubu (metal A ve B’ye ait koordinasyon gruplari) niikleofilik 3’-
OH ile niikleotitin o-fosfat1 bir araya gelir ve fosfat transfer reaksiyonu kolaylasir (Li vd.,

1998).

1.6. DNA Polimeraz Enzimlerinin Hata Yapma Oram (Fidelity)

Watson ve Crick, cift zincir DNA’y1 ilk kez tanimladiklarinda “spesifik eslesmenin
genetik materyal icin olast bir kopyalama mekanizmasini destekledigi dikkatimizden
kagmamistir” ifadesini kullanmistir (Whatson ve Crick, 1953). Yiiksek dogrulukta DNA
sentezi, genetik bilginin bir¢cok nesil boyunca taginmasi, kanser ve sinir dejenerasyonu gibi
hastaliklara neden olan mutasyonlar1 Onledigi i¢cin 6nemlidir. Diisiik dogrulukta DNA
sentezi ise, viriis ve mikroorganizmalarin degisik cevresel ortamlara adapte olmalarinda ve
tiirlerin ¢esitliliginde hem 6nemlidir hemde faydalidir.

Bakteriyofaj ve E. coli replikasyonu iizerinde yapilan calismalar baz degisim
oranmnmn 107 ve 10 arasinda degistigini gostermistir (Schaaper, 1993). Okaryotik DNA
replikasyonu da en az bu dogrulukta gerceklesmektedir. Sekil 9’da farkli familyalara ait
replikatif polimeraz enzimlerine ait hata oranlar1 gosterilmektedir (Kunkel, 2004).

DNA replikasyonu esnasinda hata oram1 A (T7 polimeraz), B (T4 polimeraz,
polimeraz & ve polimeraz €) ve C (polimeraz III) ailesine ait polimerazlar i¢in 10°ile 107
arasindadir. Bu enzimlerin prof-reading mutantlarinda bu oran 10~ ve 107®dir ve baz
degisim orami daha yiiksektir. Yanlis eslesmis niikleotitlerin varliginda niikleotitlerin
kesilip ¢ikarilmasi, boslugun doldurulmasi, A ve B ailesine ait polimerazlarda proof-
reading aktivite sayesinde gergeklestirilir. Tamir esnasinda olusan bir ya da birkag
niikleotitlik boslugun doldurulmasi gerekmektedir.

Tamirden kagan lezyon bolgeleri biiyiik oranda replikasyonun dogrulugunu azaltirlar.
Translezyon sentez (TLS) polimerazlar, cogu replikatif polimerazlarin sentez aktivitesini
engelleyen lezyonlarin ilerisinde senteze devam edebilirler (Goodman, 2002, Kunkel vd.,
2003, Friedberg vd., 2002, Livneh, 2001). Polimeraz C (B ailesi) ve Y familyasina ait DNA
polimerazlar (E. coli DNA polimeraz IV-V, polimeraz 1, polimeraz 1 ve polimeraz k) bu
tiir enzimlerdir. Prof-reading aktivitesi olmayan enzimler yiiksek hatali polimerazlar olarak

kabul edilir. Bu polimerazlarin hatali baz eslestirme ve baz degistirme oranlar 107" ile 107
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aras1 degisir. Ornegin polimeraz 1, kaliptaki dTTP niikleotiti ile dGTP’yi eslestirmektedir

ve hata orani 1 olarak kabul edilir. Yani yiizde yiiz hatali sentez yapmaktadir.

| Baz Degisim Oram |

A*, B, C"Polimerazlar _ AL B, CPolimerazlar, RT"
Replikasyon kopmleksi X Pol. *

10f 1w 1w 1wt 1w* 1w 10? 10 1

A", B*, C"Polimerazlar

Y Polimerazlar

L

-
™

A.B.CPol . RT

-

X Polimerazlar

- L

“&'" Polimerazlar

v

Tek Baz Degisimi Hata Oram

Sekil 9. Farkli DNA polimeraz ailelerine ait tek baz degisimi ve delesyon hata
oranlarinin sematize gosterilmesi

Kristal calismalar polimerazlarin, DNA’ya baglandiginda kalip/primer kompleksinin
yeniden sekillendigini ve kaliba ait niikleotitlerin iskeletlerinde 90° bir erimenin oldugunu
gostermektedir. ANTP yoklugunda polimeraz acik komformasyondadir ve aktif bolge
heniiz toplanmamistir (Friedberg, 2001; Beard ve Wilson, 2001; ve Garcia-Diaz vd., 2004).
Sentez esnasinda dogru niikleotitin enzime baglanmasi polimeraz aktivitesinden sorumlu
ilgili kisimlarin cok fazla degismesini indiikler. Degisim o6zellikle amino asit yan
zincirlerinde ve DNA yapisinda gerceklesir. Neticede kapali ternary kompleksi olusur ve
bu kompleks kalip/primerin eslesmis 3’-ucunu ¢evreler. Aktif bolgenin bir kismi ise siraya
uygun gelen niikleotitin a-fosfati ile iligski kurar ve 3’-OH ucuna dogru bir niikleofilik atak
olusur. Bu cerceve icinde DNA polimeraz enzimlerinin fidelitesi icin asagidaki fikirler
uygun kabul edilmektedir: Watson ve Crick’inde ifade ettigi gibi, 6zel hidrojen bag
olusumlarin1 saglayan dogru baz eslesmesi DNA sentezinin spesifikligine katkida
bulunmaktadir. Baz-baz eslesmesinin DNA’nin hatasiz sentezlenmesine katkist oldugu
aciktir ancak bu katki nispeten az ve polimeraz bagimli olarak gergeklesmektedir (Kool,
2002). 1970’lerin sonlarinda, dogru ve yanlis baz eslesmesi arasindaki serbest enerjideki

farkliligin dogru niikleotitin se¢ilmesinde etkili oldugu belirlenmistir (Loeb ve Kunkel,
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1982). Reaksiyon solusyonunda bu farklilik, 10 ile 100 tane dogru eslesmis niikleotit
icerisinde tek bir hatali eslesmis niikleotit icin 0,2 ile 4 kcal/mol arasindadir. Cogu
polimeraz, dogru ve yanlis eslesmis baz ciftleri arasindaki serbest enerji farkliligi ile
aciklanabilecekten cok daha fazla giivenilirlige sahiptir. Ornegin bu tiir enzimler dogru ve
yanlis baz eslesmesi arasindaki serbest enerji farkliliklarini aktif bolgeden suyu uzak
tutarak arttirir ve boylece entalfi farkliliklarimi arttirir ve entropi farkliliklarim azaltarak

hatasiz DNA sentezine katkida bulunur (Petruska, 1988).

1.7. DNA Polimeraz I Familyas1 Enzimlerin dNTP ve ddNTP ilgisindeki
Farklihgin Mekanizmasi

A familyasina ait DNA polimeraz enzimleri baz1 6zellikleri bakimindan birbirinden
farklidir. Ornegin bu familya icinde yer alan T7 DNA polimeraz, E. coli DNA polimeraz I
ve Tag DNA polimeraz I enzimleri ile karsilastirildiginda T7 DNA polimeraz enziminin
oncelikli fonksiyonunun bakteriyofaj genomunun sentezlemesini saglamak oldugu
gozlenir. Ancak E. coli DNA polimeraz 1 ve Tag DNA polimeraz I enzimlerin 6ncelikli
fonksiyonu DNA’nin tamiri ve rekombinasyonudur. T7 DNA polimeraz 3’—5’
ekzoniikleaz aktivitesine sahipken, Tag DNA polimeraz 1 5’—3’ niikleaz aktivitesine, E.
coli DNA polimeraz I ise her iki aktiviteye de sahiptir. Bu tiir enzimler arasinda en 6nemli
farklardan birisi, dideoksiniikleotit ve deoksiniikleotitleri birbirinden ayirt etmede
gosterdikleri farkliliklardir. E. coli DNA polimeraz I (Atkinson vd., 1969, Tabor ve
Richardson, 1987, Tabor ve Richardson, 1989) ve Tag DNA Polimeraz I (Innis, 1988)
enzimleri deoksiniikleotitlerin (ANTP) DNA’ya ilavesini dideoksiniikleotitlerin (ddNTP)
ilavesinden birkacyiiz ile birka¢ bin kata kadar daha fazla bir oranda gerceklestirir. T7
DNA polimeraz ise dideoksiniikleotitlerin (ddNTP) DNA’ya ilavesini bu iki enzimden ¢cok
daha etkili bir sekilde gerceklestirir.

T7 DNA polimeraz, E. coli DNA polimeraz I ve Tag DNA polimeraz I ile yapilan
kristallendirme caligmalarinda T7 DNA polimerazin 526. pozisyonundaki tirozin amino
asitine karsilik olarak E. coli DNA polimeraz 1 (762. pozisyon) ve Tag DNA polimeraz
I’de (667. pozisyon) fenilalanin amino asiti yer aldigin1 gostermistir (Sekil 10). E. coli
DNA polimeraz I ve Tag DNA polimeraz I enzimlerinde bu noktadaki amino asitler tirozin
amino asitine dontistiiriildiigiinde E. coli DNA polimeraz I’in yaban tipe oranla 250 kat

daha fazla, Tag DNA polimeraz I ise 8000 kat daha fazla oranda dideoksiniikleotiti
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birbirinden ayirt edebildigi, T7 DNA polimeraz enziminde ayni noktadaki tirozin amino
asiti fenilalanine doniistiiriildiigiinde ise ddNTP ilgisinin azaldigi gozlenmistir (Tabor, ve
Richardson, 1995). Ancak bununla beraber mutant enzimlerin yaban tipe oranla 6zgiil
aktiviteleri %?25’e diismiistiir. Boylece O-heliks’de yer alan ve dNTP baglanmasindan
sorumlu olan fenilalaninin ANTP ve ddNTP’leri birbirinden ayirt etmede kritik dneme

sahip oldugu gozlenmistir.

O-Heliks dNTP

\
Fenilalaninde yok e
Tyr 766 ddNTP'de yok

Sekil 10. A familyasi DNA polimerazlarinda dNTP ve ribozu
tanimaktan sorumlu olan amino asitler arasindaki iliskiyi
gosteren model (Ollis vd.,1995).

dNTP ve DNA’ya baglanmadan sorumlu enzim bosluguna bakan O-heliks iizerinde
yer alan kritik fenilalanin/tirozin aminositinin, DNA polimeraz I familyasinda dideoksi ve
deoksiniikleotitlerin birbirinden ayirt edilmesinden sorumlu oldugu belirlenmistir. dCTP ve
E. coli DNA polimeraz I ile yapilan kristallendirme ¢alismalari, dCTP’nin 3’-OH grubuna
en yakin aminositin fenilalanin oldugunu gostermistir (Beese vd., 1993). Sekil 10°da
goriildiigli gibi fenilalanin 3’-OH grubuna sahip degildir ve 3’-OH grubuna sahip olmayan
ddNTP ile ¢ok diisiik aktivite vermektedir. Bu da 3’-OH gruplarindan en az bir tanesinin su
veya divalent iyon gibi ligandlar1 baglamak icin gerekli oldugunu gostermektedir.

Polimeraz A familyasinda yer alan enzimlerden T7 DNA polimerazi, T3 DNA

polimerazi, maya mitokondri DNA polimeraz1 ile Mycobacterium tuberculosis ve
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Mycobacterium labrae DNA polimerazlan fenilalanin pozisyonunda dogal olarak tirozin
tasimaktadirlar (Braithwaite ve Ito, 1993; Astatke vd., 1995). Mitokondri DNA polimeraz,
dideoksiniikleotitlerin DNA’ya ilavesini etkili bir sekilde katalizler. Ayrica ddNTP’ler
AIDS’e kars1 terapotik ajan olarak kullanilir, ¢linkii HIV-revers transkriptaz etkili bir
sekilde ddNTP’lerin katalizini gerceklestirir (Prasad vd., 1991; ve Boyer vd., 1994).
Ancak yiiksek miktarda kullanildiginda mitokondri DNA’sinin replikasyonunu inhibe

ettiginden toksik etki gostermektedir (Chen ve Cheng, 1992).

1.8. Prokaryotik DNA Polimeraz I’in Evolusyonu, Yapis1 ve Niikleotit Se¢cme
Mekanizmasi

Prokaryotik tiirler cok degisik cevrelerde yasamalarina ragmen, en az 1 milyar yildir
prokaryotik DNA polimeraz I’e ait amino asit sekansi fevkalade korunmus olarak kalmigtir
(Gutman vd., 1993). Farkl tiirlere ait DNA polimeraz I geni yaklasik 3000 baz civarinda
olup 1000 amino asit civarinda tek bir polipeptid zinciri sentezlemektedir. Bir tiirdeki
DNA polimeraz I geninin inaktive edilmesi sonucu olusan letal etkinin bir baska tiire ait
DNA polimeraz I tarafindan yiiriitiilmesi; farkli prokaryotik organizmalarda polimeraz |
enziminin benzer bir mekanizma ile calistigim desteklemektedir (Suzuki vd., 1996; Patel
ve Loeb., 2000).

Polimeraz I familyasi, DNA polimerazlarinin ¢alisma mekanizmasini anlamak igin
prototip olarak kullanilir. E. coli DNA polimeraz I, ilk kegfedilen polimerazdir ve oncelikle
in vivo fonksiyonu; DNA tamiri, rekombinasyon ve replikasyon esnasinda olusan DNA
bosluklarin1 doldurmaktir (Kornberg ve Baker, 1992). Prokaryotik polimeraz I enzimleri
ayn1 polipeptit iizerinde yerlesmis iki farkli fonksiyonel bolgeye sahiptir. Bunlardan 5°—3’
polimeraz bolge, polipeptidin C-terminal kisminda yer alirken, 5’ niikleaz bolgesi N-
terminal kisminda yer almaktadir.

Polimeraz I, 5’ niikleaz aktivitesi ile yeni sentezlenen DNA’min RNA kismini
uzaklastirirken, 5°—3’ polimeraz aktivitesi uzaklastirllan RNA’nin yerini DNA ile
doldurur. E. coli DNA polimeraz I, ilave bir 3’—5’ ekzoniikleaz bolgesine sahiptir ve bu
ekzoniikleaz bolgesi ile DNA’daki replikasyon hatalarin1 diizeltir. Bu bolge, 3’—5’
ekzoniikleaz aktivitesi icin gerekli olan korunmus ii¢ adet motif icermektedir (Exol, Exoll
ve Exo III) ve bu motifler Bacillus, Thermus, Mycobacterium ve Rickettsia gibi bakteri

cinslerine ait tiirlerde mevcut degildir.
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1.9. Polimeraz I Enziminin Aktif Bolgesinin U¢ Boyutlu Yapisi

Polimeraz I familyasi icinde yer alan Taq polimeraz I, E. coli polimeraz I ve Bacillus
polimeraz I-biiyiik fragmentinin yiiksek ¢oziiniirliikte kristal yapilar belirlenmistir (Steitz,
1999). Bu polimerazlara ait kristal yapilarin morfolojisi yari-acik sag ele benzemektedir ve
tic farkl alt bolgeye sahiptir. Bu alt bolgeler: fingers alt bolgesi (tek zincir kalip DNA ile
ve siraya uygun gelen niikleotit ile iligki kurar), palm (katalitik amino asitleri igerir ve
ayrica gelen niikleotit ile iliski kurar) ve thumb alt bolgesidir (cift zincir DNA’ya baglanir).
Polimeraz I familyas1 icinde yer alan 7aqg polimeraz I ve E. coli DNA polimeraz I amino
asit diizeyinde ¢ok az benzerlik gostermelerine ragmen benzer bir ii¢ boyutlu yapiya
sahiptirler. Bu, farkli DNA polimeraz I enzimleri arasinda genis bir sekans farklilifinin
oldugunu ve buna ragmen yine de aym bir katlanma modeli ile katlandigini
gostermektedir. Farkli organizmalardaki polimeraz I’lerin ortak bir yapiya sahip olmasi,
niikleotit ilavesinde ortak bir meknizmaya sahip olduklarin1 gostermektedir.

C-ucu bolgesine ait amino asit benzerliginin incelenmesi farkli tiirlerdeki bu
bolgenin fonksiyonu hakkinda bilgi verecektir. Bu bolge alti adet korunmus motif
tasimaktadir. Bu motifler A-B-C ve motif 1-2-3 seklinde isimlendirilmistir (Sekil 11).
DNA veya niikleotit ile birlikte kristallendirilmis polimeraz I enzimlerinde, bu alti motifin
herbirinin 6nemli bir roliiniin oldugu gozlenmektedir. 1. motif/bolgel thumb alt bolgesi
icinde yer alir ve DNA’ya baglanma esnasinda DNA’nin biiyitk oluguna baglanir. 2.
motif/bolge’deki amino asitler (NPNGAVTGRATHAFPNLA) palm alt bolgesi i¢inde yer
alir ve kaliba ait DNA ipligi ile iliski kurarak kalibin sabitlesmesini saglar. 6. bolge
icindeki amino asitler kalibin ilk bazi ile iliski kurar ve bunun sonucu olarak heliksin
yoriingesi 90°’den daha fazla donerek gelen niikleotit ile baz eslesmesi yapamaz. Bolge 3,
4 ve 5 icindeki amino asitler sirast ile A, B ve C motifi icerisinde yer alir ve siraya uygun
olarak gelen dNTP’ye yakin bir noktada yerlesmislerdir. Boylece DNA polimeraz aktif
bolgesi icerisindeki ANTP-baglama yarig1 olusmus olur.
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MOTIF A MOTIF B MOTIF C

THERMUS AQUATICUS LLVALDYSQIELR RRAAKTINFGVLY LLOVHDELVLE
THERMUS THERMOPHILUS ALVALDYSQIELR RRAAKTVNFGVLY LLOVHDELLLE
THERMUS FILIFOERMIS LLLAADYSQIELR RRAAKTVNFGVLY LLOQVHDELVLE
DEINOCOCCUS RADIODURANS TLIAADYSQIELR RRAAKTVNFGVLY LLOVHDELLIE
ESCHERICHTA COLI VIVSADYSQIELR RRSAKAINFGLIY IMQVHDELVFE
HAEMOPHILUS INFLUENZAE SIVAADYSQIELR RRNAKAINFGLIY IMQVHDELVFE
STREPTOCOCUS PNEUMONIAE VLLSSDYSQIELR RRNAKAVNFGVVY LLOVHDEIVLE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSTS ELMTADYSQIEMR RRRVEAMSYGLAY LLOVHDELLFE
MYCOEBACTERIUM LAPRAE ELMTADYSQIEMR RRRVEAMSYGLAY LLOVHDELLFE
TREPONEMA PALLIDUM ELISADYTQIELV RRIAKTINFGIVY LLOVHDELIFE
CHLAMYDIA TRACHOMATIS YFLAADYSQIELR RYQAKAVNFGLVY LLQIHDELLFE
BORIELA BURGDORFERI IFISADYSQIELA RRIAKSINFGIIY LLQVHDEMLIE
HELICOBACTER PYROLI CLLGVDYSQIELR RSIAKSINFGLVY LLQVHDELIFE
LACTQCOCCUS LACTIS LLLSSDYSQIELR RRNAXKAVNFGVVY LLOVHDEIILD
MYTHELOBACTERIUM KLISADYSQIELR RRRAKTINFGIIY LLQVHDELVFE
RHODOTHERMUS ORBAMENSIS KLLSADYVQIELR RRRAKMVNYGIPY LLOVHDELVFE
RICKETTSIA PROWAZEKII KLISADYSQIELR RREARAINFGIIY ILQIHDELLFE
STREFPTOMYCES COELICOLOR SLMTADYSQIELR RRKIKAMSYGLAY LLOVHDEIVLE
BACILLUS STEAROTHEFRMOPHILUs LIFAADYSQIELR RRQARKAVNFGIVY LLOVHDELILE
SYNECHOCYSTIS SP LLVSADYSQIELR RNLGKTINFGVIY LLOVHDELIFE
AQUIFEX AECLICUS TFVISDFSQIELR RQLAKAINFGLIY VNLVHDEIVVE
APSE-1 DNA pcl klvisdlsniegr rgigkvmelglgy ivtvhdeiise
T7 DNA pol vgagidasglelr rdnaktfiygfly mawvhdeigvg
T5 DNA pcl rviawdlttaevy rgaakaitfgily wmlvhdsvvai

xhhhhDhhxhEhx RpxxExxxhGhhY hhxhHDxhxxx

Sekil 11. Familya I’e ait DNA polimeraz enzimlerinin polimeraz bolgesinde yer alan
korunmus amino asitler

Motif B fingers alt bolgesi icerisinde yerlesmis iken A ve C motifleri palm alt
bolgesi icerisinde yerlesmis olup A, B, RT ve X polimeraz familyalarina ait polimerazlar
icinde yapisal olarak korunmustur. Motif A ¢ogunlukla hidrofobik amino asitler igerir ve

bir tane B-strand ile baglayip bir tane a-helix ile devam eder.

1.10. Termofilik Mikroorganizmalarin Orijini

Termofilik mikroorganizmalarin orijini ve evolusyonu yillardir bir¢ok bilimsel
grubun ¢ozmeye calistigi bir konudur (Brock, 1986). iki temel hipotez gelistirilmistir:
Birincisine gore ilk hiicresel organizma yiiksek sicakliga sahip cevrelerde olugmustur
(canli teorisine sicaklik orijini). ikincisine gore ise yasam 1limli sicakliklarda basladi ve
termofilik organizmalar sicak cevrelere adapte oldular (adaptasyon teorisi). Su anda
mevcut “evrensel yasam agaci” na gore (cogunlukla rRNA sekans benzerligine gore

yapilmaktadir) en derin yasam kolunda hipertermofilik organizmalar yer almaktadir
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(Stetter, 1996; Woese, 1990). Bu da yasam teorisinin sicak orijinini desteklemektedir.
Ayrica evrensel hayat agact Eubacteria’larin  Archaea’lerden sonra var oldugunu

desteklemektedir.

1.11. Endiistriyel Termofilik Organizmalar

Termofilik organizmalarin, hiicresel yapilart da (enzim, protein ve niikleik asit)
termostabildir ve besin, kagit endiistrisi, deterjan, ila¢ toksik atiklarin uzaklastirilmasi ve
biyoteknoloji gibi bir¢ok endiistriyel uygulamada kullanilmaktadirlar (Demirijan vd.,
2001). Bircok termofilik organizmadan elde edilen 1s1 kararli enzimler, organizmanin
optimum gelisme sicaklifindan daha da 1s1 kararhdirlar (Saboto vd., 1999). Bu tiir
enzimler, mikroorganizmalardan fermentasyon kosullarinin optimize edilmesi ile elde
edilebildigi gibi, rekombinant DNA teknolojisi ile hizli gelisen mezofilik
mikroorganizmalara klonlanarak da elde edilebilmektedirler. Bu tiir mikroorganizmalardan
hipertermofilik olanlarda (Pyrobaculum, Pyrodictium, Pyrococcus ve Methanopyrus) in
situ sicaklik, bulunduklarn cevreye bagli olarak 80 ila 115 °C arasinda olabilmektedir
(Huber ve Stetter, 1998). Bakteriler igerisinde ise Thermotoga maritima (90°C) ve Aquifex
pyrophilus (95°C) en yiiksek biiylime sicakligina sahiptir (Herbert ve Sharp, 1992).

Termofilik organizmalarin sahip oldugu termostabil enzimler denatiirasyona ve
proteolize karsi direnglidirler (Kumar ve Nussinov, 2001). Bu organizmalar tarafindan
iretilen caperonlar denatiirasyon sonrasi proteinin eski haline yeniden katlanmasini
saglayarak eski fonksiyonunu tekrar kazanmasini saglar (Everly ve Alberto, 2000).
Termofilik organizmalarin hiicre membranlari doymus yag asitlerinden yapilmistir ve bu
da hiicre i¢in hidrofobik bir ¢evre olusturarak yiiksek sicakliklarda canli kalabilmesini
saglamaktadir (Herbert ve Sharp, 1992). Ayrica bu organizmalar ters-DNA giraz’a sahiptir
ve bu enzim DNA’ya pozitif siiper halkalar kazandirarak DNA’nin erime sicakligini

yiikseltir (Lopez vd., 1999).

1.12. Endiistriyel Termofilik Enzimler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), in vitro sartlarda DNA’y1 cogaltabilme
ozelliginden dolay1l, genetik miihendislikte cok biiyiikk bir ilerleme katedilmesini

saglamistir. Bu yontemde ard arda ii¢ basamak siirekli birbirini takip etmektedir. Bunlar:
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DNA’nin denatiirasyonu veya erimesi (90-95°C’de), primerin DNA’ya baglanmas1 (~55°C)
ve DNA sentezi veya primer uzamasi (~70°C)’dir (Mullis vd., 1986; Erlich vd., 1988; Saiki
vd., 1988). Bu yontemdeki en biiylik gelismeyi, DNA zincirinin sentezini gerceklestiren
termostabil DNA polimeraz enzimlerinin elde edilmesi saglamistir (Mullis and Faloona,
1987).

PZR uygulamasinin ilk zamanlarinda E. coli’den izole edilen DNA polimeraz I
enzimi kullanilmistir (Mullis vd., 1986; Erlich vd., 1988). Bu enzim, DNA iplik¢iklerinin
birbirinden ayrilmasi i¢in uygulanan sicaklikta aktivitesini kaybettigi icin herbir
denatiirasyon ve primer hibridizasyonu adimindan sonra tekrardan eklenmesi
gerekmekteydi. Bu da PZR’da zaman kaybina ve ekonomik kayiplara yol agmaktaydi. 1k
tanimlanan termofilik DNA polimeraz I enzimi Thermus aquaticus’dan izole edilmesi ile
bu sorun ¢oziilmiistiir (Chien vd., 1976; Kaledin vd., 1980).

Thermus aquaticus’dan izole edilen Tag DNA polimeraz I’den baska, DNA
polimeraz geni ve enzimi karakterize edilen diger termofilik obakteriler, Bacillus
stearothermophilus (Geobacillus stearothermophilus) (Phang ve vd., 1995), Bacillus
caldotenax (Uemori ve vd., 1993), Thermus filiformis (Jung ve vd., 1997)‘e ait DNA
polimeraz enzimleridir.

Ayrica son zamanlarda daha yiiksek sicakliklara ve daha ekstrem yasam sartlarina
adapte olabilen arkeabakterilerin DNA polimeraz 1 ve diger enzimleri {izerindeki
caligmalarin sayisi artmistir ve bunlardan Pyrococcus abyssi (Gueguen vd., 2001),
Pyrobaculum islandicum (Kahler ve Antranikian, 2000), Thermococcus sp. TY (Niehaus
vd., 1997), Pyrococcus furiosus (Uemori vd., 1997 ), Sulfolobus solfataricus (Rossi vd.,
1986) ve Thermococcus litoralis (Kong vd., 1993) tiirlerine ait DNA polimeraz genleri ve
enzimleri karakterize edilmistir. Tanimlanan bu enzimlerin PZR’da kullanigliligi ayrica
incelenmis ve bazilar ticari olarak kullanilabilir hale getirilmistir (Tablo 3).

En ayrintili ¢alisilanlar ve PZR reaksiyonlarinda kullanilanlardan bazilart sunlardir:
Bst DNA polimeraz I; Bacillus stearothermophilus’dan elde edilmistir ve 5°—3° DNA
sentezi ile zayif 5° niikleaz aktivitesine sahiptir. 3°—5’ ekzoniikleaz aktivitesi gbostermeyen
biiyilkk fragment klonlanarak elde edilen iiriin sekans belirleme caligmalarinda
kullanilmaktadir. Ayrica yiiksek GC icerigine sahip DNA orneklerinin sekans edilmesinde
diger DNA polimeraz I’lere oranla daha giivenilir sonu¢ vermektedir ve bu agidan baz
dizisi belirleme reaksiyonlarinda tercih edilmektedir. Ayrica nanogram miktardaki DNA

orneklerinden baz dizisi yapmaya imkan saglar (Kostichka vd., 1991).
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Tablo 3. Ticari olarak kullanilan termofilik DNA polimeraz enzimleri

Polimerazlar Elde edildigi organizmalar Referanslar

Bstl pol Bacillus stearothermophilus Mead vd., 1991

Deep Vent Pol Pyrococcus sp. GB-D Cline vd., 1996

Pfu pol Pyrococcus furiosus Lundberg vd,. 1991

Pwo pol Pyrococcus woesei Frey ve Suppman, 1995

Tagq pol 1 Thermus aquaticus Jones ve Foulkes, 1989

Tfi pol Thermus filiformis Perler vd., 1996

Tf1 pol Thermus flavus Kaledin vd., 1980

Tth pol Thermus thermophilus Myers ve Gelfand, 1991
Pantazaki vd., 2002

Tma pol Thermotoga maritema Bost vd., 1994

Vent pol Thermococcus litoralis Perler vd., 1996

Pfu DNA polimeraz, hipertermofilik arkaebakter Prococcus furiosus’dan elde
edilmistir ve 5’—3’ polimerizasyon aktivitesi ve 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir.
70-80°C araliginda DNA’nin sentezini 7ag DNA polimeraz I’e oranla daha hatasiz bir
sekilde gerceklestirmektedir (Lundberg vd,. 1991).

Ventg ve Ventg (exo) DNA polimerazlar, arkaebakter Themococcus litoralis’den
izole edilmistir. Ventg 3°—5’ ekzoniikleaz aktiviteye sahiptir ve bu 6zelligi sayesinde Tag
DNA polimerazdan 5 ile 15 kat daha giivenilir sonu¢ vermektedir. Ventg (exo-) ise 3°—5’
ekzoniikleaz bolge yiiksek sicakliklarda dideoksi dizi analizi caligmalarini kolaylastirmak
ve yitksek DNA amplifiye 6zelligi kazandirmak i¢in uzaklastirllmistir. DNA'nin amplifiye
edilmesi ve yiiksek sicakliklarda dideoksi dizi analizi i¢in kullanilmaktadir (Mattila vd.,
1991; Kong vd., 1993; Perler vd., 1992).

Deep Ventg ve Deep Ventg (exo’) DNA polimerazlar, arkaebakter Prococcus species
GB-D'den izole edilmistir. 3’5’ ekzoniikleaz aktiviteye sahiptir ve yiiksek sicakliklarda
Ventg DNA polimerazdan daha stabildir. Deep Ventg (exo’) 3’—5’ ekzoniikleaz bolgenin
uzaklastirlmasiyla elde edilmistir ve daha ¢ok DNA dizi analizi ¢alismalarinda tercih
edilmektedir (Xu vd., 1993; Jannasch vd., 1992)

9°Ny DNA polimeraz, termofilik deniz arkebakterilerinden Thermococcus sp.'den
(sus 9°N-7) izole edilmistir ve 3°—5" ekzoniikleaz aktiviteye sahiptir. 95°C sicaklikta 6,7
saat yartlanma Omriine sahiptir. DNA’nin amplifikasyonu ve SNP analizlerinde kullanim

icin uygundur (Southworth vd., 1996).
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1.13. Amac ve Onemi

Son zamanlarda gerceklestirilen calismalarda K.T.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda yeni termofilik bakteriler tanimlanmistir
(Belduz vd., 2003; Canakci vd., 2004). Tanimlana bu yeni tiirlerde bazi enzimlerin
karakterizasyonuna yonelik ¢alismalar gerceklestirilmistir (Colak vd., 2005; Canakci vd.,
2007; Saglam vd., 2007).

Su ana kadar termofilik Eubacteria ve Arkebakteri'leri icine alan bakterilere ait
50’den fazla DNA polimeraz geni klonlanmis ve calisilmistir. Fakat Tiirkiye’de yeni
termofilik bakterilere ait DNA polimeraz I enzimi iizerinde yiiriitilen bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Is1 kararlh DNA polimeraz enzimleri kullamima girdikten sonra PZR
metodu; genlerin amplifikasyonunda, DNA dizi analizlerinde ve klinik teshisde temel ve
vazgecilmez bir metod olmustur. 1998 yil1 itibari ile yillik ortalama 300 milyon dolarlik bir
endiistrinin temelini olugturmaktadir. Ancak maalesef iilkemiz bu biiyiikk payda tiretici
olmaktan ote tiiketici bir paya sahip. Bu durum dikkate alindiginda diger tiim alanlarda
oldugu gibi bu alanda da var olan boslugu dolduracak caligmalara bir an Once
baslanmalidir. Yukarida belirltilen hedefler kapsaminda yiiriitiilen bu calismada, Gca
TK4’e ait DNA polimeraz I geninin tiim niikleotit sirasinin sekans edilerek belirlenmesi ilk
amaci olusturmaktadir. Ikinci olarak sekans siras1 belirlenen DNA polimeraz I geninin
pET-15b ekspresyon vektoriine ligasyonu ve E. coli BL21 hiicrelerinde ekspres edilmesini
amaclanmaktadir. Uciincii olarak rekombinant enzim E. coli BL21 hiicrelerinden
purifikasyonu ve biyokimyasal karakterizasyonu amaglanmaktadir. Dordiincii olarak DNA
polimeraz 1 enzimlerinin bazi aktivitelerinden sorumlu olan amino asitlerin nokta
mutasyonlar ile degistirilmesi ve elde edilen mutant enzimlerde mutasyonlarin etkisinin
incelenmesi amaglanmaktadir. Son olarak ise enzimin molekiiler biyoloji uygulamalarinda

kullanigliliginin arastirilmasi amaglanmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasallar, Enzimler, Besiyeri ve Vektorler

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir: bovine serum albumin
(BSA) (Sigma), DTT (USB), B-merkaptoetanol (Sigma), agaroz (Sigma), akrilamid
(Sigma), bisakrilamid (Sigma), amonyum persiilfat (BioRad), asetik asit (Sigma),
formaldehit (Sigma), glasiyel asetik asit (Sigma), gliserol (Sigma), glisin (BioRad), glukoz
(Merck), dNTP (Fermentas), brom fenol mavisi (BioRad), coomassie brillant blue-R 250
(BioRad), coomassie brillant blue G (Bio Rad), etidyum bromiir (BioRad), ksilen siyanol
(BioRad), ampisilin (USB), izopropanol, metanol (Sigma), etanol (Sigma), TEMED
(BioRad), BioRex 70 katyonik rezin (BioRad), DEAES52-cellulose rezin (Amersham
Pharmacia), Superdex G200 (Sigma), iirea (Fluka), SDS (Merck), NaCl (Fluka), KCl
(Merck), MgCl, (Merck), MnCl, (Merck), Tris (Merck), EDTA (Merck), calf tymus DNA
(Sigma), Agar (Merck), DIG-11-dUTP (Roche).

Caligma kapsaminda kullanilan enzimler asagidaki gibidir: lizozim (Sigma), RNase
A (Sigma), Tag DNA polimeraz (Fermentas), Pfu Turbo DNA polimeraz (Stratagene),
EcoRI (Fermentas), Pstl (New England Biolabs), Clal (Sigma), Hinfl (Fermentas), Sau3Al
(Fermentas) ve PspGI (New England Biolabs), Ncol (New England Biolabs), BamHI (New
England Biolabs), Dpnl (Roche), T4 kinaz (Invitrogene), T4 DNA ligaz (Fermentas).

Calismada kullamilan LB besiyerleri Maniatis ve arkadaslarina gore (1989)
hazirlandi. LB (Lauria-Bertain) besiyeri 5 gr maya oziitii, 10 gr tripton ve 5 g NaCl 1
litrede suda c¢oziilerek hazirlandi. LBA ise 1 litre LB besiyerine 16 g agar ilavesi ile
hazirlanmustir. 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi ve kullanildi.

Calismada kullanilan kitler ve vektorlere ait bilgiler su sekildedir. Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega), Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega), pGEM-T Easy Vector TA Cloning Kit (Promega), BioRad Protein Assays Kit
(BioRad), QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) ve QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen), DIG Nucleic Acid Detection Kit (Roche), pPGEM-T easy vektor (Promega), pET-
15b (Novagen).

Caligmada kullanilan sarf malzemelere ait bilgiler su sekildedir. Diyaliz membrani1 ve

Whatman 3 MM paper (Whatman).
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2.2. Cozeltiler ve Tamponlar

Gergeklestirilen deneysel calismalar esnasinda kullanilan ¢ozeltiler, igerikleri ve

hazirlanislar1 Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan ¢ozeltiler, icerikleri ve hazirlaniglari

Tampon adi Tampon bilesenleri

Pellet Yikama Tamponu 0.2 M NaCl ve 10 mM Tris-HCI (pH:8.0)
500 mM Tris-HCI (pH: 8.8), 10 mM DDT
(Dithiothreitol), %20 gliserol, 1 M NaCl

10X Enzim Seyreltme Tamponu

10X Polimeraz Aktivite 500 mM Tris (pH:8.0), 1 mM DTT, 0,1 mg/ml

Tamponu BSA

10X Annealing Tampon 500 mM Tris-HCI (pH: 7.8) ve 1000 mM KCl

5X TBE Tamponu 54 gr Tris, 27,5 gr Borik asit ve 3,36 gr Na,EDTA 1
litre ddH,0O’da ¢oziiliir ve filtre edilerek kullanilir
500 gr TCA 727 ml ddH20O’da ¢oziiliir ve 22,2 gr

%50 TCA NaPPi eklenerek hazirlanir. %5’1ik hazirlanarak
kullanilir

2X Reaksiyon Sonlandirma % 95 formamide, % 0,05 bromophenolblue, % 0,05

Boyasi xylene cyanol, 20 mM EDTA pH:8,0

2.3. Calismada Kullamlan Bakteri Tiirleri ve Genel Ozellikleri

Bu tez kapsaminda DNA polimeraz I geni klonlanan ve enzimatik olarak karakterize
edilen Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 (G. cal TK4) bakterisi ile E. coli K12 JM101
(F” traD36 proA*B" lacl’ A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) gInV thi) ve E. coli BL21 (DE3)
pLysS (F-, ompT, hsdSg(rg-, 18-), dmc, gal, MDE3), pLysS, Cm') suslari KTU Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim dalina ait stoktan temin
edildi. E. coli K12 JMI101 PZR iiriinlerini tasiyan vektorlerin transformasyonu igin
kullanildi. E. coli BL21 (DE3)pLysS ise rekombinant DNA polimeraz I geninin
ekspresyonu icin kullanildi. E. coli DNA polimeraz I ile Klenow fragmentini ekspres eden
E. coli susu JM378 ile Mtb DNA polimeraz I enzimini ekspres eden E. coli susu
BL21(DE3)pLys New Jersey Medical School (Biyokimya Boliimii) stok kiiltiiriinden temin
edildi.
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2.4. Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan E. coli IM101 ve BL21(DE3)pLysS suslarina ait
komponent hiicreler kalsiyum kloriir metodu takip edilerek hazirland1 (Maniatis vd.,1989).
Oze ile 3 mL LB besiyerine 1 gece onceden tek bir koloni secilerek ekim yapildi. Sivi
kiiltiir gece boyunca 37 °C’de 200 rpm’de sallanarak biiyiitiildii. Hazirlanan gece kiiltiirii
600 nm’de olgiilerek yogunlugu belirlendi ve 0,1 olacak sekilde tekrar 30 ml LB yeni
besiyerine ekim yapildi. Optik yogunluk 600 nm’de 0,4-0,6 arasina ulasinca hiicreler 4
°C’de 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplandi ve siipernatant uzaklastirildi.
Hiicre pelleti 10 mL soguk 0,1 M CaCl, ilave edilerek coziildii ve 30 dakika buz icinde
bekletildi. Sonrasinda 4 °C’de 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve pellet 2 mL 0,1 M
CaCl, cozeltisinde siispansiye edilerek 200 puL hacimlerde steril mikrosantrifiij tiiplerine

boliinerek kullanildi.

2.5. Pol 1 Geninin Tiim Niikleotit Sirasinin Belirlenmesi icin Yapilan
Calismalar

2.5.1. Gene Ait Korunmus Bolgenin Klonlanmasi

Gca TK4 DNA polimeraz I genine ait korunmus bolge daha once KTU Trabzon Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda yiiriitillen doktora
tezi kapsaminda tanimlanmistir (Diilger, 2003). Bu amagla daha Once tanimlanan
termofilik DNA polimerazlara ait sekans bilgilerinde yararlamilmis ve iki adet primer
sentezletilmistir: TK4Pol-DegF2 (5'-CCB AAY YTS CAR AAC ATH CC-3’) ve
TK4Pol-DegR2 (5°-KAS NAK YTC RTC RTG NAC YTG-3’). Bu primerler ile elde
edilen 638 baz ciftlik korunmus bolgeye ait sekans bilgileri bu tez kapsaminda genin geri

kalan kisminin tamamlanmasinda referans olarak kullanilmistir (Diilger, 2003).

2.5.2. Genomik DNA izolasyonu

Gca TK4 DNA polimeraz I genine ait korunmus bolgeden hareketle genin geri kalan
kismim1 tamamlamak icin “Wizard Genomic DNA Purification Kit” (Promega)”
kullanilarak yiiksek saflikta DNA izole edildi. Oncelikle termofilik bir bakteri olan Gca
TK4, stok kiiltirden LBA kat1 besiyerine yayma ekim yapildi ve bir gece boyunca 55°C’de
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inkiibe edilerek biiyiitiildii. DNA izolasyonu tek bir koloniden baslatilan 5 ml gece
kiiltiiriinden yapildi ve DNA izolasyonu i¢in iiretici firmanin belirttigi protokol takip
edildi. Genomik DNA’nin yogunlugu 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum absorbe
etme Ozelliginden yararlanilarak belirlendi ve kalitesi %8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek

gozlendi ve ¢alismalarda kullanmak iizere -20°C’de saklandi.

2.5.3. Ters PZR icin DNA Orneklerinin Hazirlanmas:

Gca TK4 polimeraz I genine ait kalan niikleotit siras1 Tablo 5’deki restriksiyon

endoniikleazlar ve primer c¢iftleri kullanilarak ters PZR yontemi ile belirlendi.

Tablo 5. Pol I genine ait niikleotit sirasin belirlenmesinde kullanilan restriksiyon
endoniikleazlar ve primerleri

Restriksiyon
endoniikleazlar Primerler Primerlere ait niikleotit siralari
iTK4-F1 5’-CGGCGATGAATACGCCGATTC-3’
Clal iTK4-R1 5’-CGTGGCGAAACGCATCGAT-3’
) iTK4-F1 5’-CGGCGATGAATACGCCGATTC-3’
Hinfl iTK4-R1 5’-CGTGGCGAAACGCATCGAT-3’
iTK4-F2 5’-CTGGCGGGACAAGAGTTTAAC-3’
Sau3Al iTK4-R2 5’-GACATCAACCTTTACGCCGGT-3’
) iTK4-F3 5’~AGGGCATTGAGCTGCGTGG-3’
Hintl iTK4-R3 5’-TCCATTTTAGCGCAACGATC-3’
iTK4-F4 5’-GCGAATGAACACGGCCACTTC-3
Papol iTK4-R4 5’-CTTCGACAACGAGCGCCGACC-3
Pol Deg 1 5’-ATGAGRTTRAARAAAAARCTM-3’

Bu amagla 2,5 pg Gea TK4 genomik DNA’si 40 pl hacimde 10 iinite restriksiyon
endoniikleaz enzimi ve herbir enzim igin spesifik tampon kullanilarak 37°C’de 2 saat
inkiibe edilerek kesildi (PspGlI i¢in kesim reaksiyonu 75°C’de gerceklestirildi). Tablo 1°de
caligma kapsaminda kullanilan tiim restriksiyon enzimleri ve bu enzimlerle birlikte
kullanilan primerler géziikmektedir. Kesim iiriinleri 80°C’de 20 dakika tutularak (PspGI
hari¢, etanol c¢oOktiirmesi ile restriksiyon endoniikleaz uzaklastirildl) restriksiyon

endoniikleazlar 1s1 ile denatiire edildi. Kesim {iiriinleri % 1,2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
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DNA’nin kesimi dogrulandi. 10 iinite T4 DNA ligaz (Biolab, New England) ile toplam 400
pul hacimde self ligasyon reaksiyonu baslatildi ve kesim iiriinlerinin kendi iizerine
katlanmas1 saglandi. Self ligasyon reaksiyonu 16°C’de 16 saat olarak gerceklestirildi.
Reaksiyon sonrasi self-ligasyon olan DNA iiriinleri etanol presipitasyonu ile enzimlerden
temizlendi ve 40 pl steril distile suda c¢oziilerek ters PZR reaksiyonlarinda kullanildi

(Samborok, 1989).

2.5.4. Gene Ait Ilgili Kisimlarin Ters PZR ile Cogaltilmasi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim sonrast kendi {izerine halkalanmasi
saglanan DNA fragmentleri Tablo 5°de belirtilen primer ciftleri ile PZR’da (Personal
Cycler, Biometra) cogaltildi. PZR reaksiyonlart 50 ul hacimde ve 100 ng halkasal Gca
TK4 genomik DNA, 300 ng herbir primer, 5 mM MgCl,, 200 uM herbir dANTP, 5 pl 10X
Tag DNA polimeraz I tamponu, 2 iinite Tag polimeraz I (Fermentas) kullanilarak
gergeklestirildi. PZR reaksiyonu tiim primer ciftleri icin aym kosullarda gerceklestirildi:
94°C 5 dakika ilk denatiirasyon ve sonrasinda 30 dongii 94°C’de 1 dakika denatiirasyon,
56°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 2 dakika sentez. Son sentez 72°C’de 5 dakika
olarak yapildi. PZR reaksiyonu sonrasi amplifiye edilen Gca TK4 polimeraz I genine ait
fragmentler %1,4’luk agaroz jelde yiiriitillerek gozlendi. Markir olarak 100 baz DNA
ladder (Fermentas) kullanildi. PZR’lar siras1 ile 6nce Hinfl ve Clal icin, sonrasinda da 5’
ucun tamamlanmasi i¢in Sau3Al, Hinfl, PspGI restriksiyon endoniikleazlari ile kesim
sonrasi olusan self-hibridize fragmentler i¢in yapildi. Ters PZR’a ait yontemin Cla-1 ve

Hinf-1 restriksiyon enzimleri i¢in sematize edilmis hali Sekil 12’deki gibidir.
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TK4-F1
Cla .
H Pst1 Hinf  Ppgot1
T Hilimmeyenatcgatgegticogedeaatacecceatte Hpiiinsie:]
5 ’
i iTK4-R1 3 ug
Hinf1 ve Cla I restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile ayr1 ayr1 kesim
Hinf1 Ligasyonu Cla I Ligasyonu

DNA fragmentlerinin kendi {izerine
halkalanmasi ve amplifikasyonu

gacgtc

-7 Pst1 "~
Y /" 5 ucunun elde . .
/ . ) \ ucunun elde
) edilmesi \ . . \
' edilmesi
{TK4-FI Hinf1 iTK4-F1 Pst1g

iTK4-R1

iTK4-R1

Sekil 12. Ters PZR’nun genel semasinin Hinf 1 ve Cla I i¢in gosterilmesi

2.5.5. Ters PZR ile Cogaltilan Fragmentlerin Baz Sirasinin Belirlenmesi

Baz sirasinin belirlenmesi i¢in PZR iiriinlerinin pGEM-T easy vektoriine (Promega)
ligasyonu saglandi ve bu amagla iiretici firmaya ait protokol takip edildi. Ligasyon {iriinleri
daha oOnceden hazirlanan E. coli JM101 komponent hiicrelerine transforme edildi
(Maniatis vd.,1989). PZR iiriintinii tagiyan plazmiti iceren hiicreler | mM IPTG ve X-Gal
iceren ampisilinli (50 pg/ml) LBA petrilerine yayma ekim ile ekildi ve mavi-beyaz renk
olusumuna bakilarak hiicreler ayrildi. Belli sayida beyaz hiicreden plazmit izole edildi

(Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega) ve EcoRI restriksiyon
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endoniikleaz enzimi ile kesilerek agaroz jelde yiiriitiildii. Kontrol olarak PZR iiriinii
kullanildi ve PZR iiriinii ile aym1 parcayi veren plazmitler pozitif kontrol kabul edildi ve
baz dizin analizi Macrogen Inc.’de (Giiney Kore) yaptirildi. Ters PZR ile ¢ogaltilan tiim

parcalarin baz siralarinin belirlenmesinde ayn1 yol takip edildi.

2.5.6. Ters PZR ile Elde Edilen Polimeraz I’e Ait Sekanslarin Birlestirilmesi

Ters PZR ile elde edilen sekanslara ait cakisma bolgeleri Blast programi (URL-I,
2005) kullanilarak belirlendi. Ust iiste ¢akisan kisimlar alt alta getirilerek birlestirildi ve
gene ait tam uzunlukta sekans elde edildi. Niikleotit sirasi, Expasy programi (URL-2, 2005)
kullanilarak amino asit sirasina doniistiiriildii. Enzime ait amino asit siras1 elde edildikten
sonra Expasy programi ile enzimin teorik molekiiler agirligi ve pl degeri belirlendi ve

teorik deger ile karsilastirildi.

2.6. Gca TK4 DNA Polimeraz I Enzimine Ait Amino asit Siramn Bilinen Diger
DNA Polimeraz I Enzimleri ile Karsilastirilarak Incelenmesi

Daha 6nceden aminosit sirasi bilinen ve enzimatik 6zellikleri aydinlatilan E. coli
DNA polimeraz I (Andrea vd., 1990; Andrea vd., 1992; Dana vd., 1996; Yang vd., 2001;
Wai-Chung vd., 2002; Kamalendra vd., 2003) Mth DNA polimeraz I (Cindy vd., 2002),
Bst DNA polimeraz I (James vd., 1997; Kostichka vd., 1991; Lu vd., 1991; Uemori vd.,
1993; ve Phang vd., 1995) ve Taqg DNA polimeraz I’e (Tabor ve Richardson, 1995) ait

ozelliklerden yararlanilarak enzimin sahip olabilecegi dzellikler arastirildi (Tablo 6).

Tablo 6. Benzerlik calismalarinda kullanilan mikoorganizmalara ait GenBank

bilgileri
Enzimler GenBank Numarast Kaynak
E. coli Pol 1 1DPI Joyce vd., 1982
Taq Pol 1 P19821 Lawyer vd., 1989
Mtb Pol 1 E70767 Cole vd., 1998
Bst Pol 1 AAB52611 Aliotta vd., 1996
Gka Pol 1 YP 148583 Takami vd., 2004
Gca TK4 Pol 1 DQ340803 Bu calisma
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Enzimlere ait Genbank numaralar1 Tablo 6’daki gibidir ve ClustalW programi
kullanilarak amino asit seviyesinde Gca TK4 DNA polimeraz I ve bu enzimler arasinda
karsilastirmalar yapilmistir. Bu sayede enzimin sahip olabilecegi baz1 6zellikler 6nceden

tahmin edilmeye calisilmistir.

2.7. DNA Polimeraz I Geninin Ekspresyonu
2.7.1. PZR ile Genin Cogaltilmasi

Ters PZR ile tiim siras1 tamamlanan Gca TK4 pol I geni restriksiyon endoniikleazlar
acisindan incelendiginde Ncol ve BamHI restriksiyon endoniikleazlari i¢in kesim bolgesine
sahip olmadigr gozlendi. Bu acidan ekspresyon i¢in pET-15b vektoriiniin Ncol ve BamHI
bolgesine klonlanmasi kararlastirildi. Tiim genin PZR’da amplifikasyonu i¢in iki adet
primer sentezlettirildi: DNA-Ncol-F_5’-CCATGGGGTTGAAAAAAAAGCTAGTATTT
G-3 ve DNA-BamHI-R_5’-GGATCCTTACTTTGCGTCATACCATGTTGG-3".
Primerlerin 5° uclarina ilgili restriksiyon endoniikleazlar i¢in kesim bolgesi ilave edildi
(alt cizili bolgeler). Geca TK4 DNA polimeraz I genini tam uzunlukta ¢ogaltmak icin PZR
reaksiyonu, 50 upl hacimde: 1X Tag polimeraz tampon, 5 mM MgCl,, 0,2 mM herbir
dNTP, 300 ng herbir primer, 50 ng Gca TK4 genomik DNA ve 2 iinite High Fidelity Tag
pol I enzimi (Fermentas) kullanmlarak gerceklestirildi. Reaksiyon, termal cyclerda

(Biometa) asagidaki program kullanilarak yapildi:

1. On denatiirasyon 95°C’de 5 dakika,

2. Ayrilma 95°C’de 1 dakika,

3. Primer baglanma 58°C’de 1 dakika,

4. Uzama 72°C’de 4 dakika ve
5. Son uzama 72°C’de 10 dakika.

2-3 ve 4. basamaklar 30 kez tekrar edildi. PZR tiriinii %1’lik agaroz jelde standart
olarak 1 kb DNA ladder standart kullanilarak yiiriitiildii ve biiyiikliigii dogrulanda.
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2.7.2. Genin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

Elde edilen PZR iiriinii, pGEM-T Easy klonlama vektoriine (Promega) aktarildi.
Ligasyon reaksiyonu toplam 10 pl hacimde 1 pl pGEM-T, 5 ul ligasyon tamponu, 1 pl T4
DNA ligaz ve 3 pl PZR iiriinii kullanilarak 16°C’de 16 saat olarak gergeklestirildi. Daha
sonra PZR fiiriiniinii tastyan pGEM-T easy vektorii, E. coli JM101 kompetent hiicrelerine
kimyasal yontemle transforme edildi (Samborok, 1987). Daha sonra hiicreler IPTG ve X-
Gal igeren ampisilinli petrilerde mavi-beyaz renk olusumuna bakilarak ayrildi. Belli sayida
beyaz hiicreden plazmit izole edildi ve Ncol ve BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimleri
ile kesildi, PZR iiriinii ile yan yana %1,2’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve pozitif olanlar
belirlendi. Pozitif olanlardan tekrar kesim yapilarak Gca TK4 DNA I genine ait parca
%1’lik agaroz jelden QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) kullanilarak temizlendi ve

ekspresyon vektoriine aktarilmak iizere -20°C’de saklandi.

2.7.3. Genin pET-15b Vektoriine Klonlanmasi

DNA polimeraz I geni ekspresyon icin pET-15b vektoriiniin Ncol ve BamHI
bolgesine klonlandi. Ekspresyon vektoriinii iceren E. coli hiicresi 5 ml LB besiyerinde
bityiitiilerek plazmit izole edildi (Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System,
Promega). 10 pg plazmid DNA, 50 pl hacimde BamHI tamponu kullanilarak kesildi.
Kesim icin 10 unite Ncol ve 10 unite BamHI kullanildi ve kesim reaksiyonu 37°C’de gece
boyunca yapildi. Kesim sonrasi plazmit %1 lik jelde yiiriitiilerek, jelden QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) kullanilarak temizlendi.

Her iki enzimle kesilmis gen iiriinii ve vektoriin ligasyonu, toplam 10 pl hacimde
yapildi. Ligasyon reaksiyonu 1 pl T4 DNA ligaz tamponu (10X’den), 1ul T4 DNA ligaz
(10 unite/ul), 2 pl ekspresyon vektorii ve 5 pl gen iirlinii kullanilarak 16°C’de 16 saat
olarak gerceklestirildi. Ligasyon sonrasi1 plazmit, E. coli JMI101 hiicrelerine transforme
edildi. Belli sayida koloniden tekrar plazmit izole edildi, Ncol ve BamHI kesimi ile
dogruland1 ve pozitif olanlardan bir tanesi secilerek ekspresyon igin E. coli BL21

(DE3)Lys hiicrelerine aktarildi (Maniatis vd.,1989).



37

2.7.4. Genin E. coli BL21 Hiicrelerinde Ekspresyonunun Go6zlenmesi

Gca TK4 DNA polimeraz I genini i¢eren plazmidin transforme edildigi E. coli BL21
(DE3)Lys hiicrelerinden rastgele belli sayida koloni secildi ve ekspresyon i¢in kullanildu.
Ekspresyonun arastirilmast iki farkli sekilde yapildi. ilk 6nce segilen kolonilerle beraber E.
coli BL21 (DE3)Lys kendisi ve sadece pET-15b vektoriinii iceren E. coli BL21 (DE3)Lys
birlikte indiiklendi. Bununla beraber rastgele secilen bir koloni 8 saat inkiibe edildikten
sonra tekrardan iki tiipe yeniden ekildi ve 3 saat inkiibe edildikten sonra tiiplerden bir
tanesi IPTG ile indiiklenerek, digeri ise indiiklenmeden 3 saat daha biiyiitiildii. Sonrasinda
hiicreler santrifuj ile ¢okeltilerek her ml’si 2 mg lizozim igeren 50 mM Tris-HCI (7.0) ve 1
mM DTT’den olusan tamponda ¢oziilerek sonikator ile patlatildi. 20 dakika 60°C’de
bekletildikten sonra 12.500 rpm’de 20 dakika santrifuj edilerek pellet uzaklastirildi.
Sitipernatant %8’lik SDS-PAGE’de yiiriitiilerek sonuglar gozlendi. SDS-PAGE analizi
Maniatis ve arkadaslarina gore (Maniatis vd.,1989) yapildi.

2.8. DNA Polimeraz I’in Saflastirilmasi

Proteinin saflastirilmasi, iki ayr1 metod modifiye edilerek gerceklestirildi ve 1s1
uygulamasi, DEAE-seliiloz (Uemori vd., 1993) ve BioRex 70 katyonik kromatografi
(Engelke vd., 1990) kullanilarak yapildi (Sekil 13). Ekspresyonun gozlendigi bir E. coli
BL21 (DE3)Lys hiicresi secilerek 50 ml gece kiiltiiriinde biiyiitiildii. Sonrasinda iki litre 50
pg/ml ampisilin iceren taze besiyerine ODgypy’da 0,1 olacak yogunlukta seyreltilerek
yeniden ekildi. ODggp’da hiicre yogunlugu 0,6 olana kadar hiicreler biiyiitiildii ve son
hacim 1 mM olacak sekilde IPTG ile hiicreler indiiklendi. Inkubasyona 4 saat daha devam
edildi ve sonrasinda protein izolasyonu ve ekspresyonun gozlenmesi yukardaki 2.7.4 nolu

bashktaki adimlar takip edilerek belirlendi.
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Kiiltir ——»  Siipernatant

l

Is1 uygulamasi
60 °C, 20 dk.

l

DEAE-seliiloz kromatografi

l

BioRex 70 katyonik

kromatografi

Filtrasyon

Sekil 13. Gca TK4 DNA polimeraz 1 enziminin
saflastirilmasinda izlenen basamaklar

2.8.1. DEAE-Seliiloz Kromatografi

Is1 uygulamasi ve santrifiijleme sonrasi elde edilen protein 6rnegi DEAE-seliiloz
kolonundan gecirilerek E. coli’ye ait az sayida protein ile protein 6rnegindeki genomik
DNA uzaklastirildi. Ornekler yiiklenmeden 6nce kolon 300 ml tampon ile (50 mM Tris-
HCI (pH:7,5) ve 600 mM NaCl) yikanarak rejenere edildi. Sonrasinda tekrar 300 ml 50
mM Tris-HCI (pH:7,5), 2 mM 2-Merkaptoetanol, %10 gliserol iceren tamponla yikanarak
dengelendi. Protein 6rnegi iki kati kadar 50 mM Tris-HCI (pH:7,5) ve 1 mM DTT’den
olusan tanponu ile seyreltilerek kolona yiiklendi. Kolon 50 ml yiikleme tomponu ile
yikandi. Sonrasinda 50 mM’dan 450 mM’a kadar her seferinde 10 ml tampon (50 mM
Tris-HCI, pH:7,5 ve NaCl) ile yikandi. Daha sonra herbir fraksiyon ayr1 ayr1 %8’lik SDS-
PAGE yiiklenerek Geca TK4 polimeraz I'i igeren franksiyonlar belirlendi.
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2.8.2. BioRex 70 Katyonik Kromotografi

DEAE-seliiloz sonrast Geca TK4 DNA polimeraz I enzimini iceren fraksiyon 50 mM
Tris-HCI (pH:7,5) ve 1 mM DTT iceren tamponda gece boyunca diyaliz edildi ve tuzlardan
uzaklastirildi. Sonrasinda yine ayni tampon ile aktive edilmis BioRex 70 kolonuna ayni
tampon ile iki kat seyreltilerek yiiklendi. Ilk yiiklenen 6rnek toplandi ve tekrardan
kolondan gegirildi. Sonrasinda kolon 50 mM NaCl iceren 50 ml ayn1 tampon ile yikandu.
Sonrasinda ayri ayri 100 mM, 200 mM ve 300 mM NaCl ile yikanarak Gca TK4 DNA
polimeraz I enzimi eliit edildi. Toplanan her fraksiyon ayr1 ayrn jele yiiklenerek enzimi saf
olarak iceren fraksiyonlar belirlendi. Saf olarak elde edilen enzimin DNA polimeraz I
oldugu mass spektrofotometre analizi ile dogrulandi (Proteomix Laboratory of New Jersey

Medicine and Dentistry University).

2.8.3. DNA Polimeraz I Enzimini iceren Fraksiyonlarin Konsantre Edilmesi ve
Protein Miktarimin Belirlenmesi

Gca TK4 DNA polimeraz I enzimini igeren fraksiyonlar belirlendikten sonra hepsi
bir tiipe toplandi ve 30 kDa’dan kiiciik proteinlerin ge¢gmesine miisait filtreler kullanilarak
(Filtron, Filtron Technology Corporation) santrifiijleme ile konsantre edildi. Protein
miktar1 ii¢ farkli sekilde belirlendi. Ilk olarak nanodrop’da (NanoDrop, ND-1000
Spectrophotometer) enzimin i¢inde yer aldigi tampon kor olarak kullanilarak 2 pl enzim
¢ozeltisinin sahip oldugu saf enzim miktar1 belirlendi. Ikinci olarak saf enzimin yogunlugu
BSA standart egrisi baz alinarak spektrofotomerik (HITACHI, U-200 Spectrophotometer)
olarak belirlendi. BSA standart egrisinin kalitesinin %98 ve iizerinde olmasina dikkat
edildi. Ugi’mcii olarak ise farkli miktarlarda Gca TK4 DNA polimeraz I enzimi, BSA
egrisinde kullanilan yogunluklar baz alinarak SDS-PAGE’de birlikte yiiriitildii ve
nanodrop ve spektrofotometrik sonuglar ile karsilastirildi. Son olarak enzimi iceren protein
¢ozeltisi 50 mM Tris-HCI (pH:7,5), 1 mM DTT, 50 mM NaCl ve %25 gliserol iceren
cozeltide gece boyunca bekletilerek diyaliz edildi ve -20°C de saklandi.
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2.9. Mutant Proteinlerin Hazirlanmasi

Gca TK4 DNA polimeraz I ve E. coli DNA polimeraz I mutasyonlari, PZR ve Dpnl
restriksiyon enzimi kullanilarak gerceklestirildi. Mutasyon c¢alismalarinda kullanilan
primerler ve kullanim amaclar1 Tablo 7°de verilmistir. Primerler iizerinde koyu gdsterilen

alt1 ¢izili niikleotitler mutasyonun yapildig1 yeri gostermektedir.

Tablo 7. Mutasyon calismalarinda kullanilan primerler ve kullanim amaglari

Primer ismi ve kullanim amaci Primere ait sekans bilgileri

TK4-Y721F F_5-CGG CAT CAG CGACTTCGGGCTGTCAC-3’

(tirozin amino asitinin fenilalanin | R 5°_GTGACAGCCCGAAGTCGCTGATGCCG-3’
amino asitine doniistiiriilmesi) B

TK4-Y721A F_5-CGG CAT CAG CGACGCC GGG CTG TCAC-3’

(tirozin amino asitinin alanin R_5-GTGACAGCCCGGCGTCGCTGATGCCG-3’
amino asitine doniistiiriilmesi)

TK4-F712Y F_5-CGAAAGCGGTGAACTATGGCATTGTTTACGG-3’

(fenilalanin amino asitinin tirozin | R 5°_CCGTAAACAATGCCATAGTTCACCGCTTTCG-3’
amino asitine doniistiiriilmesi)

E.coli-D424A F_5-GGCAAAACCTGAAATACGCTCGCGGTATTCTGGC-3’

(aspartik amino asitinin alanin | R 5> GCCAGAATACCGCGAGCGTATTTCAGGTTTTGCC-3
amino asitine doniigtiiriilmesi)

Herbir primer planlanan mutasyon igin 0zel bir kodona sahiptir. Bu teknigin en
onemli noktas1 yiiksek dogrulukta DNA sentezini gerceklestiren Pfu (Pyrococcus furiosus)
Turbo DNA polimeraz enzimin (Stratagene) kullanilmasidir. Yaban tip geni tasiyan vektor
Tablo 7°deki primerler ile ters yonde c¢ogaltildi. Reaksiyon 300 ng primer, 20 ng kalip
DNA, 200 pM dNTP ve 2,5 iinite Pfu DNA polimeraz kullanilarak yapildi ve PZR
reaksiyonu 95°C’de 30 sn ilk denatiirasyon ve sonrasinda 18 dongii: 95°C’de 30 sn
denatiirasyon, 55°C’de 1 dakika hibridizasyon ve 68°C’de 20 dakika sentez seklinde
gergeklestirildi. Son sentez 68°C’de 20 dakika olarak yapildi. PZR {iriinii %1’lik agaroz
jelde gozlendikten sonra toplam hacim 50 pl’de 10 iinite Dpnl ile 1X Dpnl tamponda iki

saat kesildi. Kesim sonrasi elde edilen PZR iriinii E. coli DH5a hiicrelerine standart
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kalsiyum kloriir metodu kullanilarak transforme edildi ve 50 pg/ml ampisilin iceren LB
agar besiyerine ekildi. 3 adet koloniden plazmit izole edildi ve mutasyonlar dizin analizi ile
dogrulandi. Mutant plazmit, E. coli BL21 (DE3)pLysS ekspresyon hiicresine aktarilarak
bir koloni secildi ve ekspresyon Gca TK4 DNA polimeraz I i¢in gerceklestirilen adimlar
takip edilerek belirlendi. Daha sonra ekspresyonun gozlendigi bir hiicreden mutant enzim

yaban tip enzimdeki adimlar takip edilerek saflastirildi ve mutasyon yoniinden incelendi.

2.10. Enzim Substratlarin Hazirlanmasi

2.10.1. Karakterizasyon Calismalarinda Kullanilan Primerlerin Sentezletilmesi

Enzimin biyokimyasal karekterizasyonu i¢in sentetik primerler sentezletildi (New

Jersey Medical School, Molecular Resource Facility). Enzimin herbir farkli alt bolgesinin

karakterizasyonu i¢in farkl niikleotit dizilimine sahip primeler dizayn edildi (Tablo 8).

Tablo 8. Karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilan tek iplik DNA’lar

Primer ad1

Primer sekans bilgileri

32 — mer kalip DNA:

3~ GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT -5’

28 — mer kalip DNA:

3’—- GCAATCGGTGAGGCGCCATATTGCGCGT -5’

61 — mer kalip DNA:

3’ -CAATCGGTGAGGCTTCACGGACCATGAATTCCACGTCC
CCCC CACGTGGAATTCATGGTCC -5’

14 — mer primer DNA:

5’- CGTTAGCCACTCCG -3

15 — mer primer DNA:

5~ CGTTAGCCACTCCGT -3’

14 — mer 3’-OH hatali DNA:

5’- CGTTAGCCACTCCT -3’

14 — mer bloklayict DNA:

5’- CGGTATAACGCGCA -3’

15A -kalip DNA:

5’- AGCAATCGGTGAGGC -3’

16AA -kalip DNA:

5’— AAGCAATCGGTGAGGC -3’

18 — mer flap DNA:

5’- TTATCGGTATAACGCGCA -3’

33p16p — mer kalip DNA:

5’- TGCGCGTTATACGGCACCCTGGAGTGGCTAACG -3’

16p — mer primer DNA:

5= CGTTAGCCACTCCAGG -3’

32- mer kalip RNA:

3’- GCAAUCGGUGAGGUCCCACGGCAUAUUGCGCGU-5

38-mer bloklayict DNA:

5’- CGGTATAACGCGCACGATCCGAACTTACCGCTCACGGT -3’

42-mer flap DNA:

5’- TTATCGGTATAACGCGCACGATCCGAACTTACCGCTCA
CGGT -3’

56-mer kalip DNA:

3’-GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGTGCTAGGCTT
GAATGGCGAGTGCCA-5’
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Enzimin RNA bagimli DNA polimeraz aktivitesi i¢cin RNA niikleotitleri i¢ceren kalip
zincir sentezletildi. Sentetik 14-mer DNA primer ile hibridize edilerek RNA-bagimli DNA
polimeraz I aktivitesinin incelenmesinde kullanildi. Diger primerler DNA-bagimli DNA

polimeraz enzimlerinin ¢ok yonlii karakterizasyonunda kullanildi.

2.10.2. Substratlarin Radyoaktif Olarak 5’ Ucundan Isaretlenmesi

Tez kapsaminda 14-mer polimeraz, 14-mer bloklayici ve 18-mer flap tek zincir
DNA’lar (Tablo 8) 5’-ucundan T4 poliniikleotit kinaz ve [y-P]JATP (Sekil 14)

kullanilarak isaretlendi.

H,N
=N
o 9 o N g
0=-P—0-P-0-P-0 N
o O O O
OHOH

Sekil 14. Adenozin 5’-tri fosfatin (ATP) genel yapisi

Isaretleme reaksiyonu toplam 30 ul hacimde ve 6 pl 5X T4 poliniikleotit kinaz
tamponu, 10 uM tek zincir DNA, 100 pCi [y-32P]ATP ve 10 unite T4 poliniikleotit kinaz
(Invitrogene) kullanilarak 37°C’de 1 saat olarak gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi
95°C’de 5 dakika tutularak T4 poliniikleotit kinaz enzimi inaktive edildi. Ornekler
liyofilizatorde (Heto vacuum centrifuge, ATR Company) 10 pl hacime kadar konsantre
edilerek 7 M iire iceren %16’lik akrilamid jele yiiklendi ve 3 saat (35 volt) yiiriitiildii.
Otoradyografi ile DNA’larin jeldeki pozisyonlari belirlendi ve bistiiri ile bu bantlar
kesilerek 1 ml 0,5 M amonyumsiilfat iceren falkon tiiplerine aktarildi. Saflagtirma icin
Maxam ve Gilbert yontemi (1980) takip edildi. Ozetle: 37°C’de gece boyu ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi ve jeldeki primerlerin tampon cozeltiye gecmesi saglandi.
Tampon ¢ozeltiye difiize olan tek iplik isaretli DNA, NAP™ 10 Colums (Sephadex™ G-
25 DNA Grade, GE Healtcare) kullanilarak saflastirildi. Once kolon 15 ml saf su

kullanilarak yikandi ve 1 ml 6rnek yiiklenerek yine 1 ml fraksiyon toplandi. Sonrasinda iki



43

kez 750 pl saf su ile ayr1 ayr1 750 pl hacimde toplandi. Isaretli DNA &rneginin hangi
tiiplerde oldugu Model 3 Survey Meter (Ludlum Measurements) kullanilarak belirlendi. Bu
ornek liyofilizatorde 100 pl hacime konsantre edilerek enzim karakterizasyon

calismalarinda kullanilmak iizere hazirlandi.

2.10.3. Tek iplik DNA’nin 3’-ucundan Isaretlenmesi

Bu amagla 38-mer, 42-mer ve 61-mer uzunlugunda tek iplik DNA’lar isaretlenmistir.
Ornek olarak 5’-ucundan kendi iizerine hibridize olabilen 61-mer DNA tek iplik DNA
(Sekil 15) ornegi [a—32P]dGTP ile (Sekil 16) 3’-ucundan isaretlenmesi verilmistir. Diger

DNA ornekleride benzer sekilde isaretlenmistir.

c c
3’- -CAATCGGTGAGGCTTCACGGACCATGAATTCCACGT-C

5’-CGTTAGCCACTCCG CCTGGTACTTAAGGTGCA-C c C

Sekil 15. 3’ ucunun isaretlenmesinde kullanilan 61-mer ve 14-mer DNA’nin hibridize
olmus durumu

Reaksiyon oncesi 14-mer primerin 61-mer kalip zincire hibridizasyonu saglandi. Bu
sekilde 14-mer primerin 5’-ucundaki baslangic dCTP niikleotiti, 61-mer kalip ile hibridize

olmadigindan sarkik uc¢ sagladi ve bu sarkik u¢ radyoaktif [a-PP]dGTP (Sekil 16) ile

doldurularak kalibin radyoaktif olarak isaretlenmesi saglandi.

0
N NH
O 0 O U \ /)\NHZ
I N
N
0

OH

Sekil 16. Deoksiguanozin 5’-tri fosfatin (dGTP) genel yapisi
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Isaretleme reaksiyonu toplam 30 pl hacimde ve 6 ul 10X E. coli DNA polimeraz I
tamponu, 10 pM 61mer/14-mer DNA, 100 pCi [a-**P]dGTP ve 10 unite E. coli Klenow
Fragmenti (exo-) kullanilarak 37 “C’de 1 saat olarak gerceklestirildi. Reaksiyon sonrasi
radyoaktif isaretli 62-mer kalip DNA’min purifikasyonu tek iplik DNA’nin
purifikasyonundaki basamaklar takip edilerek gerceklestirildi.

2.10.4. Cift Zincir DNA Substratlarin Hazirlanmasi

1X annealing tampon kullanilarak, kalip tek zincir DNA ile primer tek iplik DNA,
Tablo 9’da belirtilen kombinasyonlarda karistirilarak c¢ift zincir DNA substratlart
hazirlandi. Reaksiyon karigimi 1siticida 95°C’de 5 dakika bekletilerek var olan tiim spesifik
olmayan eslesmelerin erimesi saglandi. Sonra yavas yavas sogutularak kalip iplik ile
primerin hibridize olmasi saglandi. Hazirlanan cift zincir DNA Orneklerine ait son

derisimler Tablo 9’daki gibidir.

Tablo 9. Karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan DNA’lara ait eslesmeler

IDNAI ) DNA iplik¢iklerine ait eslesmeler (ilk rakamsal ifade kalip zincir, ikincir rakamsal ifade
eslesmeleri
primer zinciri ve iigiincti rakamsal ifade bloklayicit DNA’y1 ifade eder)

C
C
3 GCAATCGGTGAGGCTTCACGGACCATGAATTCCACGT-C c
61/14

self DNA | 5-CGTTAGCCACTCCG-3* 5-CCTGGTACTTAAGGTGCA-C c

32/14/14
Bloklayici F-GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT -5

DNA 5—-CGTTAGCCACTCCG | ?’—CGGTATAACGC GCA —-5°
nn+

32/14/18 32/14/18 Flap DNA

flapDNA | 32 G CAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT —5°
5~ CGTTAGCCACTCCG3 CGGTATAACGCGCA -3
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Tablo 9’un devam

28/14/14

28/14/14 Bloklavici DNA

3F-GCAATCGGTGAGGCGCCATATTGCGCGT -5
5—-CGTTAGCCACTCCGCGGTATAACGCGCA -3

Bloklayici 37 |5
DNA .
Centik bolge
FGCAATCGGTGAGGC GCCATATTGCGCGT —5°
5—CGTTAGCCACTCCG CGGTATAACGCGCA -7
28/18 flap T
DNA T’A Centik balge
57t
n n+l
¥ o
32/14DNA | 3" -GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT —5°
5—-CGTTAGCCACTCCG 3
FGCAATCGGTGAGGCA -5
15A/14 5—-CGTTAGCCACTCCG \
DNA I
3° ntl
FGCAATCGGTGAGGCAA - 5
16A/14 ¥—CGTTAGCCACTCCG
DNA 3' n+l n+2
33p16/16 | 5- TGCGCGTTATACGGCACCCTGGAGT GGCTAACG — 3
DNA F-GGACCTGACCGATTGC -5
32RNA/14D | 3 -GCAAUCGGUGAGGUCCCACGGCAUVAUUGCGCGU-5T
NA 5-CGTTAGCCACTCCAGG -7
32143 OH | 3—GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT —5°
hatali ¥—CGTTAGCCACTCC Tons
eslesmis "3
28/15/14
2e1514 | 3—GCAATCGGTGAGGC GCCATATTGCGCGT —5°
DNA 5—CGTTAGCCACTCCG, CGGTATAACGCGCA -5
T\gj
3~ GCAATCGGTGA GGCTGACGCCATATTGCGCGT GCTA GGCTTGAATGGCGAGTGCCA—S
5$—CGTTAGCCACTCCG . CGGTATAACGCGCACGATCCGAACTTACCGCTCACGGT —3°
56/14/48 ERN
DNA T
5T
56/14/38 | 3—GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGTGCTAGGCTTGAATGGCGAGTGCCAS’
DNA 5~ CGTTAGCCACTCCG

CGGTATAACGCGCACGATCCGAACTTACCGCTCACGGT -3°
3 5"
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2.10.5. Substratlara Ait Derisimler

Karakterizasyon caligmalarinda kullanilacak c¢ift zincir DNA’larin derisimleri
radyoaktif olarak isaretli DNA’lar ve radyoaktif olarak isaretli olmayan DNA o6rnekleri
icin farkli farkli hazirlandi. Tablo 10’da radyoaktif ve radyoaktif olmayan DNA’lara ait

derisimler goriinmektedir.

Tablo 10. Cift iplik DNA substratlarina ait derisim bilgileri. RA:
radyoaktif 6rnek, NRA: radyoaktif olmayan 6rnek

Cift iplik DNA’lar ?ﬁf\f)imler
32/14* (RA) 30 nM
32/14 (radyoaktif degil; NRA) 600 nM
33p16/16 (NRA) 20 uM
32RNA/14DNA (RA) 30 nM
32/14%/14 veya 32/14/14* (RA) 30 nM
32/14/14 (NRA) 600 nM
32/14*/18 veya 32/14/18* (RA) 30 nM
32/14/18 (NRA) 600 nM
28/14*/18 veya 28/14/18* (RA) 30 nM
28/14/18 (NRA) 600 nM
28/14*/18 veya 28/14/18* (RA) 30 nM
28/15/18* 30 nM
28/14/18 (NRA) 600 nM
8/14*/14 (RA) 30 nM
28/14/14 (NRA) 600 nM
61/14* Self-ligasyon DNA (RA) 30 nM
15/14* (RA) 30 nM
16/14* (RA) 30 nM
32/14_3’-OH hatali eslesmis 30 nM
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2.11. Gca TK4 DNA Polimeraz I Enziminin Karakterizasyonu
2.11.1. plI Degerinin Belirlenmesi

Enzime ait pl degeri 2-D jel elektroforezinde (Bio-Rad Protean IEF System)
belirlendi. 3 pg Geca TK4 DNA polimeraz I oda sartlarinda rehidrasyon tamponunda 1 saat
inkiibe edildi (6 M iire, 2 M Tioiire, 2% CHAPS, 1% DTT, pH 5-8 ampholytes) ve ilk
boyutsal ayirim icin ReadyStrip IPG strips jelde (11 cm/pH 3-10) yiiriitiildii. SDS-
PAGE’de yiiriitiilmeden 6nce SDS-PAGE’in herbir kuyucugu tampon A (6 M iire, 50 mM
Tris-HCI pH 8,8, 20% gliserol, 2% SDS, 20 mg/mL DTT) ile hareketli tabla iizerinde 15
dakika dengelendi. Sonrasinda 15 dakika tekrar tampon B’de (6 M iire, 50 mM Tris-HCl
pH 8,8, 20% gliserol, 2% SDS, 25 mg/mL iodoacetamide) dengelendi. Kuyucuklara
yiiklendi ve onceden hazirlanmis 12% akrilamid jelde (Bio-Rad) yiiriitiildii. Akabinde
hemen fiksasyon soliisyonuna (10% metanol, 7% asetik asit) jel alinarak fikse edildi ve 1
saat Sypro Ruby ile boyandi. Gece boyunca boyama sonrasi jel 10% metanol ve 7% asetik
asit cozeltisine aktarilarak boya kismen uzaklastirildi. Jel Typhon 9410 goriintiileme

sisteminde (Amersham Biosciences, UK) 200 nm ¢oziiniirlitkte taranarak goriintiilendi.

2.11.2. Ozgiil Aktivitenin Belirlenmesi

Gca TK4 DNA polimeraz 'e ait 6zgiil aktivite TCA (Trikloroasetikasit) yontemi
kullanilarak belirlendi. Substrat olarak 33p16/16 sentetik DNA kullanildi (Tablo 9).
Reaksiyon toplam 50 pl hacimde 1X DNA polimeraz tamponu, 2 uM DNA, 6 mM MgCl,,
50 uM dNTP (2500 pmol), 0,5 uCi SHATTP (5,7 pmol) ve 10 nM enzim kullanilarak
gergeklestirildi. Reaksiyon tiipleri 60°C de ayrt ayr1 10 dakika inkiibe edildi ve bu siire
sonunda 5 ml buz gibi soguk TCA eklenerek reaksiyonlar sonlandirildi. Reaksiyon
cozeltisi Whatman GF/B filtrelerine emdirilerek 5 kez buz gibi soguk %5’lik TCA (her
seferinde 10 ml ile), 5 kez buz gibi soguk su (her seferinde 10 ml ile) ve 1 kez de buz gibi
soguk 5 ml etanol ile yikandi. Sonrasinda 65°C’lik inkiibatérde 20 dakika bekletilerek
filtrelerin kurutulmasi saglandi. Sonrasinda filtreler 2 ml toluin (%10 di sodyum piro
fosfat) iceren scintillation tiiplerine alindi. Enzimatik sentez sonrasi kalip DNA’ya eklenen
radyoaktif *HdTT nin miktar1 scintillation’da (Packard Intrument Company) olciilerek

cpm’leri (her dakikadaki sayim) belirlendi. Kontrol olarak E. coli DNA polimeraz |
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(3’—5’ ekzoniikleaz negatif) kullanildi. Ozgiil aktivite 30 dakikada 10 nmol DNA’nin

sentezini gerceklestiren enzim miktari olarak tanimlandi (Neerja vd., 1996).

2.11.3. Primer Uzatma Deneyi

32/14 sentetik DNA, primer uzatma deneyinde substrat olarak kullanildi (Tablo 9).
Reaksiyon 6 pl toplam hacimde 1X polimeraz tampon, 50 uM herbir ANTP ve 50 nM Gca
TK4 Pol I kullanilarak 7 farkli reaksiyon zamaninda yapild1 (reaksiyon siireleri: 0, 15, 30,
45, 60, 120 ve 300 saniye). Reaksiyonlar 2X sonlandirma boyasindan (Tablo 4) 6 pl
eklenerek sonlandirildi ve 6 pl reaksiyon alinarak 8 M iire-%16’lik PAGE’de yiiriitiilerek
fosfor goriintileme kasetine aktarildi ve -70 derecede bir gece bekletilerek sonuglar

Typhoon 9400 tarayicida 200 nm ¢6ziiniirliikte taranarak gozlendi.

2.11.4. Optimum Bir ve iki Degerlikli Katyon Derisiminin Belirlenmesi

Gca TK4 DNA polimeraz I’in fiziksel ve biyokimyasal Ozelliklerini belirlemeye
yonelik olarak sentetik 33p16p/16 DNA kalip olarak kullanildi ve optimum mono ve
dikovalent katyon miktar1 TCA yontemi ile belirlendi. Na* ve K* monovalent, Mg** ve
Mn*? dikatyon olarak kullanildi. Reaksiyonlar toplam 50 pl hacimde ve Na, K, Mg** ve

Mn*?icin Tablo 11 de gosterilen derisimler kullanilarak gerceklestirildi.

Tablo 11. Optimum Na, K, Mg** ve Mn** degerinin belirlenmesinde kullanilan
mono ve di katyonik iyonlara ait derisimler

MgCl, MnCl, NaCl KCl
1 0.5 20 20
2 1 40 40
3 2 60 60
% 4 3 80 80
G 5 4 100 100
E 6 5 120 120
~§ 7 6 140 140
A 8 7 160 160
9 8 180 180
10 9 200 200
11 10
12
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Reaksiyonlar 2 dakika 55°C inkiibe edildikten sonra 20 pl EDTA (500 mM)
eklenerek sonlandirildi. Herbir reaksiyon tiipiiniin icerdigi cpm’ler, 6zgiil aktivitenin
belirlenmesinde izlenen adimlar takip edilerek belirlendi. Monovalent iyonlar icin deneyler
2 mM Mng2 iyonu kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler, GraphPad Prism paket
programi kullanilarak grafige doniistiiriildii ve en fazla cpm’in elde edildigi degerler

optimum miktar olarak kabul edildi.

2.11.5. pH’nin Enzim Aktivitesine Etkisi

Sentetik 33p16p/16 DNA kalip olarak kullanilarak pH’nin Geca TK4 polimeraz I
tizerine etkisi belirlendi. pH icin Tris-HCI ve Glisin-NaOH kullanilarak Tablo 12’deki pH
degerleri hazirlandi. Herbir tampon araligi i¢in Gea TK4 DNA polimeraz I tamponu ayri
ayr1 hazirlandi. Reaksiyonlar ve enzim aktivitesi sonucu gozlenebilen cpm, hazirlanan bu
polimeraz tamponlar1 kullanilarak 6zgiil aktivitenin belirlenmesinde oldugu gibi ayr1 ayri

gergeklestirildi ve en fazla cpm’in elde edildigi pH degeri belirlenmeye calisildi.

Tablo 12. Optimum pH degerinin belirlenmesinde kullanilan pH araliklari

Tamponlar pH araliklar
Tris-HCl 72 |76 |80 |84 |88 |92
Glisin-NaOH 88 92 [9.6 10.0

2.11.6. Sicakhigin Enzim Aktivitesine Etkisi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik araligit TCA yontemi ile belirlendi.
Reaksiyonlar, 30 °C’den 85 °C’ye kadar araliklarda her seferinde sicaklik 5 °C arttirilarak 5
dakika siire ile yapildi. Bu siire sonunda reaksiyonlarin sonlandirilmasi ve herbir derecede
gozlenen enzim aktivitesinin belirlenmesi, 0zgiil aktivitenin belirlenmesinde oldugu gibi
gerceklestirildi. Elde dilen verilere gore grafikler, GraphPad Prism paket program
kullanilarak grafige doniistiiriildii ve en fazla cpm’in elde edildigi sicaklik araligi, optimum

sicaklik olarak kabul edildi.
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2.11.7. Enzimin Isil Kararhihgmin Belirlenmesi

Enzimin 1s1 kararliligt TCA y6ntemi ve iire-PAGE ile belirlendi. Enzim 55 °C’den 85
°C’ye kadar sicaklik araliklarinda 5 dakika inkiibe edildi ve buz iizerinde 10 dakika
bekletilerek sogutuldu. Daha sonra bu enzim TCA ve standart 6 ul enzim aktivite
deneylerinde (iirea-PAGE) kullanildi. TCA yoénteminde 2 pM DNA (33pl6p/16p)
kullanilarak deneyler gergeklestirildi ve enzimin aktivitesi 0zgiil aktivitenin
belirlenmesinde izlenen adimlar takip edilerek belirlendi. Ure-PAGE jelde ise 100 nM
DNA (32/14) kullanildi ve primer uzatma deneyindeki basamaklar takip edilerek
reaksiyonlar gerceklestirildi. Ure-PAGE analizi ile elde edilen sonuglar Typhoon 9400

tarayicida 200 nm ¢oziiniirliikte taranarak gozlendi.

2.11.8. (")zgijl KpDNA Degerinin Belirlenmesi

Gca TK4 pol I'in DNA’ya olan ilgi derecesini (afinite) bulmak i¢in Joyce ve
tarafindan gelistirilen jel-shift (jel kaymasi) deneyi yapild1 (Astatke vd., 1995).
Reaksiyonlar 10 pl toplam hacimde, 1X polimeraz tampon, 6 mM Mg*?, 32/14-DNA (50—
100 pg: [y-*P]ATP ile 5’ ucundan isaretli) ve degisik yogunluklarda Geca TK4 DNA
polimeraz I (3,125 ng, 6,25 ng, 12,5 ng, 25 ng, 50 ng ve 100 ng) kullanilarak yapildi.
Sonrasinda reaksiyon tiipleri 8 dakika buz iizerinde bekletilerek polimeraz enziminin
DNA’ya baglanmasi saglandi. Reaksiyonlar 2X sonlandirma boyast kullanilarak
sonlandirildi ve ornekler vakit kaybetmeden +4 derecede %6’lik dogal akrilamid jele
yiiklenerek 15 dakika yiiriitiildii. Sonrasinda jel Phosphore Storage (fosfor goriintiileme
kaseti) kasetine aktarildi ve -70 derecede bir gece bekletilerek fosforun kasete expose
olmasi (yansimasi) saglandi. Kaset iizerindeki fosfor, fosfor goriintilleme ile belirlendi
(Tyhoon 9400 scanner) ve miktar1 ImageQuant software (Amersham Biosciences)
kullanilarak belirlendi. Herbir sutunda olusan enzim-DNA kompleksi miktar1 ile enzimle
kopleks olusturmayan serbest isaretli DNA’nin miktar1 belirlendi. Bu oranlar Kppna
oraninin belirlenmesi i¢in kullanildi. Oranlar, GraphPad Prism software’de nonlinear

regression analizi (hyperbola) ile grafige doniistiiriildii.
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2.11.9. KDdNTP ve K, Degerinin Presteady Kinetik ile Belirlenmesi

Bu amagla 32/14 sentetik DNA kalip olarak kullanild1 ve tek bir dATP’nin kaliba

ANTP Ve Ko degeri belirlendi. Kalip zincir iizerindeki bir

eklenmesi Olciilerek enzime ait Kp
sonraki niikleotit (15. pozisyondaki niikleotit) dTTP’dir. Dolayis1 ile enzim sadece bir
dATP niikleotiti ekleyebilecek ve sentez ve reaksiyon karisiminda bir sonraki niikleotit
olmadigindan sentez sonlanacaktir. Reaksiyonlar toplam hacim 56,7 pl’de 50 nM Gca TK4
DNA polimeraz I, 100 nM DNA, 1X polimeraz tamponu, 6 mM MgCl2 ve 2 uM’dan 100
pM’a kadar alt1 farkli dATP derisimi kullanilarak 5 milisaniyeden 2000 milisaniyeye kadar
10 farkh siirede (Tablo 13) gerceklestirildi. Reaksiyonlar KinTek RFQ-3 Rapid Chemical

Quench (KinTek Instruments, State College, PA) kullanilarak gergeklestirildi.

Tablo 13. Reaksiyon bilesenleri ve zamana ait bilgiler

Siire dATP Enzim (nM) ve
(milisaniye) Derisimi (uM) DNA miktar1 (nM)

5 2
10 5 Herbir reaksiyon i¢in
25 10 100 nM DNA ve
50 25 50 nM enzim
100 50

250 100

500

750

1000

2000

Reaksiyonlar belirlenen siireler sonunda otomatik olarak makine tarafindan 32 pl 150
mM EDTA eklenerek sonlandirildi. 8 pl reaksiyondan alinarak 4 pl 2X sonlandirma boyasi
ile karistirlldi ve 95 °C’de 5 dakika bekletildi. 8 pl’si alinarak 8 molar iirea-%16 lik
PAGE’de 35 volt’da 3,5 saat yiiriitiildii. Sonrasinda jel fosfor goriitileme kasetine
aktarilarak gece boyunca -20 °C’de bekletildi ve fosforun fosfor goriintiileme kasetlerine
yansimast saglandi. Kasetler, fosfor goriintiileme tarayicisinda taranarak (Tyhoon 9400

scanner) bantlarin pozisyonlar1 belirlendi. Aktivite Oncesi ve sonrasi radyoaktivite
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ImageQuant software (Amersham Biosciences) kullanilarak belirlendi. Hesaplamalar a/a+b
x dATP (uM) formiilii kullanilarak yapildi. a: olusan iiriin miktari, b ise kalan substrat
miktarin1 simgelemektedir. Veriler GraphPad Prisma paket programi kullanilarak grafige

doniistiiriildii ve Kp™'" degeri bu grafik ve program ile hesaplandi.

2.11.10. RNA-Bagimh DNA Polimeraz Aktivitesinin Arastirilmasi

Enzime ait RNA bagimli DNA polimeraz aktivitesi Mg*> ve Mn*™ iyonlari
kullanilarak iki farkli metal iyonu varliginda arastirildi. Reaksiyonlar toplam 6 pl hacimde
ve 1X polimeraz tamponu, 50 uM herbir dNTP, 5 nM 32P—isaretli 32/14 sentetik
heteropolimerik RNA/DNA, 6 mM MgCl, ve MnCl; ve 50 nM Gca TK4 pol I kullanilarak
gercgeklestirildi. Pozitif kontol olarak ayn1 yogunlukta HIV-Reverse transkriptaz enzimi ve
negatif kontrol olarak da E. coli KF kullanildi. Reaksiyonlar HIV-Reverse transkriptaz ve
E. coli KF i¢in 37°C’de, Gca TK4 polimeraz I icin 60°C’de 1 dakika ve 5 dakika (HIV-RT
icin 0,5 ve 1 dakika) olarak gerceklestirildi. Reaksiyonlar enzim ilavesi ile baglatildi ve
inkiibasyon sonrast 6 pl 2X sonlandirma boyasi ilave edilerek sonlandirildi ve 6 pl
reaksiyon Ornegi 8 M iire-%16’lik PAGE’de yiiriitillerek fosfor goriitileme kasetine

aktarildi ve -70 derecede bir gece bekletilerek sonuglar gozlendi.

2.11.11. Hata Yapma Orammn (Fidelity) Belirlenmesi

Gca TK4 DNA polimeraz I’in hata yapma oran1 primer uzatma deneyi kullanilarak
iki farkli sekilde belirlendi (Preston vd., 1988). **P-isaretli 32/14 sentetik heteropolimerik
DNA substrat olarak kullanildi. Kontrol olarak Mth DNA polimeraz 1 ve E. coli DNA
polimeraz I KF kullanildi. Reaksiyonlar herbir enzimin 50 nM derisiminde ger¢eklestirildi.
Birinci olarak reaksiyon 1X polimeraz tampon, 6 mM MgCl,, 250 nM 32/14 sentetik DNA
ve 50 pM tek bir niikleotit (herbir reaksiyon sadece tek bir ANTP igerdigi) kullanilarak
yapildi. Ikinci olarak ise, 3 ANTP (dATP, dTTP ve dGTP) kullanilarak enzimin hata yapma
orani incelendi. Her iki durumda da reaksiyon Once radyoaktif olarak isaretli olmayan
DNA ile iki dakika reaksiyona tabi tutuldu ve sonrasinda radyoaktif isaretli DNA eklendi
ve reaksiyona 2 dakika daha devam edildi. Boylece herhangi bir niikleotit kontaminasyonu
varsa radyoaktif igaretli olmayan DNA ile sentez esnasinda enzim tarafindan kullanilmig

oldu. Reaksiyonlar Mth DNA polimeraz I ve E. coli DNA polimeraz I i¢in 37°C’de Gca
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TK4 pol I icin 60°C’de gerceklestirildi. Reaksiyonlar 6 pl 2X sonlandirma boyasi ile
sonlandirildi ve 6 pl reaksiyon ormegi 8 M iire-%16’ ik PAGE’de yiiriitiilerek fosfor
goriitiileme kasetine aktarildi ve radyoaktif iiriinlerin posizyonlari fosfor goriintiileme

sisteminde (Phosphorlmager) (Thyphon9400) goriintiilendi.

2.12. Gca TK4 DNA pol I’in 3’—5’ Ekzoniikleaz Aktivitesinin Arastirilmasi

2.12.1. 3>-OH Ucta Tek Baz Hatahh Eslesmis Cift Zincir DNA Substrat
Kullamlarak 3’ Ekzoniikleaz Aktivitenin Arastirilmasi

Primere ait 3’-OH u¢ kisminda hatali eslesmis niikleotit iceren cift zincir DNA,
substrat olarak kullanilarak enzimin ¢ift zincir iizerinde 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesi
arastirildi. 14-mer uzunlugunda ve 3’-OH ucunda hatali tek niikleotit tasiyan primer 32-
mer uzunlugunda kaliba hibridize edilerek 32/14-tek hatali niikleotit substrat olusturuldu
(Tablo 9). Reaksiyon toplam 6 pl hacimde su bilesenlerden olustu: 1X polimeraz tamponu,
1 nM DNA, 6 mM Mg*™ 100 nM Gca TK4 pol I ve aym enzim yogunlugunda negatif
kontrol olarak E. coli DNA polimeraz 1 Exo-, pozitif kontrol olarak ise, E. coli DNA
polimeraz I kullanildi. Reaksiyonlar Geca TK4 pol I igin 37 ve 60°C’de, E. coli DNA
polimeraz I i¢in 37°C’de 1, 5 ve 10 dakika olarak gerceklestirildi. Reaksiyonlar 6 pl 2X
sonlandirma boyasi eklenerek sonlandirildi. 6 pl reaksiyon 6rnegi 8 M iire-%16’lik
PAGE’de yiiriitillerek fosfor goriitileme kasetine aktarildi ve -70°C’de bir gece

bekletilerek sonuglar Typhoon 9400 tarayicida taranarak gozlendi.

2.12.2. Tek Zinzir DNA Kullamlarak 3’ Ekzoniikleaz Aktivitenin Arastirilmasi

3’-ekzoniikleaz aktivitesi 14-mer, 18-mer ve 33-mer uzunlugunda tek iplik DNA
substrat olarak kullamlarak arastirildi. Substrat DNA’lar 5° ucundan **yATP ile radyoaktif
olarak isaretlendi. Reaksiyon toplam 6 pupl hacimde su bilesenler kullanilarak
gergeklestirildi: 1X polimeraz tamponu, 1 nM DNA (tek zincir), 6 mM Mg+2, 100 nM Gca
TK4 polimeraz I ve E. coli DNA pol I (D424A mutant1) kullanildi. Reaksiyon Gca TK4
pol I icin 37 ve 60°C’de DNA polimeraz I i¢in 37°C’de 1 dakika ve 5 dakika olarak
gerceklestirildi. Reaksiyonlar 6 pl 2X sonlandirma boyasi eklenerek sonlandirildi. 6 pl
reaksiyon Ornegi 8 M iire-%16’lik PAGE’de yiiriitiilerek fosfor goriintilleme kasetine

aktarildi ve -70 derecede bir gece bekletilerek sonuclar Typhoon 9400 tarayicida taranarak
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gozlendi. 5’- ucundan isaretli primerin degredasyonu 3’ ekzoniikleaz aktivitesinin varligini

gosterdi.

2.13. Gca TK4 DNA Pol I’in 5°—3’ Niikleaz Aktivitenin Arastirilmasi
2.13.1. 5°—>3’ Niikleaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Gca TK4 DNA polimeraz I'e ait 5’ niikleaz aktivitesinin belirlenmesi ¢aligsmalart iki
farkli sekilde yapildi. ik olarak 3’ radyoaktif olarak isaretli 38-mer ve 42-mer uzunlukta
primerlerin 56-mer kaliba hibridize olmas1 ile elde edilen sentetik DNA kullanilarak
arastirildi. Reaksiyonlar 1X polimeraz tampon, 6 mM MgCl,, 50 uM dNTP, 10 nM
sentetik DNA ve 100 nM enzim kullanilarak yapildi ve E. coli DNA polimeraz I pozitif
kontrol olarak kullanildi. Reaksiyon siiresi Gca TK4 DNA polimeraz I i¢in 1 ve 5 dakika,
E. coli DNA polimeraz I icin 1 dakika olarak gerceklestirildi. Ikinci olarak 61-mer
uzunlugunda ve loop yapisi tasiyan DNA substrat olarak kullanilak 5 ve 10 dakika
siirelerde reaksiyonlar gerceklestirildi. Reaksiyonlar 6 pl sonlandirma cozeltisi eklenerek
sonlandirildi ve %16’ lik 8 M iire jelde yiiriitillerek fosfor goriitiileme kasetine aktarilarak -
70 derecede bir gece bekletildi ve sonuglar Typhoon 9400 tarayicida taranarak goézlendi.

3’-ucundan isaretli primerin degredasyonu 5’ niikleaz aktivitenin varligim gosterdi.

2.13.2. 5’ Niikleaz Kesim Profilinin Aralik ve Centikli DNA ile Belirlenmesi

5’ ucundan radyoaktif olarak isaretli sarkik uc (32/14/18 ve 28/14/18) ve bloklayici
DNA (32/14/14 ve 28/14/18) kullanilarak enzimin 5’ niikleaz kesim profili arastirild.
Kontrol olarak E. coli DNA polimeraz I enzimi kullanildi. Reaksiyonlar 1X polimeraz
tampon, 6 mM MgCl,, 100 nM sentetik DNA ve 100 nM enzimle toplam iki dakika
reaksiyon siiresi kullanilarak yapildi. dNTP’nin eklendigi reaksiyonlarda dNTP miktar1 50
uM olarak kullanildi. Reaksiyonlar 6 pl sonlandirma ¢ézeltisi eklenerek sonlandirildi ve 8
M iire-%16’lik PAGE’de yiiriitiilerek fosfor goriitilleme kasetine aktarilarak -70°C’de bir
gece bekletildi ve sonuclar Typhoon 9400 tarayicida taranarak goézlendi. 5’-ucundan

isaretli primerin degredasyon sekli 5° niikleaz aktivitenin kesim profilini gosterdi.
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2.13.3. Primerin 3’ unda Eslesmemis Tek Bazin Varhginda 5’ Niikleaz
Aktivitesi

5’ ucundan isaretli 28/15/18 DNA substrat kullanilarak primerin kalip ile eslesmemis
son niikleotitin (15. niikleotit) 5’ niikleaz aktivitesi iizerindeki etkisi arastirildi. 28/14/18 ve
E. coli DNA polimeraz I kontrol olarak kullanildi. Reaksiyon 1X polimeraz tampon, 6 mM
MgCl,, 10 nM DNA ve 100 nM herbir enzim kullanilarak farkli siirelerde (10-20-40
saniye, 1-2-5-10 dakika) yapildi. Reaksiyonlarda dNTP kullanilmadi. Reaksiyonlar 6 pl
sonlandirma ¢ozeltisi eklenerek sonlandirildi ve 8 M iire-%16’lik PAGE’de yiiriitiilerek
fosfor goriitilleme kasetine aktarilarak -70°C’de bir gece bekletildi ve sonuglar Typhoon
9400 tarayicida taranarak gozlendi. 5° ucundan isaretli primerin degredasyonu 5° niikleaz

aktivitesinin varligini gosterdi.

2.13.4. 5°—3’ Ozgiil Niikleaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Gca TK4 DNA polimeraz I’in 6zgiil 5° niikleaz aktivitesi sentetik DNA (28/14/18)
kullanilarak arastirildi (Tablo 9). Reaksiyon 1X polimeraz tampon, 6 mM MgCl,, 50 nM
enzim ve 3 nM DNA kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyonlar ANTP kullanilmadan 10
farkli zamanda gergeklestirildi; 5 sn, 10 sn, 20 sn, 30 sn, 40 sn, 50 sn, 60 sn, 120 sn, 300 sn
ve 600 sn. Bu siire sonrasinda reaksiyonlar 6 pl sonlandirma c¢ozeltisi eklenerek
sonlandirildi ve 8 M iire-%16’lik PAGE’de yiiriitillerek fosfor goriitiilleme kasetine
aktarildi ve -70°C’de bir gece bekletildi ve sonuglar Typhoon 9400 tarayicida taranarak
gozlendi. Olusan iiriin ve kalan {iiriin hesaplanarak veriler degerlendirildi ve GraphPad
Prism 3.0 programui kullanilarak enzime ait 6zgiil 5’ niikleaz aktivite belirlendi. Kontrol

olarak E. coli DNA polimeraz I kullanild1.

2.14. Enzimin DIG-dUTP’yi Kullanabilme Ozelliginin Arastirilmas

Gca TK4 DNA polimeraz I'in DIG-dUTP’yi kullanarak DNA sentezi yapabilme
ozelligi aktive edilmis dana timus (calf thymus) DNA kullanilarak arastirildi. Reaksiyon
toplam 50 pl hacimde ve 4 farkli sicaklikta (45, 50, 55 ve 60°C) gerceklestirildi. Reaksiyon
1 pg dana timus DNA, 200 uM herbir ANTP, 200 uM DIG-dUTP, 1X polimeraz tampon ve
5 nug Gceca TK4 DNA polimerazin varliginda 30 dakika olarak gerceklestirildi. Enzim
aktivitesi sonras1t DNA’ya eklenen DIG-dUTP, DIG Nucleic Acid Detection Kit (Roche
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Applied Science) kullanilarak immunofloresan olarak {iiretici firmaya ait protokol takip

edilerek belirlendi.

2.14.1. DIG-dUTP’yi Kullanabilirliginin Sentetik DNA ile Gosterilmesi

32/14 sentetik DNA ve 2 dNTP (dATP ve dCTP) ile DIG-dUTP’nin 50 pM
derisiminde reaksiyonlar gerceklestirildi. Reaksiyonlar standart 6 pl hacimde ve 20 nM
enzim konsantarasyonunda, iki farkli siirede (1 dakika ve 10 dakika) gerceklestirildi.
Kontrol olarak E. coli KF ve Mtb DNA polimeraz I kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 6 pl
sonlandirma ¢ozeltisi eklenerek sonlandirildi. 6 pl reaksiyon alinarak 8 M iire-%16’lik
PAGE’de yiiriitiillerek fosfor goriitileme kasetine aktarildi ve -70 derecede bir gece

bekletilerek sonuclar Typhoon 9400 tarayicida taranarak gozlendi.

2.14.2. Primer 3’-Ucunun DIG-dUTP ile Doldurulmasi

In vitro sartlarda enzimin son niikleotiti ekleme o6zelligi 15/14 ve 16/14 sentetik
DNA’lar kullanilarak arastirildi. Kontrol olarak E. coli KF ve Mtb DNA polimeraz |
kullanildi. Reaksiyonlar 10 nM sentetik DNA ve 50 nM herbir enzim kullanilarak Gca
TK4 i¢in 55°C’de, E. coli KF ve Mtb DNA polimeraz I icin 37°C’de 5 dakika olarak
gerceklestirildi. Bu siire sonunda reaksiyonlar 6 pl sonlandirma boyasi ile sonlandirilarak 8
M iire-%16’lik PAGE’de yiiriitillerek fosfor goriitiileme kasetine aktarildi ve -70°C’de bir

gece bekletilerek sonuglar Typhoon 9400 tarayicida taranarak gozlendi.

2.15. Gca TK4 DNA Pol I’in ddNTP ilgisinin Belirlenmesi
2.15.1. Enzimin U¢ ANTP ve Bir ddNTP Varhginda ddNTP’ye ilgisi

ddNTP’ye duyarliligt ddATP, ddTTP, ddCTP ve ddGTP kullanilarak arastirildi.
Kontrol olarak ddNTP’ye ¢ok duyarli olan Mtb DNA polimeraz I ve daha az duyarli olan
E. coli Klenow Fragmenti kullanildi. Reaksiyon 6 ul toplam hacimde 100 nM 32/14
sentetik DNA (Tablo 9), 1X DNA polimeraz tamponu, 10 nM herbir enzim, 6 mM MgCl,
ve 50 UM herbir ANTP ile ayr1 ayr1 herbir ddNTP’nin 150 uM oldugu derisimlerde yapildi.
Herbir ddNTP icin reaksiyon sartlar1 Tablo 14°deki gibi gerceklestirildi. Normal polimeraz
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deneyi pozitif kontrol olarak kullanildi. Iki dakika herbir enzim icin uygun sicaklikta

reaksiyonlar gerceklestirildi. Reaksiyonlar esit hacim 2X stop soliisyon ile

sonlandirildiktan sonra 8 M iire-%16° lik PAGE’de yiiriitiilerek fosfor goriintiileme
kasetine aktarildi ve radyoaktif {iiriinlerin pozisyonlar1 fosfor goriintiileme sisteminde

(Thyphon9400) belirlendi.

Tablo 14. Bir ddNTP ve iic dNTP derisimlerine ait bilgiler

Tepkimelerdeki ddNTP ve dNTP derisimleri
ddATP i¢in ddCTP igin ddTTP i¢in ddGTP i¢in
tepkimedeki niikleotit | tepkimedeki niikleotit | tepkimedeki niikleotit | tepkimedeki niikleotit
derisimleri derisimleri derisimleri derisimleri
150 uM ddATP 150 uM ddCTP 150 uM ddTTP 150 uM ddGTP

50 uM dTTP 50 uM dTTP 50 uM dATP 50 uM dTTP
50 uM dCTP 50 uM dATP 50 uM dCTP 50 uM dCTP
50 uM dGTP 50 uM dGTP 50 uM dGTP 50 uM dATP

2.15.2. Sabit ANTP (50uM) ve Degisik ddNTP Derisiminde ddNTP’ye ilgi

DNA polimeraz I enzimleri, ddNTP’ye ve hatta herbir ddNTP’ye farkli oranda ilgi
gosterirler. Enzimin bu 6zelligi Tablo 15’de belirtilen dANTP ve ddNTP derisimleri
kullanilarak arastirildi. Reaksiyonlar 15 dakika siire ile 55°C’de pimer uzatma deneyindeki

gibi yapildi.

Tablo 15. Sabit ANTP ve degisik ddNTP derisimlerine ait bilgiler

Sabit ANTP derisimi 50 uM (dort ANTP’nin herbiri i¢in ayn1 derigim)
ddATP ddCTP ddTTP ddGTP
200 uM 200 uM 200 uM 200 uM
Degisik derisimlerde kullanilan
300 pM 300 uM 300 uM 300 uM
ddNTP miktar1
400 uM 400 uM 400 uM 400 uM
(Herbir ddNTP i¢in 6 farkli
500 pM 500 uM 500 pM 500 uM
derisim kullanildi)
600 uM 600 uM 600 uM 600 uM
700 pM 700 uM 700 pM 700 uM
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2.15.3. Sabit dANTP (700 pM) ve Degisik ANTP Derisiminde ddNTP’ye ilgi

Bir 6nceki baslikta yapilan deney sabit ddNTP (700 uM) derisiminde Tablo 16’daki

dNTP derisimleri kullanilarak reaksiyonlar pimer uzatma deneyindeki gibi yapildi.

Tablo 16. Sabit ddNTP ve degisik ANTP derisimlerine ait bilgiler

Sabit ddNTP Derisimi | 700uM (dort ddNTP’nin herbiri i¢in ayn1 derigim)

ddATP ddCTP ddTTP ddATP
Degisik derisimlerde
ve ve ve ve
kullanilan dNTP
4 dNTP 4 dNTP 4 dNTP 4 dNTP
miktan 5 uM 5 uM 5 uM 5 uM

(Herbir ddNTP icin 4 : : : :

10 uM 10 uM 10 uM 10 uM
farkli derigim
20 uM 20 uM 20 uM 20 uM
kullanildr)

40 uM 40 uM 40 uM 40 M

2.16. F721Y Mutanti Protein ile ddNTP’ye Ilgisinin incelenmesi

2.16.1. Sabit ANTP (50 pM) ve Yiiksek ddNTP Derisiminde Mutant Enzimin
ddNTP’ye llgisi

Gca TK4 DNA polimeraz I enzimin ddNTP’ye ilgisini arttirmak i¢in 712 fenilalanin
amino asiti tirozin amino asitine donustiiriilerek ddNTP’ye ilgi deneyleri tekrar edildi.
Reaksiyon dort ANTP’nin 50 uM ve herbir ddNTP’nin 50 pM’dan 500 uM’a kadar degisen
derisimlerinde 10 nM DNA ve 100 nM enzim kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 6 dakika
55°C’de bekletildikten sonra 6 pl 2X sonlandirma boyasi eklenerek sonlandirildi ve 6 pl
reaksiyon Ornegi 8 M iire-%16’lik PAGE’de yiiriitiilerek fosfor goriintilleme kasetine
aktarildi  ve radyoaktif {iriinlerin posizyonlari fosfor goriintileme sisteminde

(Thyphon9400) belirlendi.
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2.16.2. Sabit dNTl.) (120 pM) ve Diisiik ddNTP Derisiminde Mutant Enzimin
ddNTP’ye Ilgisinin Arastirllmasi

Bir onceki basamaktaki deneyler herbir ddNTP ile tekrar yapildi. ANTP derisimi 120
uM olarak kullanildi ve ddNTP derisimi ise herbir ddNTP icin dort farkli derisiminde (6
uM, 12 uM, 20 uM ve 40 pM) yapildi. Reaksiyonlar 15 dakika 55°C’de bekletildikten
sonra 6 pl 2X sonlandirma boyasi eklenerek sonlandirildi ve 6 pl reaksiyon 6rne8i %
16’Iik poliakrilamid jelde yiiriitiilerek fosfor goriintiileme kasetine aktarildi ve radyoaktif

tiriinlerin posizyonlari fosfor goriintiileme sisteminde (Thyphon 9400) goriintiilendi.

2.17. Enzimin Zincir Uzaklastrma (Strand Displacement) Ozelliginin
Incelenmesi

Kalip zinzir iizerinde ilerlerken sentezi engelleyen blocker (bloklayici) veya flap
DNA’y1 enzimin uzaklastirma 6zelligi 32/14*/14 DNA (Bloklayict DNA) ve 32/14*/18
DNA (sarkik u¢ engelleyici DNA) kullanilarak arastirildi. Geca TK4 DNA polimeraz 1
enziminin bu 6zelligi bloklayict DNA ve flap DNA kullanilarak arastirildi. Ayrica enzimin
zincir uzaklagtirma aktivitesinden sorumlu olabilecegi diisiiniilen 721 numarali tirozin
amino asiti fenilalanine donistiiriilerek elde dilen Y721F mutant proteini ilede aym
deneyler yapildi (Kamalendra vd., 2007). Pozitif kontrol olarak E. coli DNA Klenow
Fragmenti ve negatif kontrol olarak ise Mtb DNA polimeraz I kullanildi. Reaksiyon 1X
polimeraz tampon, 6 mM MgCl,, 100 nM DNA ve 50 nM herbir enzim kullamilarak 30
saniye ve 2 dakika olarak herbir enzim i¢in uygun sicakliklarda (Geca TK4 DNA polimeraz
I igin 55°C’de E. coli ve Mtb i¢in 37°C’de) gerceklestirildi. 32/14* DNA normal deney
kosullarinda polimeraz aktivitesini gostermek i¢in kullanildi. Reaksiyonlar 6 dakika
55°C’de bekletildikten sonra 6 pl 2X sonlandirma boyasi eklenerek sonlandirildi ve 6 pl
reaksiyon ornegi % 16’lik poliakrilamid jelde yiiriitillerek fosfor goriintiileme kasetine
aktarildi ve radyoaktif {riinlerin posizyonlar1 fosfor goriintiileme sisteminde

(Thyphon9400) goriintiilendi.



3. BULGULAR
3.1. Genin Klonlanmasi

Gen ekspresyonu ve karakterizasyonu ¢alismalarinda oncelikle karakterize edilecek
genin tiim niikleotit sirasinin belirlenmesi ve sonrasinda uygun bir ekspresyon vektoriine
klonlanmasi gelir. Bu amac¢ dogrultusunda bu calismada ilk basamak olarak Gca TK4
DNA pol I genine ait tiim baz dizisi belirlendi. Bu dogrultuda gene ait bilinen 638 baz
ciftlik bolgeden hareketle genin 3’ ucuna ve 5’ ucuna ait bilinmeyen niikleotit sirasi ters

PZR ve dejenere primerler kullanilarak belirlendi (Tablo 18).

Tablo 17. Geca TK4 polimeraz I geninin tiim niikleotit sirasinin belirlenmesinde kullanilan
restriksiyon endoniikleazlar, primerler ve PZR’de c¢ogaltilan fragmentlerin

biiyiikliigii
Restriksiyon endoniikleazlar Primerler Amplifikasyon iiriinii
Clal iTK4-F1/iTK4-R1 970 be
Hinfl iTK4-F1/iTK4-R1 565 bg
Sau3Al iTK4-F2/iTK4-R2 321 be
Hinfl iTK4-F3/iTK4-R3 158 bg
PspGlI iTK4-F4 496 bg

3.1.1. Ters PZR ile Genin 3’ Kismmmin Tamamlanmasi

iTK4-F1 ve i1TK4-R1 primerleri kullanilarak gerceklestirilen polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile genin son kisminin yakalanmasi hedeflendi. Bu amacla daha 6énceden
bilinen gen sirasina ait sekans restriksiyon endoniikleazlar yoniinden incelendi ve Clal
restriksiyon enziminin kullanilmasi kararlastinldi. G. caldoxylosylitycus TK4 genomik
DNA’s1 CI I restriksiyon enzimi ile kesildi. Olusan fragmentlerin halkalasabilenlerinin T4
DNA ligaz ile uglarimin yapismasi saglandi. Elde edilen halkasal DNA’lar ters PZR’da
kalip DNA olarak kullanildi. PZR sonrasi yaklasik 970 baz ciftlik fragment elde edildi
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(Tablo 18). Bu fragmentin niikleotit siras1 belirlendiginde elde edilen 970 baz ciftlik
siranin 95 niikleotitlik kisminin Gea TK4 DNA polimeraz I geninin 3” ucunun kismina ait

oldugu belirlendi. Bu siranin ilavesi ile gene ait 3’ ucunun tiim baz dizilimi belirlendi.

3.1.2. Genin 5’ Kismnin Ters PZR ile 585. Niikleotite Kadar Tamamlanmasi

Siras1 ile Hinfl, Sau3Al, Hinfl ve PspGI restriksiyon enzimleri ile kesilen genomik
DNA’lar, DNA polimeraz I geninin 5’ ucunu belirlemek i¢in ters PZR’da kullanildi. Bu
enzimler ile Tablo 17’deki biiyiikliikteki yeni gen siralar elde edildi ve gen 585. niikleotite

kadar tanimlandi. Bu sayede gene ait 2049 baz ¢iftlik kisim tamamland.

3.1.3. Genin Baslangic Kodonuna Kadar Niikleotit Sirasimin Belirlenmesi

585. niikleotide kadar olan gene ait dizi ters PZR ile tamamlandiktan sonra, kalan
kissm G. kaustophilus, G. stearothermophilus, B.caldotenax ve B. caldolyticus DNA pol 1
genlerinin baslangi¢ bolgelerinden yararlanilarak dizayn edilen Pol Deg 1 primeri ile
cogaltildi. Elde edilen bu dizi, ters PZR ile elde edilen dizi ile birlestirilince stop kodonu
ile birlikte toplam 2637 baz ciftlik Gca TK4 DNA pol I geni tamamlandi (Sekil 17).

ATGAGGTTGAAAAAAAAGCTAGTATTGATTGATGGAAACAGCGTTGCCTATCGCGCTTTTTTTG
CGCTGCCGCTTTTACATAACGATAAAGGGATTCATACGAATGCTGTATATGGCTTTACGATGAT
GCTGATGAAAATTTTAGAAGAAGAAAAACCGACACATATGCTTGTTGCCTTTGATGCCGGGAAA
ACGACGTTCCGCCACAAAACGTTTACCGAATATAAAGGAGGGCGGCAGCAAACGCCTCCGGAA
TTATCGGAGCAATTTCCGTTGCTTAGAGAGTTGCTTCAGGCATACCAAATCTGCTCCTATGAGTT
GGAAAATTATGAAGCGGACGATATTATCGGCACGCTGTCAGCAAAGGCCGAAAAAGAGGGATT
TGAGGTTAAAATCATCTCTGGCGACCGCGATTTGACGCAGCTTGCCTCTGATCATGTGACGGTA
GATATTACAAAAAAAGGCATTACTGACGTCGAATCGTATACGCCGGAAACGGTGCGGGAGAAA
TATGGACTGACGCCGGAACAAATTATTGATTTAAAAGGATTAATGGGCGACAAGTCGGATAAT
ATTCCAGGAGTGCCTGGCATTGGCGAGAAAACGGCGGTAAAGCTGTTAAAACAATTCGGTTCG
GTGGAAAACATATTGGCATCCATCGAGCAAATCAATGGGAACAAACTAAAGGAGAATTTAGAG
AAGTACCGTGATTTGGCGCTGATGAGCAAGCAGCTGGCGACCATTTCCCGCGATGCGCCGATCG
AGCTCTCATTGGAGGATATCGAATACCACGGGCAAGATGTTGACAAAGTCATCGCTTTATTTAA
AGAGCTTGGGTTTAATTCGCTTCTTGACAAAGTAGCTCCGCAAACGAAAAAAGAAGAGGCGGT
ACTGCCAAACATCGATTATACGATCGTCGAGGAAGTAAGCGAGTCGGTGCTCGCCGATCGGTCG
GCGCTCGTTGTCGAAGTGCTGGAATCCAATTATCATAAGGCGCCGATTTTAGGGTTTGCGCTAG
CGAATGAACACGGCCACTTCTTTATCCGCACCGATACCGCCCTGTCATCGCCGTTGTTTACCGCC
TGGCTCGAAGATGAAACAAAGAAAAAAAGCGTTTTTGACGGAAAGCGGGCGATCGTTGCGCTA
AAATGGAAGGGCATTGAGCTGCGTGGAATCGAGTTTGATTTATTAATCGCCTCGTATTTATTAA
ATCCATCGCAATCGACGGAAGATGTCGCTTCGGTGGCAAAAACGAAGCAATATATGGCTGTGC
AATCCGATGAAGCCGTATACGGCAAAGGCGCCAAACAAACCGTGCCGGAAGAAAAGGCGCTG
GCCGAGCATCTTGTGCGCAAAGCGGCGGCCATCCGCGCTTTAGAAAAAGAGTTTATACACGATT

Sekil 17. Gca TK4 DNA polimeraz I’e ait niikleotit sirasi
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Sekil 17°nin devami

TGCAAGAAAATGAACAATACGCTTTATTTACCGATTTGGAATTGCCGCTGTCTTCGATTCTCGCT
GAAATGGAATTTACCGGCGTAAAGGTTGATGTCGAGCGCTTAAAAGAGATGGGAGAAGAATTG
ACCGAGCAGCTCCGTGCCGTGGAGCAGGAAATTTACGAACTGGCGGGACAAGAGTTTAACATT
AATTCGCCAAAACAATTGGGGGTTATTTTATTTGAAAAGCTGCAGCTGCCTGTATTGAAAAAAA
CAAAAACCGGATACTCCACATCGGCGGATGTATTGGAGAAGCTGGCGCCTCAGCACGAAATTG
TCGAGAAAATTTTACATTACCGCCAGTTAGGAAAACTGCAGTCGACCTATATTGAAGGATTGCT
AAAAGTAGTGCATTGCGACACCCACAAAGTGCACACCATTTTTAATCAGGCGCTGACGCAAAC
GGGGCGGCTAAGCTCCACGGAGCCGAACTTGCAAAACATTCCGATCCGTTTAGAGGAAGGGCG
GAAAATTCGCCAGGCGTTCGTTCCGTCCAAGCCGGATTGGGTCATTTTTTCCGCCGATTATTCGC
AAATTGAGCTGCGCGTGCTTGCCCATATTGCCAATGATGAAAATTTAATCGATGCGTTTCGCCA
CGATTTAGATATTCATACGAAAACGGCGATGGATATTTTCCACGTCACAGCCGATGAAGTGACG
CCAAACATGCGCAGGCAGGCGAAAGCGGTGAACTTTGGCATTGTTTACGGCATCAGCGACTAC
GGGCTGTCACAAAATTTAAACATCCCACGAAAAGAGGCAGCGGAATTTATCCGCCGGTATTTTG
AAATTTTTCCGGGCGTTAAGCAGTATATGGAAAACATCGTCCAAGAAGCGAAGCAAAAAGGAT
ATGTCACGACGCTGTTGCACCGCCGCCGCTATTTGCCGGACATTACGAGCCGCAACTTCAACCT
GCGCAGCTTTGCCGAACGGACGGCGATGAATACGCCGATTCAAGGAAGCGCCGCCGATATTAT
TAAAAAGGCGATGATTGATTTGGCGGATCGGCTAAAGCAAGAAAAGCTGCAAGCGCGGATGCT
GCTGCAAGTCCATGACGAACTCATTTTGGAAGCGCCGAAAGAAGAAGTAAAGCGGCTGCAGCA
AATTGTTCCTGAAGTGATGGAAAATGCGATACAGTTAAAAGTGCCGCTTAAAGTCGATTATCAT
TATGGACCAACATGGTATGACGCAAAGTAA

3.2. Diger Polimeraz I Ailesine Ait Enzimlerle Karsilastirilmasi

Gca TK4 DNA polimeraz I geninin tiim niikleotit siras1 belirlendikten sonra bu sira
Expasy programi1 (URL-2) kullanilarak amino asit sirasina doniistiiriildii. Daha sonra Mtb
DNA pol I, Tag DNA pol I, Bst DNA pol I, Gka DNA pol I ve E. coli DNA pol |
kullanilarak benzerlik Clustal W programinda arastirildi (Sekil 18).

Mtb MVTTASAPSEDRAKPTLMLLBGNSLAFRAFYALPAENFKTRGGLTTNAVYGFTAMLINLL 60

Tag ———-MAMLPLFE-PKGRVLLVBGHHLAYRTFFAL--KGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKAL 54
Bst ————————— MLKNKLVLIBGNSVAYRAFFALP--LLHNDKGIHTNAVYGFTMMLNKIL 47
Gka —————————~ MRLKKKLVLIBGSSVAYRAFFALP--LLHNDKGIHTNAVYGFTMMLNKIL 48
TK4 —————————— MRLKKKLVLIBGNSVAYRAFFALP--LLHNDKGIHTNAVYGFTMMLMKIL 48
Eco ——————- MVQIPONPLILVBGSSYLYRAYHAFP--PLTNSAGEPTGAMYGVLNMLRSLI 50

Mt RDEAPTHIAAAFBVSROTFRLORYPEMEANRSSTPDEFAGQIDITKEVLGALGITVLSEP 120
Tagq KEDG-DVVVVVEFBAKAPSFRHEAYE AGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGLVRLEVP 113
Bst AEEQPTHILVAFBAGKTITFRHETFQDEMENGGROOTPPELSEQFPLVRELLKAYRIPAYELD 107
Gka AEEEPTHMLVAFBAGKTTFRHEAFQEMBGGROQTPPELSEQFPLLRELLRAYRIPAYELE 108
TK4 EEEKPTHMLVAFBAGKTTFRHKTFTEMEGGROOTPPELSEQFPLLRELLQAYQICSYELE 108
Eco MQYKPTHAAVVFBAKGKTFRDELFEHMESHRPPMPDDLRAQIEPLHAMVKAMGLPLLAVS 110

Sekil 18. Geca TK4 DNA pol I’in diger DNA polimeraz I enzimleri ile amino asit
diizeyinde karsilastirilmasi. Kirmizi bolgeler: 5’ niikleaz bolgede yer alan
korunmus amino asitler, yesil bolgeler: 3°—5’ ekzoniikleaz bolgede yer
alan amino asitler, mavi bolgeler: polimeraz bolgede yer alan A motifine ait
amino asitler, sar1 bolgeler: polimeraz bolgede yer alan B motifine ait amino
asitler, pembe bolgeler: polimeraz bolgede yer alan C motifine ait amino
asitler
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Sekil 18’in devamu

Mtb
Taqg
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Tagq
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Taq
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Taqg
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Taqg
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Tag
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Tag
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Taqg
Bst
Gka
TK4
Eco

GF LIATLATQAENEGYRVLVVTGBRBALQLVSDDVIVLYPRKGVSELTRFTPEAVV
GF VLATLAKRAEKEGYEVRILTABRBLYQLLSERIAILHP————— EGYLITPAWLY
HY] ITIGTMAARAEREGFAVKVISGEBRBLTQLASPQVIVEITKKGITDIESYTPETVV
NY] IIGTLAARAEQEGFEVKVISGEBRBLTQLASPHVIVDITKKGITDIEPYTPETVR
NY]| ITIGTLSAKAEKEGFEVKIISGBRBLTQLASDHVTIVDITKKGITDVESYTPETVR
G VIGTLAREAEKAGRPVLISTGEKBMAQLVTPNITLINT-——-MITNTILGPEEVV

EKYGLTPRQYPDFAALRGEBPSBNLPGIPGVGEKTAAKWIAEYGSLRSLVDNVDAVRG———
EKYGLRPEQWVDYRALAGBPSBNIPGVKGIGEKTAQRLIREWGSLENLFQHLDQVKP———
EKYGLTPEQIVDLKGLMGBKSBNIPGVPGIGKKTAVKLLKQFGTVENVLASIDEIKGE——
EKYGLTPEQIVDLKGLMGBKSBINIPGVPGIGEKTAVKLLRQFGTVENVLASIDEIKGE——
EKYGLTPEQIIDLKGLMGBKSBNIPGVPGIGEKTAVKLLKQFGSVENILASTIEQINGN-~
NKYGVPPELIIDFLALMGEBSSENIPGVPGVGEKTAQALLQGLGGLDTLYAEPEKIAGLSE

———-KVGDALRANLASVVRNRELTDLVRDVPLAQTPDTLRLQPWDRDHIHRLFDDLEFRV
————SLREKLQAGMEALALSRKLSQVHTDLPLEVDFGRRRTP--NLEGLRAFLERLEF——
————KLKENLRQYRDLALLSKQLAAICRDAPVELTLDDIVYKGEDREKVVALFQELGFQS
————-KLKETLRQHREMALLSKKLAAIRRDAPVELSLDDIVYQGEDREKVVALFKELGFQS
————KLKENLEKYRDLALMSKQLATISRDAPIELSLEDIEYHGQODVDKVIALFKELGENS
RGAKTMAAKLEQNKEVAYLSYQLATIKTDVELELTCEQLEVQOPAAEELLGLEFKKYEFKR

LRDRLEFD---TLAAAGGPEVDEGFDVRGGALAPGTVROQWLAE—————-————————————
--GSLLH---EFGLLEGP-——-------""---—— - —
FLDKMAV---QTDEGEKPLAGMDFAIADSVTDEMLADK-—————————————————————
FLEKMES---PSSEEEKPLAKMAFTLADRVTEEMLADK-—————————————————————
LLDKVAP---QTKKEEAVLPNIDYTIVEEVSESVLADR-—————————————————————
WTADVEAGKWLQAKGAKPAAKPQETSVADEAPEVTATVISYDNYVTILDEETLKAWIAKL

————— HAGDGRRAGLTVVGTHLPHGGDATAMAVAAADGEG-AYLDT--ATLTPDDDAALA
———————— ---——————————-————-KAAEEAPWPPPEG-AFLGF--SFSRPEPMWAEL
———————— —-=——AALVVEVVGDNYHHAPIVGIALANERGRFFLRP--ETAVADP--KFL
———————— —-=——AALVVEVVEENYHDAPIVGIAVVNEHGRFFLRP--ETALADP—-QFV
———————— —-=——-SALVVEVLESNYHKAPILGFALANEHGHFFIRT--DTALSSP—-LFT
EKAPVFAFDTETDSLDNISANLVGLSFAIEPGVAAYIPVAHDYLDAPDQISRERALELLK
AWLADPAKPKALHEAKAAVHDLAGRGWTLEGVT--SDTALAAYLVRPGQRSFTLDDLSLR

LALAG-AWEGRLHRAQDPLRGLR-—--DLKGVRGILAKDLAVLALREGLDLFPEDDPMLL
AWLGDETKKKTMFDSKRAAVALNGKGIELAGVGVVEFDLLLAAYLLDPAQ——-AAGDVAAV
AWLGDETKKKSMFDSKRAAVALKWKGIELC—-GVSFDLLLAAYLLDPAQ———-GVDDVAAA
AWLEDETKKKSVFDGKRAIVALKWKGIELR--GIEFDLLIASYLLNPSQ-—-STEDVASV
PLLEDEKALKVGONLKYDRGILANYGIELR--GIAFDTMLESYILNSVAGRHDMDSLAER

YLRRELRAETPQQOQLSLLDDD—--DTDAETIQTTILRARAVIDLADALDAELARID-STA
AYLLDPSNTTPEGVARRYGGEW--TEDAG--ERALLAERLFQTLKERLKGEER-——-LLW
AKMHQYEAVRSDEAVYGKGAKRTVPDEPTLAEQLV. AATWALEEPLMDELRRNE-QDR
AKMKQYEAVRPDEAVYGKGAKRAVPDEPVLAEHLV AATWELERPFLDELRRNE-QDR
AKTKQYMAVQSDEAVYGKGAKQTVPEEKALAEHLV. AATRALEKEFTIHDLQENE-QYA
WLKHKTITFEEIAGKGKNQLTEFNQIALEEAGRYAAEDADVTLQLHLKMWPDLOKHKGPLN

LLGEMELPVQRVLAKMESAGIAVDLPMLTELQSQFGDQIRDAAEAAYGVIGKQINLGSPK
LYEEVEKPLSRVLARMEATGVRLDVAYLQALSLEVEAEVRQLEEEVFRLAGHPENLNSRD
LLTELEHALAGILANMEFTGVKVDTKRLEQMGAELTEQLQAVERRIYELAGQEFNINSPK
LLVELEQPLSSILAEMEFAGVKVDTKRLEQMGKELAEQLGTVEQRIYELAGQEFNINSPK
LFTDLELPLSSILAEMEFTGVKVDVERLKEMGEELTEQLRAVEQEIYELAGQEFNINSPK
VFENIEMPLVPVLSRIERNGVKIDPKVLHNHSEELTLRLAELEKKAHETIAGEEFNLSSTK

180
168
167
168
168
166

237
225
225
226
226
226

293
2717
281
282
282
286

332
290
316
317
317
346

384
320
359
360
360
406

442
375
416
415
415
464

499
427
475
474
474
524

559
487
535
534
534
584
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Sekil 18’in devamu

Mtb
Tag
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Tag
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Taqg
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Taqg
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Taqg
Bst
Gka
TK4
Eco

Mtb
Tag
Bst
Gka
TK4
Eco

QLQVVLFDELGMPKT-KRTKTG-YTTDADALQSLFDKTGHPFLOQHLLAHRDVTRLKVTVD
QLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAVLEALR--EAHPIVDRILQYRELTKLKNTYI
QLGTVLFDKLQLPVL-KKTKTG-YSTSADVLEKLAP--HHEIVEHILHYRQLGKLQSTYI
QLGVILFEKLQLPVL-KKTKTG-YSTSADVLEKLAP--YHEIVENILHYRQLGKLQSTYI
QLGVILFEKLQLPVL-KKTKTG-YSTSADVLEKLAP--QHEIVEKILHYRQLGKLQSTYI
QLOQTILFEKQGIKPL-KKTPGGAPSTSEEVLEELAL--DYPLPKVILEYRGLAKLKSTYT

GLLQAVAA--DGRIHTTENQTIAATGRLSSTEPNLONIPIRTDAGRRIRDAFVVGDGYAE
DPLPALVHPKTGRLHTRENQTATATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFVAEEG-WV
EGLLKVVHPVTGKVHTMENQALTQTGRLSSVEPNLONIPIRLEEGRKIRQAFVPSEPDWL
EGLLKVVRPDTKKVHTIFNQALTQTGRLSSTEPNLONIPIRLEEGRKIRQAFVPSESDWL
EGLLKVVHCDTHKVHTIFNQALTQTGRLSSTEPNLONIPIRLEEGRKIRQAFVPSKPDWV
DKLPLMINPKTGRVHTSYHQAVTATGRLSSTDPNLONIPVRNEEGRRIRQAFIAPED-YV

LMTADYSQIEMRIMAHLSGDEGLIEAFNTGEDLHSFVASRAFGVPIDEVTGELRRRVKAM
LVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVFQEGRDIHTQTASWMEGVSPEGVDPLMRRAAKT I
IFAADYSQIELRVLAHTIAEDDNLIEAFRRWLDIHTKTAMDIFHVSEEDVTANMRROAKAV
IFAADYSQIELRVLAHTIAEDDNLMEAFRRDLDIHTKTAMDIFQVSEDEVTPNMRROAKAV
IFSADYSQIELRVLAHIANDENLIDAFRHDLDIHTKTAMDIFHVTADEVTPNMRROAKAV
IVSADYSQIELRIMAHLSRDKGLLTAFAEGKDIHRATAAEVFGLPLETVTSEQRRSAKAT

SYGLAYGLSAYGLSQQLKISTEEANEQMDAYFARFGGVRDYLRAVVERARKDGYTSTVLG
NEFGVLYGMSAHRLSGELSIPYEEAVAFIERYFQOSYPKVRAWIEGTLEEGRRRGYVETLFEG
NEGIVYGISDYGLAQNLNITRKEAAEFIERYFASFPGVKQYMDNIVQEAKQKGYVTTLLH
NEGIVYGISDYGLAQNLNISRKEAAEFIERYFESFPGVKRYMENIVQEAKQKGYVTTLLH
NEGIVYGISDYGLSONLNIPRKEAAEFIRRYFEIFPGVKQYMENIVQEAKQKGYVTTLLH
NEGLIYGMSAFGLARQLNIPRKEAQKYMDLYFERYPGVLEYMERTRAQAKEQGYVETLDG

RRRYLPELDSSNRQVREAAERAALNAPIQGSAADIIKVAMIQVDKALNEAQLASR
RRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVRLEFPRL--QELGAR
RRRYLPDITSRNENVRTFAERTAMNTPIQGSAADIIKKAMIDLSVSVREERLQARL
RRRYLPDITSRNENVRSFAERMAMNTPIQGSAADIIKKAMIDLNARLKEERLQARL
RRRYLPDITSRNENLRSFAERTAMNTPIQGSAADIIKKAMIDLADRLKQEKLQAR
RRLYLPDIKSSNGARRAAAERAAINAPMQGTAADIIKRAMIAVDAWLQAEQPRVR

IAPGERERVEALVRDKMGGAYPLDVPLEVSVGYGRSWDAAAH 904
PKDRAERVAALAKEVMEGVWPLQVPLEVEVGLGEDWLSAKE 831
PKEEIGRLCRLVPEVMEQAVTLRVPLKVDYHYGPTWYDAK—- 879
PKEEMERLCRLVPEVMEQAVTLRVPLKVDYHYGSTWYDAK—- 878
PKEEVKRLQQIVPEVMENAIQLKVPLKVDYHYGPTWYDAK—- 878
HKDDVDAVAKQIHQLMENCTRLDVPLLVEVGSGENWDQAH- 928

617
545
591
590
590
641

675
604
651
650
650
700

735
664
711
710
710
760

795
724
771
770
770
820

855
782
831
830
830
880

Yukarda belirtilen DNA polimeraz I enzimlerine benzerligi arastirildiginda Gea TK4
DNA polimeraz’in I Bst DNA pol I'e %89, Gka (Geobacillus kaustophilus) DNA pol I'e
%89, Mtb DNA pol I’e %59, Taqg DNA pol I’e %59 ve E. coli DNA pol I'e %57 oraninda

benzerlik gostermektedir.
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3.3. DNA Polimeraz I Geninin Ekspresyonu
3.3.1. Genin pET-15b Vektoriine Klonlanmasi

DNA polimeraz I geni, G. caldoxylosylitycus TK4 genomik DNA’s1 kalip olarak
kullanilarak PZR’da ¢ogaltildi. PZR sonucu “dur” kodonu ile birlikte toplam 2637 bp’lik
genin tamami ¢ogaltild1 (Sekil 19) ve pET-15b ekspresyon vektoriiniin Ncol ve BamHI
bolgesine klonlandi. Gea TK4 DNA pol I geninin klonlandigi pET-15b vektorii, pGea pol-1
olarak adlandirild1 ve ekspresyon icin E. coli BL21(DE3)pLysS hiicresine kalsiyum kloriir
metodu ile aktarildi. Aym1 zamanda hicbir gen icermeyen pET-15b vektoriide E. coli
BL21(DE3)pLysS hiicresine kalsiyum kloriir yontemi kullanilarak aktarildi. Stok kiiltiirii
yapilarak -20 °C’de saklandi.

Gea TK4 Pol 1 2500 bp
PCR iriini
Plazmit
el 1000 bp

Sekil 19. DNA pol I geninin %1,2’lik agaroz jel analizi

3.3.2. pGcaPol-1 Vektoriinin  E. coli BL21(DE3)pLysS Hiicrelerine
Transformasyonu ve Ekspresyonun Gozlenmesi

Ekspresyon, E. coli BL21(DE3)pLysS hiicrelerinde gerceklestirildi. Iki farkli sekilde
gozlenerek dogrulandi. Gece Kkiiltiiriinden, ODgyp’da 0,1 yogunlukta olacak sekilde taze
besiyerine ekilen hiicreler 3 saat biiyiitiildiikten sonra 1 mM IPTG ile indiiklendiginde Gca
TK4 DNA pol I’in E. coli BL 21°de ekspresyonu icin yeterli oldugu gozlendi. Indiikleme
sonrasi hiicreler 4 saat daha biiyiitiilerek protein izole edildi. Gca TK4 DNA polimeraz I’in

E. coli BL21(DE3)pLysS icinde bol miktarda iiretildigini gostermektedir (Sekil 20).
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Sekil 20. E. coli BL21’e klonlanan Gca TK4 DNA pol I'in gen anlatim
profilinin %8’lik SDS-PAGE’de analizi. M: markir, 1: 1s1
uygulamasi sonrasi pGcPol ekspresyonu, 2: pGcPol ekspresyonu
(1s1 uygulamasi yok), 3: E. coli BL21 hiicre ekstrakti, 4: 1s1
uygulamasi sonrasi1 E. coli BL21 hiicre ekstrakti, 5: E. coli
BL21/pET-15b hiicre ekstrakti, 6: 1s1 uygulamasi sonrasi E. coli
BL21/pET-15b hiicre ekstrakti

3.4. Gca TK4 DNA Polimeraz I’in Saflastirilmasi

Toplam iki litre besiyeri dort tane iki litrelik erlen mayere 500 mL olacak sekilde
boliinerek rekombinant enzim iretildi ve enzimin saflagtinlmasi {i¢ basamakta
gerceklestirildi (modifiye edilmis Uemori vd., 1993 ve Engelke vd., 1990 metoduna gore):
Is1 uygulamast (60°C su banyosunda 20 dakika), DEAE-seliiloz ve BioRex 70 katyonik
kromotagrafi. 60°C’de 10 dakika bekletme ve sonrasinda 12,500 rpm’de 20 dakika
santrifiij ile E. coli’ye ait proteinlerin bir ¢cogu uzaklastirildi. DEAE-seliilloz kromatografi
ile protein 6rnegindeki DNA ortamdan uzaklastirildi. BioRex 70 katyonik kromatografisi
sonrasi tiim kontaminant proteinler uzaklastirildi (Sekil 21). Saflastirma esnasinda tiim
basamaklar %8’lik SDS-PAGE ile takip edildi ve saf olarak elde edilen Gca TK4 DNA
polimeraz I’in molekiiler agirliginin (~97 kDa) teorik olarak hesap edilen molekiiler agirlik

ile (99,600 Da) uyumlu oldugu belirlendi.
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Sekil 21. Gca TK4 DNA polimeraz I enziminin saflagtirilma
profilinin %8’lik SDS-PAGE’de analizi. M; markir, 1;
151 uygulamasi sonrasi, 2; DEAE-seliiloz sonras1 ve 3;
BioRex 70 kromatografi sonrasi

Saf protein iiriiniiniin Geca TK4 DNA pol I enzimi oldugu kiitle spektroskopisi analizi
ile dogruland1 ve Bacillus cinsi DNA polimeraz I enzimlerine %90 oraninda benzer oldugu
belirlendi. Protein yogunlugu ti¢ fakli sekilde hesaplandi ve iki litre besiyerinden toplam
3,2 mg Gca TK4 DNA polimeraz I enzimi saf olarak elde edildi.

3.5. Mutant Proteinlerin Hazirlanmasi

Gca TK4 DNA polimeraz I enziminin ddNTP ilgisi ve zincir uzaklagtima aktivitesini
daha da iyi karakterize etmek icin mutasyonlar yapildi. Bu amac¢ dogrultusunda ddNTP
ilgisi i¢in 712 numarali fenilalanin amino asiti tirozin amino asitine, zincir uzaklastirma
aktivitesi iizerine etkisini belirlemek icin 721 numarali tirozin amino asiti fenilalanine
dontistiriildii (Tablo 7). Mutant enzimlere ait proteinler (E. coli DNA pol I D424 A dahil)
Gca TK4 DNA polimeraz I enzimin hazirlanisindaki basamaklar takip edilerek saflastirildi

ve mutasyon yoniinden incelenerek mutasyonun etkisi arastirildi.
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3.6. Karakterizasyona Ait Bulgular
3.6.1. Enzimin pl Degerinin Belirlenmesi

Proteinin asidik ve bazik amino asit miktarinin nispi orani pl degeri ile ifade edilir ve
Gca TK4 enzimin pl degeri 2D jel elektroforezi kullanilarak saptandi. lk énce izoelektrik
fokuslama ile enzimin izoelektrik noktasi belirlendi. Bunun icin 3 ile 10 aras1 pl degerini
belirlemek i¢in kullanilan izoelektrik jelde protein Ornegi yiiriitiildii ve birinci boyutsal
ayirtm gerceklestirildi. Tkinci boyutsal ayirim igin, ilk boyutsal ayirimin yapildigi jel, SDS-
PAGE’e yiiklenerek ikinci boyutsal olarak ayirim saglandi. Protein drnekle beraber markir
da birlikte yiriitiildi. Geca TK4 DNA polimeraz 1 enziminin jeldeki pozisyonu jel
boyanarak belirlendi ve markir ile karsilastirildiginda uygun biiyiikliikte oldugu belirlendi.
Jelin iki ucu aras1 mesafe belirlendiginde Gca TK4 DNA polimeraz [ enziminin pl
degerinin 6,1 oldugu belirlendi (Sekil 22). Bu degerin amino asit sirast kullanilarak

belirlenen 5,7 pl degeri ile uyumlu oldugu bulundu.

250 ok 5
H“"‘m : _
150 — :
3 : .
100 __E T —— s -ﬁ-— Geca
-5 = TK4 Pol-1
50— : :

Sekil 22. 2D jel elektroforezi ile proteinin pl degerinin belirlenmesi

3.6.2. Enzimin Ozgiil Aktivitesinin Belirlenmesi

Primer uzatma deneyi ile enzimin aktif oldugu gosterildikten sonra Geca TK4 DNA
pol I’e ait ozgiil aktivite, 33pl6p/16p (Tablo 9) sentetik DNA’nin substrat olarak
kullamldig1 TCA yontemi ile belirlendi. Ozgiil aktiviteyi belirlemek icin gerceklestirilen
reaksiyonlar her seferinde en az iic kez iki farkli zamanda saflastirilan Geca TK4 enzim
ornegi kullanilarak yapildi. 30 dakika da 10 nmol dNTP’nin ilavesini gerceklestiren enzim

miktar1 1 iinite olarak tanimlandi. ilk saflastirma sonucu elde edilen enzim &rnegi ile
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ortalama 41430’liikk cpm elde edilirken ikinci saflastirma ile elde edilen enzim 6rnegi ile
36280 cpm elde edildi. Reaksiyon karisiminin 5 pl’sindeki radyoaktivite miktart cpm
olarak belirlendi ve bu deger baz alinarak 6zgiil aktivite hesaplandi. Her iki saflagtirma ile
elde edilen enzim oOrnegi ile 6zgiil aktivite ayr1 ayri hesaplandi. Birinci enzim 6rnegi ile
ozgiil aktivite hesaplandiginda enzimin 1 mg saf Gca TK4 DNA polimeraz I enziminin
513.914 iiniteye esit oldugu belirlendi. Ikinci enzim 6rnegi ile 6zgiil aktivitenin 475.116
tinite/mg oldugu belirlendi. Ortalama alindiginda ise 6zgiil aktivitenin 494.515 {inite/mg

(£19.399) oldugu belirlendi.

3.6.3. Optimum Bir ve iki Degerli Iyon Derisiminin Belirlenmesi

DNA polimeraz enzimlerinin 6zgiil etkinlik degeri bir ve iki degerli iyon derisimine
bagh olarak degismektedir. Genel olarak bilinen tiim DNA polimerazlar magnezyum ve
manganez iyonlarindan bir tanesi ile aktivite gostermektedir. Bunlara ilaveten NaCl veya
KCI'ye de ihtiya¢c duymaktadir. Bu amacla Mg** ve Mn*? iki degerli iyon ve NaCl ve KClI
tek degerli iyon kullanilarak TCA yontemi ile reaksiyonlar gerceklestirildi ve enzimin
hangi iyon ile en yiiksek aktivite verdigi arastirildi.

1 mM’dan 12 mM’a kadar degisik derisimlerde Mng2 iyonu kullanilarak 6zgiil
aktivitenin belirlenmesindeki gibi deneyler yapildi. Reaksiyon sonrasi DNA’ya eklenen
*HATTP’nin miktar1 belirlendi ve en yiiksek cpm’in elde edildigi Mg* iyon derisimi
opimum deger olarak kabul edildi. Her bir Mg** iyon derisimi ile elde edilen cmp’ler
degerlendirildiginde en yiiksek degerin 7 mM Mg+2 iyon derisimi ile elde edildigi gozlendi
(Sekil 23).

75000
50000

25000

Enzim aktivitesi (cpm)

0 T T T T T 1
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 15.0

MgCl, [mM]

Sekil 23. Mg+2 derisiminin enzim aktivitesine etkisi
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Ayn sekilde optimium Mn*? iyon derisimi arastirildiginda optimum degerin 6 mM
oldugu gozlendi (Sekil 24). Mn*? iyonu ile daha diisiik aktivite elde edildi ve bu da enzimin
aktivite gostermek i¢in ortamda Mng2 iyonunun varligina ihtiyag duydugunu

gostermektedir.

4000
3000
2000

1000

Enzim aktivitesi (cpm)

T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5
Mn*2 [mM]

Sekil 24. Mn*? derisiminin enzim aktivitesine etkisi

DNA polimeraz enzimlerinin NaCl ve KCI iyonlarina bagli olarak aktivitesinde artig
olabilmektedir. Bu amacla bir degerlikli iyon olarak NaCl ve KCl kullanild1 ve enzimin en
yiiksek aktivite gosterdigi optimum derisim arastirildi. Ancak enzimin her durumda Mng2
iyonlarina ihtiya¢ duyacagi i¢in reaksiyonlar Tablo 11’de belirtilen KCI ve NaCl iyon
derisimlerine ilaveten 2 mM Mg** iyon derisiminde gerceklestirildi. Her iki iyonun
varliginda da enzimin ¢ok az bir aktivite gosterdigi gozlendi. Sekil 25°de gozlendigi gibi
enzim tek degerli iyonlara ihtiyac duymadan iki degerli iyonlarla yiiksek aktivite

gostermektedir.

3000

T —— NaCl
g —e— KClI
§ 2000
=
k]
[}
g 1000
N
[=4
wi
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

NaCl ve KCliyon derisimi [mM]

Sekil 25. Tek degerli iyon derisiminin (NaCl ve KCI) enzim
aktivitesine etkisi
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Boylece iki degerli iyonlarin tek degerli iyonlardan daha etkili oldugu ve enzimin en
yiiksek aktivite gostermek icin gerekli olan iyonun iki degerli Mg+2 iyonu oldugu ve

optimum derisim degerinin ise 7 mM oldugu gosterildi.

3.6.4. Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in pH 7,2 ile 10,0 arasinda degisen tampon
araliklarn kullanilarak deneyler yapildi ve reaksiyon sonrasi elde edilen cpm’ler
scintillation aletinde Olciilerek belirlendi. Sonugta Geca TK4 DNA pol I enziminin pH 7,4
ile 8,8 arasinda genis bir pH araliginda aktivitesinin degismedigi ve benzer cpm

degerlerinin elde edildigi gozlendi.

3.6.5. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicakhigin Belirlenmesi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum sicaklik TCA yontemi ile belirlendi
ve reaksiyonlar 6zgiil aktivitenin belirlenmesi i¢in gerceklestirilen adimlar takip edilerek
yapildi. En yiiksek cpm degerinin elde edildigi sicaklik optimum deger olarak kabul edildi.
Reaksiyonlar neticesinde enzime ait optimum sicaklifin 55-60°C arasinda oldugu

belirlendi (Sekil 26).

400004
300004
20000+

10000+

Enzim aktivitesi (cpm)

0 ) ! ! ) ! ) !

20 30 40 50 60 70 80 90
°C

Sekil 26. Enzim aktivitesinin sicaklik ile degisimi
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3.6.6. Isil Kararhihigimin Belirlenmesi

Enzimin 1s1 kararliligi TCA ve iire-PAGE ile belirlendi. Reaksiyon Oncesi enzim
55°C’den 85°C’ye kadar sicakliklarda 5 dakika bekletildi ve buz iizerinde 10 dakika
sogutuldu. TCA yonteminde reaksiyon siiresi 5 dakika olarak gerceklestirildi. Deneyler
sonrast 65°C’ye kadar sicakliklarda 5 dakika bekletilmenin enzimin aktivitesini onemli
oranda etkilemedigini, ancak 70°C ve {lizeri sicakliklarda enzimi bekletmenin Onemli
aktivite kaybimna neden oldugu goriildii. Ozellikle 75, 80, 85°C sicakliklarda enzimin 5
dakika bekletilmesi sonucu aktivitenin tamamen kayboldugu g6zlendi.

Benzer sonuglar iire-PAGE deneylerinden de elde edildi. 65°C’ye kadar sicakliklarda
enzimin aktivitesini kaybetmedigi ve {i¢ farkli reaksiyon siiresinin hepsinde kalip/primer
tizerinden senteze devam ederek primer uzamasini gerceklestirebildigi gozlendi (Sekil 27).
Ancak 70°C’de 5 dakika bekletme sonras1 30 saniye reaksiyon siiresinin sentez i¢in yeterli
olmadig1 en az iki dakika siireye ihtiyag duydugu gozlendi. 75, 80, 85°C sicakliklarda
enzimin 5 dakika bekletilmesi neticesinde 5 dakika tepkime siiresinin dahi yeterli olmadigi

ve enzimin primer uzamasini gerceklestiremedigi gozlendi.

K

e — e ———

R — —

o G — m—
D

1stuygulamass 55 60 65 70 7580 8 55 60 65 70 75 80 &5
(5 dakika, °C)

55 60 65 70 75 80 B85

tepkime siiresi 30 saniye reaksiyon 2 dakika reaksivon 5 dakika reaksiyon

Sekil 27. Enzimin 1s1 kararhiligin1 iire-PAGE’de analizi. K: pozitif kontrol (1s1
uygulamasi  yapilmamis enzim ile)
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3.6.7. KpDNA (Dissociation veya Binding rate) Degerinin Belirlenmesi

Polimerizasyon reaksiyonunda ilk basamak polimeraz enzimin DNA’ya
baglanmasidir. Enzimin DNA’ya baglanma ilgisini belirlemek i¢in standart jel kaymasi
(jel-shift) deneyi kullanildi. Reaksiyon sonrasi Enzim-DNA (E-DNA) kompleksi % 6’lik
PAGE’de yiiriitiilerek, olusan E-DNA kompleksinin serbest DNA’dan farkli olarak yiiriime
sekli iire-PAGE jelde belirlendi. Reaksiyon 6rneklerinin 15 dakika dogal jelde yiiriitiilmesi
sonucu Tyhpoon tarayicida taranarak elde edilen goriintiisii Sekil 28’deki gibidir. Enzim
derisimindeki artigsa bagh olarak E-DNA kompleksinin olusumunda da bir artisinin oldugu
net olarak gozlendi. Ancak 50 ng’in {izerinde ve 6.25 ng’in altinda fazla bir degisimin
olmadig1 gozlenmektedir. GraphPad-Prism3 paket programi kullanmilarak KpDNA
belirlendiginde bu degerinin 0.192 nM (+/- 0,37) oldugu gozlendi.

A T B
Enzim derisimi e
[
op =1
© = o X &n E
g 8§ w w ¥ @ & G 50 .
M @« @« 8% 8§ & 8 2
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=
a
E 254 u
e
c
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OO T T

m - - 0 25 50 75 100 125
Enzim/nM

Sekil 28. Enzimin DNA’ya baglanmasinin %6’lik PAGE’de analizi (A), verilere ait grafik
B)

3.6.8. KDdNTP ve Kk, Degerinin Presteady Kinetik ile Hesaplanmasi

Enzimin K,™"" (enzimin dNTP baglama ve ayrilma sabiti) ve K0/ (polimerizasyon
hiz1) degerinin belirlenmesi, presteady kinetik ile saglandi. Reaksiyonlar 100 nM sentetik
32/14DNA (14-mer primer 5’ ucundan radyoaktif isaretli), 50 nM enzim ve 2 uM’dan 100
puM’a kadar degisen dNTP derisimlerinde yapildi. Reaksiyonlar 150 mM EDTA ile
sonlandirildi ve 8 M iire-%16’lik PAGE’de yiiriitiilerek gozlendi (Sekil 29). Kalan iiriin ve
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aktivite sonrast olusan iriin miktart ImageQuant 5,2 kullanilarak belirlendi ve

PrismaGraph programinda bu veriler degerlendirilerek K™

ve k,, degeri hesaplandi
(Sekil 30). k,,; degeri 24,99 s bulunurken Kp,™'"" degeri 21,64 uM olarak hesaplandi

. ANTP 4 < . .
(maksimum Kp degerinin yarist).

== ime siiresi
= o . = = & Tepkime siiresi
Wy = Y [ " [ =
Wy — [ "w — [ | W I —

= (milizaniye)
- -—.-
h—————-_ e

5 uM dATP

10 uM dATP

25 uM dATP

50 uM JATP

100 uM dATP

Sekil 29. Kp™ "™ nin iire-PAGE ile analizi
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Sekil 30. Zamana bagl iiriin olusumu

3.6.9. RNA-Bagimh DNA Polimeraz Aktivitesinin Belirlenmesi

Gca TK4 DNA polimeraz I’'in RNA’ya bagimli DNA polimeraz aktivitesi 32-mer
RNA kalibina hibridize olmug 14-mer uzunlugundaki DNA kullanilarak aragtirildi. Kontrol
olarak HIV-Revers transkriptaz ve E. coli Klenow Fragmenti kullanildi. Zincir uzatma
deneyi pozitif kontrol olarak yapildi. Deneyler MgCl, ve MnCl, ile ayr1 ayr1 yapildi.
Reaksiyonlar MgCl, ile yapildiginda sadece HIV-Revers transkriptazin, kontrol
reaksiyonundaki gibi (Sekil 31A- 3 ve 4 nolu siitunlar) 32-mer kalibin tamaminin sentezini
gerceklestirdigi gozlendi.

Gca TK4 ve E. coli Klenow Fragmenti icin reaksiyon siiresinin ¢ok daha uzun
tutulmasina ragmen her iki enzimin etkili olarak sadece iki niikleotit ilavesi
gergeklestirebildigi gozlendi (Sekil 31A-5 ve 7 nolu siitunlar E. coli Klenow Fragmenti, 9—
9 nolu siitunlar Geca TK4 DNA polimeraz I).

Ayni deneyler MnCl, ile yapildiginda, Geca TK4 DNA polimeraz I (Sekil 32B—7-8-9
nolu siitunlar) ve E. coli Klenow fragmentinin (Sekil 31B—5v3 6 nolu siitunlar), HIV-
Revers transkriptaza benzer sekilde kalibin sentezini tamamlayarak (Sekil 31B-3 ve 4 nolu
siitunlar) RNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesi gosterdigi gozlendi. Bu da Gca TK4
enzimin MnCl, ile daha etkili bir RNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesine sahip

olmadigin1 gostermektedir.
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Sekil 31. RNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesinin iire-PAGE ile analizi. A: reaksiyon
Mng2 ile yapildi, B: Reaksiyon Mn*? iyonu ile yapildi. 1: polimeraz deneyi, 2:
14-mer primerin pozisyonu, 3 ve 4: HIV Revers transkriptaz ile reaksiyon (0,5 ve
1 dk sirasi ile), 5 ve 6: E. coli DNA polimeraz I Klenow Fragmenti (1 ve 5
dakika sirasi ile), 7, 8 ve 9: Geca TK4 DNA polimeraz I (1, 5 ve 10 dakika sirasi

ile)

3.6.10. Enzimin Hata Yapma Oraninmin Belirlenmesi

Ure-PAGE’de herbir dNTP ile zincir uzatma deneyi iki farkli sicaklikta (37 ve 60 °C)
yapilarak enzimin hata yapma oran arastirildi. Kaliptaki karsiligi baza uygun olarak gelen
niikleotit dATP oldugunda enzimin niikleotit ilavesini katalizleyerek 14-mer’den 15-mer’e
uzamasim kolaylikla sagladigr gozledi. Ancak aymi reaksiyon diger ii¢ niikleotit ile
herbirinin ayr1 ayrn kullamldig1 sartlarda yapildiginda sicakliga bagli olarak sonucun
degisebildigi gozlendi. dTTP ve dGTP ile her iki sicaklikta da enzimin hata yapmadigi ve
dNTP ilavesini katalizleyemedigi gozlendi (Sekil 32). Ancak siraya uygun ikinci
niikleotitin dCTP oldugu durumda enzimin 37 °C’de yine hata yapmadigi ancak 60 °C’de
cok az hata yaptig1 gozlendi. Bu oran hesaplandiginda enzimin fidelitisinin 4X10™ oldugu

gozlendi. Yani in vitro sartlarda enzim her 40.000 niikleotit ilavesinde 1 niikleotiti yanlig

eklemektedir.
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37°C 60°C

dATP = dTTP dCTP  dGTP| dATP dTTP dCTP dGTP C

Sekil 32. Enzimin hata yapma oraniin sicakli§a bagli degisimin Ure-PAGE ile analizi

Ayni amagla 3 dNTP’nin (dATP, dCTP ve dTTP) varliginda (kaliba ait ilk ii¢
niikleotite karsilik gelmektedirler: dATP, dGTP ve dTTP) deneyler tekrar edildi ve
reaksiyon ortamina sadece dGTP niikleotiti (kalip zincir iizerindeki 4 niikleotit olan
dCTP’ye karsilik gelmektedir ve ortama dGTP olmadigindan sentez bu noktada
sonlanacaktir) eklenmedi. Eger Gca TK4 DNA polimeraz I enziminin hata yapma orani az
ise, kaliba uygun olarak gelen ii¢ niikleotit olan dATP, dGTP ve dTTP niikleotitlerini
ekleyecek ve kalip iizerinde dordiincii pozisyonda yer alan dCTP niikleotitine karsilik
gelen dGTP reaksiyon ortaminda olmadigi i¢in sentez bu noktada duracaktir. Eger Gca
TK4 DNA polimeraz I yiiksek hata orami ile DNA’nin sentezini yapiyorsa, sentez bu
noktada durmayacak ve kontrol reaksiyonundaki gibi (reaksiyon ortaminda tiim
niikleotitleri var) tiim kalibin sentezini gerceklestirecektir. Kontrol olarak E. coli Klenow
Fragmenti ve yiiksek dogrulukta DNA sentezi yapan Mtb DNA polimeraz I kullanildi.
Reaksiyon sonuclar1 8 M iire ve %16’lik PAGE’de analizi neticesinde (Sekil 33), tek

niikleotit ile elde edilen sonuca benzer bir sonuc elde edildi.
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GeaTK4 GecaTK4 KF-37 °C MrbDNA
p pol-137°C p pol-160°C P(3° ekzonegatif)P polI137°C K

S

C
-— S —— s
por— T
14-mer - C
primer pozisyonu-Jil U ———
Tepkime stiresi 1 2 1 2 1 2 1 2

Sekil 33. U¢ dNTP’nin varliginda enzimin hata yapma oraninin Ure-PAGE ile analizi.
K: kalip zincire ait niikleotit sirasi, P: pozitif kontrol (4 niikleotit ile
reaksiyon), 1: 2 dakika reaksiyon, 2: ayni reaksiyonun tekrar1 (1 nolu
reaksiyon)

Her bir reaksiyon iki kez yapildi ve Gca TK4 DNA polimeraz I i¢in reaksiyonlar
hem 37°C ve 60°C’de ayn ayr1 yapilirken E.coli Klenow Fragmenti ve Mtb DNA
polimeraz I i¢in 37°C’de yapildi. Sonugta enzimin 60°C’de E.coli Klenow Fragmentine
benzer oranda hata yaptig1r gozlendi. Mtb DNA polimeraz I’in ise hem Gca TK4 DNA
polimeraz I hem de E.coli Klenow Fragmentinden daha yiiksek dogrulukta DNA sentezi
yapabildigi gozlendi. Sonugta Geca TK4 DNA pol I ve E. coli DNA pol I enziminin hemen
hemen benzer hata oranina sahip oldugu Mth DNA pol I’in ise hata yapmadigi gozlendi.
Gca TK4 DNA pol I’de sicakliga bagli olarak hata oranin ise arttig1 gozlendi.

3.6.11. 3’ Ekzoniikleaz AKktivitesinin Arastirilmasi

Enzimin ¢ift zincir DNA {izerinde primere ait 3’ ucta hatali niikleotiti uzaklastirma

ozelligi, kaliba hatali olarak eslesmis 32/14* sentetik DNA kullanilarak aragtirildi. 15-mer
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primer 5 ucundan radyoaktif olarak isaretlidir. Geca TK4 DNA pol I ile reaksiyonlar iki
farkli sicaklikta gerceklestirildi ve her iki durumdada enzimin ¢ift zincir DNA’da herhangi
bir 3’ bozunma gercgeklestiremedigi belirlendi. Kontrol olarak E. coli DNA pol I yaban tip
ve E. coli DNA pol I (3°—5 ekzoniikleaz aktivitesi negatif) kullanildi. E. coli DNA pol 3’
ekzoniikleaz negatif enzimin Gca TK4 ile benzer sonug verdigi, yaban tip E. coli DNA pol

I ise cift zincir DNA iizerinde bozunma yaptigi gozlendi (Sekil 34).

K  GcaTK4PolI60°C GcaTK4Pol137°C  E.colipol IExo”  E.coli pol I Exo”

2 3 4 2 3 4 2 3 4 2 3 4

* ~14-mer primer
pozisyonu
S i

pozisyonu

Sekil 34. Cift zincir 3’>>5 ucu hatali eslesmis niikelotit varliginda 3’ ekzoniikleaz
aktivitesinin iire-PAGE analizi. 2: 1 dk., 3: 5 dk. ve 4; 10 dk. reaksiyon, K:
kontrol

Bu sonuca dayanarak enzimin ¢ift zincir DNA iizerinde herhangi bir 3’—5’
ekzoniikleaz aktivitesine sahip olmadigi ve 3’-OH ucta eslesmemis baz oldugu durumda bu
niikleotiti uzaklastiramadigr belirlendi (Sekil 34). Benzer sekilde tek iplik DNA
kullanilarak 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesi arastirildiginda enzimin tek iplik DNA {iizerinde

de herhangi bir 3°’—5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahip olmadig1 goézlendi (Sekil 35).
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Sekil 35. Tek iplik DNA kullanilarak 3°—35’ ekzoniikleaz aktivitenin iire-PAGE
analizi. 1: yaban tip enzim E. coli Pol 1, 2; E. coli DNA pol I 3'>5’
ekzoniikleaz mutant, 3; Gca TK4 Pol 1 60°C’de, 4; Gca TK4 Pol 1
37°C’de. Reaksiyonlar 1 dk. ve 5 dk.

Tek iplik zincirin uzunlugunun 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesine etkisi olabilir diye
degisik uzunluklarda tek iplik DNA kullanilarak deneyler yapildiginda ayni sonuglar elde
edildi. Dolayis1 ile enzimin herhangi bir ekzoniikleaz aktivitesine sahip olmadigina karar
verildi. 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesi icin gerekli olan korunmus amino asitler yoniinden
Gca TK4 DNA polimeraz I enziminin amino asit sirasi incelendiginde enzimin bu
korunmug amino asitlerden herhangi birine sahip olmadigi gozlendi. E. coli DNA
polimeraz I’de bu aktiviteye sahip olmak ic¢in korunmus en az dort amino asit vardir
(D355, E357, D424 ve D501) ve bu korumus amino asitlerin herbirisi 3’—5’ ekzoniikleaz
aktivitesi i¢in dnemlidir. Geca TK4 DNA pol I bu amino asitlere sahip olmadigindan 3°—5’

ekzoniikleaz aktiviteyi gosterememektedir.
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3.7. 5’ Niikleaz Aktivitesinin Karakterize Edilmesi

DNA polimeraz I familyasina ait E. coli DNA polimeraz I ile yapilan ¢aligmalar
neticesinde 5’ niikleaz aktivitesinden sorumlu 13 adet korunmus amino asit (Tablo 18)
belirlenmistir (Yang vd., 2000: Yang vd., 2001). Geca TK4 DNA polimeraz I, bu amino
asitlerin hepsine sahiptir ve bu nedenle, Gca TK4 DNA polimeraz I'in E. coli DNA
polimeraz I enzimine benzer bir 5’ niikleaz aktivitesi gdstermesi beklenebilir. 5’ niikleaz
aktivitesi i¢cin enzimin polimeraz aktivitesi de gosterebilecegi sarkik ug (56/14/38) ve

engelleyici (56/14/42) DNA ornekleri kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirildi.

Tablo 18. 5’ niikleaz bolgesinde yer alan korunmus amino asitler

Korunmus amino asit pozisyonlar1

sei | PIR| D | R|Y|K|R|E|D|D|D|[D|D]|D
~con 13120 63 | 70 | 77 | 78 | 81 | 113 | 115]| 116 | 138 | 140 | 185 | 188
Gea 1|18 | 61 |67 74| 75| 79 [ 111|113 ] 114 | 136 | 138 | 187 | 190
TK4 D|R|D|R|Y|K|R|E|D|D|D|D|D]| D

Sarkik u¢ ve engelleyici DNA’nin hidrolizi 5° niikleaz aktivitesi i¢in pozitif sonug
olarak kabul edildi (Sekil 36). Enzimin her iki sentetik DNA 0rnegi ile de aktivite
gostererek tek tek niikleotitlerinin kesimini katalizleyebildigi gozlendi. Sarkik ug¢ tasiyan
56/14/42 seklindeki DNA 6rneginde enzimin Oncelikle sarkik kismi kestigi ve ilk etapta
38-mer DNA 06rneginin ilk iiriin olarak olustugu gézlenmektedir. Daha sonra ise substratin
geri kalan kismimi tek tek keserek uzaklastirdign gozlenmektedir. Bu asamadan sonraki
kesim profilinin 56/14/38 DNA o6rnegi iizerinden gerceklesen kesim profi ile ayn1 oldugu
goziikkmektedir. 61-14 self katlanmis cift zincir DNA 6rnegi ile de 5’ niikleaz aktivitesi
arastirildiginda benzer sonug elde edildi. Enzim 3°-OH u¢ dogrultusunda senteze devam

ederken, engelleyici 5’ uca rast geldiginde, 5’ uctan kesim yaptig1 belirlendi.
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56/14/42 sarkik ug DNA (A)

3-GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT GCTAGGCTTGAATGGCGAGTGCCA-S

§-CCTTAGCCACTCCG . CGCTATAACGCGCACGATCCCAACTTACCGCTCACGET 5
7
IT'
5

56/14/38 engelleyici DNA (B)

3~ GCAATCGGTGA GGCTGACGCCATATTGCGCGT GCTA GGCTTGAATGGCGAGTGCCA-S

5'-CGTTAGCCACTCCG CGGTATAACGCGCACGATCCGAACTTACCGCTCACGGT -¥
3 5

-
- -
- -
oy - e
— o
- T
- T
-

Sekil 36. DNA_56/14/38 (B) ve DNA_56/14/42 (A) ile 5’ niikleaz aktivitesinin iire-
PAGE analizi. 1: E. coli DNA polimeraz 1 (5 dk.), 2-3: Gca TK4 DNA
polimeraz I (1 dk. ve 5 dk.), M: markir

i

3.7.1. Enzimin 5’ Niikleaz Kesim Profilinin Arastirilmasi

28/14/14 DNA substrat olarak kullanmldiginda (sarkik DNA ve bloklayict DNA 5’
ucundan radyoaktif olarak isaretlidir) ve deney dNTP kullanilarak yapildiginda enzimin
zincir uzaklastirma aktivitesi ile birlikte sentez aktivitesini de yiiriittiigii ve buna ilaveten
zincir uzaklastirma aktivitesi sonrasi olusan 5’ sarkik uctan cogunlukla tek niikleotit
halinde kesim yaptigi gozlendi. Nadir de olsa 4 bazlik fragmentlerin kesimini de
katalizledigi gozlendi. Benzer sonuglar dNTP kullanilmadiginda hem Gca TK4 DNA
polimeraz I ile hem de E. coli DNA polimeraz I ile elde edildi (Sekil 37A ve C).
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Sekil 37. Ezimin 5 niikleaz kesim profilinin iire-PAGE’de analizi.
1: Gea TK4 DNA polimeraz I, 2: E. coli DNA Polimeraz I,
A: DNA_28/14*/14*_dNTP(+), B: DNA_28/14*/18*_dNTP(+),
C: DNA_28/14/14*_dNTP(+), D: DNA_28/14/18*_dNTP(-),
E: DNA_28/14/18*%_dNTP(+), F: DNA_32/14/14*_dNTP(+),
G: DNA_32/14*/14_dNTP(+), H: DNA_32/14*/18_dNTP(+),
K: DNA_32/14/18*%_dNTP(-), L: DNA_32/14/18*_dNTP(+).
DNA orneklerine ait eslesmeler Tablo 9°daki gibidir

28/14/18 DNA substrat olarak kullanildiginda (primer ve sarkik u¢ DNA, 5’ ucundan
radyoaktif olarak isaretlidir) ve dNTP kullanilarak yapildiginda enzimin oncelikle 4
niikleotitlik sarkik ucu kestigi ve buna ilaveten tek ve 5 niikleotitlik kesimler yapabildigi
gozlendi (Sekil 37B). ANTP’nin kullanilmadig1 ve primerin isaretli olmadigi durumlarda
da benzer sonuglar elde edildi (Sekil 37D ve E). Benzer deneyler primer ve bloklayici
DNA arasinda bosluk bulunan DNA ornekleri (32/14/14 ve 32/14/18) kullanilarak
yapildiginda benzer sonuglar elde edildi (Sekil 37F, G, H, K ve L).
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3.7.2. 3’ Primer Ucta Eslesmemis Bir Baz Varh@min Enzimin 5’ Niikleaz
Aktivitesine EtKisi

5’ sarkik ucun Oniinde yer alan primere ait 3’ uctaki eslesmemis niikleotitin
varliginin 5’ niikleaz aktivitesine olumlu yonde etki yaptig1 belirlenmistir (Xu vd., 2001).
Bu amagla 3’ ucunda eslesmemis niikleotit iceren substrat kullanilarak bu eslesmemenin 5’
niikleaz aktivitesi {izerine olan etkisi arastirildi (Sekil 38 A). Kontrol olarak ise sadece 5’

sarkik uc tastyan DNA kullanildi (Sekil 38 B) ve reaksiyonlar yedi farkli siirede yapildi.

E.coli GecaTK4 E.coli GcaTK4
DNA poll DNA poll DNA poll DNA poll

Reaksiyonsiiresi 765 4321765 4321 765 4321765 4321

— . —— L ooy — 18-mer

3 — GCAATCGGTGAGGCGCCATATTGCGCGT -5 3 — GCAATCGGTGAGGCGCCATATTGCGCGT —5°
5°— CGTTAGCCACI‘CCC%EZGGI‘AI‘AACGCGCA—T 5"—CGTTAGCCACTCCGCGGTATAACGCGCA-3"

T 3 T
I T
57 5>
centik bolgesi centik bdlgesi

Sekil 38. Primere ait 3’ ucunda eslesmemis niikleotitin 5’ niikleaz aktivitesi iizerine
etkisinin iire-PAGE’de analizi. A: 3’ ugta eslesmemis baz iceren DNA, B:
sadece 5’ sarkik ug¢ tasiyan DNA. 1: 10 sn., 2: 20 sn., 3: 40 sn., 4-5-6-7: sirasi
ile 1, 2, 5, 10 dk.

E. coli DNA polimeraz I pozitif kontrol olarak kullanilarak deneyler yapildiginda,
her iki durumda her iki substrat ile de enzimlerin etkili bir sekilde kesim yaptig1 gozlendi.
Ancak substrat B ile enzimlerin daha yavas aktivite gosterdigi gozlendi. Dolayisi ile
primere ait 3’ ucunda yer alan eslesmemis niikleotitin varliginda ayni reaksiyon daha yavas

katalizlenmektedir.
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3.7.3. Ozgiil 5’ Niikleaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzime ait 6zgiil 5’ niikleaz aktivitesi, 5° ucunda 4 niikleotitlik sarkik DNA tasiyan
28/14/18 sentetik DNA kullanilarak arastinldi (Sekil 39). Kontrol olarak E. coli DNA
polimeraz 1 kullamildi. 4 niikleotitlik sarkik ucun degredasyonu sonucu olusan iiriinden
yararlanilarak 6zgiil 5° niikleaz aktivitesi hesaplandi. Gca TK4 DNA pol I’in, E. coli DNA
polimeraz I’den en az iki kat daha hizli bir sekilde kesim reaksiyonunu katalizledigi

gozlendi ve substrata olan ilgisinin 2.35 pM oldugu belirlendi.

Gea TK4 Polimeraz 1 E.coli DNA polimeraz I

M1234567891012 3456 78910 Reaksiyon siiresi

lg-ﬂ:ler — A ————— = -— —
primer pozisyonu

Ep————1 ]

arin — : - s e ]

substrat

- GCAATCGGTGAGGCGCCATATTGCGCGT —5°

5’ —CGTTAGCCAC TCC%{CGGI‘AI‘MC GCGCA-¥
AT

- /T

5
Sekil 39. Ozgiil 5° niikleaz aktivitesinin iire-PAGE analizi ile belirlenmesi. 1: 5 saniye,

2: 10 saniye, 3: 20 saniye, 4: 30 saniye, 5: 40 saniye, 6: 50 saniye, 7: 1
dakika, 8: 2 dakika, 9: 5 dakika, 10: 10 dakika, M: markir.

3.8. DIG-dUTP ile Enzimin Sentez Aktivitesinin Belirlenmesi

DNA polimeraz enzimleri normal dNTP’lerle beraber diger ANTP anologlan ile de
sentez yapabilirler. Bu 6zellik DNA polimeraz enzimleri arasinda farklilik gosterir. Gca

TK4 DNA polimeraz I enziminin bu 6zelligi DIG-dUTP niikleotiti kullanilarak arastirildi.
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Kontrol olarak E. coli Klenow Fragmenti ve Mtb DNA polimeraz I kullanildi. Enzimlere
ait bu Ozellik hem dana timus DNA hemde sentetik primerlerin eslesmesi ile olusturulan

cift zincir DNA’lar kullanilarak incelendi.

3.8.1. Dana Timus DNA Kullanarak Aktivitenin Belirlenmesi

Gca TK4 DNA pol I enziminin DIG-dUTP’yi normal dNTP gibi kullanip sentez
yapma 0zelligi dana timus DNA kullanilarak incelendi. Enzim, 50, 55 ve 60°C’de yapilan
reaksiyonlarda aktivite gosterdigi ve DIG-dUTP niikleotitini dana timus DNA’ya
ekleyebildigi gozlendi. Aktivite sonras1t DNA’ya eklenen DIG-dUTP, DIG Nucleic Acid
Detection Kit kullanilarak belirlendi (Sekil 40).

Kontrol 45 °C 50 °C 55 °C 60 °C

Sekil 40. DIG-dUTP ve dana timus DNA ile enzimin aktivitesinin gosterilmesi

3.8.2. Sentetik DNA Kullanilarak

5’ ucundan radyoaktif olarak isaretli 32/14 sentetik DNA kullanilarak enzimin DIG-
dUTP ile aktivitesi arastirildi. Reaksiyon sonucu enzim aktivitesi DIG Nucleic Acid
Detection Kit yerine radyoaktivite yontemi kullanilarak belirlendi. Geca TK4 DNA
polimeraz I enziminin DIG-dUTP’yi normal dNTP gibi kullanarak sentez yapabildigi
goriildii. Kontrol olarak E. coli Klenow Fragmenti ve Mtb DNA polimeraz I kullanildi.
Gca TK4 DNA polimeraz I ve E. coli Klenow Fragmenti DIG-dUTP ile benzer aktivite
vermektedir. Ancak Mtbh DNA pol I ise diisiik aktivite gostermektedir. Sekil 41’te enzimin
dATP ve dCTP eklemesi sonrasi siraya uygun olarak gelen dTTP’ye karsilik olarak DIG-
dUTP’yi ekledigi acikca goriinmektedir.
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Sekil 41. Sentetik DNA ve DIG-dUTP ile enzimin aktivitesinin
iire-PAGE analizi. 1; 1 dk. reaksiyon, 2; 5 dk.
reaksiyon, 3; 10 dk. reaksiyon.

3.8.3. Enzimin Son Niikleotiti Ekleme Ozelliginin Belirlenmesi

Enzimin son niikleotiti ekleyebilme 6zelligi radyoaktif olarak isaretli 15/14 ve 16/14
sentetik DNA’lar kullamilarak arastirildi. 15/14* sentetik DNA’da kalip zincirin son
niikleotiti dATP oldugundan enzim sadece dTTP niikleotiti veya DIG-dUTP ile sentez
yapabilecektir. 16/14 sentetik DNA’da kalip zincirin son iki niikleotiti dATP’dir ve enzim
sadece dTTP niikleotiti veya DIG-dUTP ile sentez yapacak ve iki adet niikleotiti pes pese
ekleyecektir. 15/14 sentetik DNA ile hem Gca TK4 hemde Klenow Fragmenti benzer
aktivite gostererek 14-mer primerin 15-mer’e uzamasint hem dTTP (Sekil 42A) hem de
DIG-dUTP (Sekil 42B) ile saglamistir. Ancak Mtb DNA pol I bu aktiviteyi gdstermemistir.
Ayni deney 16/14 sentetik DNA kullanilarak yapildiginda Gea TK4 ve Klenow Fragmenti

aktivite gosterek iki niikleotiti pes pese ekleyerek 14-mer primerin 16-mer’e uzamasini
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saglamistir (Sekil 42A ve B). Ayrica Klenow Fragmenti ve Geca TK4 enzimlerin pes pese
DIG-dUTP ekleyerek sentez yapabilmektedir. Mtb enzimi ise 16/14 sentetik DNA ile az da

olsa aktivite gdstermistir.

A B
dTTP DIG-dUTP

- -

1o - e

Loe— @ D -

l4d-mer— - ..‘
- -«

1 2 3 1 2 13 1 2 3 1 2 3
15/14 DNA 16/14 DNA 15/14 DNA 16/14 DNA
15A/14 DNA 16AA/14 DNA
FGCAATCGGTGAGGCA —-5° FGCAATCGGTGAGGCAA — 5
5— CGTTAGCCACTCCQ 5— CGTTAGCCACTCCQ
37 37

Sekil 42. Enzimin son niikleotiti ekleyebilme 6zelliginin tire-PAGE ile analizi. 1; Geca TK4
DNA pol I, 2; Mtb DNA pol I, 3; KF. Reaksiyonlar dTTP ve DIG-dUTP ayn ayri
kullanilarak hem 15/14 hem de 16/14 DNA substrat ile yapilmistir

dTTP eklenmesi ile 14-mer’den 15-mer’e uzama ile DIG-dUTP eklenmesi ile 14-
mer’den 15-mer’e uzama neticesinde her ikisinde farkli uzunlukta boslugun olusmasi
dTTP ve DIG-dUTP’nin molekuler agirlign ile dogrudan iliskilidir. Bir DIG-dUTP
molekiilii yaklasik tic dTTP molekiilii bityiikliigiindedir. Dolayisi ile her birinden tek bir
tane eklenmesinde aradaki mesafe DIG-dUTP’de dTTP’den ii¢ kat daha fazladir.
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3.9. ddNTP’ye ilginin Belirlenmesi
3.9.1. Yaban Tip Enzimin ddNTP flgisinin incelenmesi

Gca TK4 DNA polimeraz I’in ddNTP’ye ilgisinin belirlenmesine yonelik olarak
yapilan calismalar neticesinde yaban tip enzimin ddNTP’ye karsi ¢ok az duyarli oldugu
belirlendi (Sekil 43). Ozellikle reaksiyon ortaminda ilgili ANTP yerine ddNTP formu varsa
enzim ddNTP’yi tanimakta ve zincire eklemektedir. ddNTP’nin ilavesi sonrasi ise
reaksiyon sonlanmaktadir. Bu da ddNTP ilavesi ile zentezin sonlandigin1 ve enzimin

ddNTP ile sonlanmis zincir iizerinde sentezi ilerletemedigini gostermektedir.
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ddATP ddCTP ddTTP ddGTP
dTTP,dCTP,dGTP dTTP,dATP,dGTP dATP,dCTP,dGTP dTTP,dCTP,dATP

Sekil 43. 50 uM dNTP ve 150 uM herbir dANTP derisiminde ddNTP’ye ilgisinin iire-
PAGE analizi

ddNTP’ye ilgisinin belirlenmesi sonrast ddNTP’ye ilginin ne diizeyde oldugunu
belirlemek icin ANTP varliginda deneyler geceklestirildi. Bunun igin sabit dNTP
derisiminde, ddNTP derisimi herbir ddNTP icin 14 kata (50 puM dNTP ve 700 uM ddNTP)
kadar oranlarda deneyler yapildi. Sekil 44’de goriildiigii gibi herbir ddNTP derisiminde

enzimin sentez reaksiyonunu kontrol reaksiyonunda oldugu gibi (Sekil 44 P) tamamlayarak
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32-merlik zincirin tamamini sentezledigi gozlendi. Bu da enzimin ddNTP’ye kars1 ilgisinin
zayif oldugunu ve ortamda ddNTP ve dNTP birlikte bulundugu zaman enzimin dNTP’yi
kullanmay1 ¢cok cok daha fazla tercih ettigini gosterdi.

ddATP ddCTP ddTTP ddGTP
50 uM her bir dNTP 50 uM her bir dNTP 50 uM her bir dNTP 50 uM herbirdNTP K

 —32-mer
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Sekil 44. 50 uM dNTP ve degisik ddNTP derisimlerinde ddNTP’ye ilgisinin iire-PAGE’de
analizi. K: Kontrol, P: Polimerizasyon deneyi, 1: Gca TK4, 2: Klenow
Fragmenti, 3: Mtb Pol I, T: kalip zincire ait sekans

Ozellikle Sekil 44’deki 6 nolu siitunda ANTP ve ddNTP arasindaki oran farkinin 14-
kat olmasina ragmen enzim dNTP’yi tercih ettigi goziikkmektedir. Herbir ddNTP ile yapilan
reaksiyonlar neticesinde enzimin tiim ddNTP ler icin ayni oranda ilgiye sahip oldugu

gozlendi.

3.9.2. F712Y Mutanti Protein ile ddNTP’ye flgisinin Arastirilmasi

DNA polimeraz 1 enzimlerinin ddNTP’yi tamimasi sekans caligmalarinda
kullanilmalart agisidan onemlidir. DNA polimeraz enzimleri arasinda ddNTP’ye olan
ilgide farkliliklar vardir. T7 DNA polimeraz I ile yapilan caligmalar, T7 DNA polimeraz
enziminin 526 numarali tirozin aminositinin reaksiyon ortamindaki ddNTP’nin
taninmasindan sorumlu oldugunu gostermistir. E. coli DNA pol 1 ve Tag DNA pol 1

enzimlerinde bu amino asite karsilik gelen noktada fenilalanin amino asiti vardir ve bu
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amino asit her iki enzimde de tirozin amino asitine doniistiiriildiigiinde, E. coli DNA
polimeraz I'in ddNTP’ye duyarliliginin 200 kat, Tag Pol I’'in ise 8000 kat arttig
gosterilmistir (Tabor ve Richardson, 1995). Gca TK4 pol 1 enziminde, T7 DNA
polimeraz’da 576 nolu tirozin amino asite karsilik gelen noktada, 712 nolu fenilalanin
amino asiti vardir ve bu amino asit tirozin amino asitine doniistiiriilerek ddNTP’ye
duyarlilik tekrar arastirildi. Dort ANTP ve bir ddNTP’nin degisik derisimlerinde enzimin
ortamda ilgili niikleotitin varliginda daima ddNTP niikleotitlerini tanimas1 ANTP’ye olan

biiyiik ilginin mutasyon ile ddNTP’ye doniistiigiinu gostermistir (Sekil 45).

ddATP ddCTP ddTTP ddGTP

14_mer_.-- - | -

12 34 5 6

Sekil 45. F712Y mutanti Geca TK4 DNA polimeraz I enziminin ddNTP ilgisinin iire-
PAGE’de analizi. Reaksiyonlar 50 uM dNTP ve degisik derisimde ddNTP
kullanilarak yapilmistir: 1: 50 uM ddNTP, 2: 100 uM ddNTP, 3: 200 uM
ddNTP, 4: 300 uM ddNTP, 5: 400 uM ddNTP ve 6: 500 uM ddNTP, K: kaliba
ait sekans sirasi

3.9.3. Sabit dNTI.’ (120 pM) ve Diisiik ddNTP Derisiminde Mutant Enzimin
ddNTP’ye Ilgisinin Arastirilmasi

dNTP’nin sabit derisimi (120 uM) ve ddNTP’nin diisiik derisiminde (6 uM, 12 uM,
20 uM ve 40 uM) enzimin ddNTP’ye ilgisi ve bunun neticesinde sekans belirleme
calismalarinda kullanilabilirligi arastirildi. Sonugta dNTP’nin 120 uM oldugu sartlarda
ddNTP’nin kullanilan dért farkli diisiik derisiminde mutant enzimin ddNTP ile beraber
dNTP’yi de taniyabildigi gozlendi (Sekil 46). Sekans belirleme ¢alismalarinda 12 uM veya
20 pM ddNTP derisiminin uygun oldugu belirlendi.
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Sekil 46. Sabit dNTP ve diisiik dANTP derisiminde ddNTP’ye ilginin iire-PAGE’de

analizi. 1: 6 pM ddNTP, 2: 12 uM ddNTP, 3: 20 pM ddNTP ve 4: 40 uM
ddNTP. K: kalip zincire komplementer sira

3.10. Enzime Ait Zincir Uzaklastirma Aktivitesinin Arastirilmasi

DNA polimeraz I enzimleri in vivo sartlarda DNA replikasyonu esnasinda okazaki
fragmentlerinin uzaklastirilmasindan sorumludur ve bu aktiviteyi zincir uzaklastirma
fonksiyonu ile gerceklestirir. Yapilan son calismalar E. coli DNA polimeraz I enziminde
771 numarali fenilalanin amino asitinin bu aktivite iizerinde 6nemli etkisi oldugunu
gostermistir. Geca TK4 DNA pol I enziminde bu amino asite karsilik gelen 721 numarah
amino asitin tirozin amino asiti oldugu gozlendi. Gca TK4 DNA pol I'in 721 numarali
tirozin amino asiti fenilalanine doniistiiriilerek Geca TK4 DNA pol I’'in zincir uzaklastima

aktivitesi arastirildi. E. coli DNA polimeraz I enzimi ise pozitif kontrol olarak kullanildi.
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Bu 6zellik hem sarkik u¢ DNA hemde bloklayict DNA kullanilarak yapildi. Sonugta Gea
TK4 DNA pol I enziminin zincir uzaklastirma aktivitesine sahip oldugu ve mutasyon

neticesinde ise bu aktivitenin daha da arttig1 gézlendi (Sekil 47A ve B).

18-mer— .
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3 —GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT — 57 3 -GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT - 57
S -~ CGTTAGCCACTCCG /CGGTATAACGCGCA —37 5"— CGTTAGCCACTCCG VCGGTATAACGCGCA -3
T 5
A
T
A
2

14-mer—

Sekil 47. Zincir uzaklagtirma aktivitesinin iire-PAGE’de analizi. 1: 30 saniye, 2: 2 dakika,
A: Gca TK4 yaban tip DNA polimeraz I, B: Geca TK4 Y721F mutant DNA
polimeraz I, C: E. coli Klenow Fragmenti, D: Mtb DNA polimeraz I, M: markir



4. TARTISMA

Doktora tez kapsaminda gergeklestirilen bu calismanin tamaminda, Geobacillus
calodoxylosilyticus TK4 bakterisinin DNA polimeraz I enzimi iizerinde calisilmistir.
Enzimin biyokimyasal karakterizasyonunda, E. coli DNA polimeraz I, Klenow fragmenti,
Mycobacterium tuberculosis DNA polimeraz 1 ve HIV-revers transkriptaz enzimleri
kontrol olarak kullanilmigtir.

Gca TK4 DNA polimeraz I’in korunmusg bolgesinden hareket ederek gene ait tiim
niikleotit sirasi belirlenmistir. Bunun icin ters PZR teknigi kullanilmis ve genin stop
kodonu ile birlikte toplam 2637 baz ciftinden olustugu belirlenmistir. Bacillus cinsine ait
ait termofilik tiirlerin DNA polimeraz I genlerinin biiyiikliigu cok az degisiklik gosterir.
Bacillus caldotenax stop kodonu ile birlikte toplam 2634 niikleotitden olusurken (Uemori
vd., 19993), Bacillus stearothemophilusta’da 2631 niikleotitden olusur (Riggs vd., 1996).
Niikleotit siras1 Expasy programindan yararlanilarak amino asit sirasina doniistiiriiliip
BLAST programi kullanilarak diger organizmalardaki DNA polimerazlar ile
karsilastirildiginda, Bacillus tiirlerine ait DNA polimeraz 1 enzimlerine (B.
stearothermophilus, B. caldotenax, B. caldolyticus ve B. kaustophilus) amino asit
diizeyinde % 89 ve Mtb DNA pol I'e (Mycobacterium tuberculosis), Tag DNA pol I'e
(Thermus aquaticus), E. coli DNA pol I'e sirasi ile %59, %59, %57 oranlarinda benzer
oldugu gozlenmistir.

Clustal W programi kullanilarak Geca TK4 DNA polimeraz 1 enzimi, E. coli, G.
kaustophilus, G. stearothermophilus, M. tuberculosis ve T. aquaticus DNA pol 1
enzimlerine ait amino asit siralar1 ile karsilagtinldi. Bu polimeraz 1 enzimlerinin
tamaminda Ozellikle 5 niikleaz aktivitesinden sorumlu amino asitlerin tamami
korunmustur. 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesinden sorumlu bolgedeki korunmus amino
asitler yoniinden 3’—5’ bolge incelendiginde, sadece E. coli DNA polimeraz I'in tiim
korunmus katalitik amino asitlere sahip oldugu belirlendi. Mtb DNA polimeraz I ise sadece
E. coli DNA polimeraz I’'in D355 nolu amino asitine karsilik gelen noktada aspartik asit
amino asitini tasimakta iken diger iic korunmus amino asiti tasitmamaktadir. Diger dort
Bacillus’a ait DNA polimeraz I enzimlerinin hicbirisi bu dort korunmus amino asitten
herhangi birine sahip degillerdir. Buda E. coli DNA polimeraz I hari¢ diger tiirlere ait

DNA polimeraz I enzimlerinin neden ¢ok yiiksek 5 niikleaz aktivitesi gosterirken herhangi
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bir 3°—>5" ekzoniikleaz aktivitesi gostermemesine 1sik tutmaktadir. 5°—3’ polimeraz
bolgedeki amino asitler tiim tiirler arasinda yiiksek oranda korumustur.

DNA polimeraz I geninin tamaminin pET15b’ye klonlanarak elde edilen
rekombinant vektor, E. coli DL21(DE3) hiicrelerine aktarildi ve IPTG ile indiiklenerek
ekspresyon gozlendi. Ekspresyon iiriiniiniin Geca TK4 DNA polimeraz I oldugu ekspresyon
bant1 SDS-PAGE’den kesilip alind1 ve kiitle analizi ile dogrulandi. Enzim, 1s1 uygulamasi,
DEAE-seliiloz ve BioRex 70 kromatografisi uygulamas: ile saflagtirilarak karakterizasyon
calismalarinda kullanilmak iizere hazirlandi ve saflastirma standart hale getirildi. Ekspres
edilen proteinin aktif oldugu TCA deneyleri ile dogriilandi. Benzer sekilde mutant Gca
TK4 DNA polimeraz I enzimleri hazirlanmistir. Mtb DNA polimeraz I, afinity
kromatografi ile (Cindy vd., 2002), E coli DNA polimeraz I ve D424A mutant formu ile
Klenow fragmenti ise amonyum siilfat ve Bio Rex 70 katyonik kromatografi ile (Joyce ve
Victoria, 1995) hazirlandi. Her bir polimera i¢in izlenen yol neticesinde yeterli miktarda
enzim elde edilmistir.

Gca TK4 DNA polimeraz 1 enziminin bazi amino asitlerinin fonksiyonunu
aydmnlatmak icin enzim iizerinde F712Y ve Y721F mutasyonlar yapildi. E. coli DNA
polimeraz 1 ise D424A mutasyonu ile 3’—5° ekzoniikleaz negatif hale getirildi.
Mutasyonlar dizin analizi ile dogrulandi ve sonrasinda rekombinant enzimin eldesi i¢in
ekspresyon hiicrelerine aktarildi. Mutant enzimler, mutant olmayan orijinal formlar ile
karsilastirilarak mutasyonlarin etkisi arastirildi.

DNA polimeraz enzimleri aktivite gosterebilmek icin Mg*? iyonuna ihtiya¢ duyarlar.
Ancak Mn*? iyonu ile de sentez aktivitesi gosterebilirler. Ozellikle RNA-bagimhi DNA
polimeraz aktivitesi gosterirken Mn* iyonunu daha cok tercih ederler. Ancak Mn*? iyonu
ile hata yapma oran1 daha fazladir (Cadwell ve Joyce, 1992). Gca TK4 DNA polimeraz I
enziminin RNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesi arastirilirken benzer bir sonug elde
edildi. Bu ozelligin arastirilmasida 32/14-RNA/DNA hibrit 6rnegi kalip olarak, HIV-RT
pozitif kontrol ve E. coli Klenow fragmenti ise negatif kontrol olarak kullanildi.
Reaksiyonlar iki farkli metal iyon ile ayn ayr yapilmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
DNA polimeraz I enzimlerinin Mn** iyonu ile daha yiiksek sentez aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir (Harini vd., 2004). Deneylerin iki ayr1 metal iyon ile yapilmasi neticesinde
pozitif kontrol olarak kullanilan HIV-RT enziminin her iki metal iyon ile de yiiksek oranda
sentez aktivitesi gosterdigi ve 32-mer RNA kalibi tizerinden DNA sentezlemeyi

bagsarabildigi gozlendi. Gea TK4 DNA polimeraz I'in ve Klenow fragmentinin ise Mg*



96

iyonu ile 5 kat ve 20 kat daha fazla reaksiyon siiresi verilmesine ragmen etkili olarak iki
niikleotiti ekleyebildigi gdzlendi. Ayni reaksiyon Mn* ile yapildiginda ise her iki enzimin
32-mer RNA kalibi iizerinde sentez aktivitesi gostererek DNA sentezi yapabildigi
gosterildi. Dolayist ile enzim DNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesi i¢in Mg+2 metal
iyonunu tercih ederken RNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesi i¢in Mn** metal iyonunu
tercith etmektedir. Ayrica monovalent iyonlar yoniinden aktivite incelendiginde bu
iyonlarin aktivite lizerinde ¢ok etkisinin olmadig1 gozlendi.

Saf olarak elde edilen rekombinant Gca TK4 DNA polimeraz I enzimi ile
gerceklestirilen karakterizasyon calismalarinda enzimin bazi biyokimyasal ve fiziksel
ozelliklerinin ortaya konulmas1 amaglanmustir. Ozellikle enzimin zincir uzaklastirma ve
ddNTP’ye olan ilgisi bu aktivitelerden sorumlu oldugu diisiiniilen Y721F (zincir
uzaklastirma) ve F712Y (ddNTP duyarlilig1) mutasyonlar ile arastirild.

Enzimin en 6nemli fiziksel 6zelligi olarak optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve 1s1
kararliligi incelendi. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini belirlemek i¢in
30°C’den 70°C’ye kadar degisik sicakliklarda deneyler yapildi ve en yiiksek aktivite 55—
60°C sicaklikta elde edildi. Is1 kararliligi icin 55°C’den 85°C’ye kadar sicakliklarda 5
dakika bekletilerek buz iizerinde sogutulmus enzim ornekleri kullanildi. Ozellikle bu
enzim Ornekleri ile iire-PAGE jel deneyleri yapildiginda 70°C sicaklikta enzimi 5 dakika
bekletmenin aktivitesini ciddi oranda etkiledigi sentez aktivitesi i¢in daha fazla siireye
ihtiyag duydugu gozlendi. Daha yiiksek sicakliklar da ise aktivitenin tamamen inhibe
edildigi gozlendi. Buna karsilik 60°C civan sicakliklarda enzimin aktivitesini korudugu
belirlendi. Dolayisi ile rekombinant olarak elde edilen Gca TK4 DNA polimeraz I ile, bu
enzimin elde edildigi G. caldoxylosilyticus TK4 bakterisinin yasama sicakligindan
(optimum 55-60°C civar1) farksiz oldugu gozlendi. Belirlenen bu degerler derler diger
Bacillus tiirleri ile benzerlik gostermektedir (Uemori vd., 1993; Riggs vd., 1996).

DNA polimeraz I enzimlerinin in vitro sartlarda son niikleotiti ekleme o6zellikleri
birbirinden farklhidir. E. coli DNA polimeraz 1 enzimi son niikleotiti etkili bir sekilde
eklerken, Tag DNA polimeraz I enzimi son niikleotite ilaveten fazladan bir niikleotit daha
ekleyebilmektedir. Gca TK4 DNA polimeraz I enziminin bu 6zelligi 15A/14 (kaliba ait
son niikleotit eslesmemis dATP niikleotitidir ve enzim sentez aktivitesi ile dTTP
ekleyebilir) ve 16AA/14 (kaliba ait son iki niikleotit eslesmemis dATP niikleotitidir ve
enzim sentez aktivitesi ile iki dTTP niikleotitini pespese ekleyebilir) sentetik DNA’lar

kullanilarak incelendi. Reaksiyonlar hem dTTP hem de DIG-dUTP ile ayn ayr1 yapild.
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Kontrol olarak E. coli Klenow fragmenti ve Mtb DNA polimeraz I kullanildi. dTTP ile
yapilan deneylerde Geca TK4 DNA polimeraz I enzimin her iki DNA 6rnegi ile de aktivite
gosterdigi ve etkili bir sekilde son niikleotitleri ekleyebildigi gdzlendi. Benzer sonug E.
coli Klenow fragmenti ile de elde edildi. Ancak Mrb DNA polimeraz I enzimin tek
eslesmemis niikleotitin varliginda aktivite gosteremedigi ancak iki adet eslesmemis
niikleotitin varliginda ise ¢ok azda olsa aktivite godsterebildigi belirlendi. Ayni1 deney DIG-
dUTP ile yapildiginda ise Gca TK4 DNA polimeraz I ve E. coli DNA polimeraz I Klenow
fragmenti icin tamamen aym sonug¢ elde edildi. Ancak ayni reaksiyon sartlar1 altinda Mtb
DNA polimeraz I’'in DIG-dUTP’yi normal dNTP gibi kullanamadig1 ve sentez yapamadigi
belirlendi. 16/14 sentetik DNA substrati ile yapilan zincir uzatma deneyinde Gca TK4
DNA polimeraz I ve E. coli DNA polimeraz I Klenow fragmentinin polimeraz aktivitesi ile
pes pese DIG-dUTP ekleyerek zincirin uzamasimi gerceklestirebildigi belirlendi. Bu
ozelligi yoniinden Gca TK4 DNA polimeraz [ enzimi primerlerin 3’ uglariin
isaretlenmesinde kullanilabilir. Ozellikle 32/14 sentetik DNA ile yapilan deney sonucu
enzimin DIG-dUTP’y1 normal dNTP gibi kullandig1 ve uzayan zincirin i¢ kisimlarina
ekleyebildigi gozlendi. Bu 6zelligi sayesinde primerlerin veya DNA fragmentlerinin ic
kistmlarinin (yeni sentezlenen zincirin orta bolgesinde dATP’ye karsilik gelen kisimlarin)
isaretlenmesinde kullanilabilir.

Enzimin ozgiil aktivitesi "HdTTP eklenmesine bagli olarak scintillation aletinde
belirlendi ve enzimin o6zgiil aktivitesinin 495,000 iinite/mg oldugu belirlendi. Ozgiil
aktivite degeri E. coli DNA polimeraz I Klenow fragmenti i¢in 280,000 iinite/mg, Bst
biiyiik fragmenti icin 490,000 iinite/mg, Tag DNA polimeraz I i¢in 490,000 iinite/mg
(James, vd., 1996) ve Mtb DNA polimeraz I i¢in ise 72,000 iinite/mg’dir (Cindy vd.,
2002). Bu sonug, Geca TK4 DNA polimeraz I enziminin 6zgiil aktivitesinin yiiksek
oldugunu gostermektedir.

Rekombinant enzimin kinetik degerlerinin ve optimum DNA baglama (Kp) degerinin
belirlenmesi icin 1 nM DNA derisiminde, degisik enzim derisimleri kullanildi ve bu
degerin 0,192 nM (+/-0.37) oldugu belirlendi. Bu deger Mtb DNA polimeraz I icin 0,15
nM ve E. coli Klenow fragmenti icin 0,14 nM’dir (Cindy vd., 2002). Gca TK4 DNA
polimeraz I enzimine ait bu deger diger enzimlerden az daha yiiksek olmasi enzimin ideal
DNA’ya baglanabilmesi icin digerlerinden daha c¢ok DNA’ya ihtiya¢ duydugunu
gostermektedir. 0,192 nM DNA derisiminde en etkili bir sekilde DNA’ya baglanmanin

gerceklestigi ve daha yiiksek DNA derisiminin baglanma {izerine etkili olmadig1 belirlendi.
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KDdNTP ve K,,,; degerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar neticesinde KDdNTP degeri
21,64 uM olarak belirlendi. Bu deger maksimum dNTP baglanma derisimine esittir. Ayni
sekilde K,,; degeri hesaplandiginda, bu deger 24,99 s~ olarak belirlendi. Dolayis: ile enzim
saniyede 24,99 niikleotit (dakikada 1499 niikleotit) ekleyebilme 6zelligine sahiptir.

DNA polimeraz I enzimlerinin tek bir polipeptit {izerinde enzimatik yonden ii¢ farkli
aktivite gostermesinden dolay1 ve herbir aktivitesinin enzim lizerinde farkli bir bolgesinde
yer almasi, bu tiir enzimlerin bu yonleri ile de karakterize edilmesini gerektirir. Bunlardan
bir tanesi 5’—3’ niikleaz aktivitesidir. Enzim bu katalitik 6zelligi ile DNA 6rnegindeki 5’
eslesmemis niikleotitleri uzaklagtirir. Amino asit sekans benzerlikleri arastiriliginda Gea
TK4 DNA polimeraz I enziminin, E. coli DNA polimeraz I enziminin 5° niikleaz
aktivitesinden sorumlu olan tiim korunmus amino asitlerine sahip oldugu gozlendi (Yang
vd., 2001). Enzime ait bu ozellik 38/14/14 bloklayict DNA ve 42/14/18 flap DNA
kullanilarak arastirildiginda enzimin etkin bir sekilde 5’ niikleaz aktivitesi gosterdigi ve bu
degerin (Kp) 2,35 nM oldugu belirlendi. Overhang DNA ornekleri ile yapilan kesim
deneylerinde ise enzimin Oncelikle sarkik kismi kestigi ve bununla beraber sarkik kismin
oldugu noktada eslesmis iki niikleotitin arasindan da kesim yapabildigi gozlendi. Primere
ait 3’ ucta eslesmemis niikleotitin ise aktivite tizerine 6nemli bir etkisi olmadigi gozlendi.
Enzimin DNA iizerinde kendisi i¢in substrat olan DNA kismina baglanma ilgisi 2,35 pM
olarak hesaplandu.

DNA polimeraz I enzimleri, N ugta 5’ niikleaz aktivitesinden sorumlu bolge ile C
ucta polimeraz aktiviteden sorumlu kisim arasinda 3’—35’ ekzoniikleaz bolgesine sahiptir.
Polimeraz enzimleri bu 6zelligi ile kalip/primer DNA kompleksinde primere ait 3° ugta
eslesmemis niikleotitin uzaklastirilmasimi katalizler. Primere ait 3’ ucta eslesmemis
niikleotitin varlig1 sentezin sonlanmasina neden olur ve uzaklastirilmadigi miiddetce sentez
devam etmez. Ayrica enzim bu bolgesi ile birlikte tek zincir DNA {iizerinden de 3’—5’
yoniinde niikleotitlerin uzaklastirilmasini katalizler. Gca TK4 DNA polimeraz I enziminin
bu 6zelligi hem primere ait 3’ ugta eslesmemis baz iceren ¢ift zincir DNA ile hem de tek
zincir DNA ile arastirildiginda enzimin, herhangi bir 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahip
olmadig1 gozlendi. Aminosit sirasi incelendiginde tiim polimeraz enzimlerinin orta
kisminda 3’—5’ ekzoniikleaz bolge yer almaktadir, ancak her polimerazda bu bolge aktif
degildir. Bunun nedeni arastinldiginda E. coli DNA polimeraz I’de bu bolgesinde yer alan
dort adet korunmus amino asitin (D355, E357, D424 ve D501) bu aktivite i¢in hayati

oneme sahip oldugu ortaya ¢ikti. Bu amino asitlerden herhangi birinde olusacak mutasyon
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bu aktivitenin tamamen kaybolmasina neden olmaktadir (Derbyshire vd., 1995). Gca TK4
DNA polimeraz I ise, bu korunmus amino asitlerden sadece bir tanesine sahiptir (E323).
Diger korunmus amino asitlere sahip olmamasindan dolay1 bu aktivite ile ilgili bolgesine
sahip olmasina ragmen fonksiyonel olarak bu aktiviteyi gostermemektedir.

DNA polimeraz enzimleri arasinda ddNTP’ye olan ilgide farkliliklar vardir. Ornegin
Mtb DNA polimeraz I enziminin ddNTP’ye kars1 ilgisi ¢ok fazladir ve aym reaksiyon
ortaminda dNTP veya ddNTP oldugu durumlarda ddNTP’yi ¢ok etkili bir sekilde taniyip
kaliba uygun olarak eklemektedir (Cindy vd., 2001). Gca TK4 DNA polimeraz I enzimin
ddNTP’ye duyarliligi iki farkli sekilde arastirildi ve her iki durumda da enzimin ddNTP’ye
ilgisinin ¢cok zayif oldugu belirlendi (Sekil 40 ve 41). Ozellikle ddNTP’nin dNTP’den 14
kat kadar daha fazla kullanilmasina ragmen enzimin yine de dNTP’yi taniyip eklemesi
ilgisinin ANTP y6niinde oldugunu gostermistir. T7 DNA polimeraz I ile yapilan calismalar,
T7 DNA polimeraz enziminin 526 numarali tirozin aminositinin ddNTP’nin taninmasindan
sorumlu oldugu belirlenmistir. E. coli DNA pol I ve Tag DNA pol I enzimlerinde bu amino
asite karsilik gelen noktada fenilalanin amino asiti vardir. Bu amino asit tirozin amino
asitine doniistiiriildiigiinde E. coli DNA polimeraz I ve Taq polimeraz I'in ddNTP
duyarliliginin siras1 ile 200 kat ve 8000 kat arttign gozlenmistir (Tabor ve Richardson,
1995). Gca TK4 pol I enziminde de ayni1 noktada 712 numarali fenilalanin amino asiti
tirozin amino asitine doniistiiriilerek ddNTP’ye duyarlilik tekrar arastirildiginda dort ANTP
ve bir ddNTP’nin degisik derisimlerinde enzimin ortamda ilgili niikleotitin varliginda dahi
daima ddNTP niikleotitlerini taniyip sentez reaksiyonunda kullanmasi, dNTP’ye olan
biiyiikk ilginin mutasyon ile ddNTP’ye doniistiigiinu gostermistir. Dolayist ile enzim
tizerindeki bu amino asitin ANTP ve ddNTP arasindaki ayirimindan sorumlu oldugu
soylenebilir.

Hata yapma oran1 DNA polimeraz enzimleri i¢in 6nemli bir kriterdir. Bu 6zellik
DNA polimeraz familyalart i¢cinde %100’den 10.000.000 milyonda 1’e kadar degisim
gostermektedir (Thomas, 2004). Gca TK4 DNA polimeraz I i¢in bu deger 60°C’de
arastirildiginda 40,000 niikleotitde 1 niikleotit olarak belirlendi. Ayni reaksiyon 37°C’de
yapildiginda ise hata oraninin ¢ok ¢ok daha az oldugu belirlendi. Bu da sicakligin DNA
polimeraz enzimlerinin fidelitisi {izerine etkili oldugunu gostermektedir. Fideliti E. coli
Klenow fragmenti ve Mtb DNA polimeraz I kullanilarak arastirildigida ise 60°C’de Gca
TK4 DNA polimeraz I’in hata oraninin E. coli DNA polimeraz I’e benzer oldugu, 37°C’de
ise Mtb DNA polimeraz I’e benzer oldugu gozlendi.
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DNA polimeraz I enzimleri in vivo sartlarda DNA replikasyonu esnasinda Okazaki
fragmentlerinin uzaklastirllmasindan sorumludur ve bu aktiviteyi zincir uzaklastirma
fonksiyonu ile gergeklestirirler. E. coli DNA polimeraz 1 enziminde 771 numarah
fenilalanin amino asitinin bu aktivite lizerinde ©Onemli etkisi oldugu gosterilmistir
(Kamalendra vd., 2007). Gca TK4 DNA pol I enziminde bu amino asite karsilik gelen 721
numarali amino asitin tirozin amino asitine doniistiiriilerek Gca TK4 DNA pol I’in zincir
uzaklastima aktivitesi arastirildi. E. coli DNA polimeraz I enzimi ise pozitif kontrol olarak
kullanildi. Bu 6zellik hem sarkik u¢ tasiyan DNA hem de bloklayict DNA kullanilarak
yapildiginda Gea TK4 DNA pol I enziminin zincir uzaklastirma aktivitesine sahip oldugu
ve mutasyon neticesinde ise bu aktivitenin daha da arttig1 gozlendi.

Biitiin bu veriler birlikte degerlendirildiginde, G. caldoxylosilyticus TK4 susundan
klonlanip E. coli’de ekspres edilen DNA polimeraz I enziminin, DNA polimeraz I
enzimlerinin genel ozelliklerini paylastig1 belirlenmistir. Diger Bacillus DNA polimeraz
enzimleri ile benzer 1s1 kararliliglr gostermistir. 70°C ve iizeri sicakliklarda kararliligim
kaybetmesi PZR uygulamalarinda kullamighliginin olmadigimi géstermistir. Ancak F712Y
mutasyonlu Geca TK4 DNA polimeraz I’in ddNTP ilgisi arttigindan manuel sekanslama
calismalarinda kullanilabilir. Ayrica DIG-dUTP’yi normal dNTP gibi kullanmasinm ve son
niikleotiti ekleyebilme 6zelliginden dolay1 6zellikle primere ait 3’ ucun DIG-dUTP veya

diger isaretli niikleotitlerle isaretlenmesinde kullanilabilir.



5. SONUCLAR

Doktora tezi olarak hazirlanan ‘termofilik Geobacillus caldoxylosilyticus TT4
susundan DNA polimeraz I’in klonlanmas1 ve karakterizasyonu’ baslikli ¢calismasindan su
sonuglar elde edilmistir:

1. Gca TK4 bakterisinin DNA polimeraz I genine ait tiim niikleotit sirast belirlendi.

2. DNA polimeraz 1 geni pET-15b ekspresyon vektoriine klonlanarak T7
promotorunun altinda ekspres edilerek proteine doniistiiriildii.

3. Rekombinant protein 1s1 uygulamasi ve kromatografi yontemleri ile saflagtirildi,
Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin 55-60°C civari, optimum metal iyonunun
ise Mg* (7 mM) iyonu oldugu, 70°C ve iizeri sicakliklarda ise aktivitesini kaybettigi
belirlendi.

4. DNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesi i¢in 6zgiil aktivitesi 495,000 iinite/mg
olarak belirlendi.

5. Enzim, DIG-dUTP ile DNA sentezi yapabilmekte ve kalip DNA’ya son niikleotiti
ekleyebilmektedir.

6. MgJr2 iyonu kullanildiginda enzimin, RNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesi
gostermekte, ancak Mn*? iyonu kullanildiginda RNA kalibi iizerinden DNA sentezi
yapabilmektedir.

7. Enzimin herhangi bir 3°—5’ ekzoniikleaz aktivitesi belirlenmemistir.

8. 5’ niikleaz aktivite i¢in tiim korunmusg amino asitlere sahiptir ve 6zellikle 5* sarkik
ucun kesimini katalizlemektedir. Bununla beraber sarkik ucun olustugu kisimda eslesmis
iki niikleotit arasindan da kesim yapabilmektedir.

9. ddNTP’ye ilgisinin ortamda aynt ddNTP’nin dNTP formu oldugunda ¢ok az
oldugu ancak ortamda ddNTP’nin dNTP formu yoksa ilginin ddNTP’ye ¢ok fazla oldugu
belirlendi. 712 numarali fenialanin amino asitinin tirozine mutasyonu ile elde edilen
mutant enzimde ise dNTP’ye olan ilginin dNTP’den tamamen ddNTP’ye doniistiigii
belirlendi.

10.F712Y mutasyonu ile ddNTP’ye ilgili hale getirilen enzimin sekans belirleme
calismalarinda kullanilabilmesi i¢cin 5 niikleaz domeinin tamamen uzaklastirilmasi
gerektigi veya mutasyonla bu bolgenin aktivitesinin ortadan kaldirilmast gerektigi

belirlendi.
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11. Yaban tip enzimin zincir uzaklastirma aktivitesine sahip oldugu belirlendi.
Ozellikle 2007 yilinda (Kamalendra vd. 2007) tanimlanan ve E.coli’ den zinzir degistirme
aktivitesinde sorumlu oldugu belirlenen 721 numarali tirozin amino asiti fenilalanine
doniistiiriiliince elde edilen mutant enziminin bu aktiviteyi daha etkili gerceklestirdigi

belirlendi.



6. ONERILER

20. yiizyilin ikinci yansinda ozellikle molekiiler tekniklerdeki ilerlemeye paralel
olarak enzimlere ait 6zelliklerin belirlenmesinde de artis olmus ve enzimler cok yonlii
olarak incelenmislerdir. Hem tanimlanan enzim sayisi ve ¢esidinde artis olmus, hem de
gilinliik hayatta uygulama alanlarinda artis olmustur. Molekiiler biyolojideki hizli
gelismeler neticesinde hergiin degisik kaynaklardan enzimlerin saflastirilmasi ve
karakterizasyonuna ilaveten, var olan enzimlerin bircok yeni Ozellikleri ortaya
cikarilmaktadir. Bu enzimlerin en 6nemlilerinden biri olan termofilik DNA polimeraz
enzimleri, molekiiler alandaki ilerlemelere hiz katmistir. Bu calisma, yeni bir tiir olan
Geobacillus caldoxylosilyticus’in (Gca TK4) TK4 susunun DNA polimeraz I geninin bir
vektore klonlanip Escherichia coli’de (E. coli) ekspres edilmesi acisindan Onem arz
etmektedir. Izlenen yol enzim iiretimini daha kolay hale getirmistir. Ciinkii bu sekilde gen
indiiklenebilir bir promotorun altinda oldugundan kolayca ekspres edilip, gen {iiriinii saf
halde elde edilebilmektedir.

Termofilik DNA polimerazlar 6zellikle in vitro sartlarda DNA’nin kismi olarak
cogaltilmas1 ve DNA’nin sekans analizi i¢in onemlidir. Termofilik olmayan diger DNA
polimeraz I enzimleri PZR reaksiyonlarinda gen cogaltmak amaci ile kullanilamaz ise de
sekans belirleme caligmalarinda kullanilirlar. Dolayisi ile Gea TK4 susundan izole edilen
DNA polimeraz I enzimi in vitro manuel sekans calismalarinda kullanilma potansiyeline.

Hibridizasyon calismalarinda prob isaretlenmektedir ve probun iyi isaretlenmesi
hibridizasyon calismalarinda giizel sonu¢ almak acisindan énem arz etmektedir. Gea TK4
susundan izole edilen DNA polimeraz I enziminin DIG-dUTP’yi normal dANTP gibi
kullanarak DNA {iizerinden sentez yapabilmesi ve 6zellikle de son niikleotiti ekleyebilmesi
prob isaretlemek i¢in uygun bir enzim oldugunu gostermistir.

Ayrica yeni mutasyonlar ile enzimin sekans calismalarinda kullanilighg daha ileri

diizeyde arastirilarabilir.
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