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ONSOZ

“Termofilik Geobacillus caldoxylolyticus TK4 Susundan Matojenik Amilaz Geninin
Klonlanmasi, Ekspresyonu ve Karakterizasyonu” baslikli bu ¢calisma TUBITAK 106T696
nolu proje tarafindan desteklenmis olup, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisti, Kimya Anabilim Dalinda Doktora Tezi olarak hazirlanmistir. Vermis oldugu

destek icin TUBITAK ’a tesekkiir ederim.

Akademik hayata birlikte merhaba dedigim, yiiksek lisans ve doktora tez
danigmanligimu {iistlenerek beni onurlandiran, bu projenin planlanip hayata gecirilmesinde
cok biiytik katkilari olan ve ayrica, ¢calisma hayati disinda kendisine ihtiya¢ duydugum her
noktada yanimda olan degerli hocam Do¢.Dr. Ahmet COLAK ’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Calismalarim esnasinda kullandigimiz bakterinin temin edilmesinde ve bunun
yaninda ¢alismam boyunca bilimsel anlamda degerli katkilariyla beni destekleyen ve bana
yol gosteren Prof.Dr. Ali Osman BELDUZ’e, Y.Dog.Dr. Sabriye CANAKCI'ya ve
Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda c¢alisan arkadaslarima tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisans ve doktora ¢alismalarimiza birlikte basladigimiz, o glinden bugiine
kadar da bana katlanmak zorunda kalan ve calismalarim esnasinda c¢ok biiylik destek
gordiigiim, degerli ¢alisma arkadaslarim Ars.Gor. Melike YILDIRIM, Ars.Gér. Ozlem
FAIZ ve Ars.Gor. Melek COL’a ve ayrica Y.Dog.Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA’ya
tesekkiir ederim.

Ve hayatimin her aninda, maddi manevi desteklerini hi¢gbir zaman benden
esirgemeyerek buglinlere gelmemde biiyiik emek harcayan ve haklarin1 asla

ddeyemeyecegim sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Iyi ki varsiniz...

Yakup KOLCUOGLU
Trabzon, 2009
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OZET

TUBITAK, 106T696 nolu proje kapsaminda gerceklestirilen bu ¢alismada, yeni bir
termofilik sus olan Geobacillus caldoxylolyticus TK4’den bir genomik DNA kiitiiphanesi
olusturuldu. Bu kiitiiphaneden elde edilen veriler ve bu verilere dayanilarak yapilan invers
PCR’lar sonucunda, 1740 bazdan olusan bir maltojenik amilaz (Gca TK4 MA) geninin tam
DNA sirasi belirlendi. Bu DNA sirasinin, amino asit sirasina ¢evrildikten sonra BLAST
programi ile incelenmesi sonucunda, Bacillus thermoalkalophilus MA’ma %86 ve
Geobacillus stearothermophilus MA’1na %77 oraninda benzedigi tespit edildi. pET-28a(+)
vektoriine klonlanan Gea TK4 MA geni, Escherichia coli BL21(DE3)pLysS’de ekspres
edildi. N-ucunda histidin kuyrugu (6xhis tag) iceren rekombinant protein, Nikel afinite
kromatografisi ile saflastirildi. SDS-PAGE sonucunda, saflastirilan proteinin tek bir cins
polipeptitten olustugu belirlendi. Yapilan teorik hesaplamada, histidin kuyrugu iceren
rekombinant proteinin alt birim molekiil agirliginin 70,03 kDa oldugu bulundu. Enzim
aktivitesi P-siklodekstrin substrati varliginda belirlendi. Enzimin optimum pH ve
sicakliginin, sirastyla 7,0 ve 50 °C oldugu tespit edildi. Rekombinant enzimin, 4 ve
50 °C’lerde, pH 3,0-9,0 araligindaki tamponlarda ayri ayr1 7 giin inkiilbe edilmesiyle
yapilan pH kararliligi ¢alismasinda, enzimin 50 °C’de daha yiiksek bir kararliliga sahip
oldugu goriildii. Enzimin, 90 °C’de 7 giin inkiibe edildiginde aktivitesini %20 oraninda
korudugu gozlendi. Reaksiyon ortamina nihai konsantrasyonlar: 5 mM olacak sekilde Li",
Co™, Fe*" ve Cu® ilave edildiginde aktivitede kismen bir azalma oldugu, Mn®" ilave
edildigi durumda ise aktivitede dnemli dl¢lide artis oldugu tespit edildi. Ayrica, reaksiyon
karisimlarina %1 nihai konsantrasyonda SDS ve EDTA ilave edildiginde enzim
aktivitesinin 6nemli Olc¢lide azaldigi gozlendi. Bu sonuglar, elde edilen rekombinant
Gca TK4 MA’m, 1sil ve pH kararlilign ve diger ozellikleri agisindan endiistriyel

uygulamalarda kullanilabilecek bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Geobacillus caldoxylolyticus TK4, Maltojenik Amilaz, Termofilik
Bakteri, Rekombinant DNA, Protein Saflastirma, Karakterizasyon
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SUMMARY

Cloning, Expression and Characterization of a Maltogenic Amylase of
Geobacillus caldoxylolyticus TK4

In this study, supported by TUBITAK (Project number is 106T696), a genomic
DNA library was made from thermophilic Geobacillus caldoxylolyticus TK4 strain. The
whole DNA sequence of a maltogenic amylase (Gca TK4 MA) gene consisting of 1740 bp
was determined by performing inverse PCRs. Amino acid sequence alignments were done
by using BLAST programme. The results indicated that the amino acid sequence of the
Gca TK4 MA was highly similar to Bacillus thermoalkalophilus MA and Geobacillus
stearothermophilus MA 1n the ratios of 86% and 77%, respectively. The gene was cloned
into pET28a(+) vector and expressed in Escherichia coli BL21(DE3)pLysS with
his-tagged (6xhis tag) at the N-terminus. The protein was purified by using one-step nickel
affinity chromatography. SDS-PAGE showed that the purified protein was only one kind
of polypeptide chain. The calculated subunit molecular weight of the his-tagged
recombinant protein was 70.03 kDa. The enzyme activity was determined by using
B-cyclodextrine as a substrate. pH and temperature optima of the enzyme were determined
as 7.0 and 50 °C, respectively. When the enzyme was separately incubated at 4 °C and
50 °C in the buffer solutions (pHs ranging from 3.0-9.0) for 7 days, it showed higher
stability at 50 °C than 4 °C. When the enzyme was incubated at 90 °C for 7 days, enzyme
retained about 20% of its original activity. The activity of recombinant Gca TK4 MA was
partially inhibited by Li", Co®", Fe*", and Cu*'metal ions at 5 mM final concentration.
When Mn®" was used, the activity highly increased. Moreover, enzyme activity was
significantly inhibited by SDS and EDTA at the final concentration of 1%. It is clear from
the present results that the pH- and thermo- stabilities and other biochemical features of the

recombinant enzyme make it potential for industrial applications.

Key Words: Geobacillus caldoxylolyticus TK4, Maltogenic Amylase, Thermophilic
Bacteria, Recombinant DNA, Protein Purification, Characterization
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Enzimlerin bir¢ok uygulamadaki rolii olduk¢a uzun siireden beri bilinmektedir.
Ortaya c¢ikiglari, mikroorganizmalardaki enzimlerin ekmek ve peynir yapimi gibi
islemlerde kullanilmasiyla yakindan iliskilidir. Isil kararli enzimler simdiye kadar baslica
termofilik organizmalardan izole edilmistir ve kendilerine has {istiin kararhiliklarindan
dolay1 bir¢ok ticari uygulamada kullanilmiglardir (Haki ve Raksit, 2003). Bu alandaki
gelismeler oldukca fazla sayidaki termofilik mikroorganizmanin diinyanin farkli
yerlerindeki ekolojik bolgelerden elde edilmesi ve bu enzimlerin, s6z konusu
mikroorganizmalardan uygun 0ziit hazirlama metotlariyla agiga c¢ikarilmasiyla miimkiin
olmaktadir (Bharat ve Hoondal, 1998; Antranikian vd., 1987; Bauer vd., 1999; Kohilu vd.,
2001).

Endiistride kullanilan enzimler i¢in 1s1l kararlilik en énemli 6zelliklerden biridir. Bu
sebeple, termofilik canlilar, 1s1l kararli maltojenik amilazin elde edilmesi i¢in oldukga
onemli kaynaklardir. Ancak maltojenik amilazin bu organizmalarda diisikk miktarda
tiretilmesinden dolay1 bu canlilarin direkt olarak kullanimlar1 pek uygun degildir. Bundan
dolay1, prokaryotik sistemlerde yabanci proteinlerin fazla miktarda {iretimiyle
gerceklestirilen molekiiler yaklasimlar, maltojenik amilazin ekonomik acidan ciddi
miktarda {liretimi i¢in oldukca iyi bir alternatif olmaktadir. Diger amilazlarin aksine ¢ok az
miktarda maltojenik amilaz geni Bacillus ve Thermus tiirlerinden klonlanmistir (Cho vd.,
1999; Kim vd., 2003).

Termofillerden elde edilen 1s1l kararli enzimler, kendi dogalarinda var olan 1s1l
kararliliklar1 ve bunun yaninda denatiire edici kimyasallara, u¢ noktalardaki asidik ve bazik
sartlara, deterjanlara, organik coziiclilere ve inhibitdrlere karsi dayanikli olmalarindan
dolay1 oldukc¢a fazla sayida ticari uygulamada kullanilmaktadir. Bu 1s1l kararli enzimler
icinde maltojenik amilazlar endiistride en yaygin kullanilan amilazlardir (Liu vd., 2006).
Yiyecekle iligkili endiistrilerde aminoasitlerin sentezinde (Satosi vd., 2001) yine 1s1l kararl
enzimler kullanilmaktadir. Bunun yaninda, petrol, kimyasal ve biber endiistrisinde stilfiir

bulasmas1 sonucu olusan kirliligin ve gliserolden olusan 1,3-propandiol gibi kimyasallarin



zehirli etkilerinin giderilmesinde (Peter, vd., 2001) ve dibenzotiyofen gibi bilesiklerin

biyoparcalanmasinda bu enzimlerden faydalanilmaktadir (Bahrami, vd., 2001).

1.2. Rekombinant Enzim Uretiminin Avantajlar

Distik dogal ekspresyon seviyeleri, bir¢ok proteinin dogal kaynaklarindan izole
edilmesini ve c¢alisilmasini zorlastirmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimi ile
birlikte, bu teknik zorlugun iistesinden gelinmektedir. Giiniimiizde, temel olarak,
fonksiyonu bilinen veya bilinmeyen herhangi bir proteini kodlayan gen veya cDNA izole
edilebilmekte ve uygun bir ekpresyon sistemine klonlanabilmektedir. Bugiin, bir¢ok
protein gerek endiistriyel anlamda ve gerekse akademik anlamda olsun rekombinant olarak
tiretilebilmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi protein {iretiminde, rekombinant
olmayan proteinlere gore 3 6nemli avantaja sahiptir;

e Kaynak kullanim1 probleminin ¢oziilmesi: Bazi proteinlerin (sitokinler gibi) dogal
ortamlarinda diisiik konsantrasyonlarda {iretilmesi, bu proteinlerin biiyilik
miktarlarda iiretilme zorlugunu arttirmakta veya imkansiz hale getirmektedir.
Uygun ekspresyon sistemlerinin kullanimi ile bu problem agilmaktadir.

e Kaynak giivenligi probleminin ¢6ziilmesi: Birgok protein, dogada tehlikeli veya
patojenik tiirler tarafindan iiretilirler (yilanlar ve ¢esitli mikrobiyal patojenler gibi).
Bu durum, ham maddelerin bu organizmalardan elde edilmesini zorlastirmakta ve
elde edilecek son fliriinde zehirli bilesenlerin var olma ihtimalini artirmaktadir.
Patojen ve zehirli olmayan konakg1 bir hiicrede rekombinant iiretim yardimiyla bu
zorluklarin iistesinden gelinebilmektedir.

e Protein miihendisligi ile, proteinlerin amino asit sirasinda hedeflenen degisimler
yapilabilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimi ile birlikte, bir proteinin aminoasit
sirasinda  degisiklikler yapilabilmektedir. Onceden belirlenmis spesifik aminoasitleri
kodlayan niikleotit siralarinin kontrollii olarak degistirilmesini gerektiren bu islem, bolge-
spesifik mutasyon veya protein miihendisligi olarak tanimlanmaktadir. Bu degisimler,
ekleme (insertion), c¢ikarma (deletion) veya yer degistirme (substitution) seklinde
olabilmektedir. Son zamanlarda, enzim miihendisligi ile birlikte katalitik aktivite ve/veya

151l ve pH kararlilig1 artirmak i¢in oldukga fazla caba harcanmaktadir (Walsh, 2002).



1.3. Protein Kaynagi Olarak Mikroorganizmalar

Endiistriyel kullanimi olan bir¢ok protein rekombinant olmayan mikrobiyal
kaynaktan iiretilmektedir. Bu proteinlerin ¢ogu “genellikle giivenli (generally recognized
as safe, GRAS)” olarak smiflandirilan sinirli sayidaki mikroorganizma tarafindan

sentezlenirler (Tablo 1).

Tablol. Genetik olarak degistirilmemis mikroorganizmalardan ticari olarak elde edilen
baz1 proteinler

Protein Kaynak Kullanim Alani

Streptokinaz Hemolitik Streptococci’ler Trombolik ajan
(kan pihtilarini pargalar)
Tetanoz toksoid Clostridium tetani’den elde edilen Tetanoz asisi
formaldehit uygulanmis toksin
Asparaginaz Erwinia chrysanthemi veya Kanser tedavisi

Escherichia coli

Glukoz oksidaz Aspergillus niger Kan glukoz seviyesinin
belirlenmesi

Alkol dehidrojenaz Saccharomyces cerevisae Kan alkol seviyesinin
belirlenmesi

Amilazlar Bacilli, Aspergillus oryzae tiirleri Nisastanin par¢alanmasi

Proteazlar Bacilli ve Aspergilli tiirleri Gida ve deterjan gibi alanlarda

proteinlerin par¢alanmasi
Seliilazlar Trichoderama tiirleri, Seliilozun pargalanmasi

Aspergillus niger

Bu organizmalar, diger Bacilli, Lactobacilli ve Streptomyces tiirlerine ilave olarak
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens gibi bakterileri igermektedir. GRAS olarak
siiflandirilan mantarlar ise Aspergillus, Penicillium, Mucor ve Rhizopus tiirlerinin
tiyelerini icermektedir. Saccharomyces cerevisae gibi mayalar da genelde giivenli olarak
tanimlanirlar. GRAS olarak tanimlanan mikroplar, patojen ve toksik olmayan ve genellikle
antibiyotik iiretmeyen organizmalardir. Mikroorganizmalar, kisa siirede oldukca fazla
miktarlarda iiretilebildikleri i¢in protein kaynagi agisindan oldukea ilgi ¢ekicidirler. Bu
sebeple, istenilen proteini bol miktarda ve siirekli olarak tiretebilen kaynak olmaktadirlar.

Mikrobiyal proteinler, genellikle bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen benzer



proteinlere oranla daha kararlidirlar. Bunun 6tesinde, mikroplar genetik olarak hayvan ve

bitkilerden daha kolay degistirilebilirler.

1.4. Termofilik Mikroorganizmalar

Diinya lizerinde yasayan canlilara bakildiginda bunlarin, bakteriler (Obakteriler),
arkebakteriler ve 6karyotlar olmak tizere ii¢ grup altinda toplandigi goriilmektedir (Woese
vd., 1990). Bakteriler, biiyliyebildikleri sicaklik araliklarina gore sakrofiller, mezofiller ve
termofiller olmak {izere {i¢ gruba ayrilirlar. Sakrofiller, -10 °C’ye kadar olan sicakliklarda
biiyliyebilirler fakat optimum biiylime sicakliklar1 15 °C civarindadir. Mezofiller, 20-45 °C
arasinda biiyiliyebilme yetenegine sahiptirler ve insan sagligi agisindan patojen olan
bakterilerde bu sinif dahildir. Termofiller ise genel olarak 45 °C’nin iizerindeki
sicakliklarda ve hatta kaynar sularda bile yasayabilen bakteri grubudur. (Brock, 1985;
Li vd., 2005). Termofil organizmalar, termotolerant veya termofil, hipertermofil ve
ekstrem termofil olmak lizere ii¢ grup igerisinde siniflandirilmaktadirlar (Burhan vd.,
2003). Hipertermofiller 80-110 °C arasinda yasayabilen canlilardir. Kara ve denizdeki
sicak ortamlardan izole edilen bu organizmalardan elde edilen enzimler (hipertermofilik
enzimler) yiiksek 1s1l kararliliga sahiptirler ve 70 °C’nin {izerinde optimal aktivite
gosterirler. Bu  enzimlerden bazilari 110 °C’nin iizerinde de aktivitelerini
koruyabilmektedirler (Vieille vd., 1996). Termofilik organizmalarin en iyi biyiidiigii
sicaklik araligr ise 50 °C ile 80 °C arasindadir. Bu organizmalardan elde edilen enzimler
(termofilik enzimler) hipertermofilik ve mezofilik enzimlerin arasinda bir 1s1l kararlilik
ozelligi gosterirler ve genellikle 60 °C ve 80 °C arasinda optimum aktiviteye sahiptirler.
Termofilik ve hipertermofilik enzimler yiiksek sicakliklarda aktif olduklarindan dolay1
genellikle 40 °C’nin altindaki sicakliklarda aktivite gostermezler (Vieille ve Zeikus, 2001).

1.4.1. Termofillerin Yiiksek Sicakhiklara ve Denaturasyona Karsi
Dayamkhhklar:

Mikroorganizmalar, yasayan tiim canlilar gibi canliliklarini siirdiirebilmek ig¢in
yasadiklar1 ortama adapte olmak zorundadirlar. Termofillerin igerdikleri proteinlerin
yiiksek sicakliga, denaturasyona ve proteolize karsi dayanikli olduklari bilinmektedir

(Kumar ve Nussinov, 2001). Saperonlar olarak bilinen 06zellesmis proteinler, bu



organizmalar tarafindan bolca iiretilir ve bunlar denaturasyondan sonra proteinlerin tekrar
dogal formlarinda katlanmasina ve fonksiyonlarini tekrar kazanmalarina yardimci olurlar
(Everly ve Alberto, 2000). Termofillerin hiicre membranlari doymus yag asitlerinden
olusmustur. Doymus yag asitleri hiicreye hidrofobik bir ortam saglar ve bu durum yiiksek
sicakliklarda hiicrenin yagama sansini arttirir (Herbert ve Sharp, 1992). Termofillerde
revers DNA giraz yardimiyla olusturulan siiper sarmal DNA yapis1 mevcuttur (Lopez,
1999). Bu, DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin bozulma noktasin1 en azindan organizmanin
cogalma sicakligina kadar yiikseltir. Ayrica termofiller, 1s1l dayaniklili§i olmayan
organizmalarla elektrostatik, disiilfiir kopriileri ve hidrofobik etkilesimlerini arttirarak

ylksek sicakliga dayanikli hale gelebilirler (Kumar ve Nussinov, 2001).

1.4.2. Termofilik Organizmalarin Biyoteknolojide Kullanimi

Termofilik organizmalar, biyoteknoloji acisindan biiyiik faydalar saglamaktadir
(Brock, 1986). Termofillerin biyoteknolojiye sagladigi katkilar; termofilik organizmalar
kullanilarak baz1 yakit ve kimyasallarin iiretimi, fermentasyon yapabilen bu organizmalar
kullanilarak genetik manipulasyonlarin yapilabilmesi ve termofil enzimlerin potansiyel
olarak endiistride kullanilmasi olarak siralanabilir. Biyoteknoloji agisindan termofilik
organizmalarin  en  O6nemli  Ozellikleri,  biyokimyasal  reaksiyonlar1  normal
organizmalardakinden c¢ok daha yiiksek sicakliklarda katalizleyebilen enzimleri
iiretebilmeleridir. Buna ilave olarak, termofillerden elde edilen enzimler, normal
sicakliklarda diger enzimlere gore daha dayaniklidirlar ve bu sebeple bu organizmalardan
elde edilen iiriinler daha uzun omiirlii olmaktadirlar (Brock, 1986).

Termofilik organizmalarin, ¢esitli endiistriyel islemlerin meydana getirilmesinde
etkin olarak kullanilan asir1 sartlarda fonksiyonel olabilen 6zel biyokatalizorleri yani
enzimleri tirettikleri bilinmektedir. Bu enzimlerden bazilar1 saflastirilmis ve basarili bir
sekilde klonlanip, mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu enzimlere 6rnek olarak,
DNA polimerazlar, ekstraselliiler-polimer-parcalayan enzimler (amilazlar, pullulanazlar,
siklodekstrin glikozil transferazlar, seliilazlar, ksilanazlar, kitinazlar, proteazlar) ve gida,
kimya ve farmakoloji endiistrilerinde ve cevresel biyoteknolojide kullanilan DNA’y1
modifiye edebilen enzimler verilebilir. Bu enzimler ayni zamanda c¢ok sayidaki farkli

deterjan ve ¢oziiciilere kars1 da direnglidir (Aguilar, 1996).



Termofilik enzimlerin en ¢ok kullanildig1 alanlardan birisi de karbohidratlarin
tiirevlendirilmesidir. Bununla birlikte halen bu modifikasyon islemini daha spesifik ve
daha etkili bir sekilde katalizleyebilecek enzimler iizerindeki arastirmalar devam
etmektedir. Son zamanlarda, karbohidratlara bagimli olan endiistri kollarinda ilave
ozelliklere sahip olan enzimlere, 6zellikle de termofilik enzimlere olan ilgi giin gegtikce
artmaktadir. Karbohidratlar1 modifiye edebilen enzimler, kagit endiistrisinde oldugu kadar
besin endiistrisinde de hidroliz olaylarinin meydana getirilmesinde kullanilmaktadir
(Priest, 1984). Ayrica bu enzimler karbohidratlara bagimli olan bazi bilesiklerin
tirevlendirilmesinde ve sentezlerinde de aktif olarak yer almaktadir. Bu enzimlere
amilazlar, pullulanazlar, a-glukozidazlar, siklodekstrin glikoziltransferazlar, glukoz

izomerazlar, ksilanazlar ve lipazlar 6rnek olarak verilebilir (Aguilar, 1996).

1.5. Isil Kararh Enzimler

Termozimler olarak da adlandirilan termofilik ve hipertermofilik enzimler,
ekstremofillerden elde edilen ve ekstremozimler olarak adlandirilan diger bir enzim
smifinin iyesidirler (Vieille vd., 1996). Termozimler, mezofilik enzimlerin veya
kimyasallarin yerini alarak, bir¢cok endiistriyel uygulamada kullanilabilmektedirler. Bu
durum, proseslerin optimize edilmesinde yeni avantajlar saglamaktadir (Bruins vd., 2000).
Ekstremozimler yiiksek tuz igeren ortamlarda (halozimler), yiliksek alkali ortamlarda
(alkalozimler) ve diger ug sartlarda (basing ve asitlik vb.) fonksiyon gosterebilirler (Adams
vd., 1995; Lowe vd., 1993). Isil kararli enzimler (termofilik ve hipertermofilik enzimler)
zorlu endistriyel uygulamalara en iyi uyumu sagladiklarindan ve sahip olduklar
ozelliklerden dolay1 (yliksek sicakliklarda kararli ve aktif olmalar1), mezofilik veya
sakrofilik enzimlere oranla ¢ok daha biiyiik biyoteknolojik avantajlara sahiptirler (Li vd.,
2005; Leushner ve Antranikan, 1995; Fredrich ve Antrakian, 1996; Vieille ve Zeikus,
2001). Bu avantajlar su sekilde ifade edilebilir;

e Mezofilik konakg¢ilarda ekspres edildiklerinde 1s1 muamelesi ile saflastirilmalar1 cok

kolaydir.

e Denatiire edici kimyasallara (bir ¢oziicii veya guanidinyum hidrokloriir gibi) karsi

direncli olmalari, 1s1l kararliliklar ile iliskilendirilir.



e Enzimatik reaksiyonlarin yiiksek sicakliklarda gerceklestirilmesi ile yiiksek
konsantrasyonda substrat kullanimi, daha diisiik viskozite, daha az mikrobiyal
kontaminasyon riski ve genellikle daha yiiksek reaksiyon hizlari elde edilir (Vieille
ve Zeikus, 2001).

e Reaksiyonun yiiksek sicaklikta gergeklesmesiyle viskozitenin azalip substrat
difiizyonunun artmasiyla birlikte iirlin olusumu da artar. Bu gibi enzimler ayrica
protein miithendisligi icin 6nemli olan 1s1l kararliligin ve aktivitenin anlagilmasinda
model olarak kullanilabilirler (Mozahev, 1993; Krahe vd., 1996).

Biyokatalitik c¢evrimlerde ve endiistriyel uygulamalarda kullanilan 1s1l kararl

enzimlerin bazilar1 Tablo 2. de gosterilmistir.

Tablo 2. Isil kararli enzimlerin biyogevrim reaksiyonlart ve uygulamalari

Enzim Sicaklik araligi (°C) Biyogevrim Uygulama
o-Amilaz (Bakteriyal) 90-100 Nisasta—Deksroz Surup Nisasta hidrolizi, firincilik,
deterjan
o -Amilaz (Mantar) 50-60 Nisasta—Deksroz Surup Maltoz {iretimi
Pullulanaz 50-60 Nisasta—Deksroz Surup  Glukoz surubu {iretimi
Kitinaz 65-75 Kitin—Kitibioz Gida, kozmetik, eczacilik
Selulaz 45-55 Seluloz—Glukoz Seluloz hidrolizi,

deterjanlarda polimer

par¢alanmasi
Lipaz 30-70 Yag uzaklastirilmasi, Eczacilik, kozmetik, deri
hidrolizi, endiistrisi

interesterifikasyon

Filogenetik cesitliliklerin disinda, hipertermofilik ve mezofilik enzimleri ayiran tek
sey kararli ve aktif olduklar1 sicaklik araliklaridir. Diger bir deyisle, hipertermofilik ve
mezofilik enzimler birbirlerine olduk¢a benzerlik gosterirler. Soyle ki;

e Hipertermofilik ve mezofilik proteinlerin aminoasit siralart tipik olarak %40-85

oraninda benzerlik gosterirler.

¢ Bu proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 birbiri iizerine ¢akisabilmektedir



e Katalitik mekanizmalar1 birbirinin aynisidir (Vieille ve Zeikus, 2001).

1.6. Amilolitik Enzimler

Nisasta endiistrisi, hidroliz ve modifikasyon amaciyla enzimlerin en ¢ok kullanildig:
alanlardan biridir. Nisasta polimerinin, diger benzer polimerler gibi tamaminin hidroliz
olmasi i¢in enzim kombinasyonlarina ihtiya¢ vardir. Bunlar a-amilaz, glukoamilaz, veya
B-amilaz ve izoamilaz veya pullulanazi igerirler (Poonam ve Dalel, 1995). Dogada temel
olarak dort grup nisasta parcalayict enzim bulunmaktadir. Bunlar; endo-amilazlar,
ekzo-amilazlar, dallanmay1 pargalayan enzimler ve transferazlar olarak siralanabilir (van
der Maarel vd., 2002; Muralikrishna ve Nirmala, 2005). a-amilaz (EC 3.2.1.1) iyi bilinen
bir endo-enzimdir. Amiloz ve amilopektin zincirindeki i¢ (endo-) a,1-4 glikozidik
baglarini rastgele tarzda hidroliz ederek dogrusal ve dallanmis yapida oligosakkaritler
olustururlar. Ekzo-enzimler, substratin indirgen olmayan ucuna saldirirlar ve oligo ve/veya
monosakkaritler olustururlar. Ekzo-amilazlardan -amilaz (EC 3.2.1.2) yalmizca a,1-4
glikozidik baglarin1 pargalarken, amiloglukozidaz veya glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ile
a-glukozidaz (EC 3.2.1.20), o,1-4 ve a,l-6 glikozid baglarinin her ikisini de
hidrolizleyebilir. Ekzo-amilazlar, amilozun ve amilopektinin dis glukoz birimlerine karst
aktivite gosterdiklerinden yalnizca glukoz, maltoz ve B-dekstrinlerin olusumunu saglarlar.
Ayrica, P-amilaz ve glukoamilaz enzimleri, serbest maltoz birimlerinin anomerik
konfigiirasyonlarim1 o’dan [’ya c¢evirebilirler (Pandey vd., 2000). Endo-amilazlara ek
olarak, transglikozilasyon aktivitesine sahip, siklodekstrin glikoztransferaz (CGTaz)
(EC 2.4.1.19); maltojenik amilaz (EC 3.2.1.133) ve maltooligosakkarit olusturan amilazlar
(maltotetroz ve maltohegzoz olusturan amilazlar) bulunmaktadir (van der Maarel vd.,
2002).

Nisasta hidrolizleyen enzimler arasindaki iigiincii grup olan dallanmay1 parcalayan
enzimler, yalnizca a,1-6 glikozidik baglarim1 parcalayan izoamilaz (EC 3.2.1.68) ve
pullulanaz tip I (EC 3.2.1.41)dir. Pullulanaz, amilopektin ve pullulandaki
a,1-6 glikozidik baglarini hidroliz edebiliyorken, izoamilaz yalnizca amilopektindeki
a,1-6 baglarin pargalayabilir.

Nisasta hidrolizleyen enzimlerin dérdiincii grubunu transferazlar olusturmaktadir. Bu

enzimler verici (dondr) bir molekiildeki a,1-4 glikozidik bagini pargalayarak bu molekiiliin



bir kismin1 bir aliciya (akseptor) transfer ederler ve yeni bir glikozidik bag olustururlar.
Amilomaltaz (EC 2.4.1.25) ve siklodekstrin glikoziltransferaz (EC 2.4.1.19) bu enzim
grubundandir. Nisasta hidrolizleyen enzimler, diinya enzim piyasasinin yaklasik %30’unu
teskil etmektedirler (Van der Maarel vd., 2002).

Bu giine kadar nisasta endiistrisinin ihtiyaglarim1 karsilamak amaciyla bircok
kaynaktan amilolitik enzimler izole edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Isil kararl
a-amilaz ¢ok uzun zaman once Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus
licheniformis’ten izole edilmistir. Katalitik aktivitesi 60 °C’nin {izerinde olan ve ticari
olarak kullanilan B-amilaz ¢esitli Bacillus tiirlerinden izole edilmistir (Brown, 1987).

Iki iyi bilinen amilolitik enzim olan Termamyl ve Fungamyl ticari olarak
kullanilmaktadir. Bu enzimler farkli seviyelerde dekstroz igeren suruplarin ve glukoz

surubunun iiretilmesinde kullanilmaktadirlar (Chitradon vd., 2000).

Nisasta endiistrisinin ilgi alanlarindan biri de a-amilazlarin kalsiyum gereksinimidir.
Bircok nisasta hidrolizleyen enzimin aktivitesi kalsiyum bagimhidir. Kalsiyumdan
bagimsiz ve asit kararli a-amilazlar, protein miihendisligi yardimiyla bolge-spesifik

mutasyonlarla birlikte tiretilebilmektedir (Hashida ve Frantzen, 2000).

o-amilaz ailesi (glikozid hidrolaz Family 13), nisastanin hidrolizinde rol oynayan bir
sinifi teskil eder. Bu ailenin tiyeleri (B/ot)s katlanmali ¢oklu alt birimlerine sahiptir ve
substrat 6zgilinliigli icin oldukg¢a genis bir yapisal esneklikleri vardir (Svensson, 1994;
Henrissat, 1991). Cok sayida klonlama g¢alismasi sonucunda elde edilen sira analizlerinin
kiyaslanmasi, bu enzimlerin 0Ozelliklerinin gelistirilmesini ve Ozellikle substrat
Ozgunliiklerinin anlagilmasin1 saglamistir (Svensson vd., 1999; Vihinen ve Mantsala,
1989). Yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda, siklodekstrinaz (CDaz), maltojenik amilaz
ve neopullulanazin Family 13’e dahil oldugu ayrica, siklodekstrin, pullulan ve nisastay1
hizli bir sekilde hidroliz ettikleri aciga c¢ikmustir. Buna karsilik a-amilazlar, yalnizca
nisastay1r hidroliz ederler. o-amilazlarin aksine siklodekstrin parcalayan enzimler i¢in
nisastanin zayif bir substrat oldugu goriilmiistiir (Bender, 1993). Maltojenik amilazin ve
CDaz’1n hidrolitik aktivitelerinin yaninda énemli derecede transglikozilasyon kapasitesine
de sahip olduklar1 tespit edilmistir. Bir¢ok Family 13 iiyesinin primer yapilar
kiyaslandiginda, ilgili enzimlerin genis bir sira ¢esitliliklerinin oldugu ve oldukca
korunmus 4 kisa (B/a)s katlanmali katalitik bolgesine sahip olduklar1 belirtilmistir. CDaz,

maltojenik amilaz ve neopullulanazin, %40-60 oraninda sira benzerligi oldugu ve substrat
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Ozgiinliikleriyle diger Family 13 iiyelerinden ayrildiklari bildirilmistir. Siklodekstrin (CD)
parcalayan enzimlerin siralar1 incelendiginde, N-terminal uglarinda var olan yaklasik 130
tane aminoasitin a-amilazlarda bulunmadigr gozlenmistir. Family 13’e dahil ¢ok az
sayidaki enzim; izoamilaz, pullulanaz ve dallanmay1 parcalayan enzim, N-terminal
uclarinda farkli ilave bdlgeleri igerirken; siklodekstrin glukotransferaz (CGTaz) ve
maltotetroz hidrolaz (G4-amilaz) sadece C-terminal uglarinda ilave aminoasitlere
sahiptirler. Bunun yaninda, pullulan-hidrolizleyen enzimlerin siniflandirilmasinda bir
takim giigliikler yasanmaktadir. Bu giicliikkler, pullulanazin sadece a-1,6 baglarini,
neopullulanazin hem o-1,4 ve hem de a-1,6 baglarini, maltojenik amilazlarin 6zel bir
tiiriinlin ise a-1,3, a-1,4, a-1,6 baglarini pargalarken bu enzimlerin ayn1 zamanda CD’ler
tizerinde de hidrolitik aktiviteye sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Henrissat, 1991).
Hem CD’leri ve hem de pullulan1 pargalayan enzimler, benzer katalitik 6zelliklere sahip
olmasina ve oldukca yiiksek oranda aminoasit siras1 benzerligine sahip olmalarina ragmen

neopullulanaz, CDaz ve maltojenik amilaz gibi farkli isimlerle siniflandirilmaktadirlar

(Park vd., 2000).

1.6.1. Neopullulanaz, Maltojenik Amilaz ve Siklodekstrinaz’in Farkhihiklar:

Genelde bu enzimler CD’leri ve pullulan1 pargalayarak benzer primer yap1 ve substrat
Ozglnliigii gostermelerine ragmen, substratlar1 par¢alama etkinliklerine gore birbirlerinden
ayrilirlar.

e Siklomaltodekstrinaz (EC 3.2.1.54) ve maltojenik amilaz CD’leri, pullulan ve

nisastaya gore oldukga hizli pargalar.

e Neopullulanaz (EC 3.2.1.135) ise pullulani hidroliz eder.

1.6.1.1. Siklomaltodekstrinaz

Siklodekstrinaz (EC 3.2.1.54; CDaz), CD’leri a-1,4 baglarina sahip dogrusal
yapidaki formda oligosakkaritlere parcalar ve bu substratlart nisastadan ¢ok daha hizli
parcalayarak diger a-amilazlardan kolayca ayrilirlar. Substratlari, nisastadan siklodekstrin

glukotransferaz (CGTaz; EC 2.4.1.19) yardimiyla dretilen glukozun halkasal



11

oligomerleridir. CD’lerin 6-8 glukopiranozil biriminden olusan a-, B- ve y- formlar
mevcuttur ve bu substratlar gida, kozmetik ve eczacilik gibi pek cok endiistriyel

uygulamada kullanilmaktadirlar (Sekil 1) (Kaulpiboon ve Pongsawasdi, 2005).
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Sekil 1. a—, B— ve y- siklodekstrin yapilar1

CD’lerin, dogrusal maltooligosakkaritlerle kiyaslandiklarinda, daha kararli bir yapiya

sahip olduklar1 goriiliir. Ancak, CD, maltojenik amilaz ve neopullulanaz gibi spesifik

hidrolazlarla kolaylikla glukoz ve maltoza parcalanirlar. Bunun 6tesinde CDaz, CGTaz
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gibi nisastadan CD’leri iiretemez ancak, her iki enziminde bu substratlar1 parcalayabilme
ozellikleri vardir (Park vd., 2000).

CDaz, ilk defa rapor edildigi Bacillus macerans’dan bu yana Bacillus coagulans,
Thermoanaerobacter ethanolicus 39E, alkalophilic Bacillus sp., Bacillus sphaericus
E-244, Bacillus sp. 1-5, Flavobacterium sp. ve Bacillus sphaericus ATCC7055 gibi ¢ok
cesitli kaynaklardan elde edilmistir. Bu enzimlerin ¢ogununun 50 °C’nin altinda optimum
sicakliga sahip oldugu ve iiriin olarak CD’lerden baslica maltoz iirettikleri bildirilmektedir.
Molekiiler agirliklar1 60-90 kDa arasinda olup, bu deger a-amilazlardan yiiksektir.
Flavobacterium sp. ve Bacillus sphaericus’dan elde edilen enzimler, CD’ler, ¢dziiniir
nisasta, pullulan ve amiloz iizerinde oldukga aktif olmalarina karsilik en yiiksek aktiviteyi
CD’ler iizerinde gosterirler. Bacillus sp. 1-5 bakterisinden elde edilen CDaz’in, CD,
pullulan, nisasta, ve glikozidazlarin potansiyel inhibitorii olan akarboz (Sekil 2) ve
pseudosakkaritler {iizerinde aktivite gosterdigi, ayrica olduk¢a Onemli derecede de
transglikozilasyon aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir (Kim vd., 1998;
Kim vd., 1999).

HOH,C
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HO OH
OH A 0
HO OH
H 0]
© O
HO OH
OH

Sekil.2 Akarboz yapisi

Bu substratlar {izerindeki bagil aktiviteler tiirlere gore degisiklik goOstermesine
ragmen genelde CD=malto-oligosakkarit>>nisasta>pullulan seklinde ger¢eklesmektedir.

Sekil 3’de CDaz’1n 3boyutlu yapist goriilmektedir.
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Sekil 3. CDaz’in 3 boyutlu yapisi. Kirmizi: N-ucu; Mavi:
katlanma yapisi; Sar1: C-ucu (Fritzsche vd.,2003).

1.6.1.2. Neopullulanaz

Pullulan, maltotirioz birimlerinin a-1,6 baglariyla olusturdugu dogrusal bir yapidir.
Kendine has yapisi, onu ilgili enzimler i¢in olduk¢a spesifik yapar. Pullulan1 4 farkl
siniftan enzim hidrolizleyebilir.

1. Glukoamilaz, indirgen olmayan ugtaki -D-glukoz birimlerini agi8a ¢ikarir.

2. Pullulanaz, a-1,6-glikozidik baglarini par¢alayarak maltoz olusumunu saglar.

3. Izopullulanaz, o6zellikle pullulanin tekrarlayan birimlerinin a-1,4 glikozidik
baglarin1 parcalayarak izopanoz olusturur.

4. Neopullulanaz, tekrarlayan diger birimlerin a-1,4 glikozidik baglarin1 pargalayarak
pullulandan panoz iiretilmesini saglar (Kruki vd., 1988).

Izopullulanaz nisastay: hidrolizleyemez ve neopullulanazin da nisasta iizerindeki
aktivitesi oldukca diisiiktiir. Bu dort sinif enzime ilave olarak bakteriyel maltojenik amilaz,

Thermoactinomyces vulgaris amilaz 11 (TVAIL), ve B. sphaericus, Bacillus sp. 1-5 ve
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Flavobacterium sp. den izole edilen CDaz’in da pullulandan neopullulanazda oldugu gibi
panoz iirettigi bildirilmistir (Park vd., 2000).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, pullulani ve nisastayr pargalayan tek enzimin
neopullulanaz oldugu ifade edilmistir. Kuriki ve arkadaslar1 (1988), yeni tip hiicre dis1
pullulan-hidrolizleyen ve neopullulanaz (EC 3.2.135) olarak adlandirilan bir enzim
tanimlamiglardir. Neopullulanaz, a-1,4 ve o-1,6 glikozidik baglarin1 pargalamasinin
yaninda, o-1,4 ve a-1,6 glikozidik baglarina transglikozilasyon reaksiyonlarin
katalizlemektedir (Takata vd., 1992). Pullulan, bu enzim tarafindan nisastaya gore oldukca
etkin bir sekilde hidrolizlenmektedir. CD’ler iizerindeki substrat 6zgilinliigii simdiye kadar
rapor edilmemistir. Igarashi ve arkadaslar1 (1992), tarafindan alkalofilik Bacillus’dan elde
edilen ve klonlanan neopullulanazin 588 amino asit uzunlugunda oldugunu ve nisastaya
gore pullulamt 3 kat daha hizli hidroliz ettigini bildirmislerdir. Bacteroides
thetaiotaomicron 95-1’den elde edilen 70 kDa agirligindaki enzimin, pullulanin
a-1,4 glikozidik baglarini pargalayarak panoz iiretmesinin yaninda B-CD’i de parcaladigi
belirtilmistir (Smith ve Salyers, 1991). Sekil 4’te neopullulanazin 3 boyutlu yapist

goriilmektedir.

Sekil 4. Neopullulanazin 3 boyutlu yapilari. A: Neopullulazin monomer yapisi
B: Neopullulanazin dimerik yapisi (Hondoh vd., 2003).
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1.6.1.3. Maltojenik amilaz

Maltojenik amilaz (glukan 1,4-a-maltohidrolaz, EC 3.2.1.133) hiicre disina
salgilanmayan, siklodekstrin, nisasta ve pullulan1 substrat olarak kullanan; cesitli
substratlar lizerinde hem hidroliz hem de transglikozilasyon aktivitesi gosterebilen hidrolaz
siifi bir enzimdir. Bu enzim, hiicre i¢i olmasi, nisasta ve pullulana nazaran CD’leri
substrat olarak tercih etmesi ve hidroliz aktivitesinin yaninda yiiksek oranda
transglikozilasyon aktivitesine sahip olmasiyla tipik amilazlardan farklilasir (Kim vd.,
1999; Park vd., 2000). Bu enzim grubu, potansiyel inhibitdr olan akarbozu hidrolizleyebilir
ve ayni zamanda bu molekiilii bir alic1 olarak kullanabilir (Park vd., 1998). Bagil hidrolitik
aktivitesi CD’ler>>pullulan> ¢oziiniir nisasta>akarboz (1200:100:80:50) seklindedir.

Maltojenik amilaz, substratinda bulunan a-1,4 ve a-1,6 glikozidik baglarini
pargalarken ayni zamanda hidrolizlenmis bu seker parcalarin1 diger bir seker molekiiliine
transfer eder. Bu transglikozilasyon {iriinleri, a-1,3, a-1,4 ve a-1,6 glikozidik baglanma

formunda ortaya c¢ikar. Bu durum dallanmis oligosakkarit karigimlarimin ve yeni

karbohidratlarin hazirlanmasinda oldukga faydalidir (Liu vd., 2006; Lee vd,. 2003).

1.6.1.4. Maltojenik Amilaz Iceren Organizmalar ve Yapilan Calismalar

Bugiine kadar izolasyonu ve karakterizasyonu yapilan amilaz smifi enzimlerin
bircogunun en dnemli 6zelligi nisasta endiistrisinde ¢esitli uygulamalarda kullanilmasidir.
Nisastanin enzim katalizli-hidrolizi, bir¢ok organizmada polisakkaritlerin saklanmasinda
ve kullanilmasinda anahtar rol oynamaktadir. Bir¢ok endiistriyel reaksiyondaki en 6nemli
gorevleri, misir nigastasindan glukoz {iretimi esnasinda enzimatik hidroliz temeline
dayanan sivilastirma ve sakarifikasyon uygulamalaridir. Nisasta aktif enzimler, siklikla
tekstil ve deterjan endiistrisinde ve giderek artan oranda firincilik endiistrisinde
bayatlamay1 geciktirici olarak kullanilmaktadirlar (Zbigniew vd., 1999).

Dis ciirlimelerine sebep olmayan fakat sakkarozun istenilen 6zelliklerini tasiyan yeni
tatlandiricilarin gelistirilmesi gida endiistrisinde giderek artan bir ihtiyagtir. Maltojenik
amilazlar, CD’leri hidroliz etmelerinin yaninda transglikozilasyon aktivitesine sahip

olduklarindan c¢esitli alict molekiiller varliginda a-1,3, a-1,4 ve a-1,6 glikozidik baglarina
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sahip yeni {iriinlerin olusumunu saglarlar. Olusan bu dallanmis oligosakkaritler,
neohesperidin, naringin ve sorbitoliin karakteristik 6zelliklerinin ve uygulama alanlarinin
gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Lee vd., 2003).

Bacillus stearothermophilus ET1’den elde edilen maltojenik amilaz, E. coli’de
klonlanmig ve ekspres edilmistir. Yapilan DNA sira analizine gore, B. stearothermophilus
69627 Da’luk bir proteini kodladigi ve bu proteinin 590 aminoasitten olustugu tespit
edilmistir. Bu enzimin amino asit sirasinin Bacillis licheniformis maltojenik amilazi,
B. stearothermophilus neopullulanaz1 ve alkolofilik Bacillus 1-5 susuyla %47 ile %70
arasinda bir benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Yapilan karakterizasyon calismalarinda,
B. stearothermophilus maltojenik amilazinin nisasta, pullulan ve CD’ni glukoz, maltoz ve
izopanoza parcalayabildigi ancak panoz olusturamadigir goriilmiistiir. Bu enzim iizerinde
yapilan mutasyon ¢aligmalar1 sonucunda hidrofobikliginin ve transglikozilasyon
aktivitesinin attirildigi bildirilmektedir (Cha vd., 1998).

Bacillus stearothermophilus (BSMA)’dan izole edilen maltojenik amilazdan, transfer
reaksiyonu yardimiyla yeni sakkaroz iiriinleri gelistirilmis ve sakkaroz, maltozil-sakkaroz
seklinde modifiye edilmistir. Transfer reaksiyonu, maltotrioz verici ve sakkaroz alici
olarak kullanilarak yiriitilmiistiir. Olusan transfer iriinleri ince tabaka kromatografisi
(TLC) ve yiiksek performansli iyon degisim kromatografisiyle (HPEAC) tespit edilmistir.
Olusan maltozil-sakkaroz karigimlarinin diisiik tathilik, yiliksek su tutuculugu, diisiik
Maillard reaktifligi ve yiliksek asit ve sicaklik kararliligi gosterdigi de ayrica tespit
edilmistir (Lee vd., 2003).

Lactobacillus gasseri ATCC 33323 (LGMA)’dan elde edilen maltojenik amilaz
klonlanarak E. coli’de ekspres edilmistir. Rekombinant LGMA, tek adimli Ni-NTA afinite
kromatografisiyle etkili bir sekilde 24,3 kat saflastirilmistir. Saflastirilmis rekombinant
LGMA’nin spesifik aktivitesi, 58,7 U/mg olarak bulunmustur. Saflagtirilan bu enzim,
optimum hidroliz aktivitesini B-CD iizerinde 55 °C’de ve pH 5,0’da gdstermistir.
LGMA’nin bagil hidrolitik aktivitesi B-CD, ¢oziiniir nigasta ve pullulan {izerinde 8:1:1,9
seklindedir. Bu enzimin aktivitesinin, Zn*", Fe**, Co®" ve EDTA tarafindan inhibe edildigi
goriilmiistiir. Ayrica enzimin tetramerik formda oldugu o-1,6 glikozidik bagim
hidrolizledigi ve akarboz tarafindan inhibe edildigi ifade edilmistir (Oh vd., 2005).

Deniz suyunda derinlerde bulunan hidrotermal alanlardan izole edilen termofilik
Bacillus sp. WPD616 susundan iiretilen maltojenik amilaz, E. coli’de flizyon proteini olan

glutatyon S-transferaz (GST) yardimiyla klonlanmis ve ekspres edilmistir. Elde edilen
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proteinin 588 aminoasit biriminden olustugu, optimum reaksiyon sicakliginin 50 °C ve
reaksiyon pH’sinin da 6,0 oldugu goriilmiistiir. pH 6,0’da 70 °C’de aktivitesini, pH 6,0-8,0
araliginda da kararliligimi korudugu, EDTA, PMSF, TritonX-100 ve 2-merkaptoetanol
tarafindan kismi olarak inhibe edildigi gozlenmistir. K™ ve Li" metal iyonlar1 varliginda
aktivitesini korudugu; Ba®*, Ca’"; Mg”™ ve Mn’" metal iyonlarmm varhiginda ise

aktivitesini kismi olarak kaybettigi tespit edilmistir (Liu vd., 2006).

1.6.1.5. Substrat Ozgiinliigii ve Katalitik Ozellikleri

CD/pullulan hidrolizleyen enzimler, CD’ler, pullulan ve nisasta iizerinde genis bir
substrat 0zgiinliigii gosterirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 tipik ai-amilazlardan farklilasirlar.
Bu enzimler a-1,4- ve a-1,6 glikozidik baglarin1 parcalarken, seker birimlerini gesitli alict
molekiillere transfer ederler ve bunun sonucunda da c¢esitli dallanmig oligosakkaritlerin
olusumunu saglarlar. Neopullulanaz, CDaz ve maltojenik amilazin katalitik 6zellikleri
Tablo 3’te 6zetlenmistir. Farkli enzimler, benzer baglara ve substratlara ilgi duymaktadir.
Park ve arkadaslar1 (1998), Thermus susundan elde edilen maltojenik amilazin akarbozu
pargaladigint ve olusan drlnlerin a-1,3, a-1,4, ve a-1,6 baglarim1 kullanarak alict
molekiillere bu {irtinleri transfer edebildigini gostermistir (Sekil 5). Neopullulanaz a-1,4 ve
a-1,6 glikozidik baglar {izerinden hem hidroliz hemde transglikozilasyon reaksiyonlarini
katalizleyebilmektedir (Kuriki vd., 1991). Flavobacterium’dan elde edilen CDaz, pullulan
parcalayarak oldukega fazla miktarda dallanmis tetrasakkarit tiretmektedir (Bender, 1994).

B. stearothermophilus’tan elde edilen maltojenik amilazin hem transglikozilazyon
hem de hidroliz aktivitesinden, ¢dziiniir nisastadan dallanmis oligosakkaritlerin etkili bir
bicimde iiretilmesinde endiistride faydalanilmaktadir (Kang vd., 1997; Lee vd., 1995; Yoo
vd., 1995; Kim vd., 1994).
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Tablo 3. CDaz, maltojenik amilaz ve neopullulanazin karakteristik 6zellikleri (Park vd., 2000).

Molekiil agirlig:

Enzim Kaynak Optimum Substrat 6zgilinliigii Parcaladigi bag Transfer aktivitesi
(Da, monomer)
Sicaklik pH
°O

CDaz B. sphaericus ATCC7055 91 200-95 000 40  6.0-6.5 CD>>MD>SS>PL a-1,4 VY.

B. sphaericus E-244 72 000 45 8,0 CD>MD>>PL=SS a-1,4 V.Y.

B. stearothermophilus K-12481 67 000 60 6,5 MDz=CD>>SS>PL o-1,4 VY.

T. ethanolicus 39E 66 000 65 5,9 CD>MD>>PL=SS o l.d VY.

Alkalophilic Bacillus sp. 67 000 50 6,0 MD>CD o -1.4 VY.

B. coagulans 62 000 50 6,2 CD>MD>>SS 014, 0-16 VY.

Flavobacterium sp. 62 000 V.Y. 6,0-7,5 MD>CD>>SS>PL a-1,4,0-1,6

- a-1,4>>a-1,6

B. ovatusa V.Y. 42 7,0 CD VY V.Y.

K. oxytoca 69 000 VY. VY. CD V.Y. VY.

Alkalophilic Bacillus 1-5 65 000 45 6,5 CD>>SS>PL o o-13,0-1,4,0-1,6

a-1,4>>a-1,6
X. campestris K-11151 55000 55 4,5 CD=SS~PL VY.
T o-1,4
E. coli 66 000 VY. V.Y. MD=CD V.Y.
VY.
T. maritima 55000 85 6,5 MD>>CD>>SS
a-14 V.Y.

Maltojenik  B. licheniformis 67 000 50 6,8 CD=MD>>PL>SS a-1,4>>a-1,6 a-1,4,0-1,6
amilaz B. stearothermophilus ET1 69 000 55 6,0 CD=MD>>PL>SS

a-1,4>>ao-1,3>>a-1,6

a-1,3,a-1,4,0-1,6
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Tablo 3’iin devami

Molekiil agirlig
Enzim Kaynak Optimum Substrat 6zgiinliigi Parcaladigi bag Transfer aktivitesi
(Da, monomer)
Sicaklik pH
©)
Maltojenik Thermus sp. IM6501 68 000 60 6,0 CD=MD>>PL>SS o-14>>0-1,3>>a-1,6 o-1,3,0-1,4,0-1,6
amilaz B. subtilis SUH 4-2 69 000 40 6,0 CD=MD>>SS>PL a-14>>0-1,6 a-13,a-1,4, a-1,6
TVAII T. vulgaris R-47 69 000 40  5,5-6,0 PL>SS>>CD o-1,4>>a-1,6 o-1,4,0-1,6
Neopullulanaz B. stearothermophilus 62 000 60 6,0 PL>>SS o-1,4>>0-1,6 a-14,0-1,6
B. thetaiotaomicron 95-1 70 000 V.Y. V.Y. PL>>CD o-1,4 V.Y.
K. pneumoniae 66 000 VY. V.Y. SS, PL, CD VY. VY.
Alkalophilic Bacillus sp. KSM- 68 600 40 7,5 PL>SS VY. VY.
1876
B. polymyxa 58 000 VY. VY. SS>PL o-1,4 VY.
Amilaz B. megaterium 55000 75 5,5 SS =PL=CD a-1,4 a-1,4
Amilopullulanaz ~ Thermoanerobacterium 150 000 65 5,0-55 SS=PL V.Y. VY.

thermosaccharolyticum

CD: a- B- y- siklodekstrin, MD: maltodekstrin, SS: ¢6ziiniir nisasta, PL: pullulan, V.Y.: veri yok.

0¢
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Bugiine kadar transglikozilasyon reaksiyonlariyla, oligosakkritlerin olduk¢a genis
cesitlilikte enzimatik reaksiyonu gergeklestirilmistir. Park ve arkadaslarinin (1998) yaptigi
calismalar sonucunda, maltojenik amilazin, akarboz ve cesitli alicilarla gerceklestirdigi
transglikozilasyon reaksiyonu sonucu olusan {irlinlerin spesifik karbohidraz inhibitorleri

olarak davrandiklar1 goriilmiistiir.

1.6.1.6. Kataliz Mekanizmasi

CD-/pullulan parcalayan enzimlerin hidroliz ve transglikozilasyon mekanizmasi,
a-amilaz, CGTaz ve dallanmay1 pargalayan enzim reaksiyon mekanizmasiyla benzer
oldugu ve cift yer degistirme reaksiyonunu takip ettigi diisliniilmektedir (Tao vd., 1989;
Kim vd.,, 1999; Uitdehaag vd., 1999). Ug¢ karboksilli asit biriminin kataliz
mekanizmasindaki rolii daha 6nceden bilinmektedir (McCarter ve Withers, 1996; Matsuura
vd., 1984). Taka-amilaz A’nin (TAA) benzerligi kullanilarak, TAA’nin Asp-328’nin,
Glu-230’nun ve Asp-297’sinin B. stearothermophilus neopullulanazinda Asp-206’ya,
Glu-357ye ve Asp-424 karsilik geldigi ve katalitik birimler oldugu ifade edilmistir (Kuriki
vd, 1991). TVA II'nin ii¢ boyutlu yapisi temel alindiginda, Asp-325, Glu-354 ve
Asp-421’in B-CD baglandiginda olusan kompleks dikkate alindiginda bu {i¢ aminoasitin
katalitik bolgeyi olusturduklart belirlenmistir (Kamitori, vd., 1999; Kim vd., 1999). Bu
sebeple, Asp-328 (Asp-206, TAA) niikleofilik kataliz ve Glu-357’nin (Glu-230, TAA) ise
asit/baz katalizi fonksiyonunu yerine getirmektedir. Asp-424°lin (Asp-297 TAA) asit/baz
katalizi i¢in uygun protonlayici olabilecegi ve glukoz halkasinin biikiilmesine sebep
olabilecegi veya sudan faydalanarak C-1 karbonuna niikleofilik saldirida bulunabilecegi
ileri stirtilmektedir (Sekil 6). Yakin zamanlarda bu teori, parcalanmamis substrat veya ara
reaksiyonlardaki kovalent baglanmig tiirevleri iceren CGTaz komplekslerinin X-ray
yapilar1 incelenerek giiclii bir sekilde desteklenmistir (Uitdehaag vd., 1999). Thermus
susundan elde edilen maltojenik amilazin (ThMA) aktif bdlgesinin alt kisminda yani alt
birimin N-terminal boélgesiyle sinirli ve diger alt birimin (p/a)s-katlanmasinin oldugu
bolgede ekstra bir bosluk oldugu gozlenmistir (Kim vd., 1999). Bu bosluk (ekstra seker-
baglanma bolgesi olarak tanimlanir), mono- veya disakkaritlerin yerlesmesi i¢in uygun bir

bolgedir ve alic1 birim olarak suyla yarigarak substrata saldirir.
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Sekil 6. Thermus susundan elde edilen maltojenik amilazin reaksiyon mekanizmasi (Park vd., 2000). R;: substrat molekiiliindeki donor
kisim; R;: sekerden ayrilan kisim; Rj: alict molekiildeki (akseptor) seker kismi veya —H; ESBS: ekstra seker baglanma boslugu.
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Sekil 6’nin devami.
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Dikkat edildiginde, CDaz, maltojenik amilaz ve neopullulanazda Glu-322’nin
hidrojen uzunlugu modellenmis alict molekiil i¢in korunmus olmasina ragmen glikozid
hidrolaz Family 13 ailesinin diger iiyelerinde bdyle bir durum s6z konusu degildir. Bu
sebeple, Glu-322 oligosakkarit alicililarin baglanmasinda olduk¢a 6nemli bir rol oynar. Bu
durum Glu-322’nin His mutasyonu sonucu transglikozilasyon aktivitesinin %50 oraninda
azalmasiyla birlikte destek gormiistiir (Cha vd., 1998). Neopullulanazin aktif bolgesinde
bulunan Glu ve Asp, His veya Glu ile yer degistirildiginde, enzimin a-1,4 ve a-1,6
glikozidik baglarina kars1 olan aktivitesinin kayboldugu goriilmiistiir (Kuriki vd., 1991).
Maltojenik amilazin {i¢iincii ve dordiincii korunmus bolgeleri arasinda aminoasitler
degistirildiginde hidrofobikligin arttig1 (Cha vd., 1998), ve bunun sonucunda da p-CD’ne

kars1 aktivitenin mutasyon yapilmayan enzime gore 1,5-4 kat daha arttig1 gézlenmistir.

1.6.1.7. Birincil ve Ikincil Yapilar

Family 13 nisasta hidrolazlarinin ve farkli kaynaklardan elde edilen ilgili enzimlerin
coklu protein siralarinin ¢akistirilmasiyla olduk¢a korunmus dort bolgenin varligi ortaya
c¢ikmigtir. CDaz, maltojenik amilaz, neopullulanaz ve TAA protein siralarinin ¢akigmasi
Asp-328, Glu-357 ve Asp-424 den bagka bir aktif bolge ¢esitliliginin olamayacagini ortaya
koymustur. N-terminal bolgedeki yaklagik 130 aminoasit gibi, C-terminal bolgedeki
yaklasik 30 aminoasit her ii¢ enzim tipinde de TAA ile esit degildir. Bilinen bu dort
korunmusg bolgeye ilave olarak, sadece CD-/pullulan pargalayan enzimlerde bulunan
oldukga benzer iki bolge, (B/a)s- katlanmasinin baslama noktasiyla ve bu korunmus olan
dort bolge arasina yerlesmistir. Ayrica, korunmus bdlgeler olarak bilinen {igiincii ve
dordiincii bolgeler arasi, bu tip enzimlerde CD baglanma bolgesi olarak bilinmektedir (Kim
vd., 1998; Podkovyrov ve Zeikus, 1992). Asp’nin Lys ile degistirilmesi sonucu,
CD-/pullulan parc¢alayan enzimlerde enzimin aktif bolgesinde kalsiyum baglanma &zelligi
de degismektedir. CD pargalayan enzimlerin ikincil yapilari sira analizinden yola ¢ikilarak
yapilan tahminlerle uyumludur. Kristal yapilar1 bes ile yedi arasinda a-sarmal yapisi igerir
ve bu yapilar diger Family 13 iiyelerinde bulunmaz. Bu da, CD pargalayan enzimlerde
katalitik bolgenin ve substrat 6zgiinliigliniin olusmasina neden olmaktadir. Bu enzim grubu
diger Family 13 {iyelerinden farkli olarak %40-60 oraninda aminoasit sirast benzerligi

gostermektedir. Bu benzerlik, CDaz, maltojenik amilaz ve neopullulanazda sirasiyla
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%41.4, %56,8 ve %33,6 seklindedir. Farkli gruplar birbiriyle kiyaslandiginda, dikkate
deger bir farkliligin olmadigi gériilmektedir. Ornegin, maltojenik amilaz/CDaz %45,7,

maltojenik amilaz/neopullulanaz %42,3ve CDaz/neopullulanaz %37,8 oraninda benzerlik

gostermektedir (Park vd.,2000). ThMA nin dimerik yapis1 Sekil 7 ‘de gdsterilmektedir.

Sekil 7. ThMA dimer kompleksinin kurdele diyagrami. N-ucu yesil, (B/a)s-katlanmasi
mavi, C-ucu eflatun ve B-CD kirmizi-yesil renklerle gosterilmistir (Kim vd.,
1999).

1.7. Geobacillus caldoxylolyticus TK4 Susunun Baz Fizyolojik ve Biyokimyasal
Ozellikleri

Geobacillus caldoxylolyticus TK4 Susu Canakkale Kestanbol Kaplicasi’ndan elde
edilen su 6rneklerinden izole edilmistir ve 14283 kodlu numarayla National Collections of
Industrial Food and Marine Bacteria’da stoklanmistir. Bakteri izolasyonu, zenginlestirme
kiiltiirleri yapilarak ve membran filtresinden gegirilerek gerceklestirilmistir. Canakkale

Kestanbol Kaplicasi, Canakkele ilinin Ezine il¢esinin sinirlar igerisinde bulunup bu ilgeye
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uzakligi 10 km, Canakkale’ye olan uzakligi ise 50 km’dir. Kestanbol Kaplicasi’nin yerden
cikis sicakligt 71 °C’dir. Izolatin tiir tayininin yapilabilmesi i¢in cesitli morfolojik,
boyama, fizyolojik, biyokimyasal, genetiksel ve kemotaksonomik testler yapilmis ve elde
edilen sonuglar Tablo 4’de verilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda termofilik izolatin
basil morfolojisine sahip oldugu, spor olusturabildigi ve katalaz enzimi {iretebildigi

gbzlenmigtir (Diilger, 2003).

Tablo4. G. caldoxylolyticus TK4 Susunun baz1 biyokimyasal 6zellikleri

Ozellik Sonu¢  Ozellik Sonug
Gram Boyama +/- Anaerobik Biiylime -
Spor Boyama + Glukoz fermantasyonu +
Katalaz Uretimi + Mannitol fermantasyonu +
Jelatin Hidrolizi + Arabinoz fermantasyonu +
Nisgasta Hidrolizi + Ksiloz fermantasyonu +
VP Testi - %?2-5 NaCl’de biiylime +
Sitrat Kullanimi - %7 NaCl’de biiylime -
Propiyonat Kullanim1 + 30, 37 °C’de Biiyiime -
Indol testi - 40, 70, 75 °C’de Biiyiime +

1.8. Cahsmanin Amaci ve Pratik Onemi

Isil kararli enzimler olduke¢a yiiksek 6zgilinliige sahiptirler ve bu sebeple birgok
endiistriyel uygulama i¢in potansiyel olduklar1 diisiiniilmektedir. Bu tip enzimler yiyecek,
kagit, deterjan, ilag, zehirli atiklarin uzaklastirilmas1 ve yag sektdriinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tiir enzimler termofilik mikroorganizmalardan elde edilebildigi gibi
cabuk biiyliyebilen mezofil canlilara, rekombinant DNA teknolojisi yardimiyla klonlanarak
da elde edilmesi miimkiindiir. Bu tiir 6zgiin 1s1l kararli enzimlere endiistride duyulan
ihtiyag, gelecekte bu enzimlerin gelistirilmesi ve uygulama alanlarmin genisletilmesini
oldukga 6nemli hale getirmektedir (Haki ve Raksit, 2003).

Termofilik organizmalar iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucu bu organizmalardan elde
edilen enzimlerin mezofilik analoglarima goére daha kararli oldugu kesfedilmistir. Bu

nedenle termofilik bakterilerden enzim izolasyonuna, karakterizasyonuna ve
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klonlanmasina duyulan ilgi gin gectikce giderek artmaktadir. Rekombinant DNA
teknolojisi ile enzimlerin iizerinde mutasyonlar yardimiyla stereoseciciligi, substrat
Ozginliigiic ve genel performanst degistirilebilmekte ve amaca uygun enzimler
tiretilebilmektedir. Bu yoOntemlerin kullanimi ayrica saf enzimlerin ekonomik ve bol
miktarlarda tiretimini de olanak saglamaktadir.

Bu c¢alismada, calisma materyali olarak kullanilan G. caldoxylolyticus TK4 Susu,
Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii arastirmacilart (Prof.Dr. Ali Osman
BELDUZ ve Yrd.Do¢.Dr. Sabriye CANAKCI) tarafindan Canakkale Kestanbol
Kaplicasi’ndan izole edilmis ve birtakim 6zellikleri ortaya konulmustur. Caligma amaci
olarak, “Termofilik Bir Bakteri Olan Geobacillus caldoxylolyticus TK4 Susundan Klinik
ve/veya Endiistriyel Oneme Sahip Bazi Enzimleri Kodlayan Genlerin Klonlanmasi,
Enzimlerin Saflastirilmas1 ve Karakterizasyonu” adli 106T696 nolu TUBITAK projesi
kapsaminda yapilan ¢alismalar sonucunda; tekstil, deterjan ve 6zellikle nigasta sanayi igin
bliyiilk 6nem tasiyan sicaklifa direncli maltojenik amilazin bol ve ucuz bir sekilde
tiretilmesine olanak saglamak amaciyla, G. caldoxylolyticus TK4 susundan maltojenik
amilaz genin tam sirasinin belirlenmesi ve sicaklia direngli olan bu enzimi iireten
rekombinant bakteriler gelistirilmesinin yaninda bu genin klonlanmasi, E. coli’de bol
miktarda ekspres edilip saflastirilmasi ve aktivite gosterebilecedi substratlarin belirlenip
biyokimyasal olarak karakterize edilmesi hedeflenmistir. Elde edilen yeni maltojenik
amilazin ozellikleri goz Oniine alindiginda ise endiistride kolaylikla kullanim alam

bulabilecegi diistiniilmektedir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Firma Model
Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25

PCR Bio-Rad MJ Mini Personal
DNA Elektroforezi Ow]l Separation Systems Easy Cast BIA

Protein Elektroforezi Owl Separation Systems P8DS

Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R
Mikrosantrifiij Sigma 1-14

Jel Goriintiileme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Kuru Hava Banyolu Inkiibator Niive EN400

Mikrotiipler I¢in Termal sallayict  Boeco TS-100 Thermo Shaker
Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV

Su Banyolu Calkalayici Memmert WNB 7-45

Ligasyon Firin1 Niive ES110

Hava Banyolu Calkalayici
pH Metre

Otoklav

Sonikatdr

Buz Makinesi

Vorteks

Terazi

Mikrodalga Firin

Gilic Kaynagi

Steril Kabin

Barnstead/ Lab-Line
InoLab

Tomy

Bandelin

Hoshizaki
Thermolyne

Ohaus

Regal

Heathkit

Tezsan

MaxQ Mini 4450 Shaker
WTW pH 720

SS-325

Sonopuls HD3100
FM-80EE

Type 37600 Mixer
Pioneer

RMD-17

IP-17
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2.1.2. Enzimler

Calismada kullanilan enzimler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan enzimler

Enzim Firma Konsantrasyon
EcoR 1 Takara 15 U/ul
Hind 111 Promega 10 U/ul
Nde 1 Fermentas 10 U/ul
Ava 1l Promega 10 U/l
Pst1 Fermentas 10 U/pl
Bfal Biolabs 5 U/ul
Nhe 1 Fermentas 10 U/ul
PspG 1 Biolabs 10 U/ul
T4 DNA Ligaz Promega 3 U/uL
GoTaq Flexi DNA Polimeraz Promega 5U/uL
T4 DNA Ligaz HC Fermentas 20 U/ul

2.1.3. Kullanilan Kitler ve Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler

Kimyasal Madde/Malzeme Firma
Kimyasal, biyokimyasal maddeler Fluka, Sigma, Aldrich, Merck
Plazmit DNA Izolasyon Kiti
] o ) ) Promega
(Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems)
Genomik DNA izolasyon Kiti
Promega

(Wizard Genomic DNA Purification Kit)



http://www.promega.com/catalog/catalogproducts.aspx?categoryname=productleaf_644
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Tablo 7’nin devami

pGEM-T Vektor Sistemi

Promega
(pGEM-T Easy Vector System I)
PCR Uriinlerini Temizleme Kiti
) Promega
(Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System )
Protein Saflastirma Kiti
] ) ) ) Promega
(MagneHis Protein Purification System)
DNA Standard
Promega
(1 kb DNA Ladder)
SDS-PAGE Standard1
Promega

(Broad Range Protein Molecular Weight Markers )

2.1.4. Primerler

(Calismada kullanilan primerler Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Maltojenik amilaz geninin tamamini ¢ogaltmak amaciyla Polimeraz Zincir
Reaksiyonunda (PCR) kullanilan primerlerler

Primer Baz Sirasi Tm Sentezleyen Firma
MaRI1 5’-TGTTGTCTGGAGCGGGAATTC-3’ 58,5°C IONTEK
MaFl1 5’-GGATTCAGGAATTTGACATCGACG-3’ 57,1°C IONTEK
Ma R2 5’- GCCGCAATGATTAAACACCGCG-3’ 59,2°C IDT

Ma F2 5’-TGGATGCAAGCGATGAATCAAACC-3’ 59,1°C IDT

Ma R3 5’-CGATTTAGCTGCCAGACGCCAT-3’ 60,8 °C IDT

Ma F3 5’-AGAAGCCGAAACATTGCGTGC-3’ 60,0 °C IDT
YMaFS 5’- GGCTAGCATGTTTAAAGAAGCGATTTATC-3’ 57,3°C IDT

YMaRS 5’- TCCTCCATATAGCTAACTGACAAGCTTG-3’ 58,4 °C IDT
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2.1.5. Kullanilan Bakteri Suslari

Klonlama ve ekspresyon islemlerini gergeklestirmek amaciyla kullanilan hiicreler

Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Calismada kullanilan klonlama ve ekspresyon hiicreleri

Tiir Sus Genotip Kullanim Amaci

Escherichia coli IM101 supE, thi, A(lac-proAB), [F', traD36, Klonlama hiicresi
proAB, lacl'"ZAM15]

Escherichia coli BL21(DE3)pLysS  F-, ompT, hsdSg(r-, 15-), dmc, gal, Ekspresyon hiicresi
MDE3), pLysS, Cm'

2.1.6. Plazmitler

Klonlama ve ekspresyon amaciyla kullanilan plazmitler Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. Klonlama ve ekspresyonda kullanilan plazmitler

Plazmit Firma Kullanim Amaci
pUCI18 Promega Genomik DNA kiitiiphanesi olusturmak igin
pGEM-T Easy Promega Invers PCR iiriinlerini klonlamak i¢in

pET-28a(+) Novagen Ekspresyon vektori
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Mclel 185
Barl 237

Hindlll 400
Sphl 410
Pstl 416
Accl 4149
Hincll 420

. Xbal 424
J;‘r __f_.;EamHI 430

Sz,

/‘ 2900kp "., ’
/ : amp [arom /

lacZ_a reporter A00bp -

=l

Sy
2200bp

T
lac prom=—"

EoDbp =
pUC 18 Vektdri
2686bp

\Ls::bp .
- .
- PBRE322 oridingony, .

\'\_ 1600t \ ‘\

= 2000k

1200byp

Alwh| 1223
Kpn 1
399 Pst1 Acc 651 455
|
5 CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATC?CCGG(TTACCGAGCTCGAATTC 3
| | | f— | | | |
Hind Il Pael Sgg1 Hincll Xbal BamHI1  g,.1 Ecl 13611 EcoR 1
Sal 1 Cfir 91 Eco241 Xapl
Xmi 1 Eco 881 Sac 1

Sekil 8. pUC18 vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlgesini (MCS), replikasyon orijinini,
lacZ genini ve amfisilin diren¢ genini igeren harita (URL-1, URL-2 ve
URL-3, 2008; Dong vd., 2004).
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AchI az
EcoRY 61
Neol 38 Py ‘89
Apal 15 Sphl 27
Hincll 93
Mdel 98
. iy Sacl 110
g gy

PR | B
A 3000Ep f.
2800k

lacZ_a reporter

lac prom
f1 origin a

pGEM-T Easy Vektdr

am ram
ab 3015bp

|~ TT——pBR222 origin
T T AwNI 934
S

AMp markear

+ 1BDbp lapobe -
7/

Sekil 9. pGEM-T Easy vektoriinlin haritas1 (URL-4 ve URL-5, 2008; Dong vd.,
2004).
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T7 Transkripsiyon Baslangici

5'"TGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATG

37 ACATTATGCTGAGTGATATCCCGCTTAACCCGGGCTGCAGCGTACGAGGGCCGGC?GTAC
I | I | | | | | I |

Apal Aat 11 Sph 1 BstZ1  Ncol

T7 Promotoru

Klonlama Bolgesi

GCGGCCGCGGGAATTCGATT 3 '!——ATCACTZ—\GTGZ—\ATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCA
lﬁCC?GﬁZGCCliClZTTAAGlCTA————:% 'TTAGTl‘GATCAlclTTAAG|C|GCCGGCGlGlACGTclclAGCTGlGI_T

BstZ 1 |SacIl EcoR1 Spel  EcoR1 Not 1 Pst1 Sal1
BstZ 1

Not 1

SP6 Transkripsiyon Baslangici

<
<«

TATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAAT 3’

ATACCCTCTCGAGGGTTGCGCAACCTACGTATCGAACTCATAAGATATCACAGTGGATTTA 5’
I [ I | I |
Nde 1 Sac 1 BstX 1 Nsil

SP6 Promotoru

eki . - asy vektorunun promotoru ve ¢oklu klonlama bolgesi. Ust zincir

Sekil 10. pGEM-T Easy vektoriiniin p klu klonl bolgesi. U T7
RNA polimeraz tarafindan sentezlenen RNA’y1, alt zincir ise SP6 RNA
polimeraz tarafindan sentezlenen RNA sirasini ifade etmektedir (URL-6, 2008).
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Sacl 191

Xhol 159 Hindill 174
Notl 167

EcaRl 193
BamHI 193

Col N jgei239
L iy :",L‘.__::‘T_'"-k_ﬂi"'zg?
Balll 402
& :‘\\SphISQQ

kan2 marker—__ ™
Smal 430 i -
Xmal 4299
_ = , — " #__F,,.,Bcll 1138
Clal 4118%___5‘ T?_g:-_nelo_llealder other .
Nrul 4084 —— = ¥ lacl reg
J—— pET28a(+) ekspresyon velktdri - Apal 13235

5369bp .

PBR222 origin e
[ ~. T—EcoRV 1574
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Sekil 11. pET-28a(+) vektoriiniin haritas1 (URL-2 ve URL-7, 2008; Dong vd., 2004).
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Bgl 11 T7 Promotoru lac Operatorii

»

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTC

Xba 1 rbs
CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA

Neol His Tag
CCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGC
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySer

Nde 1 _Nhel T7’rag BamH 1 _EcoR1 Sac 1

CATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGA
HisMetAlaSerMetThrGlyGlyGlnGlnMetGlyArgGlySerGluPheGluLeuArgArg

Sal 1

Eagl
— Hindml — Nt x50 His Tag

CAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGC
GlnAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProLeuArgSerGlyCysEnd

Bpul1102 1 T7 Terminatorii
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCT

CTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Sekil 12. pET-28a(+) vektoriiniin lac operatoriinii, ribozom baglanma bdlgesini, His Tag
ve T7 Tag bolgelerini gosteren sirast (URL-8, 2008).
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2.1.7. Kullanilan Cozetliler ve Tamponlar

2.1.7.1. Tampon Cozeltiler ve Hazirlanmislan

A ¢ozeltisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 0,5253 g sitrik asit monohidrat saf suda
¢oOziilerek hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

B ¢ozeltisi (0,2 M disodyum hidrojen fosfat): 1,78 g Na,HPO, saf suda ¢oziilerek
hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

Mcilvaine tamponu (50 mM, pH 3,0): 80,3 mL A c¢ozeltisi ile 19,7 mL B ¢ozeltisi
karistmindan 20,8 mL alinip saf suyla hacmi 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Mcilvaine tamponu (50 mM, pH 4,0): 62 mL A ¢ozeltisi ile 38 mL B ¢ozeltisi
karigtmindan 18,1 mL alinip saf suyla hacmi 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

Mcilvaine tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A c¢ozeltisi ile 51 mL B ¢ozeltisi
karistmindan 16,6 mL alinip saf suyla hacmi 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Mcilvaine tamponu (50 mM, pH 6,0): 37,4 mL A ¢ozeltisi ile 62,6 mL B ¢ozeltisi
karistmindan 15,3 mL alinip saf suyla hacmi 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

Mcilvaine tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A c¢ozeltisi ile 81 mL B ¢ozeltisi
karistmindan 13,8 mL alinip saf suyla hacmi 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 7,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 7,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 8,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda

coziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 9,0’a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

2.1.7.2 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlamislar:

Jel Yiikleme Boyas1 (6X): 25,0 mg bromofenol mavisi ve 3 mL gliserol saf su ile
iyice karistirilarak hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

EDTA Cozeltisi (0,5 M, pH 8,0): 18,61 g EDTA.2H,0 yaklasik 80 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 8,0’ e ayarlanarak hacmi 100 mL’ye tamamlanda.
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Tris-Asetik Asit-EDTA ¢ozeltisi (50X TAE): 24,2 g Tris, 5,7 mL glasiyal asetik asit
ve 10 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) ¢ozeltisinin saf su ile iyice karistirilip hacminin 100
mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

Jel Hazirlama ve Yiiriitme Tamponu (1X TAE): 20 mL 50X TAE ¢o6zeltisinin hacmi
saf suyla 1000 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

Etidiyum Bromiir (5 mg/mL) Cozeltisi: 50 mg etidiyum bromiir saf suda ¢oziilerek

hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

2.1.7.3. Protein Tayininde Kullamilan Cozeltiler

Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH i¢inde %2 (w/v) NaCOs): 0,4 g NaOH ve 2,0 g
NayCOs saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti +4 °C’de
saklandi.

Lowry B Cozeltisi (%1 CuSO4.5H,0 c¢ozeltisi): 1,0 g CuSO4.5H,0 saf suda ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K tartarat ¢cozeltisi): 2,0 g Na-K tartarat saf suda ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢6zelti +4 °C’de saklandi.

Lowry D Cozeltisi: 1 kistm Lowry B ve 1 kisim Lowry C karistirilarak hazirlandu.

Lowry E Cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak hazirlandi.

Sigir Serum Alblimin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL): 5,0 mg BSA saf suda ¢oziiliip
hacmi 5 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

0,1 N NaOH iginde %0,1 (w/v) SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf suda

¢Oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢6zelti +4 °C’de sakland.

2.1.7.4. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve Dogal Poliakrilamid Jel
Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 5,4225 g Tris baz1 200 mL saf suda
coziilerek, pH’s1 8,8’¢ ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti
+4 °C’de saklandu.

Yi1gma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 0,2850 g Tris baz1 200 mL saf suda ¢oziilerek,
pH’s1 6,8’e ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti +4 °C’de

saklandi.
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SDS Cozeltisi (%10): 10 g SDS saf suda ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi
10 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti -20 °C’de saklandi.

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildi.

Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,20 g akrilamid ve 0,80 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve ¢6zelti +4 °C’de saklandi.

Gliserol ¢ozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacminin saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

Bromofenol Mavisi (%0,1): 10 mg bromofenol mavisinin saf suda ¢6ziiliip hacminin
10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL 1 M Tris-HCI (pH 6.,8), 400 uL %10 SDS,
100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 uL B-merkaptoetanol’iin
karistirilmasiyla hazirlandi ve kiiciik kisimlara ayrilarak, -20 °C’de saklandi.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,20 g Tris ve 1,50 g glisin yaklasik 480 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3’e ayarland1 ve
¢ozelti hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL 1 M Tris-HCI1 (pH 6,8), 100 pL %0,1
bromofenol mavisi, 250 pL. %80 gliserol ve 460 puL saf suyun karigtirilmasi ile hazirlandi
ve kiiglik kisimlara ayrilarak, -20 °C’de saklandi.

Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,20 g Tris ve 1,50 g glisin yaklagik 490 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra pH 8,3’¢ ayarland1 ve ¢ozelti hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250’nin 62,5 mL glasiyal asetik
asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢dzlilmesiyle hazirlandi.

Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve 600
mL saf su karigtirilarak hazirlandi.

Substrat boyama ¢ozeltisi: 0,30 g iyot, 0,60 g KI ve 1 g NaHCO;3 100 mL saf suda

¢oziildii 1:100 oraninda seyreltilerek kullanildi.
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2.1.7.5 Substrat Cozeltileri ve Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Diger
Cozeltiler

B-siklodekstrin: %2’lik stok ¢dzelti hazirlanip taze olarak kullanildi.

3,5-Dinitrosalisilikasit (DNS) Cozeltisi: Cozelti A, 22 mL %10’luk NaOH ¢o6zeltisi
lizerine az miktar suda ¢oziinmiis 10 g fenol ilave edilip 100 mL’ye seyreltildi.

Cozelti B: 6,9 g sodyumbisiilfit 69 mL Cozelti A da ¢oziildii.

Cozelti C: 300 mL % 4,5 NaOH, 225g Na-K tartarat ve 880 mL %]1’lik
3,5-dinitrosalisilik asit karistirildi. Cozelti B ve Cozelti C karistirilarak DNS ¢ozeltisi hazir
hale getirildi.

2.1.7.6. Siv1 ve Kat1 Besiyerleri

Luria-Bertani Besiyerinin (LB) Hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya
ekstragi ve 5,0 g NaCl yaklasik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1t 1 N NaOH ile
7,5’e ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak 121 °C’de ve
1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd.,1989).

Luria-Bertani Agar Besiyerinin (LB Agar) Hazirlanmasi: 10,0 g bacto-tripton, 5,0 g
maya ekstragi, 5,0 g NaCl ve 15,0 g agar yaklasik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra
pH’s1 1 N NaOH ile 7,5’e ayarlandi. Daha sonra ¢dzeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanip
121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd.,1989).

2.1.7.7. Diger Cozeltiler

Amfisilin Cozeltisi (25 mg/mL): 250 mg amfisilinin saf suda ¢oziiliip hacminin
10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtreyle steril edilip kiigiik
kisimlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

Kanamisin Cozeltisi (25 mg/mL): 250 mg kanamisin siilfatin (Kanamisin A) saf suda
¢oziiliip hacminin 10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtreyle steril
edilip kiigiik kisimlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

IPTG Cozeltisi (200 mg/mL): 2 g IPTG saf suda ¢oziiliip hacminin 10 mL’ye
tamamlanmasiyla hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtreyle steril edilip kii¢iik kisimlara

bolinerek -20 °C’de saklandi.
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X-Gal Cozeltisi (20 mg/mL): 200 mg X-Gal’in dimetilformamid (DMF) ile ¢6ziiliip
hacminin 10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti kii¢iik kisimlara
boliinerek -20 °C’de saklandi.

Sodyum asetat ¢ozeltisi (3 M, pH 5,2): 20,412 g sodyum asetat trihidrat yaklasik
40 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ¢ozeltisi ile 5,2’ye ayarlandi ve
hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

Etanol Cozeltisi (%96): 96 mL etanolin hacminin saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandu.

Etanol Cozeltisi (%70): 70 mL etanoliin hacminin saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

Kalsiyum Kloriir Cozeltisi (0,1 M): 1,47 g CaCl, .2H,0 saf suda ¢oziiliip hacminin
100 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti 121 °C’de ve 1 atm basing
altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi ve +4 °C’de saklandi.

EDTA Cozeltisi (50 mM): 1,86 g EDTA.2H,0 yaklasik 80 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra pH’s1 1 N NaOH ile 8,0’ e ayarland1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Lisozim Cozeltisi (10 mg/mL): 10 mg lisozimin saf suda ¢6ziiliip hacminin 1 mL’ye

tamamlanmasi ile hazirlandi.

2.2. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Genomik DNA (gDNA) kiitiiphanesi; DNA’nin bir ya da birden fazla restriksiyon
enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen DNA pargalarinin, yine ayni enzimle kesilen bir
vektore yapistirilmasiyla elde edilir (Sekil 13). Bu sayede gDNA’nin tamami vektore
aktarilmis olur. Bu ydntemle organizmanin gDNA sirasi tespit edilebilir ve genomik

haritas1 ¢ikarilabilir.

2.2.1. Geobacillus caldoxylolyticus TK4 Susunun Biiyiitiilmesi

G. caldoxylolyticus TK4 bakterisi stok kiiltlirden LB Agar besiyerine yayma ekim
yontemiyle ekildi ve bir gece 60 °C’de bekletilerek biiyiitiildii. Daha sonra, LB Agar

yiizeyinde biiyliyen kolonilerden 6ze yardimiyla alinarak LB besiyerine ekildi. Gece boyu
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calkalayicili hava banyosunda 60 °C’de inkiibasyon yapilarak gece kiiltiirii hazirlandi

(Dtlger, 2003).
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Sekil 13. G. caldoxylolyticus TK4 genomik DNA’simnin EcoR 1 ile kesilerek gDNA
kiitiiphanesinin olusturulmasinin gematik gosterimi
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2.2.2. Genomik DNA izolasyonu

G. caldoxylolyticus TK4 bakterisinden gDNA izolasyonu “Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega)” kullanilarak yapildi.

e Gece kiiltiiriiniin 1 mL’si 1,5 mL’lik eppendorf tiipiine aktarildi.

¢ 13.000 x g’de 2 dakika santrifiij edilerek siipernatan uzaklastirildi.

e Pelte 480 uL 50 mM EDTA c¢ozeltisinde ¢oziiliip, 120 pL lizozim ¢dzeltisi
(10 mg/mL stok) ilave edilerek hafifce karistirildi.

e 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve 13.000 x g’de 2 dakika santrifiij edilerek
slipernatan uzaklastirildi.

e Tiipe 600 pL Niiklei Lizis Cozeltisi (Niiclei Lysis Solution) ilave edilip pelte
siispansiye olana kadar dikkatlice altiist edildi.

e Hiicrelerin parcalanmasi i¢in 80 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve oda sicakligina
sogutuldu.

e Hiicre lizatina 3 pL. RNaz Cozeltisi (RNase Solution) ilave edilerek tiip yavasca 2-5
kez altiist edildi.

¢ 37 °C’de 60 dakika bekletildikten sonra oda sicakligina sogutuldu.

e RNaz muamelesi yapilmis hiicre lizatina 200 pL Protein Coktiirme Cozeltisi
(Protein Precipitation Solution) ilave edildi. Cdzeltinin hiicrelerle iyice karigmasi igin tiip
20 saniye yiiksek hizda vortekslendi.

e Numune buz lizerinde 5 dakika bekletilerek 13.000xg’de 3 dakika santrifiij edildi.

e DNA’y1 igeren siipernatan 600 pL oda sicakliginda izopropanol igeren 1,5 mL’lik
temiz bir eppendorf i¢ine aktarildi.

e DNA iplikgikleri goriinene kadar eppendorf yavasea altiist edilerek karistirildi.

¢ 13.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatan dikkatlice uzaklastirildi ve eppendorf temiz ve emici bir kagit lizerinde
hava akimi yardimiyla kurutuldu. 600 pL oda sicaklifinda %70’lik etanol ilave edildi ve
yavagea altiist edilerek DNA’nin yikanmasi saglandi.

¢ 13.000 x g’de 2 dakika santrifiij edilerek etanol dikkatlice uzaklastirildi.

e Eppendorf temiz ve emici bir kagit iizerinde hava akiminda kurutuldu ve oda

sicakliginda 10-15 dakika daha bekletilerek etanoliin tamamen uzaklagmasi saglandi.
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e Elde edilen DNA iizerine 50 pnL. DNA Rehidrasyon Cozeltisi (DNA Rehydration
Solution) ilave edilerek 65 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu bir saatlik inkiibasyon siiresi
boyunca aralikli olarak eppendorflara hafif¢e vurularak ¢ozelti karistirildi.

¢ Elde edilen gDNA +4 °C’de saklandi.

2.2.3. Plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega)” kiti kullanilarak gergeklestirildi.

e pUCI18 plazmitini igeren E.coli JM101 hiicresinden 50 pg/mL amfisilin i¢eren LB
besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de bir gece calkalayici hava banyosunda inkiibasyon
yapilarak gece kiiltiirli hazirlandi.

e1-5 mL gece Kkiltirii 10.000xg’de 5 dakika santrifiij edilerek silipernatan
uzaklastirildi. Eppendorf tiip ters cevrilip, kagit bir havlu {izerine bastirilarak ortamda
kalan fazla besiyerinin tamamen uzaklagmasi saglandi.

e Bakteri peltesinin tizerine 250 pL Hiicre Siispansiyon Cozeltisi (Cell Resuspension
Solution) ilave edilip vortekslenerek hiicrelerin siispansiye olmasi saglandi.

¢ 250 puL Hiicre Lizis Cozeltisi (Cell Lysis Solution) ilave edildikten sonra eppendorf
tiip 4 kere altiist edildi. Hiicre siispansiyonu berraklasana kadar (yaklasik 5 dakika) oda
sicakliginda bekletildi.

¢ 10 uL Alkali Proteaz Cozeltisi (Alkaline Protease Solution) ilave edilip eppendorf
tiip 4 defa altiist edildi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

¢ 350 puL Notralizasyon Cozeltisi (Neutralization Solution) ilave edildikten sonra
eppendorf tiip hemen 4 kere altiist edildi.

¢ Elde edilen bakteriyal lizat 14.000xg’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatan, toplama tiipii lizerine yerlestirilmis olan minikolon igine aktarilarak
14.000xg’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama tiipiine
gecen s1vi uzaklastirildi.

e Minikolona 750 puL Kolon Yikama Cozeltisi (Column Wash Solution) ilave edildi
ve 14.000xg’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiine gegen sivi

uzaklagtirildu.
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e Minikolona 250 pL. Kolon Yikama Cozeltisi ilave edilerek 14.000xg’de oda
sicakliginda 2 dakika santrifiij edildi.

e Minikolon temiz bir eppendorf tlipline yerlestirildi ve minikolon i¢ine 100 pL
Niikleaz igermeyen Su (Nuclease-Free Water) ilave edildi. 14.000xg’de oda sicakliginda
1 dakika santrifiij edilerek elde edilen plazmit DNA ¢6zeltisi -20 °C’de saklandi.

2.2.4. DNA Konsantrasyonunun Ol¢iilmesi

Genomik ve plazmit DNA ¢ozeltilerinin konsantrasyonu, niikleotitlerin heterosiklik
halkalariin 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum absorbe etme 06zelliginden
yararlanilarak Ol¢iildii (Temizkan ve Arda, 2004). DNA c¢ozeltisi saf su ile 100 kat
seyreltilerek 260 nm’de absorbans okundu. 1 absorbans degeri, ¢ift iplikli DNA igin
50 pg/mL’ye karsilik gelmektedir. DNA konsantrasyonunun hesaplanmasinda esitlik (1)
kullanildi.

DNA (pg/mL veya ng/pL) = 260 nm’deki absorbans x Seyrelme Faktorii x 50 (1)

2.2.5. Genomik DNA ve pUC18 Plazmit DNA’sinin EcoR 1 ile Kesimi

Izole edilen gDNA ve pUCI18 plazmit DNA’s1 son hacmi 50 uL olacak sekilde

hazirlanan karisimda EcoR 1 ile ayr1 ayr1 kesildi.

gDNA/pUCI18 10 pg

10X EcoR I tamponu 5uL

EcoR 1(10 U/uL) 2uL

Niikleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ye tamamlandi

Reaksiyon karigimlar1 37 °C’de 8 saat inkiibe edildikten sonra enzimin deaktivasyonu

icin 65 °C’de 20 dakika bekletildi. Sonuglar agaroz jel elektroforezinde incelendi.
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2.2.6. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi molekiiler biyolojide olduk¢a gerekli bir tekniktir ve temeli
negatif yiiklii DNA’nin bir matriks iizerinde biiyilikliigline gore ayrilmasina dayanir. DNA
elektroforezi genellikle bir deniz yosunu 06ziiti olan agaroz ve Tris tampon ¢dzeltisi
kullanilarak gergeklestirilir. Agaroz jel elektroforezi yapmak amaciyla asagidaki yontem
takip edildi (URL-9, 2008).

e %1’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0,30 g agaroz tartilip, 30 mL 1X TAE tamponu
icinde mikrodalga firinda 1 dakika tutularak ¢oziildii.

e Sicak agaroz ¢ozeltisi 50-55 °C’ye gelinceye kadar oda sicakliginda bekletildi ve
3 pL etidiyum bromiir ¢ozeltisi ilave edilip iyice karistirildiktan sonra jel tablasina
dokiilerek kuyucuklarin olusmasi igin tarak yerlestirildi.

e Jel donduktan sonra, elektroforez kab1 1X TAE ile doldurulup her bir kuyucuga
1 uL jel yiikleme boyasi ile ayr1 ayr1 karistirilmig olan 5 uL. DNA yiiklendi.

e Yaklasik 1 saat boyunca 100 mA elektrik akimi uygulandi.

e Jel goriintiileri, jel goriintiileme cihazinda Kodak Molecular Imaging System

programi yardimiyla incelenip kaydedildi.

2.2.7. DNA’nin Etanol ile Coktiiriilmesi

Niikleaz enzimleriyle yapilan kesim islemini takiben ¢ozelti icinde kalan proteinlerin
uzaklagtirilmasi ve DNA’nin saflastirilmasi amaciyla etanol ¢oktiirmesi yapildi. Bu amagla
asagidaki yontem takip edildi (URL-10, 2008).

e Tuz konsantrasyonunu 0,3 M’a ayarlamak i¢in DNA ¢06zeltisi iizerine 1/10 kadar
3 M sodyum asetat (pH 5,2) ilave edilip iyice karistirildi.

¢ Son hacmin 2,5 kat1 kadar %96’lik soguk etanol ilave edildi ve iyice karistirildiktan
sonra -20 °C’de 1 saat bekletildi.

e Oda sicakliginda 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatan dikkatli bir
sekilde uzaklastirildi.

e DNA peltesi iizerine 500 pL %96’lik soguk etanol ilave edilerek hafifge karistirildi
ve 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklastirildi.
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e Yikama islemi 500 puL %70’lik soguk etanol ile tekrarlandi. 13.000 rpm’de
5 dakika santriflijden sonra siipernatan uzaklastirildu.

¢ Eppendorf tiip icindeki DNA, etanoliin tamamen uzaklagmasi i¢in oda sicakliginda
10 dakika bekletildi.
Pelte halindeki DNA, 25 uL niikleaz igermeyen suda ¢oziilerek -20 °C’de saklandi.

2.2.8. gDNA Parc¢alarinin pUC18 Vektoriine Ligasyonu

EcoR 1 ile kesilen gDNA’dan elde edilen parcalar yine ayni enzimle kesilen pUC18
vektoriine T4 DNA Ligaz enzimi yardimiyla yapistirildi.

gDNA kesigi 3uL
pUCI18 kesigi 1 ulL
10X ligaz tamponu 1 uL
T4 DNA Ligaz (3 U/uL) 3uL
Niikleaz igermeyen su 2 uL

Reaksiyon karigimi 16 °C’deki ligasyon firminda 1 gece bekletildi.

2.2.9. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Kompotent hiicreler kalsiyum kloriir metoduna gore hazirland1 (Maniatis vd.,1989).
Genomik DNA kiitiiphanesi olusturmak amaciyla ve diger klonlama islemleri i¢in E. coli
JM101 susundan, ekspresyon yapmak amaciyla ise E. coli BL21(DE3)pLysS susundan
kompotent hiicre hazirlandi.

e3 mL LB besiyerine daha onceden LB agar besiyerinde biiyiitiilmiis olan
kolonilerden (E. coli susundan) ekim yapildi ve ¢alkalayicili hava banyosunda 37 °C’de
1 gece inkiibasyon yapilarak gece kiiltliri hazirlandi.

e Hazirlanan bu gece kiiltiirtiinden 300 pL alinarak 30 mL LB besiyeri igeren erlen
icine aktarildi ve karistmm 600 nm’deki optik yogunlugu 0,4-0,6 arasinda bir degere
ulasincaya kadar yaklasik 2 saat 37 °C’de biiyiitiildii.
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¢ Bu optik yogunluk araligina ulasan hiicre kiiltiirii steril bir tiipe aktarilarak 4 °C’de
4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip siipernatan uzaklastirildi.

e Tiip icine 10 mL 0,1 M CacCl, ilave edildi ve hiicre peltesi yavasga pipetlenerek
slispansiyon haline getirildi.

e Siispansiyon, 30 dakika buz i¢inde bekletildikten sonra 4 °C’de 4.000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi ve stipernatan uzaklastirildu.

e Pelte, 2 mL 0,1 M CaCl, ¢ozeltisinde tekrar siispansiye edilerek 200 pL’lik
kisimlar halinde steril eppendorf tiiplerine boliindii.

e Kompotent hiicreler 2 saat buzda bekletilip transformasyona hazir hale getirildi.

2.2.10. Transformasyon

Rekombinant olan ve olmayan pUC18 vektorlerini birbirinden ayirabilmek i¢in 2.2.8.
nolu kisimda anlatildig1 sekilde elde edilen ligasyon iiriinli 6nceden hazirlanan kompotent
hiicrelere aktarilarak ¢ogaltildi (Maniatis vd.,1989).

¢ Eppendorf tiip iginde bulunan kompotent hiicrelere 3-5 puL ligasyon {iriinii ilave
edildilerek 30 dakika buz i¢inde bekletildi.

e Karisim, 2 dakika 42 °C’de bekletilerek plazmitin hiicre i¢ine girmesi saglandi.

¢ Bu siirenin bitiminde buz i¢ine alinan hiicrelere 200 pL LB besiyeri eklenerek
37 °C’de 1 saat bekletildi.

e Eppendorf tiip i¢cindeki siispansiye karisim, 50 pg/mL amfisilinli LB agar igeren,
sirastyla 45 pL IPTG ve 45 pL X-Gal siirtilmiis ve iyice kurutulmus petrilere yayma ekim
yontemiyle ekilerek 37 °C’de 1 gece bekletildi ve plazmiti i¢eren hiicrelerin biiyiimesi

saglandi.

2.2.11. Rekombinant Plazmitlerin Se¢imi, izolasyonu ve DNA Sira Analizi

Petrilerde biiyliyen mavi ve beyaz kolonilerden sadece beyaz olanlar secilip
50 pg/mL amfisilin igeren LB besiyerine ekilerek, 37 °C’de bir gece biiyiitiliip gece
kiiltiirleri hazirlandi. Elde edilen gece Kkiiltiirlerinden 900 pL almip 300 pL 9%380’lik
gliserol c¢ozeltisi ile karistirillarak, gliserol stogu hazirlandi. Hazirlanan stoklar,

gerektiginde kullanabilmek amaciyla -20 °C’de saklandi. Hazirlanan gece kiiltiirlerinden
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ayn1 zamanda kit kullanilarak plazmit izolasyonu yapildi ve izole edilen plazmitler DNA

sira analizi i¢in Macrogen Inc.(Giiney Kore)’ye gonderildi.

2.2.12. DNA Siralarmin incelenmesi

Macrogen Inc.’den gelen DNA siralar1 Oncelikle protein sirasina donistiirildi

(URL-11, 2008) ve daha sonra BLAST programi (URL-12, 2008) yardimiyla incelendi.

2.3. Maltojenik Amilaz (Gca TK4 MA) Geninin Eksik Kalan Kisimlarimin
invers PCRile Bulunmasi

Invers PCR, DNA sirasi bilinen bir bdlgenin hemen yan tarafinin DNA’sinin in vitro
olarak ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan bir metottur (Ochman vd., 1988). Bu metotta normal
PCR’daki yoniin tersi sekilde yonlenmis olan primerler kullanilarak PCR yapilir. Bu
primerler icin kullanilan DNA kalib1 ise bir ¢ember olusturmak iizere kendi iizerine

yapismis olan restriksiyon pargasidir.

2.3.1. Invers PCR i¢in Primer Tasarlanmasi

Gelen sonuglarin incelenmesinden sonra vektore aktarilan gDNA parcalarindan
birinin Maltojenik amilaz genini igerdigi tespit edildi. Gca TK4 MA geninin basinda
yaklasik 822 bazlik ve sondan ise 741 bazlik kisminin belirlenebilmesi i¢in 3 farkli invers
PCR yapildi. Genin eksik kalan kisminin invers PCR yardimiyla bulunabilmesi amaciyla,
bilinen DNA siralarindan yola ¢ikarak bir set ileri ve geri primerler MaF1, MaR1, MaF2,
MaR2, MaF3 ve MaR3 tasarlandi (Tablo 8). Yapilan birinci invers PCR sonuglari
incelendiginde genin basinda 681 bazlik ve sonunda 183 bazlik bir kismin hala eksik
oldugu tespit edildi ve bu sebeple ikinci invers PCR islemi gergeklestirildi. Yapilan ikinci
invers PCR sonucunda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde genin sonunda DUR
kodonunun yakalandig1 ancak bastan hala 66 bazlik bir kismin eksik oldugu tespit edildi.
Genin tam sirasinin belirlenebilmesi amaciyla, gDNA pargalar1 kalip olarak kullanilarak,
hem MaF3, MaR3 ve hem de MaF2, MaR2 ve MaF1 primerlerinin farkli kombinasyonlari
ile tekrar invers PCR yapildi.
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2.3.2. Genomik DNA’nin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

G. caldoxylolyticus TK4 genomik DNA’s1 primer ciftleri arasinda kalan, sirasi

bilinen bolgeyi kesmeyen Ava 1I, Bfa 1, Nde 1, Hind 111, Psp G 1 ve Pst 1 enzimleriyle

kesildi.
Ava Il i¢in;
gDNA
10X C tamponu
BSA
Ava Il (10 U/uL)

Niikleaz igermeyen su

Nde 1 igin;
gDNA
10X R tamponu
Nde 1(10 U/uL)

Niikleaz igermeyen su

Bfa 1 igin;
gDNA
10X 4 tamponu
Bfa 1 (10 U/uL)

Niikleaz igermeyen su

Hind 111 i¢in;
gDNA
10X E tamponu
BSA
Hind 111 (10 U/uL)

Niikleaz igermeyen su

10 pg
SuL
SuL
I uL

Son hacim 50 pL’ye tamamland:

10 pg
S5ulL
I uL

Son hacim 50 pL’ye tamamlandi

10 pg
SuL
2 uL

Son hacim 50 pL’ye tamamlandi

10 pg
SuL
0,5 L
1 uL

Son hacim 50 pL’ye tamamlandi
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Psp G 1 i¢in,

gDNA 10 pg

10X 2 tamponu 5uL

Psp G1(10 U/uL) I pL

Niikleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ye tamamlandi
Pst 1 igin,

gDNA 10 pg

10X 0 tamponu SuL

Pst1(10 U/uL) 1 uL

Niikleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ye tamamlandi

Reaksiyon karigimlart uygun sartlar altinda inkiibe edildikten sonra enzimler deaktive

edildi.

2.3.3. DNA Parcalarimin Ligasyonu

Etanol ile c¢oktiiriilerek temizlenmis olan enzim kesikleri DNA parcalarinin her
birinin kendi iizerine yapisarak dairesel forma doniismesi icin T4 DNA Ligaz enzimi

kullanilarak ligasyon yapildi (Maniatis vd.,1989).

Kesik gDNA karigimi 25 uL (yaklasik 5 ng)
10X ligaz tamponu 25 uL

T4 DNA Ligaz (3 U/uL) 3uL

Niikleaz igermeyen su 197 uL

Reaksiyon karisimi, 23 °C’de 1 gece bekletildikten sonra etanol ¢oktiirmesi yapilarak
protein ve diger bilesenler uzaklastirildi. Bu sayede invers PCR i¢in kullanilacak kalip

DNA elde edilmis oldu.
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2.3.4. invers PCR
Invers PCR icin, kalip DNA, primer ciftleri, dNTP karisgtmi, tampon ve DNA
polimerazin ilavesi ile ayri ayri reaksiyon karisimlari hazirlandi (Tablol1) ve uygun

sartlarda (Tablo 12) PCR yapildi. Sonuglar %1°lik agaroz jelde incelendi.

Tablo11. Invers PCR’da kullanilan kimyasallar

Bilesen Kullanilan Miktar

dNTP karisimi (10 mM) 1 ulL

[leri primer 1 uL (20 pmol)

Geri primer 1 uL (20 pmol)

MgCl, ¢ozeltisi (25 mM) 4 uL

5X Yesil GoTaq Flexi reaksiyon tamponu 10 uL

GoTaq Flexi DNA polimeraz (5 U/uL) 0,25 uL

Kalip DNA 1 ug

Niikleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ye tamamland1

Tablo 12. invers PCR uygulama sartlar:

Sicaklik (°C) Zaman (dakika) Cevrim Sayisi
[k Denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 94 1
Primer Baglanmasi 53,55 1 36
Uzama 72 2

Son Uzama 72 3 1
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2.3.5. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PCR iriinlerinin saflastirilmast i¢in “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega)” kiti kullanildi.

e PCR iirlinlinii iceren reaksiyon karigimina esit hacimde Membran Baglanma
Cozeltisi (Membrane Binding Solution) ilave edilip karistirilarak toplama tiipii lizerine
yerlestirilmis olan minikolon i¢ine aktarildi.

e Oda sicakliginda 1 dakika bekletildikten sonra 16.000 x g’de 1 dakika santrifiij
edilip minikolondan toplama tiipiine gegen s1v1 uzaklastirildi.

e Minikolona 700 pL. Membran Yikama Cozeltisi (Membrane Wash Solution) ilave
edilip 16.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama tiipline gecen sivi
uzaklastirildi.

¢ Yikama islemi 500 pL yikama ¢ozeltisi kullanilarak tekrarlandi. 16.000 x g’de
5 dakika santrifiij edildi.

e Minikolondan toplama tiipiine gegen sivi uzaklastirilarak yikama c¢ozeltisinden
gelen etanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in 1 dakika daha santrifiij edildi.

e Minikolon temiz bir eppendorf tiipline aliip 50 pL niikleaz icermeyen su ilave
edildi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 16.000 x g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Saf PCR {iriinii +4 °C’de saklandi.

2.3.6. PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektériine Ligasyonu

PCR iiriinleri pPGEM-T Easy klonlama vektdriine T4 DNA Ligaz enzimi yardimi ile

yapistirildi.
Saf PCR iiriinii 3,5uL
2X ligaz tamponu 6 uL
pGEM-T Easy vektorii 0,5 uL
T4 DNA Ligaz (3 U/uL) 2uL

Reaksiyon karisimlar: +4 °C’de bir gece bekletilerek ligasyon gergeklestirildi.



54

2.3.7. E. coli IM101’e Transformasyon, Rekombinant Plazmitlerin Secimi,
izolasyonu ve DNA Sira Analizi

Rekombinant plazmitleri c¢ogaltmak amaciyla ligasyon iiriinleri E. coli JM101
hiicresine aktarildi. IPTG ve X-Gal ilave edilmis amfisilinli LB Agar bulunan petrilerde
biiyliyen beyaz koloniler secildi ve 50 pg/mL amfisilin igeren LB besiyerine ekimleri
yapilarak 37 °C’de bir gece biyiitiillip gece kiiltiirleri hazirlandi. Elde edilen gece
kiltlirlerinden  gliserol stogu hazirlanarak -20°C’de saklandi. Hazirlanan gece
kiiltiirlerinden ayn1 zamanda kit kullanilarak plazmit izolasyonu yapildi. izole edilen

plazmitler DNA sira analizi i¢gin Macrogen Inc.(Giiney Kore)’ye gonderildi.

2.4. Gca TK4 MA Geninin pET-28a(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Protein
Ekspresyonu

24.1. Gca TK4 MA Geninin Tamamm Cogaltmak Amaciyla Primer
Tasarlanmasi

Gca TK4 MA kodlayan genin tamamini1 PCR yoluyla ¢ogaltabilmek ve pET-28a(+)
vektoriine aktarilabilmek amactyla bir set ileri ve geri primer tasarland: (Tablo 8). ileri
primer baslama kodonundan once Nhel kesim bolgesini igerecek sekilde, geri primer ise
genin DUR kodonundan sonra tekrar bir DUR kodonu ve Hind Il kesim bolgesi icerecek
sekilde tasarlandi (Sekil 14).

Nhe 1 Gca TKAMA
YMaFS 5’- GGCTAGCATGTTTAAAGAAGCGATTTATC-3’
Met
Hind 111
YMaRS 5’- TCCTCCATATAGCTAACTGACAAGCTTG-3
4—
Gea TK4 MA DUR DUR

Sekill4. Gca TK4 MA geninin tamamin1 c¢ogaltabilmek amaciyla
kullanilan ileri ve geri primerlerin niikleotit siralari. Koyu
yazilan niikleotitler, Gca TK4 MA geninin baslangi¢ ve bitis
bolgelerine denk gelmektedir.



55

2.4.2. Gca TK4 MA Geninin Tamaminin PCR Yontemiyle Cogaltilmasi
gDNA, primerler, dNTP karigimi, tampon ve DNA polimerazin ilavesi ile bir

reaksiyon karigimi hazirlandi (Tablo13) ve uygun programa (Tablo 14) ayarlanan PCR

cthazinda reaksiyon gergeklestirildi. Sonuglar %2’lik agaroz jelde incelendi.

Tablo13. PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler

Bilesen Kullanilan Miktar

dNTP karisimi (10 mM) 1 ulL

[leri primer 1 uL (20 pmol)

Geri primer 1 uL (20 pmol)

MgCl, ¢ozeltisi (25 mM) 4 uL

5X Yesil GoTaq Flexi reaksiyon tamponu 10 uL

GoTaq Flexi DNA polimeraz (5 U/uL) 0,25 L

gDNA 1 pg

Niikleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ye tamamland1

Tablo 14. PCR reaksiyonun sartlari

Sicaklik (°C) Zaman (dakika) Cevrim Sayisi
[k Denatiirasyonu 95 2 1
Denatiirasyon 94 1
Primer Baglanmasi 55 1 36
Uzama 72 2
Son Uzama 72 5 1

Agaroz jelde istenilen biiyiikliikte gorilintiilenen PCR iiriinii “Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega)” kiti kullanilarak saflastirildi.
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2.4.3. PCR Uriinii ve pET-28a(+) Vektoriiniin Nhe I ve Hind 111 Tle Kesilmesi

Daha sonra saf PCR {iriinii ve pET-28a(+) vektorii Nhe 1 ve Hind 111 ile kesilerek her

iki uctan da sarkik uglar olusturularak ligasyona hazir hale getirildi.

pET-28a(+) vektorii /PCR {iriinii 10 pL (yaklasik 1 ug)
10X Tango tamponu 2 uL
Hind 111 (10 U/uL) 2 uL
Nhe 1 (10 U/uL) 1uL
Niikleaz igermeyen su 5uL

Reaksiyon karisimlar1 37 °C’de 4 saat inkiibe edildikten sonra, 65 °C’de 20 dakika

bekletilerek enzimlerin deaktivasyonu saglandi.

2.4.4. Kesik PCR Uriiniiniin ve pET-28a(+) Vektoriiniin Ligasyonu

Kesim enzimleri kullanilarak her iki ugtan da kesilen PCR f{iriinii ve pET-28a(+)
ekspresyon vektorii etanol ile ¢oktiriilerek saflastirildt ve T4 DNA Ligaz enzimi

yardimiyla birbirlerine yapigmasi saglandi.

Kesik PCR {iriinii ve pET-28a(+) vektorii 10 pL

10X ligasyon tamponu 2,5 ulL
T4 DNA Ligaz, HC (20 U/uL) 1 uL
Niikleaz igermeyen su 1,5 uL

Elde edilen reaksiyon karigimi 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildu.

2.4.5. Rekombinant pET-28a(+) Vektoriiniin E. coli BL21(DE3)pLysS
Hiicresine Transformasyonu

Elde edilen ligasyon {iriinii 6nceden hazirlanan E. coli BL21(DE3)pLysS kompotent
hiicresine uygun sartlarda aktarildi. Rekombinant vektorii iceren bu kompotent hiicreler
50 pg/mL kanamisinli LB agar iceren ve 45 puL IPTG eklenip iyice yayilarak kurutulmus
olan petrilerin iizerine yayma ekim yontemiyle ekildi. Petriler, 37 °C’de 1 gece bekletilerek
plazmiti iceren hiicrelerin biiylimesi saglandi. Gece boyu bekletilen petrilerde biiyiiyen
kolonilerin tamami sec¢ildi ve 50 pg/mL kanamisin iceren LB besiyerine ekimi yapilarak

yine 37 °C’de biiyiitiiliip gece kiiltiirleri hazirlandi. Elde edilen gece kiiltiirlerinden hem
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gliserol stogu hazirland1 hem de plazmit izolasyonu yapildi. izolasyonu yapilan plazmitler
Nhe 1 ve Hind 111 kesim enzimleriyle kesilerek klonlama yapilan vektoriin gen pargasini

igerip icermedigi kontrol edildi.

2.4.6. Gca TK4 MA’1n E. coli BL21(DE3)pLysS’de Ekspresyonu

Rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysS hiicresinin gliserol stogundan 50 pg/mL
kanamisin igeren 3 mL LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 1 gece biiyiitiiliip gece
kiiltiiri hazirlandi. Hazirlanan bu gece kiiltiirii %1 (v/v) olacak sekilde 50 pg/mL
kanamisin igeren LB’ye aktarilarak ODgy = 0,6-1,0 arasindaki bir degere ulagsana kadar
bliyiitme islemine devam edildi. Hiicre yogunlugu istenilen optik degere ulastiginda nihai
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde izopropil B-D-tiyogalaktopiranozid (IPTG) ilavesiyle
ve 37 °C’de 4 saat indiikleme yapildi.

2.5. E. coli BL21(DE3)pLysS’de Ekspres Edilen Gca TK4 MA’1n Saflastiriimasi

Yapilan 4 saat indiiklemenin ardindan hiicreler 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek toplandi. Toplanan bu hiicreler, 1 mL 100 mM Tris-HCl (pH 7.4)
tamponunda siispansiye edilerek, karigima 0,5 mg/mL igerecek sekilde lisozim ilave edildi
ve 37 °C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra hiicreler, sonikator cihazinda %80 siddetinde,
1 devirde 5 dakika boyunca birakilarak patlatildi. Olugan ham karisim +4 °C’de
10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve elde edilen siipernatan ham enzim 06ziitii olarak
kullanildi. On saflastirma amaciyla, ham enzim 6ziitii 75 °C’de 15 dakika bekletilerek
denatiire olan proteinlerin 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmesiyle
uzaklagtirilmasi saglandi.

Ekspres edilen Geca TK4 MA, N-ucunda klonlama yapilirken 6 tane histidin biriminin
eklenmis olmasindan dolayi, nikel afinite kolonu iceren “MagneHis Protein Purification

System (Promega)” kullanilarak saflastirma islemi yapild1 (Sekil 15).
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Sekil 15. Geca TK4 MA saflastirilmasi amaciyla kullanilan MagneHis
Protein Saflastirma sisteminin sematik gosterimi
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Elde edilen ham 6ziitteki Gca TK4 MA enzimini saflagtirmak amaciyla asagida izah
edilen metot izlendi:

E. coli proteinleri 1s1 soku yardimiyla kismen uzaklastirilmis olan eppendorf tiip
icindeki 1 mL 6ziite, 120 pL vortekslenmis Ni*" ve baglanmay1 kolaylastirmak amaciyla
nihai konsantrasyonu 500 mM olan NaCl ilave edildi. Oda sicakliinda 4 dakika alt {ist
edilerek karistirildi. Bu islem sonucunda, rekombinant proteinin N-ucunda bulunan 6 tane
histidin aminoasidinden dolay1r protein +2 yiiklii nikel iyonlarina baglanarak Oziitten
ayrild.

Ni pargalarin1 tiiplin i¢ cidarinda toplamak amaciyla tiip manyetik tutucuya
yerlestirildi ve 1 dakika bekletildikten sonra siipernatan uzaklastirildi.

Manyetik tutucudan alinan eppendorf tiip i¢ine 1000 uL Baglanma/Yikama tamponu
ilave edildi ve 2 dakika boyunca yavasca alt iist edilerek Ni parcalar1 yikandi. Tiip
manyetik tutucuda 1 dakika tutulduktan sonra siipernatan uzaklastirildi.

Yikama islemi 750 puL Baglanma/Yikama tamponu kullanilarak 1 defa daha
tekrarlandi.

Ni pargalar iizerine 150 pL eliisyon tamponu ilave edildi ve tiip oda sicakliginda
4 dakika yavagsga alt iist edildikten sonra manyetik standa yerlestirildi. Siipernatan

dikkatlice alinarak +4 °C’de saklandi.

2.6. Gca TK4 MA’1n Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.6.1. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore gergeklestirildi (Lowry vd., 1951) Protein
standard1 olarak sigir serum albiimin (BSA) kullanildi.

Kalibrasyon grafigi ¢izebilmek amaciyla hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1 mg/mL)
deney tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL konuldu. Bu sekilde tiiplerde BSA’nin
nihai konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL olmas1 saglandi.

Standart igeren tiiplerin disinda saf proteinden ayri bir deney tiiptine 3 uL ilave
edildi.

Standartlarin ve Ornegin son hacimlerini 500 pL’ye tamamlayacak sekilde

0,1 N NaOH igindeki %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi.
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Her bir tipe 1 mL Lowry E c¢ozeltisi (%2 sodyum-potasyum  tartarat,
%1 CuS04.5H,0O ve 0,IN NaOH igerisinde %2 Na,COs) ilave edilip vortekslendikten
sonra oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildi

Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin
Reaktifi’'nden 100 pL ilave edildi ve karanlik ortamda 30 dakika bekletildi.

650 nm’de absorbanslar okundu.

Kalibrasyon grafigi ¢izilerek saf proteinin konsantrasyonu hesaplandi.

2.6.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE Sambrook ve arkadaslarina (1989) gore %5’lik yigma jeli ve %12’lik
ayirma jeli kullanilarak gerceklestirildi (Tablo 15).

Tablo 15. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan bilesenler ve oranlari

%5’lik Yigma Jeli %12’lik Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,7 3,3
%30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 4,0
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5 ---
1,5 M Tris (pH 8,8) --- 2,5
%10’Iuk SDS 0,04 0,1
%10’Iuk % 10 Amonyum persiilfat (APS) 0,04 0,1
N,N,N',N-tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,004 0,004

Hazirlanan jel karisimi plakalar arasina yiiklendikten sonra tanka yerlestirildi ve tank
SDS yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Yaklasik olarak 40 pg saf protein SDS yiikleme
cozeltisi ile karigtirilip kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatildi. Bu sayede ii¢ boyutlu
yapist bozulan proteinler Hamilton siringasi kullanilarak kuyucuklara yiiklendi. Proteinler,
yigma jelinden ¢ikana kadar 20 mA’de, daha sonra da boya ayirma jelinin alt kismina
gelene kadar yaklasik olarak 1-1,5 saat 25 mA’de yiiriitiildii. Tanktan ¢ikarilan jel {izerine
jel boyama ¢ozeltisi ilave edildi ve yavas bir sekilde 10 dakika sallanarak bekletildi.
Boyanan jel, boyanin fazlasin1 uzaklastirmak ve protein bantlarini1 goriiniir hale getirmek

amaciyla boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile yikandi.
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2.6.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Dogal PAGE, SDS icermeyecek sekilde hazirlanan %5’lik y1igma jeli ve %10’luk
ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 16).

Tablo 16. Dogal-PAGE de kullanilan bilesenler ve oranlari

%5’lik Yigma Jeli %10’luk Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)

Saf su 2,74 4,1

%30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 33

1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5

1,5 M Tris (pH 8,8) - 2,5

%10’Iuk APS 0,04 0,1

TEMED 0,004 0,004

Jel SDS-PAGE’de oldugu gibi ancak SDS igermeyecek sekilde hazirlandiktan sonra
tanka yerlestirildi ve tank dogal PAGE yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Yaklasik 40 pg
saf protein dogal PAGE yiikleme ¢6zeltisi ile karistiridi ve Hamilton siringast kullanilarak
kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez {initesi buz dolu bir kabin igine yerlestirilerek, boya
yigma jelinden ¢ikana kadar 20 mA’de, daha sonra da boya ayirma jelinin alt kismina
gelene kadar yaklasik olarak 1-1,5 saat 25 mA’de yiiriitiildii. Tanktan ¢ikarilan jel {izerine
jel boyama ¢ozeltisi ilave edildi ve yavas bir sekilde 10 dakika sallanarak bekletildi.
Boyanan jel, boyanin fazlasini uzaklastirmak ve protein bantlari goriiniir hale getirmek
amaciyla boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile yikandi.

Substrat boyamasi icin, dogal-PAGE jeline %1’lik nigasta cozeltisi ilave edildi.
Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra 45 °C’de yaklasik olarak 45 dakika inkiibe edildi.

Daha sonra jel lizerine boyama ¢ozeltisi ilave edilerek protein banti goriiniir hale getirildi.

2.6.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi i¢in, dakikada 1 uM maltoz agiga ¢ikaran enzim miktar1 bir iinite

olarak tanimlanmistir. Enzim aktivitesi tayini 3,5-dinitrosalisilik asit metodu (DNS)
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kullanilarak yapild1 (Miller, 1959). 200 uL 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,0) ve 250 pL
B-siklodekstrin (B-CD) karistirilarak enzimin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik degerinde
5 dakika on 1sitma islemi yapildi. Daha sonra saf enzim daha dnceden 1sitilmig olan bu
karisim tizerine ilave edilerek 30 dakika boyunca ayni sicaklikta inkiibe edildi. Reaksiyonu
durdurmak ve renklendirmek amaciyla, karisim tizerine 500 plL DNS ¢o6zeltisi ilave
edilerek su banyosunda 5 dakika kaynatildi. Reaksiyon karigimimin absorbansi

spektrofotometrede 575 nm’de dlciildii.

2.6.5. Ince Tabaka Kromatografisi

Maltojenik amilazin substratiyla etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan parcalanma
tirlinlerinin kalitatif olarak belirlenmesi amaciyla ince tabaka kromatografisi (TLC) yapildi.
Bu amagla, TLC kart1 (Kieselgel-Silica gel/TLC-cards ) 110 °C’de 30 dakika bekletilerek
aktive edildi. Ornekler tabaka iizerine tatbik edildikten sonra TLC kart, 3:1:1 (V/v/v)
oraninda karistirilmig, izopropil alkol: etilasetat: su karigiminin bulundugu ve oda
sicakliginda bu ¢d6zeltinin buhariyla tamamen doygun hale getirilmis tank igerisine
yerlestirildi. Islem tamamlandiktan sonra kart, yiiriitme ¢dzeltisinin ugurulmasi icin etiivde
kurutuldu. Daha sonra TLC kart1 iizerinde olusan goriintiiyii goriiniir hale getirmek icin, 1L
metanol igerisinde 50 mL derisik H,SO4 olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti kart1 kaplayacak
sekilde ve tabaka tiizerinden tasirmadan TLC karti {izerine piskiirtildi ve 110 °C’de

10 dakika bekletildi.

2.6.6. Bazi Parametrelerin Geca TK4 MA Aktivitesi Uzerine Etkisi

2.6.6.1. pH’nin Etkisi

Gca TK4 MA aktivitesi, pH’nin bir fonksiyonu olarak farkli pH’larda hazirlanan
tampon ¢ozeltilerle ve substrat olarak B-CD kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in, 50 mM
konsantrasyonda hazirlanan pH 3,0-6,0 arasinda Mcilvaine tamponu (sitrik asit/disodyum
hidrojen fosfat tamponu) ve 7,0-9,0 arasinda Tris-HCI tamponlar1 kullanildi. Tespit edilen
optimum pH degerinden faydalanilarak substrat konsantrasyonu, protein miktarinin ve

diger parametrelerin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelendi.
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2.6.6.2. Sicakhigin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisini belirleyebilmek amaciyla, 10 °C’lik
artiglarla 30-80°C araliginda sicaklik degerlerinde Olciimler yapildi. Tampon ve substrat
cozeltisi karigimlari, belirlenen optimum pH degerinde ve belirtilen sicaklik araliginda
30 dakika inkiibe edildi. Elde edilen sonuglar sicaklifin fonksiyonu olarak grafige
aktarildi. Grafikte gozlenen tek pik optimum sicaklik degeri olarak alindu.

2.6.6.3. Enzim Konsantrasyonun Etkisi

Gca TK4 MA’1n konsantrasyonun degistirilmesiyle enzim aktivitesinin degisimini
incelemek ve aktivenin en yliksek oldugu optimum protein miktarini belirlemek amaciyla,
onceden belirlenen optimum pH ve sicaklikta ve sabit substrat miktarina karsilik proteinin

degisen miktarlarina karsilik (0,01-1 mg/mL) aktivite degisimi grafige gegirildi.

2.6.6.4. Substrat Konsantrasyonu

Enzimin aktivite gosterdigi en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek amaciyla,
daha 6nceden ifade edilen optimum sartlarda enzim aktivitesi degisen substrat miktarlarina
(0,1-2 mg/mL) kars1 belirlendi. Diger parametrelerin belirlenmesinde 6lgiilen en yiiksek

hiz degerindeki substrat konsantrasyonu kullanildi.

2.6.6.5. Isil Kararhliginin incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligin1 incelemek amaciyla, saf enzim, 50-90 °C arasindaki farkl
sicakliklarda 10 °C’lik artiglarla 1, 5 ve 7 gilin boyunca inkiibe edildi. Bu siirelerin
bitiminde enzim buz banyosunda 5 dakika bekletildi. Daha sonra oda sicakligina getirilerek
aktivite tayini yapildi. Kalan ylizde Geca TK4 MA aktivitesi inkiibe edilmemis enzimle

yapilan 6l¢iimle kiyaslanarak hesaplandi.
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2.6.6.6. pH Kararhliginin incelenmesi

Enzimin pH kararliligin1 incelemek amaciyla, saf enzim 50 mM konsantrasyonunda
pH 3,0-6,0 Mcilvaine tamponlar1 ve pH 7,0-9,0 araliginda olan Tris-HCI tamponlar ile 1:1
oraninda karistirildi. Enzim-tampon karisimlart 4 ve 50 °C’de toplam 7 giine kadar degisen
siirelerde inkiibe edildikten sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi.
Aym sekilde hazirlanan ancak inkiibasyona birakilmamis enzim-tampon karisimlarinin

optimum sartlar altinda aktiviteleri bulunarak yiizde kalan aktiviteler hesaplandi.

2.6.6.7. Bazi Kimyasallarin ve Metal Iyonlarimin Etkisi

Aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin ve kimyasallarin etkisini incelemek
amaciyla, Li', Mn2+, Zn2+, Ca2+, C02+, Fe?' ve Cu** iyonlarinin kloriir tuzlarinin 100
mM’lik stok ¢dzeltileri ve ayrica PMSF, EDTA, Tween 20, ve 2-merkaptoetanol (2-ME),
kullanildi. Metal iyonlarmin reaksiyon karigimlarinda nihai konsantrasyonlart 5 mM,
kullanilan diger kimyasallarin ise nihai konsantrasyonlar1 Tween 20 ve 2-ME %0,1;
PMSF, SDS ve EDTA %1 nihai konsantrasyonda olacak sekilde ilave edilerek, optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu ve kimyasal icermeyen karisimin

aktivitesi elde edilen sonuglarla kiyaslanarak yiizde kalan aktiviteler hesaplandi.



3. BULGULAR

3.1. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Geobacillus caldoxylolyticus TK4 bakterisinden genomik DNA kiitiiphanesi
olusturmak icin bakteriden elde edilen genomik DNA (gDNA) EcoR I enzimi ile kesildi ve
olusan DNA pargalar1 yine ayni enzimle kesilen pUCI18 vektoriine yapistirildi.
Rekombinant vektoriin E. coli JIM101’e aktarilmasiyla yaklagik olarak 250 adet klon elde
edildi. Elde edilen bu klonlarin 50 tanesinden plazmit izolasyonu yapilarak DNA siralari
belirlendi. DNA siralarinin protein sirasi haline doniistiiriiliip BLAST programi yardimiyla
incelenmesi sonucunda 24 nolu klon i¢indeki 201 baz ¢ifti igeren DNA parcasinin, Bacillus
thermoalkalophilus ~ maltojenik  amilazi,  Geobacillus  kaustophilus ~ HTA426
a-siklodekstrinazi, Bacillus sp. WPD616 amilazi, Thermus sp. YBJ-1 a-siklodekstrinazi
ve Geobacillus stearothermophilus o-siklodekstrinazi ile yaklasik %88 oraninda benzerlik
gosterdigi tespit edildi. Ancak genin, bastan 822 bazlik, sondan ise 741 bazlik kisminin

stirasinin heniiz belirlenemedigi goriildii.

3.2. Maltojenik Amilaz (Gca TK4 MA) Geninin Eksik Kalan Kisimlarinin
invers PCR ile Elde Edilmesi

Gca TK4 MA geninin basinda ve sonunda bulunan eksik kisimlarin DNA sirasinin
invers PCR yardimiyla bulunabilmesi amaciyla bilinen siradan yola c¢ikarak uygun
primerler tasarlandi ve G. caldoxylolyticus TK4 gDNA’s1 Bfa 1 enzimi ile uygun sartlar
altinda kesildi. Bfa 1 kesigi DNA parcalarinin her birinin kendi iizerine yapisarak dairesel
forma doniismesi i¢in T4 DNA Ligaz enzimi yardimiyla ligasyon yapildi. Olusan ligasyon
iiriinii etanol ile ¢oktiiriilerek invers PCR i¢in kalip DNA hazir hale getirilmis oldu.
MaF1/MaR1 primer cifti kullanilarak invers PCR islemi ger¢eklestirildi. Sonuglarin %1°lik
agaroz jelde incelenmesiyle, yaklasik 800 bazlik bir DNA par¢asinin varligi gozlendi
(Sekil 16).



66

— 1000 b
— 500 be

800bg

1 S

Sekil 16. Birinci invers PCR firiinlerinin %1°lik agaroz jeldeki
goriintlisti. 1: MaF1/MaR1 primer c¢ifti ile elde edilen
PCR fiiriinii, S: DNA standard1

Elde edilen PCR iiriinii saflastirildiktan sonra pGEM-T Easy vektoriine yapistirildi ve
elde edilen rekombinant vektor E. coli IM101°e aktarildi. E. coli hiicreleri uygun sartlarda
LBA besiyerinde biiyiitiildii ve elde edilen beyaz kolonilerden plazmit izolasyonu
yapilarak DNA sira analizine gonderildi. Gelen sonucun DNA sirasinin protein sirast
haline dontstiiriilip BLAST programi ile incelenmesiyle birlikte genin bastan 681 bazlik
ve sondan 183 bazlik kisminin hala eksik oldugu tespit edildi (Sekil 17).

Genin basinda ve sonunda eksik kalan kisimlarin belirlenebilmesi amaciyla yeniden
invers PCR yapildi. Bu amacla, G. caldoxylolyticus TK4 gDNA’s1, MaR2/MaF2 primerleri
arasinda kalan bolgeden DNA’y1 kesmeyen Hind 111, Ava 11, BamH 1 ve Nde 1 enzimleri ile
uygun sartlar altinda kesildi ve yukarida anlatilan islemler tekrarlanarak kalip DNA invers
PCR i¢in hazir hale getirildi. Ava II enzimi ile kesim sonucu elde edilen DNA kullanilarak
yapilan PCR’da yaklasik 400 ve 1500 bazlik DNA pargalarinin varligi gézlendi. Bu DNA
parcalart PCR saflastirma kiti kullanilarak jelden alindi, saflastirildi ve gerekli islemlerden
sonra sira analizine gonderildi. Gelen sonuglarla, 1500 bazlik DNA par¢asindan elde edilen
sira ile var olan DNA siras1 birlestirildi ve genin eksik kalan bazi kisimlarinin belirlendigi
goriildil (Sekil 18). BLAST programu ile yapilan inceleme sonucunda genin sonunda DUR
kodonunun bulundugu, ancak genin bastan 66 bazlik kisminin hala eksik oldugu tespit

edildi.
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CTAGTTGATCTTTGTCATGAAAAAGGGATACGTGTCATGTTAGACGCGGTGTTTAATCATT

- MaR2
GCGGCTACTATTTTGCACCGTTTCAAGATGTGCTGARAAAACGGGGAAGCATCTARAATATAA

AGATTGGTTCCATATTCACGAATTCCCGCTCCAGACAACACCGAGGCCAAACTATGACGCG

TTTGCATTTGTCGCACAAATGCCAAAGCTAAATACGGAAAACCCCGAAGTGAAAAAATATT
TGTTAGACGTAGCGGCCTATTGGATTCAGGAATTTGACATCGACGGTTGGCGGCTCGATGT
AGCCAATGAAATAGACCATCAATTTTGGCGCGAATTCCGTCAGGTAGTAAAGTCTATGAAA
CCGGACGTTTATATTCTCGGAGAAATTTGGCATGATGCGATGCCATGGCTGCGCGGCGATC
AGTTTGATGCCGTCATGAACTACCCATTTACCAATGGAGCAATCCGCTTTTTTGCGAAAAA
TGAAATTGGCGCCAAACAATTTGCGAATATCATTACTAATGTTCTTCACTCGTACCCGGAA
AACGTCAACGAAGTGGCGTTTCATTTGCTTGGCAGCCATGATACACCGAGAATTTTAACAG
TGTGCGACAATGATGTTCGGAAGGTCAAACTGTTGTTITTTATTTCAGCTCTCTTTTACCGG
TTCGCCATGCATATACTATGGCGATGAAATTGGCATGACCGGCGGGCAAGATCCAGGATGT
CGGAAATGTATGGTTTGGGAGGAAGAAAAACAAAATAGGGATATATTGGAGCATGTAAAAA
AACTGATTGCGCTTCGCAAAGCCCATCCCGCTTTCAGGCGGGGAAAAATTACATTTATGGA

TGCAAGCGATGAATCAAACCATTTAATATATACGAAAACCTAT
MaF2 -

Sekil 17. G. caldoxylolyticus TK4 MA geninin 681 bg’lik bolgesini igeren kismi. Koyu
yazilan DNA siras1 ilk bilinen gen parcasini gostermektedir. Oklarla gosterilen
bolgeler invers PCR icin kullanilan primerlerin tam DNA siralarini temsil
etmektedir.
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Sekil 18. Ikinci invers PCR iiriinlerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii.
1: MaF2/MaR2 primer ¢ifti ile elde edilen PCR iiriinii, S: DNA
standard1

Gca TK4 MA geninin eksik kalan bas kisminin belirlenmesi amaciyla, MaF3, MaR3,
MaF2, MaR2 ve MaF1 primerleri farkli kombinasyonlarda kullanilarak G. caldoxylolyticus
TK4 gDNA’s1 primerler arasinda kalan bolgeden DNA’y1 kesmeyen Ava 11, Pst I ve PspG
I enzimleri ile uygun sartlar altinda kesildi. gDNA’nin bilinen sirasindan yola ¢ikilarak gen
pargasi istenilen bolgeden kesilebileceginden dolayi, invers PCR, genin eksik olan bag
kisminin ¢ogaltilma ihtimalini arttirmus oldu (Sekil 19). incelenen sira analizi sonuglarinda

Pst 1 enzimiyle yapilan kesimde genin tamaminin belirlendigi goriildii (Sekil 20).
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Sekil 19. MaF3, MaR3, MaF2, MaR2 ve MaF1 primerleriyle
yapilan invers PCR iiriinlerinin %1’lik agaroz jeldeki
goriintiisi. 1: Ava Il kesimi, 2: Pst I kesimi, 3: PspG |
kesimi, S: DNA standardi

YMaFS
ATGTTTAAAGAAGCGATTTATaaTCGTCCCAAAGATAACTTTGCTTACGCATACGACGAAAAAACATTACATA

TTCGCCTGCGCACGAAAAAGGATGATGTGGAAGCCGTTCATCTTCTTTACGCCGATCCATATGAATGGAAAGA
P MaR3
TGGCGTCTGGCAGCTAAATCGTGCACCTATGGTAAAAAGCGGATCTGACGATTTATTTGACTATTGGTTTATC

GAAGTAATTCCCCCATATCGCCGCCTTCGCTACGGATTTGAGTTAACGTCCGGAAATGAAAAAATAGTATATA
CAGAAAAAGGGTTTTATCATGAGGCACCGACAGACGATACGGCTTATTATTTTTGCTTTCCGTTTTTAAATAA
AATAGATGTATTTCATGCACCGGAATGGGTGAAAGACACTGTTTGGTATCAGATTTTCCCTGAACGCTTCGCT
AATGGAAATCCAGCTATCGATCCAGAAGGAACACTGCCATGGGCAAGTGAAGACCCGACACCAACGAGCTTTT
TCGGCGGCGATTTAGAAGGGATTATCCAGCATCTCGACTATCTTGTCGACCTTGGCGTTAATGGCATTTATTT

AACGCCTATTTTCCACGCACCTTCTAACCATAAATATGACACAACCAATTATTTCGAAATTGATCCTCACTTT

Sekil 20. G. caldoxylolyticus TK4’iin MA gen dizini. Alt1 ¢izili yazilan kodonlar genin
Metiyonun (ATG) ve DUR (TAA) kodonlarint gostermektedir. Koyu renkli
yazilan kisim DNA’nin invers PCR ile ¢ogaltilan kismidir. Oklarla gosterilen
bolgeler invers PCR i¢in kullanilan primerlerin tam DNA siralarini ve genin
tamamini1 ¢ogaltmak i¢in (YMaRS ve YMaFS) kullanilan primerlerin DNA
stralarinin bir kismini1 géstermektedir.
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Sekil 20°nin devami

GGCGATAAACAAACATTCAAAAAACTAGTTGATCTTTGTCATGAAAAAGGGATACGTGTCATGTTAGACGCGG
TGTTTAATCATTGCGGCTACTATTTTGCACCGTTTCAAGATGTGCTGAAAAACGGGGAAGCATCTAAATATAA
AGATTGGTTCCATATTCACGAATTCCCGCTCCAGACAACACCGAGGCCAAACTATGACGCGTTTGCATTTGTC
GCACAAATGCCAAAGCTAAATACGGAAAACCCCGAAGTGAAAAAATATTTGTTAGACGTAGCGGCCTATTGGA
TTCAGGAATTTGACATCGACGGTTGGCGGCTCGATGTAGCCAATGAAATAGACCATCAATTTTGGCGCGAATT
CCGTCAGGTAGTAAAGTCTATGAAACCGGACGTTTATATTCTCGGAGAAATTTGGCATGATGCGATGCCATGG
CTGCGCGGCGATCAGTTTGATGCCGTCATGAACTACCCATTTACCAATGGAGCAATCCGCTTTTTTGCGAAAA
ATGAAATTGGCGCCAAACAATTTGCGAATATCATTACTAATGTTCTTCACTCGTACCCGGAAAACGTCAACGA
AGTGGCGTTTCATTTGCTTGGCAGCCATGATACACCGAGAATTTTAACAGTGTGCGACAATGATGTTCGGAAG
GTCAAACTGTTGTTTTTATTTCAGCTCTCTTTTACCGGTTCGCCATGCATATACTATGGCGATGAAATTGGCA
TGACCGGCGGGCAAGATCCAGGATGTCGGAAATGTATGGTTTGGGAGGAAGAAAAACAAAATAGGGATATATT
GGAGCATGTAAAAAAACTGATTGCGCTTCGCAAAGCCCATCCCGCTTTCAGGCGGGGAAAAATTACATTTATG

GATGCAAGCGATGAATCAAACCATTTAATATATACGAAAACCTATCTAGATGAAACGATTTTAGTCATGATCA

ACAATAGCAGTAAGGAGATTGACATCACCGTTCCTTTGTCCTTAAAAGGAAAATGGCTTGTCAATTTATGGAC
MaF2 " YMaRS
AAATGAACAGTTTGCTGCAGAAGCCGAAACATTGCGTGCTGCTATTCCTCCATATAGCTAACATTCAAAAAAC

TAGTTGATCTTTGTCATGAAAAAGGGATACGTGTCATGETAGACGCGGTGTTTAATCATTGCGGCAAT
MaF3 "

3.3. Gca TK4 MA Geninin pET-28a(+) Vektoriine Aktarilmasi, Ekspresyonu ve
Saflastirilmasi

Gca TK4 MA geninin klonlanmas1 amaciyla ekspresyon vektorii olarak pET-28a(+)
kullanildi. pET-28a(+) vektori, ribozom baglanma bdlgesi (rbs)’nden sonra ve Nhe I kesim
bolgesinin hemen Oniinde 6 tane histidin kodlayan kodon (polihistidin-kuyrugu)
icermektedir. Gca TK4 MA geninin tamami PCR ile ¢ogaltildiktan sonra 5’-ucundan Nhe |
ve 3’-ucundan ise Hind 111 ile kesilip yine aynm1 enzimlerle kesilen pET-28a(+) vektoriine
yapistirildigi takdirde olusan rekombinant vektor Geca TK4 MA geninin baslama
kodonundan hemen once 6 tane histidin kodlayan kodon igermis olur (Sekil 21). Bu
durumda Geca TK4 MA, N-ucunda 6 tane histidin amino asidi (histidin kuyrugu) i¢eren bir

kuyruga sahip olacak sekilde hiicre tarafindan ekspres edilecektir.
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Nhel Hind 111
pET-28a(+) \L ¢ PET-28a(+)
—— [ I CA TATG S TAATTGAG GATCC ———

rbs polihistidin-kuyrugu Met  MA geni * *

Sekil 21. Geca TK4 MA geninin pET-28a(+) vektoriine aktarildigr bolgenin sematik olarak
gosterimi. Turuncu ile gosterilen bolge ribozom baglanma bdlgesini (rbs), mor ile
gosterilen bolge 6 tane histidin birimini, yildizla gosterilen kodonlar ise “DUR”

sinyallerini gostermektedir.

Gca TK4 MA geninin tamamini ¢ogaltabilmek amaciyla, genin tam DNA sirasi
dikkate alinarak bir set primer tasarlanarak sentezlettirildi. G. caldoxylolyticus TK4
gDNA’s1 ve bu primerler yardimiyla yapilan PCR sonucunda yaklasik yaklagik 1740
bazlik bir DNA parcasinin varligi gézlendi (Sekil 22).

2000 be
1500 bg

S 1

Sekil 22. PCR ile tamami ¢ogaltilan Gea TK4 MA geninin %2’lik
agaroz jeldeki goriintiisii. 1: PCR ile ¢ogaltilan Geca TK4
MA geni, S: DNA standard1

Elde edilen PCR fiiriinii Nhe 1 ve Hind 111 enzimi ile kesilip yine ayni enzimlerle
kesilen pET-28a(+) vektoriine klonlandi. Rekombinant vektor, E. coli BL21(DE3)pLysS
hiicresine aktarilarak gece kiiltlirii hazirland1 ve gerektiginde kullanilmak iizere gliserol

stogu yapildi. Stok kiiltiir -20 °C’de saklandi.
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Gca TK4 MA geninin tam DNA sirasi protein sirasina doniistliriildiikten sonra
(Sekil 23) BLAST programinda incelenmesi ile elde edilen genin amino asit sirasinin
maltojenik amilaz basta olmak iizere neopullulanaz, a-siklodekstrinaz, amilaz ve

siklomaltodekstrinaza cesitli oranlarda benzedigi goriildii (Tablo 17).

atg ttt aaa gaa gcg att tat cat cgt ccc aaa gat aac ttt gct tac gca tac
M F K E A I Y H R P K D N F A Y A Y
gac gaa Aaa aca tta cat att cgc ctg cgc acg aaa aag gat gat gtg gaa gcc
D E K T L H I R L R T K K D D \Y E A
gtt cat ctt ctt tac gcc gat cca tat gaa tgg aaa gat ggc gtc tgg cag cta
aat cgt gca cct atg gta aaa agc gga tct gac gat tta ttt gac tat tgg ttt
atc gaa gta att ccc cca tat cgc cgc ctt cgc tac gga ttt gag tta acg tcc
gga aat gaa aaa ata gta tat aca gaa aaa ggg ttt tat cat gag gca ccg aca
gac gat acg gct tat tat ttt tgc ttt ccg ttt tta aat aaa ata gat gta ttt
cat gca ccg gaa tgg gtg aaa gac act gtt tgg tat cag att ttc cct gaa cgc
ttc gct aat gga aat cca gct atc gat cca gaa gga aca ctg cca tgg gca agt
gaa gac ccg aca cca acg agc ttt ttc ggc ggc gat tta gaa ggg att atc cag
cat ctc gac tat ctt gtc gac ctt ggc gtt aat ggc att tat tta acg cct att
ttc cac gca cct tct aac cat aaa tat gac aca acc aat tat ttc gaa att gat
cct cac ttt ggc gat aaa caa aca ttc aaa aaa cta gtt gat ctt tgt cat gaa
aaa ggg ata cgt gtc atg tta gac gcg gtg ttt aat cat tgc ggc tac tat ttt
gca ccg ttt caa gat gtg ctg aaa aac ggg gaa gca tct aaa tat aaa gat tgg

Sekil 23. G. caldoxylolyticus TK4 MA gen dizini ve protein sirasi. (e**) ile gosterilen
kodon genin DUR kodonunu temsil etmektedir.
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Tablo 17. G. caldoxylolyticus TK4’den elde edilen MA’m amino asit sirasinin diger
tiirlerdeki proteinlere benzerligi

Bakteri Adi Protein Benzerlik (%)
Bacillus thermoalkalophilus Maltojenik amilaz 86
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 Neopullulanaz 76
Geobacillus stearothermophilus BSMA (Maltojenik amilaz) 77
Geobacillus stearothermophilus Neopullulanaz 76
Geobacillus stearothermophilus a-siklodekstrinaz 75
Thermus sp. YBJ-1 a-siklodekstrinaz 75
Thermus sp. IM6501 Maltojenik amilaz 75
Bacillus sp. WPD616 Amilaz 74
Anoxybacillus flavithermus Siklomaltodekstrinaz 73
Bacillus cereus G9842 Neopullulanaz 62

G. caldoxylolyticus TK4 MA’1inin amino asit sirast ClustalW programi (URL-13)
kullailarak,  Bacillus  thermoalkalophilus ~ maltojenik  amilazi,  Geobacillus
stearothermophilus, Bacillus stearothermophilus ve Geobacillus thermodenitrificans
neopululanazinin amino asit siralariyla karsilastirilarak korunmus bolgeler tespit edildi
(Sekil 24). Karsilastirma sonucunda, Geca TK4 MA’1n aktif bolgesinde bulunan Asp ve Glu
amino asitlerinin yaninda, oldukc¢a korunmus 6 bolgenin varligi da ayrica tespit edilmis

oldu.



B. thermoalkalophilus L KNDIETVY
G. caldoxylolyticus TK4 F EAVH
G. stearothermophilus F EH

B. stearothermophilus IDRVE
G. thermodenitrificans IDRVE
B. thermoalkalophilus N LNRAP

G. caldoxylolyticus TK4 D LNRAP

G. stearothermophilus N SYQS

B. stearothermophilus N FQOMMP

G. thermodenitrificans N FQMMP

B. thermoalkalophilus NEAPTD

G. caldoxylolyticus TK4 HEAPTD

G. stearothermophilus RTAPMD

B. stearothermophilus FEVPTD

G. thermodenitrificans FEVPTD

B. thermoalkalophilus PS-LNPEGTL EE --ITIQH
G. caldoxylolyticus TK4 PA--DPEGTL D -——-QH
G. stearothermophilus EA-LN TLPWGSAD --TIQK
B. stearothermophilus PS-ISPEGS GSED LOG--IIDH
G. thermodenitrificans PS-ISPEGS GSED LOG--IIDH

Sekil 24. G. caldoxylolyticus TK4 MA’nin amino asit swasinin Bacillus thermoalkalophilus

95
90
95
95
95

143
136
143
143
143

190
180
190
I 190
I 190

maltojenik  amilazi
neopululanazi

Geobacillus  stearothermophilus, Bacillus  stearothermophilus, Geobacillus  thermodenitrificans

karsilastirilmasi. Yesil renk ile boyali amino asitler tiim siralardaki korunmus birimleri gostermektedir. Yildiz (*) ile gosterilen

birimler aktif bolgedeki korunmus amino asitleri gostermektedir.

SL



Sekil 24°tin devami
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333
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380
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9L



Sekil 24°tin devami

B. thermoalkalophilus N P 426
G. caldoxylolyticus TK4 N P 402
G. stearothermophilus N P 426
B. stearothermophilus D S 426
G. thermodenitrifican D S 426
B. thermoalkalophilus I 473
G. caldoxylolyticus TK4 446
G. stearothermophilus 473
B. stearothermophilus 473
G. thermodenitrifican 473
B. thermoalkalophilus DRD-ILEHVKKL-TIS THPALGSQGNIT 521
G. caldoxylolyticus TK4 NRD--LEHVKKL-- HPAFRRGK--T 490
G. stearothermophilus NRE-LF QKL-I YKAFGNRGNLH 521
B. stearothermophilus NKE-LHQHVKQL-T QYRSLRRGE-IS 520
G. thermodenitrifican NKE-LHQHVKQL-I OYRSLRRGE-IS 520
B. thermoalkalophilus -1 T-ILVM-INNNNKN--IEVT SLKGKRLT 566
G. caldoxylolyticus TK4 —-— T--LVM--NNSSKE--D--T SLKGKW 530
G. stearothermophilus -1 -—IIFLVNNNEQE--IEITLPLSLKGKL 566
B. stearothermophilus -1 T--VLVIINRSDQK--ADIPIPLDARGTW 565
G. thermodenitrifican -I T--VLVIINRSDQK--ADIPIPLDARGKW 565

LL



Sekil 24°tin devami

thermoalkalophilus
caldoxylolyticus TK4
stearothermophilus
stearothermophilus
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QO aw
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GFFIYKIEDWL
GEVLYATEHW-
GEVLYATEHW-

588
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Gca TK4 MA proteini N-ucunda 6 tane histidin igerecek sekilde
E.coli BL21(DE3)pLysS susunda ekspres edildiginden dolay1r nikel afinite kolonu
kullanilarak kolaylikla saflastirildi. Geca TK4 MA proteininde var olan bu histidin
birimlerinin azotlar1 nikel parcaciklar ile etkileserek Geca TK4 MA’1n diger proteinlerden

ayrilmasini saglamaktadir.

3.4. Gca TK4 MA’1n Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.4.1. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore yapildi ve protein standardi olarak Sigir Serum
Albumini (BSA) kullanildi. Ayr1 ayr1 zamanlarda ekspres edilip saflastirilan enzimlerin

protein miktarlarinin yaklasik olarak 5,7 ile 6,1 mg/mL arasinda oldugu bulundu.

3.4.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE 9%12’lik jele yaklasik 40 pg protein yiiklenerek yapildi. Elektroforez
jelinin Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyanip fazla boyanin uzaklastiriimasi
sonucunda Gca TK4 MA geninin E. coli’de ekspres edildigi ve kullanilan saflagtirma
kitiyle etkili bir bicimde saflastirildigi tespit edildi (Sekil 25).

Saf proteinin kromatogramda tek bant halinde olmasi, enzimin farklt molekiil
agirlikl alt birimlerden olugsmadigini veya alt birim icermedigini gostermektedir. Standart
proteinlerin R¢ degerleri, bu proteinlerin molekiil agirliklarinin logaritmasina kars1 grafige
gegirilerek ve saf proteinin Ry degerinden faydalanilarak Gea TK4 MA’1n molekiil agirlig
tespit edildi. Yapilan bu hesaplamayla Geca TK4 MA’1in monomer molekiil agirligr yaklasik
68,27 kDa, olarak belirlendi. Sadece amino asit sirasindan faydalanarak yapilan teorik
hesaplamada (URL-14, 2008) ise Gca TK4 MA’in molekiil agirhigr 67,56 kDa olarak
bulundu. Fakat rekombinant enzimin molekiil agirlig1 belirlenirken, Geca TK4 MA geni
pET-28a(+) vektoriinde ekspres edildiginden dolay1 baslama sinyalinden once var olan
polihistidin kuyrugunun ve diger amino asitlerin de dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu
sekilde yapilan hesaplama sonucunda pET-28a(+) vektoriinde ekspres edilen Gea TK4
MA’1in molekiiler agirligi yaklagik olarak 70,03 kDa olmaktadir. Sonuglar goz oniine
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alindiginda, teorik ve deneysel olarak yapilan hesaplamalarda molekiil agirliklarinin

birbirine oldukg¢a yakin oldugu goriilmektedir.

—» 70kDa
. — 60kDa

¢

1 2 3 4 S

Sekil 25. SDS-PAGE elektroforezi. 1: Gca TK4 MA genine sahip
indiiklenmemis E. coli BL21(DE3)pLysS hiicre i¢i 6ziiti,
2: Gca TK4 MA genine sahip indiikklenmis E. coli
BL21(DE3)pLysS hiicre i¢i 6ziitii, 3: Is1 soku uygulanmis
Gca TK4 MA genine sahip E. coli BL21(DE3)pLysS hiicre
ici Oziitl, 4: Saf enzim, S: Molekiil agirlik standartlar

3.4.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Dogal PAGE’de saf enzimin yiiriitiiliip Comassie Brillant Blue R250 ile boyanmasi
sonucunda (Sekil 26A) tek bir bandin gozlenmesi enzimin basarili bir sekilde
saflastirilabildigi sonucunu desteklemektedir. Ancak bu yontemle, saf proteinin molekiil
agirligt belirlenemediginden enzimin alt birimlerinin sayisi tespit edilememistir. Enzim
aktivite boyamas1 i¢in (Sekil 26B), %10’luk dogal poliakrilamid jeline %1 son
konsantrasyonda olacak sekilde nisasta ilave edilerek elektroforez yapildi. Jelde aciga
cikan tek beyaz bolge saf enzimin varliimi ve nisasta {izerindeki aktivitesini
gostermektedir. E. coli’den elde edilen ham 0ziitte substratla boyamada birden fazla bant

cikmasi bakteri tarafindan farkli amilolitik enzimlerin tiretildigi anlamina gelmektedir.
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Sekil 26. Dogal PAGE elektroforezi. Al: E. coli BL21(DE3)pLysS hiicre
i¢1 Oziitli, A2: Saf enzim, B1: E. coli BL21(DE3)pLysS hiicre ici
Oziitii, B2: Saf enzim

3.4.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
Karakterizasyon calismalarinin gergeklestirilebilmesi amaciyla, E. coli’den elde
edilen saf enzim ic¢in suda ¢oziinlir nigasta ve B-siklodekstrin (B-CD) substrat olarak

kullanilmistir (Tablo 18).

Tablo 18. Geca TK4 MA’m kullanilan substratlar ile elde edilen aktivite

degerleri
Substrat Aktivite (%)
B-CD 100

Coziiniir nisasta 27
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Elde edilen sonuglar neticesinde, enzimin nigastaya gore daha yiiksek aktiviteye sahip

oldugu B-CD bundan sonraki karakterizasyon c¢alismalarinda substrat olarak kullanilmigtir.

3.4.5. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Gca TK4 MA’mm B-CD’le reaksiyona sokulmasi sonucu agiga ¢ikan parcalanma
tiriinlerini tespit etmek amaciyla enzim substratiyla farkl siirelerde inkiibe edilerek TLC

yapildi (Sekil 27).

Sekil 27. B-CD’nin Gea TK4 MA’la reaksiyonu sonucu olusan
par¢alanma drlinleri. G: Glukoz, M: Maltoz,
MT: Maltotrioz 1: 30 dak., 2: 1 saat, 3: 2 saat, 4: 5 saat,
5: 8 saat inkiibasyon.

Sekilde de goriildiigli gibi enzimin substratla etkilesimi sonucunda, enzim tipik
MA’larda oldugu gibi baslica glukoz ve maltoz aciga ¢ikarmaktadir. Bu da ekspres edilen

ve saflagtirilan enzimin MA oldugu sonucunu destekler niteliktedir.
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3.4.6. pH’nin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gca TK4 MA’m en yiiksek aktiviteyi gosterdigi pH degerini belirleyebilmek
amaciyla, B-CD substrat1 varliginda farkli pH degerlerindeki tamponlar kullanilarak enzim
aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen bu aktivite degerleri kullanilarak pH-%bagil aktivite
egrisi ¢izildi (Sekil 28). Buna gore, optimum pH’nin 7,0 oldugu goriilmektedir.

120

100 +
s
P 80 -
Zz
g 60 -
<«
o 40 -
[}
-]

20 -

0 ? ? AY T T T
2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0

pH

Sekil 28. Geca TK4 MA’1in pH bagimlilik egrisi

3.4.7. Sicakhigin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gca TK4 MA aktivitesinin sicakliga bagli olarak degisimi 10 °C’lik artiglarla
30-80 °C arasinda denenmis ve sicaklik-%bagil aktivite grafigi Sekil 29°de gosterilmistir.
Enzim aktivitesinin 50 °C’de optimuma ulastifi, ayrica enzimin bu sicakligin disindaki

degerlerde ve oOzellikle 80 °C’de aktivitesini yaklasik olarak %40 civarinda korudugu

gbzlenmistir.
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Sekil 29. Geca TK4 MA’1n sicaklik bagimlilik egrisi

3.4.8. Enzim Konsantrasyonun Aktivite Uzerine Etkisi

Gca TK4 MA aktivitesinin protein miktarina bagimliligini incelemek amaciyla,
onceden belirlenen substratin sabit konsantrasyonunda reaksiyon karisimindaki protein
miktarina bagli olarak aktivitelerin degisimi incelendi. Reaksiyon karisiminda 0,01-1
mg/mL degerlerde son konsantrasyonda protein igerecek sekilde enzim ¢dozeltileri
kullanilarak aktivite tayinleri yapildi. Protein konsantrasyonuna karsi aktivite degerlerinin
grafige ge¢irilmesiyle elde edilen hiperbolik egriden 1 mg/mL substrat konsantrasyonunda

optimum enzim konsantrasyonu 0,2 mg/mL olarak belirlendi ($ekil 30).
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Sekil 30. Geca TK4 MA aktivitesi lizerine enzim konsantrasyonunun etkisi

3.4.9. Substrat Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gca TK4 MA aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonun etkisini incelemek icin
enzim konsantrasyonu sabit tutularak, reaksiyon karisimindaki 0,1-2 mg son
konsantrasyonda B-CD varliginda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Elde edilen veriler
kullanilarak enzimin en yliksek aktiviteyi 1 mg/mL B-CD varliginda gosterdigi (Tablo 19)
ve K degerinin 0,01 mM (Sekil 31) oldugu tespit edildi.

Tablo 19. Geca TK4 MA iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Substrat (mg/mL) Aktivite (U) Spesifik aktivite (U/mg protein)

0,005 11,4 57,2

0,01 18,5 97,4

0,1 32,6 162,8

0,2 33,7 168,5

0,3 343 171,7

0,4 35,0 175,2

0,5 35,6 177,3

1 37,8 189,1

2 38,3 191,6
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D

-150 -100 -50 0 50 100 150 200 250

Sekil 31. Gea TK4 MA i¢in Lineweaver-Burk egrisi

3.4.10. Rekombinant Enzimin Isil Kararlihgimn incelenmesi

Enzimin 1s1] kararliligin1 incelemek amaciyla, Tris-HCI1 tamponu (50 mM, pH 7,0)
icindeki saf enzim 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’lerde ki sicakliklarda, 1, 5 ve 7 glin boyunca
bekletildi ve belirtilen siirenin sonunda optimum sartlar altinda aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Gozlenen kalan aktiviteler sicaklik degerlerine karsilik grafige gegirildi
(Sekil 32). Enzimin 1 giin sonunda 50-70 °C arasinda aktivitesinin neredeyse hi¢
degismedigi, 7 giin sonunda 90 °C’de aktivitesini yaklasik %80 oraninda kaybettigi ancak

optimum sicakligt olan 50 °C’de aktivitesini %70 oraninda korudugu belirlendi.
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Sekil 32. Geca TK4 MA’1n 151l kararlilik egrisi
3.4.11. Rekombinant Enzimin pH Kararlihgimn incelenmesi

Enzimin pH kararliligin1 incelemek amaciyla, saf enzim, 1:1 oraminda pH 3,0-9,0
arasindaki tamponlarla karistirilarak ayri ayri 4 °C ve 50 °C’de 7 giin boyunca
bekletildikten sonra, dnceden belirlenen optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi.
Gozlenen kalan aktiviteler, pH degerlerine karsi grafige gecirildi (Sekil 33-36).
Grafiklerden de goriilebilecegi gibi enzim farkli pH’lardaki tamponlar icinde 4 °C’de
bekletildiginde, 7 giin sonunda aktivitesini %80 oraninda koruyabilmektedir. Bununla

birlikte 50 °C’de 7 giin sonunda enzim aktivitesinde belirgin bir degisme gézlenmemistir.
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Sekil 33. Geca TK4 MA’1n 4 °C’deki pH kararlilik grafigi
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Sekil 34. Geca TK4 MA’nin 4 °C’deki pH kararlili§inin zamana gore degisimi
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Sekil 35. Geca TK4 MA’1n 50 °C’deki pH kararlilik grafigi
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Sekil 36. Gca TK4 MA’mn 50 °C’deki pH kararliliginin zamana gore degisimi
grafigi

3.4.12. Baz1 Kimyasallarin ve Metal Iyonlarimin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gca TK4 MA aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin ve kimyasallarin etkisini
incelemek amaciyla, Li", Mn2+, Zn2+, Ca2+, C02+, Fe** ve Cu*" gibi monovalent ve divalent
iyonlarin kloriir tuzlarinin reaksiyon karisimindaki nihai konsantrasyonlart 5 mM ve ayrica

Tween 20 ve 2-merkaptoetanol’iin (2-ME) % 0,1; PMSF, SDS ve EDTA’nin % 1 nihai
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konsantrasyonlarda olacak sekilde optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal
iyonu ve diger kimyasallar1 icermeyen karisimin aktivitesi % 100 olarak kabul edilip metal
iyonu ve diger kimyasallarin ilavesi durumunda % kalan aktiviteler hesaplandi (Tablo 20).

Elde edilen degerlerden goriildiigii gibi Zn*"nin aktivite tizerine herhangi bir
etkisinin olmadigi, Mn>" ve Ca’" varhiginda ise aktivitede sirasiyla %51 ve %8’lik bir
artisin oldugu gozlendi. Li" iyonu varliginda aktivitenin %67 oraninda kayboldugu tespit
edildi. Kullanilan kimyasallarin Geca TK4 MA aktivitesi lizerinde inhibitor etkisi gosterdigi
ve SDS varliginda aktivitenin %93 oraninda inhibe oldugu gozlendi (Tablo 21).

Tablo 20. Gca TK4 MA aktivitesi ilizerine bazi metal iyonlarinin etkisi

Metal Iyonu (5 mM) %Kalan Aktivite

Yok 100
Li* 33
Mn*" 151
Zn*" 101
Ca** 108
Co™ 77
Fe** 62
Cu** 85

Tablo 21. Geca TK4 MA aktivitesi lizerine bazi kimyasallarin etkisi

Kimyasal % Kalan Aktivite
Yok 100
PMSF 53
Tween 20 29
SDS 7
EDTA 14

2-ME 81




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Genetik ve protein miihendisliginde kullanilan modern teknikler, ticari enzimlerin
tiretilmesinde ve bunlarin 1s1l kararliliklarinin, u¢ noktalardaki pH’lara, okside edici
kimyasallara ve organik ¢oziiciilere karsi kararliliklarinin arttirilmasinda 6nemli avantajlar
saglanmaktadir. Klonlama ve genomik bilginin ekspresyonu, endiistriyel bir enzimin
uygun mezofilik bir konak¢ida hizli bir sekilde iiretilmesi, 6zellikle biyotransformasyon
uygulamalarinin ihtiyact olan 1s1l kararli enzimlerin elde edilmesinde olduk¢a 6nemlidir
(James 1995; Tkeda ve Clark, 1998).

Isil kararli enzimler, zorlu endiistriyel uygulamalardaki sartlara karsit olduke¢a iyi
uyum saglayabilmelerinden dolay1, bir¢cok endiistriyel ve biyoteknolojik alanda ilgi
cekmektedirler (Haki ve Rakshit, 2003). Enzimlerin endiistride kullanimi i¢in termal
kararlilik en 6nemli 6zelliktir. Bu sebeple, termofiller, termal kararli maltojenik amilazin
(MA) elde edilmesinde olduk¢a onemli kaynaklardir. Ancak, termofillerde MA {iretiminin
oldukga diisiik seviyede olmasi sebebiyle, endiistri agisindan bu organizmalarin direkt
enzim kaynagi olarak kullanilmalar1 pratik olmamaktadir. Bu amacla, prokaryotik
sistemlerde yabanci proteinlerin ekspresyonu amaciyla gergeklestirilen molekiiler
yaklagimlar, MA i¢in ekonomik a¢idan fazla miktarda {iriin elde edilebildiginden dolay1
onemli bir alternatif olmaktadirlar (Cho vd., 1999; Kim vd., 2003). Yeni ekstremofil
mikroorganizmalarin kesfi ve sonrasinda genetik miihendisligi yOntemleri yardimiyla
biyokataliz ve biyotransformasyon reaksiyonlart icin yeni firsatlar saglanacagi
belirtilmektedir (Gomes and Steiner 2004).

Gergeklestirilen calismada, Canakkale’nin Kestanbol Kaplicasi’ndan izole edilen,
cesitli morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve DNA hibridizasyonu analizi ile
yeni bir alt sus oldugu ortaya konulan Geobacillus caldoxylolyticus TK4 susundan, 1s1l
kararli MA (Gca TK4 MA) geninin indiiklenebilir T7 RNA polimeraz promotoru igeren
pET-28a(+) vektoriine klonlanarak, Escherichia coli BL21(DE3)pLysS susunda
ekspresyonu gergeklestirilmistir. Ekspres edilen protein saflagtirilarak, enzim aktivitesinin
varhigi, elektroforetik ve spektroskopik yontemlerle ortaya konmus ve ayrica biyokimyasal,
kinetik ve bazi termodinamik 6zellikleri arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen

veriler bilinen diger organizmalardaki MA’larla karsilastirilmistir.
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G. caldoxylolyticus TK4 genomik DNA’smin (gDNA) EcoR 1 kesim enzimiyle
kesilerek olusturulan kiitiiphaneden elde edilen ve 201 baz ¢iftinden olusan gDNA
pargasinin yapilan {i¢ invers PCR’la ¢ogaltilmasi sonucu genin tamaminin 1740 baz
ciftinden ve 579 aminoasitten olustugu gozlenmistir. Daha Onceden yapilan ¢esitli
calismalarda, Bacillus stearothermophilus ET1 susundan elde edilen genin 1770 baz cifti
ve 590 amino asitten (Cha vd., 1998); Lactobacillus gasseri ATCC 33323 susundan elde
edilen MA geni 1722 baz ¢ifti ve 574 amino asitten (Oh vd., 2005); Bacillus sp. WPD616
sundan elde edilen genin 1764 baz c¢ifti ve 588 amino asitten (Liu vd., 2006);
Thermoplasma volcanium MA’nin 1872 baz ¢iftinden 624 amino asitten (Kim vd., 2007);
Bacillus thermoalkalophilus MA’nin 1740 baz ¢ifti ve 580 amino asitten (URL-15, 2008)
olustugu bildirilmistir.

BLAST programi kullanilarak Gca TK4 MA’in amino asit sirasinin diger
organizmalardaki benzer amino asit siralariyla kiyaslanmasi sonucunda Bacillus ve
Geobacillus tiirii organizmalara benzerlik gosterdigi gozlenmistir. Yapilan inceleme
sonucunda, B. thermoalkalophilus MA’1na %86, G. stearothermophilus (BSMA) MA’na
%77 ve Thermus sp. IM6501 MA’ma ise %75 oraninda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica Family 13 ailesine dahil olan neopullulanaz, siklodekstinaz ve amilaza

da %74-76 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 17).

Gca TK4 MA amino asit sirast  Clustal W  programi  yardimiyla,
B.  thermoalkalophilus, G.  stearothermophilus, — B.  stearothermophilus  ve
G. thermodenitrificans tiirlerinde ilgili genlerin amino asit siralar1 kiyaslanmistir. Yapilan
incelemede, diger tiirlerde oldugu gibi Geca TK4 MA’inda da oldukca korunmus alti
bolgenin varligi ve ayrica aktif bolgede yer alan amino asitler olan (*) isaretlenmis,
Asp-194, Asp-399 ve Glu-336 amino asitlerinin varligr da tespit edilmistir. Bu durumda
aktif bolgenin tamamen korunmus oldugu goriilmektedir (Sekil 24). Proteinin N-ucunda
bulunan yaklagik 130 amino asit ve C-ucunda bulunan yaklagik 80 amino asit, bu enzimi
Family 13’e dahil olan amilolitik enzimler arasinda CD’leri hidrolizleyen enzimler sinifina
dahil etmektedir (Kim vd., 1999).

Rekombinant Geca TK4 MA’1n ekspresyon igslemi, N- ucunda 6 tane histidin birimi
igerecek sekilde (histidin kuyrugu) E. coli BL21(DE3)pLysS susunda ve saflagtirma islemi
ise Ni-afinite kolonu kullanilarak tek adimda gerceklestirilmistir. Literatiire bakildiginda,
yine E. coli’de ekspres edilen L. gasseri ATCC 33323, N- ucunda 6 tane histidin biriminin

yaninda metiyonin ve glutamik asit amino asitlerini de i¢erecek sekilde klonlanmistir. LB
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besiyerinde biiyiitiilerek elde edilen rekombinant hiicreler, 30 dakika 37 °C’de lisozimle
inkiibe edildikten sonra sonikatdr yardimiyla pargalanmis ve silipernatan Ni-NTA
kolonuyla tek adimda saflastirilmistir (Oh vd., 2005). Bacillus sp. WPD616’dan elde
edilen MA, E. coli’de GST fiizyon proteini olarak ekspres edilmis ve saflagtirma islemi
GST-afinite kromatografisi yardimiyla tek basamakta gerceklestirilmistir (Liu vd., 2006).
Thermoplasma volcanium GSS1 MA geni, 10sin ve glutamat amino asitlerine ilave olarak
alt1 adet histidin birimi icerecek sekilde E. coli MC1061 susunda ekspres edilmis, Ni-NTA
sperflow afinite kromatografisi kullanilarak tek adimda saflastirilmistir (Kim vd., 2007).
B. stearothermophilus ET1, E. coli DH5a susunda ekspres edilerek, elde edilen protein
amonyum siilfatla ¢oktiiriildiikten sonra DEAE-Toyopearl 650 iyon degisim kolonuna
yiiklenerek NaCl gradienti yardimiyla saflagtirilmistir. Saflagtirilan protein, YM-10 ve
PM-10 membran filtreleri yardimiyla deristirilerek kullanilmistir (Cha vd., 1998).

Yapilan elektroforetik ¢alismalarla, indiikklenmemis E. coli hiicre igi proteinleriyle
kiyaslandiginda, enzimin, etkili bir bigimde ekspres edildigi ve saflastirildigi ortaya
konmustur (Sekil 25, 26). Saflastirma islemi sonucu SDS poliakrilamid jel elektroforezinde
tek bant gozlenmistir. SDS jel elektroforezi sonuglarina gore, belirlenen bu tek bant,
proteinin ya tek alt birimden olustugunu ya da dordiinciil yapisinin homolog iki ya da daha
fazla alt birimin organizasyonu ile olusabilecegini gostermektedir. Histidin kuyrugu
icerecek sekilde ekspres edilen rekombinant proteinin monomer halinin molekiil agirlig
70,03 kDa ve sadece amino asit sirasindan yola ¢ikarak yani histidin kuyrugu igermeyecek
sekilde hesaplanan Gca TK4 MA’in molekiil agirligi 67,56 kDa olarak bulunmustur. Bu
degerler, SDS jel elektroforezindeki R¢ degerlerinden yola ¢ikilarak tespit edilen sonucu da
(68,27 kDa) desteklemektedir. Termofilik Bacillus sp. MA’indan elde edilen
GST-MA’ i molekiil agirligi SDS jel elektroforezinden 93 kDa olarak hesaplanmustir.
B. stearothermophilus’tan saflastirilan MA’1in molekiil agirligini tespit etmek amaciyla
yapilan SDS jel elektroforezi sonucunda, molekiil agirligt 62 kDa ve MALDI-TOF/MS
yontemiyle yapilan inceleme sonucunda da 69,66 kDa olarak bulunmustur (Cha vd., 1998).
L. gasseri MA’nin (LGMA) molekiil agirligi, SDS jel elektroforezi yontemiyle 65 kDa ve
MALDI-TOF/MS yontemiyle de 67,76 kDa olarak tespit edilmistir. Yapilan jel elekleme
kromatografisinde (Superose 12) molekiil agrirligi ise 211 kDa olarak bulunmustur. Bu
sonuglar LGMA nin aktif formunun tetramerik yapida oldugunu vurgulamaktadir. MA’1n
oligomerik yapilar1 {izerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, elde edilen enzimlerin cogunun

cozelti igerisinde dimerik yapida oldugu tespit edilmistir (Park vd., 2000). Kim ve
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arkadaglar1 (2001), Thermus MA’nin (ThMA) ¢6zeltide monomer/dimer dengesi halinde
oldugu, ThMA’nin ¢6zelti icinde hem monomer halinin hem de dimer halinin farkh
substrat durumlarina goére enzimatik olarak aktif olabildigini gostermistir. Monomerik
yapidaki ThMA’nin nisasta iizerindeki aktivitesinin, dimerik formdaki B-siklodekstrin
(B-CD) aktivitesiyle kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Thermoplasma
volcanium’dan elde edilen rekombinant MA’mn (TpMA) molekiil agirligi, MALDI-
TOF/MS yontemiyle 72 kDa ve Superdex 200 HR jel elekleme kromatografisiyle 146 ve
66 kDa olarak bulunmustur. Bu enzim {izerinde yapilan ¢aligmalar neticesinde, enzimin
molekiiler agirligindan yola c¢ikilarak, diger CD-pargalayan enzimlerde oldugu gibi
monomer ve dimer yapisinda olabildigi ve ayrica bu yapilara ilave olarak sulu ¢ozelti
icerisinde pentamer ve hekzamer yapisinda da olabilecegi ifade edilmistir. Monomerik
yapisinin ¢Oziiniir nigastay1 oligomerik yapisina nazaran 15 kat daha etkili bir bigimde
hidrolizledigi yani nigasta gibi biiyiik substratlara ilgi duydugu, oligomerik yapinin ise,
B-CD iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir (Kim vd., 2007). Diger bir ¢calismada, Bacillus
subtilis SUH4-2 MA’nin molekiil agirligi SDS jel elektroforezinde 64 kDa, MALDI-
TOF/MS 68,9 kDa ve jel elekleme kromatografisiyle de (Superdex G200 HR 10/30)
109 kDa olarak bulunmustur. Yapilan ultrasantrifiijleme sonucunda, enzimin ¢ozelti i¢inde
3:2 oraninda monomer ve dimer karisimindan ibaret oldugu goriilmiistiir (Cho vd., 2000).
Gca TK4 MA’min molekill agirliginin diger organizmalardan elde edilen monomer
molekiil agirligina yakin olmasi ve substrat olarak 3-CD nisastaya oranla daha etkili bir
bicimde hidroliz etmesi, bu enzimin, monomerik yapidan ziyade oligomerik yapida
olabilecegini gdstermektedir.

Yapilan %10’luk dogal poliakrilamid jel elektroforezinde, kromatogramda tek bir
bandin gozlenmesi, proteinin etkili bir sekilde His-Taq Ni-afinite kolonuyla etkili bir
sekilde saflagtirildigini desteklemektedir. Ayrica %1 nihai konsantrasyonda nisasta
katilmastyla hazirlanan  %10’luk dogal poliakrilmid jelinin, 45°C’de 40 dakika
bekletilmesi sonucu olusan tek bir beyaz bolge, saflastirilan enzimin istenilen sekilde
amilolitik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 26A ve Sekil 26B).

Enzimin substrat O6zgiinligiinlin belirlenebilmesi amaciyla, uygun sartlar altinda
B-CD ve suda ¢oziinebilen nisasta kullanilarak yapilan incelemede, enzimin, nisastayla
kiyaslandiginda, B-CD’ne karsi olduk¢a yiiksek bir ilgisinin oldugu gortilmistiir
(Tablo 18). MA’in CD’leri, nisastayr ve pullulan1 substrat olarak kullandigi, B-CD’i
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(7 glikoz biriminden olusmaktadir) nisastaya ve pullulana goére 100 kat daha hizli
parcalayabildigi bilinmektedir. Buna karsilik, diger amilolitik enzimler B-CD’i ve pullulani
substrat olarak kullanamamaktadir (Kim vd., 1999). MA’1n hiicre i¢i enzim olmasi, 3-CD’i
substrat olarak nisastaya tercih etmesi, bu enzimi diger amilolitik enzimlerden
farklilandirmaktadir (Park vd., 2000). Yaptigimiz calisma sonucunda, elde ettigimiz
rekombinant enzimin benzer 6zellikler gdstermesi, klonlanan bu enziminde bir maltojenik
amilaz oldugunu desteklemektedir. MA’lar, B-CD’i substrat olarak kullanarak
gerceklestirdikleri  hidroliz reaksiyonu sonucu, baslica maltoz ve glikoz agiga
cikarmaktadirlar (Cha vd., 1998; Oh vd., 2005; Kim vd., 2007) ve bu sebeple maltojenik

amilaz adin1 almaktadirlar (Kim vd., 1999).

Gca TK4 MA’1nin substratiyla etkilesimi sonucu, ortaya ¢ikan par¢alanma tirlinlerini
tespit edebilmek amaciyla ince tabaka kromatografisi (TLC) yapilmistir (Sekil 27). Bu
islemi gergeklestirmek amaciyla, enzim substratiyla uygun sartlar altinda, 30 dakika, 1
saat, 2 saat, 5 saat ve 8 saat inkiibe edilerek, enzimin substratiyla etkilesmesi saglanmis ve
bunun sonucunda da hidroliz iirlinleri olusturulmustur. Elde edilen bu karigimlar,
Kieselgel-Silica gel TLC kart1 iizerine tatbik edilmis ve uygun ¢dziicii karisimi kullanilarak
islem gergeklestirilmistir (Sekil 27). Elde edilen sonuglar incelendiginde, parcalanma
iiriinii olarak baslica maltoz ve glikoz olustugu ve bunun yaninda maltotriozdan daha
biiyiik pargalanma fiiriinlerinin de ortamda olustugu gozlenmistir. Inkiibasyon siiresi
uzadik¢a, maltoz ve glikoz disinda olusan hidroliz iiriinlerinin miktarinda da azalma
gozlenmistir. Elde edilen bu veriler géz oniline alindiginda, ekspres edilen rekombinant
Gca TK4 MA’1n hidroliz {iriinlerinin, bilinen tipik MA’larla benzer oldugu (Oh vd., 2005;
Lee vd., 2003; Kim vd., 2007; Cha vd., 1998) ve bu sebeple, saflastirilan proteinin MA

olarak siniflandirilabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir.

Enzim kinetigi c¢alismalarinda, optimum pH degerleri, kullanilan materyalin
kaynagina, ekstraksiyon sarlarina ve kullanilan substratlara gore fakliliklar gosterir
(Jiang, 1999). Ayrica, enzim aktivitesi sadece pH’ya bagimli degil ayn1 zamanda kullanilan
tampona da bagimhidir (Oh vd., 2005). Proteinin N-ucunda His kuyrugu icerecek sekilde
ekspres edilen Gca TK4 MA’ i pH bagimliligr incelendiginde, elde edilen grafikte tek bir
pik gozlenmis ve optimum pH degeri ise 7,0 olarak tespit edilmistir (Sekil 28).
Lactobacillus gasseri’den klonlanarak saflastirilan MA (LGMA) en yiiksek hidrolitik
aktivitesini pH 5,0’da gosterdigi (Oh vd., 2005); termofilik Basillus sp.’den saflastirilan
rekombinant MA’1n optimum pH degerinin 6,0 (Liu vd., 2006); Bacillus thermoalkalipus
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ET2’den saflastirilarak karakterize edilen MA’nin optimum pH degerinin de 8,0 (Cheong
vd., 2005) oldugu belirlenmistir. Ayrica Bacillus subtilis’ten klonlanarak karakterize edilen
saf MA’mn en yiiksek hidrolitik aktiviteyi pH 7,0’da (Cho vd., 2000) gosterdigi
bildirilmigtir. Literatlirdeki bu veriler dikkate alindiginda, G. caldoxylolyticus TK4

rekombinant MA’1in optimum pH degerinin bilinen MA’larla paralel oldugu goriilmiistiir.

Rekombinant Geca TK4 MA’n en yiiksek aktiviteyi gosterdigi optimum sicaklik
degerini belirlemek amaciyla yapilan inceleme sonucunda, enzimin optimum sicakligi
50 °C olarak tespit edildi (Sekil 29). B. stearothermophilus ET1’ den elde edilen MA
optimum aktivite degerini 50 °C’de (Cha vd., 1998); B. stearothermophilus’tan elde edilen
saf rekombinant enzim i¢in optimum sicaklik degeri 55 °C (Lee vd., 2003) ve
L. gasseri’den elde edilen MA’1n ise optimum sicaklik degeri yine 55 °C (Oh vd., 2005)

olarak bildirilmistir.

G. caldoxylolyticus TK4’ten elde edilen rekombinant MA’1n aktivitesi lizerine enzim
konsantrasyonunun etkisi incelendiginde, 0,2 mg/mL protein miktarina kadar enzim
aktivitesinde artis gozlenmis ancak bu degerden sonra protein konsantrasyonunun
arttirilmasiyla enzim aktivitesinde artisin gozlenmedigi tespit edilmistir (Sekil 30).

Termal kararli enzimler, mikroorganizmanin optimum biiylime sicakligindan daha
yiiksek sicakliklarda kararlilik ve aktiviteye sahip olabilirler (Saboto vd., 1999). Mezofilik
ve termofilik enzimlerin konformasyonel entropileri incelendiginde, termofilik proteinlerin
mezofilik homologlarina gore daha fazla yapisal esneklige sahip olduklari goriilmiistiir
(Leuschner ve Antranikan, 1995; Fredrich ve Antrakian, 1996; Diane vd., 1997). Enzimin
1s1l kararliligini belirleyebilmek amaciyla yapilan denemelerde, optimum sicaklik degeri
olan 50 °C’de, enzim 1 ve 5 giin inkiibe edildiginde aktivitesinde belirgin degisimin
olmadigi, 7 giin sonunda ise aktivitede yaklasik %30’luk bir kaybin oldugu gézlenmistir.
Benzer sekilde, 60 ve 70 °C’de enzim inkiibe edildiginde ise yine 1 ve 5 giin sonunda
aktivitede ciddi bir kaybin olmadig1 ve 7 giin sonunda ise yaklasik olarak %35- 40’lik bir
aktivite kaybinin varligi tespit edilmistir. 80 °C’de yapilan inkiibasyona bagli olarak, 1 giin
sonunda enzim aktivitesini %90 oraninda koruyabiliyorken, 5 ve 7 giin sonunda sirastyla
aktivitede %30 ve %50 civarinda bir kayip gozlenmistir. Enzim 90 °C’de inkiibasyona
maruz birakildiginda ise, 1 giin sonunda aktivitesini %20 oraninda kaybederken 5 ve 7 giin
sonunda aktivitelerini %60 ve %20 oraninda koruyabilmistir (Sekil 31). L. gasseri MA’1
55 °C’de 96 saat boyunca aktivite gosterebildigi (Oh vd., 2005); B. stearothermophilus
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(Cha vd.,1998) MA’min ise 24 saat boyunca 50 °C’de hidroliz isleminde kullanildig:
bildirilmistir.

Karakterize edilen rekombinant Gca TK4 MA’1n, reaksiyon sicakligi olan 50 °C’de
ve depolama sicaklig1 olan 4 °C’de, farkli pH degerlerinde toplam 7 giin boyunca inkiibe
edilerek pH karalilig1 incelendi. Bunun sonucunda, 4 °C’de 7 giin sonunda farkli pH
(3,0-9,0) degerlerinde bekletildiginde, 3 giin boyunca enzim aktivitesinin tamamen
korundugu 7 giin sonunda ise aktivitede tim pH degerlerinde yaklasik olarak %20’lik bir
kaybin oldugu gozlenmistir (Sekil 32). Benzer islemler gergeklestirilerek enzim 50 °C’de
farkli pH’larda bekletildiginde 7 giin sonunda enzim aktivitesinde herhangi bir azalmanin
olmadig tespit edildi (Sekil 33). Yapilan bu incelemeler sonucunda gerek 1s1l kararlilik ve
gerekse pH kararlilig1 agindan enzimin, endiistrinin ihtiyaglarini karsilayabilecek derecede
onemli bir kararlihiga sahip oldugu goriilmektedir. Literatiirde bugiine kadar klonlarak
saflagtirllan ve karakterizasyonu gergeklestirilen MA’larin pH kararhiligi hakkinda

herhangi bir bilgiye rastlanmamustir.

MA’lar genelde aktivitelerini gosterebilmek i¢in metal iyonlarmma ihtiyag
duyduklarindan dolayi, g¢esitli metal iyonlarimin ve bunun yaninda bazi kimyasallarin
aktiviteyi nasil etkiledigi arastirildi. Yapilan inceleme sonucunda, Zn** iyonu varhiginda
aktivitede herhangi bir degisimin olmadigi, Ca® iyonu varhginda aktivitede hafif bir
artisin meydana geldigi ve Mn”" varliginda ise enzim aktivitesinde ciddi bir artisin oldugu
gozlendi. Cu®™ varliginda aktivitede %15°lik, Co®" varhginda %23’lik, Fe*" varhginda
%38’lik, Li" varliginda ise %67’lik bir kaybn oldugu tespit edildi. Bu durumda,
G. caldoxylolyticus TK4’ten elde edilen rekombinant MA’in aktivitesi, denenen metal
iyonlar1 i¢inde en ¢ok Li" iyonu tarafindan inhibe edilmistir (Tablo 20). L. gasseri MA
aktivitesi tizerine metal iyonlarnin etkisine bakildiginda (5 mM), Zn*" ve Fe*'iyonlari
tarafindan sirasiyla %96 ve %90 oraninda inhibe edildigi, Ca®* varhginda ise aktivitede
%4 oraninda bir azalmanin oldugu goriilmiistiir (Oh vd., 2005). Bacillus sp.’den klonlanan
MA aktivitesi iizerine metal iyonlarmm (10 mM) etkisi incelendiginde ise, Li" iyonu
varliginda %9, Mn®" iyonu varhigimda %50 oraninda azaldigi, buna karsm Cu®" ve
Fe*'metal iyonlar1 varhiginda aktivitede herhangi bir degisimin olmadigi belirtilmistir
(Liu vd., 2006).

Enzim aktivitesi lizerine bazi kimyasallarin etkisini incelemek i¢in yapilan
denemede, 2-merkaptoetanol’un (2-ME) %19, PMSF’nin %47, Tween 20’nin %71,
EDTA’nin %86 ve SDS’nin %93 oraninda aktivitede bir azalmaya sebep oldugu
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gozlenmistir (Tablo 21). Bacillus sp. WPD616’dan klonlanan MA ile yapilan ¢alismalarda,
nihai konsantrasyonlart %10 olacak sekilde, EDTA %29,9, PMSF %100, SDS %100
oranlarinda ve nihai konsantrasyonlar1 %1 olacak sekilde, Tween 20’nin %2,8, 2-ME’un
%54,9 oraninda enzim aktivitesinde azalmaya neden olmustur (Liu vd., 2006). L. gasseri
rekombinant MA’inm ise SmM EDTA varliginda aktivitesinde %74 oraninda bir

inhibisyonun s6z konusu oldugu bildirilmistir (Oh vd., 2005).

Elde edilen tiim bu veriler géz oniline alindiginda, G. caldoxylolyticus TK4 susundan
klonlanarak, E. coli BL21(DE3)pLysS susunda, bas kisminda 6 tane His kuyrugu olacak
sekilde ekspres edilip saflastirilan enzimin, CD pargalayan bir enzim olan maltojenik
amilaz oldugu tespit edilmistir. Karakterizasyonu yapilan bu enzimin, pH kararlilig1 ve
termal karalilig1 agisindan oldukga iistiin 6zelliklere sahip oldugu gozlenmistir. Endiistrinin
ve hatta biyoteknolojinin ihtiya¢ duydugu ve 6nem verdigi bu 6zellikler sayesinde, elde

edilen Maltojenik amilaz, bu sektorler i¢in oldukga cazip bir enzim olarak goriilmektedir.



5. ONERILER

Enzimler doganin katalizorleridirler ve dolayisiyla enzimsiz bir hayatin var olmasi
diisiiniilemez. Bu yiizden enzimlerin 6zelliklerinin ve davranis bigimlerinin yaklasik 200
yildir inceleniyor olmasi siirpriz degildir. Endiistride enzim kullanimimin giin gegtikce
yayginlagsmasi, ¢ok degisik kaynaklardan enzimlerin saflastirilmasi ve karakterizasyonunu
da beraberinde getirmektedir (Kolcuoglu, 2005). Giliniimiizde, rekombinant DNA
teknolojilerinin ¢ok gelismis olmasi ve farkli uygulama alanlarinda kullanilabiliyor olmasi,
bir enzimin O6zelliklerinin iyilestirilmesine veya ¢ok daha uygun sartlarda iiretilmesine
imkan saglamaktadir

Bu calisma, Geobacillus caldoxylolyticus TK4 susundan maltojenik amilaz
(Gca TK4 MA) geninin uygun bir vektdre klonlanarak ekspres edilmesi agisindan oldukga
onemlidir. Kullanilan rekombinant DNA yontemi sayesinde, orijinal kaynaginda oldukca
diisiik seviyede ekspres edilen bu enzim daha diisiik sicakliklarda ve bol miktarda
tretilebilir hale gelmistir. Kullanilan iiretim teknigi yardimiyla klonlanan gen bir
promotorun altinda indiiklenebilmekte ve daha kisa siirede bol iiriin elde edilebilmektedir.
Ayrica proteinin bas kismina yerlestirilen Histidin kuyrugu sayesinde tek adimda Ni-
kolonu yardimiyla kolaylikla saflagtirilabilmektedir.

Termofilik canlilarda, MA’mn ekspresyon seviyesinin diisiik olmasi sebebiyle,
litratlirde, orijinal kaynagindan kromatografik yontemler kullanilarak bu enzimin
saflagtirllmas1 islemine rastlanmamistir. Zaten bugiine kadar MA’la ilgili yapilan
calismalarin sayisi oldukga sinirlidir ve yapilan bu ¢aligmalarin tamami rekombinant DNA
teknikleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Ancak, enzim, bag kisminda Histidin kuyrugu
olmadan ekspres ettirilerek ve farkli saflastirma yontemleri kullanilarak saflagtirma islemi
gerceklestirilebilir. Bunun yaninda, elde edilen bu genin korunmus bodlgeleri iizerinde
cesitli mutasyon islemleri gergeklestirilerek, hem histidin kuyrugu igermeyen hem de
mutasyon yapilmis enzimin ileri derecede karakterizasyonu yapilarak enzimin davraniginda
meydana gelebilecek olumlu veya olumsuz 6zellikler incelenebilir. Bu islemlerin yaninda
calismada eksik kalan, HPLC veya jel filtrasyon kromatografisi teknikleri kullanilarak,
G. caldoxylolyticus TK4 susundan elde edilen rekombinant MA’in molekiiler agirhigi ve

dordiinciil yapisi hakkinda bilgiler edinilebilir.
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MA’larin katalizledigi bilinen transglikozilasyon reaksiyonlar1 da, elde edilen bu
enzim yardimiyla, reaksiyon ortamina cesitli alict molekiiller (akseptor) konularak
incelenebilir. Bu sayede, giiniimiizde gida ve tip sektoriinde ihtiya¢ duyulan tathlik 6zelligi
yiiksek, ancak insan sagligi agisindan herhangi bir tehlikesi olmayan farkli sekerlerin
tasarlanmasinda ve tretilmesindeki etkinligi de incelenebilir. Ayni1 zamanda boyle bir

calisma ile enzimin bir organik sentez reaksiyonunda da kullanilmasi saglanmis olacaktir.

Enzimlerin siirekli kullanilabilirliklerini ve kararliliklarini arttirmanin diger bir yolu
da immobilizasyon yontemidir. Bu yontem sayesinde, immobilize enzimin 6zelliklerinin
ve dolayisiyla kararliliklarinin nasil degistigi arastirilabilir. Ayrica, enzim reaksiyonlarda
defalarca kullanilabilecek hale getirileceginden endiistri acisindan da oldukca cazip hale
gelecektir. Bu nedenle, ileri bir ¢alisma ile yapilan bu calisma sonucu elde edilen

rkombinant enzimin immobilizasyonu incelenebilir.
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